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RESUM

Aquesta tesi doctoral esta enfocada a la investigacié de nous agents amb potencial
activitat antitumoral per inhibicié enzimatica. S’ha descrit la implicacié de la G6PDH en
el desenvolupament i progressié del cancer degut a la seva participacio en la sintesi
d’acids nucleics. Es busca la preparacio de compostos que actuin inhibint de forma més
selectiva les cél-lules canceroses, actuant sobre els enzims implicats en el seu
metabolisme, com és la G6PDH, per tal de millorar I'eficacia i reduir els efectes adversos

dels tractaments dels que disposem actualment.

S’ha dut aterme la preparacio sintética de tres series de compostos diferents. La primera
pertany a les arilmetilenindolinona i derivats, la segona consta de sistemes tiofen-
condensats, dissenyats a partir de modelitzacié i amb canvis estructurals a partir de
farmacomodulacions modulatives i finalment la tercera série, la corresponent a les
urees. Els compostos s’han preparat mitjancant reaccions classiques de quimica
organica i s’han purificat posteriorment mitjangant técniques de separacio
(cromatografia). L’elucidacié estructural corresponent s’ha dut a terme mitjangant
técniques de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia de masses (EM)
i d’Infraroig (IR).

Finalment, s’ha dut a terme part de l'avaluacié bioldgica d’alguns dels compostos
preparats, utilitzant assajos in vitro de viabilitat cel-lular en diferents linies cel-lulars de
leucémia (TPH-1, MOLT3, NB4, HL-60, K562, KU812 i OCIAML-3) i de cancer de
prostata (PC-3) mitjangant la técnica MTT. Per tal d’estudiar l'activitat inhibitoria
enzimatica, s’han realitzat assajos d’inhibicié directa de la G6PDH, mesurada a partir de
la produccié d’NADPH.

ABSTRACT

This PhD has been focused on the discovery of new compounds with antitumoral
potential activity for inhibition of enzymes, like G6PDH. The implications of G6PDH for
the development and progression of cancer due to its participation in nucleic acid
synthesis have been described. Our objective was to prepare compounds that can be
able to inhibit enzymes such as G6PDH that involved in metabolism of cancer cells with

a good level of selectivity which have a perfect efficacy without significant side effects.

Synthetic preparation of three different compounds has been carried out. The first one
has arilmetilenindolinone and its derivatives. The second one contains thiophen systems

and designed by computational modulator and changed structure from




pharmacomodulations and finally, the third series of compounds is based on the urea-
derivatives. Compounds have been prepared using classical organic chemistry reactions
and further purification with separation techniques (chromatography). Corresponding
structural elucidation by NMR, Mass and IR.

Finally, part of the biological evaluation of some of the compounds have been prepared
and carried out using in vitro assays based on cellular viability on different prostate (PC-
3) and leukemic (TPH-1, MOLT3, NB4, HL-60, K562, KU812 and OCIAML-3) cell lines
using the MTT assay. The direct inhibition of G6PDH measured by the production
quantity of NADPH was used to study enzymatic inhibition activity.
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1. INTRODUCCIO

1.1. El Cancer

1.1.1. Definici6 del cancer i antecedents

El Cancer és un trastorn neoplasic que engloba un conjunt de més de 100 malalties
heterogénies, complexes i amb un desencadenament multifactorial, que apareixen com
a resultat d’'una alteracio en les cél-lules dels teixits. Aquesta alteracio esta relacionada
amb els sistemes que regulen la reproducci6 i la diferenciacié cel-lular. Quan aquests
sistemes fallen en una cél-lula o grup de cél-lules, aquestes es reprodueixen sense
control i perden la seva especificitat, donant com a resultat I'aparicido de tumors. Les
cél-lules tumorals es caracteritzen per, a més del creixement incontrolat i abséncia de
diferenciacio, la capacitat angiogénica i d’envair els teixits locals i organs distants a
través del sistema circulatori o limfatic, donant lloc al procés que es coneix com a

metastasi.t

Cada cél-lula del nostre cos té determinades funcions i un ritme de creixement i temps
de vida determinat per 'ADN, estan diferenciades. Les cél-lules normals es divideixen
de manera ordenada i romanen dins d’uns limits, fins que moren quan s’han desgastat
0 es danyen, i noves cel-lules les substitueixen. La cél-lula passara a convertir-se en
una ceél-lula cancerosa degut a un canvi o mutacio en el seu ADN. A vegades aquestes
cél-lules, la carrega genética de les quals ha canviat, moren o sén eliminades als ganglis
limfatics, pero d’altres, si els sistemes de control i reparacié no funcionen correctament,
segueixen creixent i formant de noves, desplacant les cél-lules normals. Aquestes
ceél-lules sén incapaces de realitzar les funcions pertinents als teixits als quals pertanyen
(no estan diferenciades) i, generalment, es multipliquen molt rapidament degut a la
manca d’'un mecanisme de control del creixement. S’amunteguen i pressionen o
bloquegen organs i els impedeixen realitzar les seves tasques. Degut a que no es limiten
a l'espai originari on es formen, es poden estendre a altres zones (adquisicié de
capacitat invasiva) i, produir un nou creixement en un lloc diferent a l'inicial (metastasi)

i danyar altres organs.?

La carcinogenesis pot durar anys i es genera mitjancant un procés de tres fases que

consisteix en iniciacio, promocio i progressio (Figura 1). Les substancies responsables

1 http://cancer.org (Data: 06/08/2018)
2 https://cancerresearch.org (Data: 06/08/2018)
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de produir aquesta transformacié es denominen agents carcinogens. Un exemple

conegut d’aquests son les radiacions ultraviolades del sol.®

INICIACIO Iniciador
carcinogenic

Dany no reparat
en el ADN

Mutacié
Promotor
PROMOCIO adquirida

Expansié Formacié del
clonal tumor

PROGRESSIO

Transformacié en
tumor maligne

Figura 1. Etapes de la carcinogénesi*

La primera fase comenca quan aquests agents actuen sobre la cél-lula alterant el seu
material geneétic (fase d’iniciacié tumoral), donant lloc a alld que es coneix com a
mutacio. Una primera mutacié no és suficient per a que es generi un cancer, pero si €s
una condici6 indispensable. Com a resultat, les cel-lules danyades (cél-lules iniciades)

transmeten la mutacio als seus descendents. Aquesta alteracié produida és irreversible.

Un cop la cel-lula ha patit una mutaci6é, aquesta és susceptible als efectes dels
promotors. Aqguests compostos promouen la proliferacié cel-lular (fase de promocid),
donant lloc a un gran nombre de cél-lules filles que contenen la mutacié de la cél-lula
mare i, la consequent formacio del tumor. Si sobre les cél-lules iniciades actuen de nou
i de forma repetida els agents carcindgens, la probabilitat de que es produeixin noves
mutacions augmenta. Les cel-lules involucrades en aquesta fase es denominen cél-lules

promocionades.

Les ceél-lules iniciades o promocionades pateixen noves mutacions. Cada vegada es
tornen més anomales i adquireixen la capacitat d’invasid, ja sigui infiltrant els teixits del

voltat o donant lloc a metastasi (fase de progressid).>®

3 S. E. Mancebo, S. Q. Wang, Rev. Environ. Health. 2014, 29, 265-273

4J. J. Centelles. ISRN Oncol. 2012. Review Article. http://dx.doi.org/10.5402/2012/139268
5 https://lwww.cancerquest.org (Data: 06/08/2018)

6 http://www.aecc.es (Data: 06/08/2018)
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El cancer es pot classificar tenint en compte diferents criteris, com el teixit o drgan en el

que s’ha originat o tipus de teixit que afecta, entre d’altres.

Des d'una perspectiva estricta es poden definir tants tipus de cancer com malalts,
cadascun amb les seves alteracions moleculars i cel-lulars especifiques, pero de forma

sintética s’agrupen pel teixit on s’origina la malaltia:>*

e Carcinoma. Quan l'origen de les cél-lules cancerigenes es correspon amb teixits
epitelials. Aquests formen part de la pell i superficie dels organs interns i
constitueix el grup més nombrés. Es considera que aproximadament el 80% del
total dels cancers pertanyen a aquest grup.

e Sarcoma. Quan es formen a partir de teixits connectius que conformen els
musculs, 0ssos, cartilags, vasos sanguinis i limfatics, teixit adipos o altres teixits
de suport o connectius. Dintre d’aquest tipus es troba I'osteosarcoma (cancer
d’'os) com el més frequient.

o Leucémia. S’originen en la medul-la 0ssia, que és el teixit encarregat de mantenir
la produccié de globuls blancs, vermells i plaguetes. Aquests no formen tumors
solids sind un camul de cél-lules leucémiques i blastocits leucémics (globuls
blancs immadurs) en sang i medul-la dssia, que desplacen els globuls normals
de la sang.

e Limfoma. Es desenvolupa a partir del teixit limfatic, com ganglis i organs limfatics
(especificament melsa, amigdales i timus). Afecta als limfocits (cél-lules T o
cel-lules B), els encarregats de combatre infeccions.

¢ Mieloma mudltiple o mieloma de cél-lules plasmatiques o malaltia de Kahler.
S’origina en les cel-lules plasmatiques de la medul-la dssia. Aquestes cél-lules
del sistema immunitari andmales s’acumulen en la medul-la dssia, generant
tumors en 0ssos.

e Melanoma. S’origina en els melandcits (cél-lules productores de melanina). Tot i
gue la majoria es donen en la pell, poder formar-se també en altres teixits
pigmentats, com ulls.

o Tumors de cervell i medul-la espinal. S’Tanomenen segons el tipus de cél-lula que

afecta i el lloc del sistema nerviés on es forma primerament.

7 https://www.seom.org (Data: 09/08/2018)
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1.1.2. Etiologiai factors de risc

Alguns factors sén capacgos d’originar cancer en un elevat percentatge d’individus
exposats a ells. Continuament es realitzen estudis de com aquests diferents factors

poden interactuar d’'una manera multifactorial i seqtiencial per produir cancer.®

El cancer, com s’ha esmentat anteriorment, és un procés genétic. Les alteracions
genetiques poden ser heretades o produides per virus, substancies quimiques i factors
ambientals o, per la fisiopatologia de la persona.® A continuacié, s’exposen els factors

de risc que poden contribuir a I'aparicié del cancer:

Caracter hereditari. Es calcula que al voltant d’un 5-10% dels cancers tenen un origen
hereditari, degut a la transmissié dels gens anomals de pares a fills.” Alguns exemples
sbn el cancer de mama o de colon, aquest Ultim més freqlent en families amb tendéncia

a presentar polips.1©

Substancies quimiques. Existeixen una gran varietat de substancies cancerigenes,
moltes d’elles associades a I'ambit laboral i I'estil de vida i, relacionades amb el risc de

patir determinats cancers.!!

La brea del quitra d’hulla i els seus derivats es consideren altament cancerigens. Els
seus vapors en algunes industries s’associen amb una elevada incidéncia de cancer de
pulmé entre els treballadors. Avui dia es coneix que el benzopiré (substancia quimica
present en el carbd) provoca cancer de pell en persones que tenen treballs relacionats
amb la combustié del carbd. L’'arsénic es relaciona amb cancer de pulmé, doncs
treballadors de mines de coure i cobalt, de fusions i fabriques d’insecticides, presenten
una incidéncia d’aquest tipus de cancer més elevada. El refinament de niquel, i treball
amb cuir i fusta, també han sigut associats amb un augment del risc de patir cancers
especifics causats per exposicié cronica a quimics cancerigens. L'exposicidé al gas
mostassa, utilitzat com agent quimic de guerra en la Primera Guerra Mundial ha estat
associat a un risc més elevat de cancer del tracte respiratori i pulmonar, degut a les

seves propietats mutageniques.’?

L’exposicio cronica a I'aflatoxina, una substancia produida pel fong Aspergillus flavus,

augmenta el risc de patir cancer de fetge, en concret el carcinoma hepatocel-lular o

8 D. C. Whiteman, L. F. Wilson. Cancer Epidemiol. 2016, 44, 203-221

9 P. Arnand, A. B. Kunnumakkara, C. Sundaram, K. B. Harikumar, S. T. Tharakan, O. S. Lai, B.
Sung, B.B. Aggarwal. Pharm. Res. 2008, 25, 2097-2116

10 A, K. Rustgi. Genes Dev. 2007, 21, 2525-2538

11 https://cancer.gov (Data: 07/08/2018)

12 K. Kehe, L. Szinicz. Toxicol. 2005, 214, 198-209
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CHC, en aquelles persones que ingereixen aliments contaminats.'® S’ha trobat que en
paisos on la contaminacié d’aliments per fongs és habitual, la incidéncia de cancer de

fetge i estbmac també és elevada.

El tabac és un altre agent cancerigen i la major causa prevenible de mortalitat. Conté un
dels carcinogens més potents en humans, el benzopire, que es troba al fum del tabac.
De fet, el quitra en el fum del tabac inclou tant iniciadors com promotors, fent-lo
especialment perillds. S’ha determinat que aproximadament el 85% dels cancers de

pulmé sén resultat del tabac.*

L’alcohol és també un important promotor, on I'abus cronic incrementa de manera

important el risc de cancers induits per altres agents.®

Radiacions. L’exposicio a les radiacions ionitzants constitueixen en I'actualitat un dels
factors més relacionats amb el risc de patir cancer. La radiacié actua com un iniciador
de la carcinogenesi, induint alteracions en I'ADN (trencament o transposicions
cromosomiques) que progressen fins convertir-se en cancer després d’'un periode de
laténcia d’anys.’® En el cas dels raigs ultraviolats del sol i els raigs X, augmenten la

propensioé a patir cancer de pell i leuceémia.t®

Infeccions o virus. Existeixen cada vegada més evidencies de que algunes infeccions
poden induir cancer i, en concret, aquelles relacionades amb els cancers que apareixen
en malalts de SIDA.%" Les infeccions retrovirals, de fet, son les responsables del 15-

20% del cancer en tot el mén.'8

S’ha relacionat el bacteri Helicobacter pylori amb el desenvolupament del limfoma en el
teixit limfoide associat a mucoses (MALT) i el cancer d’estbmac. Nombrosos estudis
demostren que persones infectades amb aquest bacteri tenen quatre vegades més

probabilitat de desenvolupar aquest tipus de cancer. 192

Investigacions recents suggereixen que la microbiota intestinal d’'una persona pot influir

sobre el risc de patir cancer de colon. Aix0 es relaciona amb la microbiota disbiotica,

13 D. Benford, J. C. Leblanc, R. W. Setzer, Food Chem. Toxicol. 2010, 48, 34-41

14 8. S. Hecht. Int. J. Cancer 2012,131, 2724-2732

15 N. McColl, A. Auvinen, A. Kesminiene, C. Espina, F. Erdmann, E. Vries, R. Greinert, J. Harrison,
J. Schiz. Cancer Epidemiol. 2015, 39, 93-100

16 R. Greinert, E. Vries, F. Erdmann, C. Espina, A. Auvinen, A. Kesminiene, J. Schiiz. Cancer
Epidemiol. 2015, 39, 75-83

17D. M. Parkin. Br. J. Cancer 2011, 105, 49-56

18 M. Braoudaki, F. Tzortzatou-Stathopoulou. J. Infect. Dev. Ctries. 2011, 5, 751-758

19 M. Selgrad, P. Malfertheiner, L. Fini, A. Goel, C. R. Boland, L. Ricciardiello. J. Cell Physiol.
2008, 216, 378-388

20 T. Shimizu, T. Chiba, H. Marusawa. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 2017, 400, 305-302
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també present en malalties intestinals inflamatories com la malaltia de Crohn o la colitis

ulcerosa.?*

Una altre font de mutacions, a part dels quimics i radiacions, sén els virus. Aquests,
poden causar danys en I'ADN cel-lular, per insercié del seu genoma en 'ADN de la
cel-lula, o alterar la regulacié, augmentant la proliferacio cel-lular i inhibint els sistemes
normals que prevenen la divisio cel-lular. Els virus es divideixen en dos categories, ADN
0 ARN, segons el seu material genétic. Ambdos grups estan associats a diferents tipus
de cancer. En les persones, el virus del papil-loma huma (VPH) s’associa amb un major
risc de patir cancer de cervix.?? El virus limfotropic huma (HTLV-1), en aquest cas un
virus d’ARN, provoca leucémia de cél-lules T de I'adult, a través de I'estimulacié de la

proliferacié de les cél-lules T infectades.?®

El virus d’Epstein-Barr (VEB) s’associa amb el limfoma de Burkitt i limfoepiteliomes.
Aquest, augmenta la proliferacié cel-lular i protegeix les cél-lules infectades de
I'apoptosi.?* Alguns virus, com el virus de I'hepatitis B, també tenen accions indirectes
en el desenvolupament del cancer. L’hepatitis B causa danys al fetge, que poden
comportar un augment en la divisi6 cel-lular i produeixen inflamacio, promovent
potencialment el creixement de tumors. El virus de la immunodeficiéncia humana (VIH)
redueix la funcio del sistema immune fent els pacients susceptibles de patir infeccions

per Herpesvirus huma 8 (HHV8), un factor de risc per al Sarcoma de Kaposi.?

Inflamacié cronica. En la inflamacio, I'activitat de les cél-lules implicades en el sistema
immune (leucocits), aixi com la produccié de proteines moduladores (citocines i
quimiocines), l'estimulacié del creixement dels vasos sanguinis (angiogénesi) i la
remodelacié del teixit, afavoreixen el desenvolupament del cancer. En aquest procés,
també s’activen factors de transcripcié i macrofags associats a tumors que indueixen la
carcinogénesi, progressié i posterior metastasi. A més, les cél-lules immunes, degut a la

seva activitat, generen radicals d’oxigen que poden causar mutacions de '’ADN.2®

Existeixen diferents tipus de cancer associats a la inflamacié cronica, com és el cas del
cancer de colon, relacionat amb malaltia inflamatoria intestinal o el cancer de fetge,

relacionat amb I'hepatitis C.

21Y. Zhu, T. M. Luo, C. Jobin, H. A. Young. Cancer Lett. 2011, 309, 119-127

22 M. E. McLaughlin- Drubin, J. Meyers, K. Munger. Curr. Opin. Virol. 2012, 2, 459-466

23 R. C. Gallo. Best. Pract. Res. Clin. Haematol. 2011, 24, 559-565

24 K. M. Shah, L. S. Young. Clin. Microbiol. Infect. 2009, 15, 982-988

25 E. Boccardo, L. L. Villa. Curr. Med. Chem. 2007, 14, 2526-2539

26 P, Allavena, C. Garlanda, M. G. Borrello, A. Sica, A. Mantovani. Curr. Opin. Genet. Dev. 2008,
18, 3-10



Obesitat. Igual que passa amb la inflamacio, existeix una correlacié entre I'obesitat i el
cancer.?” Aquest fet s’explica per I'alliberacié d’una série de substancies que afavoreixen
el procés canceros: la leptina, que és I'hormona encarregada de regular la gana, en
persones obeses dbna certa resisténcia. Aquesta ha demostrat tenir un efecte
d’activacié de la divisié cel-lular, produint una proliferacid cel-lular excessiva;?® la
Interleucina-6 (IL-6), citocina inflamatoria que es troba en majors concentracions en
persones amb obesitat. S’ha demostrat que aquesta citocina activa una sequéncia
implicada en el creixement i la supervivéncia dels tumors;?°2° la proteina quimioatraient
de monocits (MCP-1), quimiocina implicada en la inflamacié. La seva expressié esta
associada a I'angiogenesi i progressié de tumors;® i el factor de necrosi tumoral alfa
(TNF-a), citocina que contribueix a la resisténcia a la insulina i activacié del factor de
transcripcié NF-kB, implicat també en la inflamaci6 i que déna lloc a I'expressié de gens

gue permeten la supervivencia i promouen la migracié i invasié del tumor.32:33

També es relaciona I'obesitat amb un augment en [l'activitat de I'enzim aromatasa,
encarregat de la produccié d’estrogens a partir d’androgens.® L’activitat pot estar
incrementada per les citocines anteriorment esmentades i la leptina i, la seva expressié
induida per la prostaglandina E2 (PGEZ2). Aquesta moléecula inflamatodria es troba també
augmentada en l'obesitat i és secretada per les mateixes cél-lules tumorals, macrofags
i adipocits i, controlada per la COX-2, que també es troba en majors quantitats. La PGE2,
al interactuar amb les cél-lules, activa sequéncies que promouen la divisié, invasio,

angiogenesi i immunosupressio.3®

Aixi mateix, hormones com l'adiponectina, amb una funcié protectora enfront de

processos tumorals, es troba en nivells relativament baixos en I'obesitat.3®

27 A. E. Harvey, L. M. Lashinger, S. D. Hursting. Ann. NY Acad. Sci. 2011, 1229, 45-52
28 . Vucenik, J. P. Stains, Ann. NY Acad. Sci. 2012, 1271,37-43

29 J. Mauer, J. L. Denson, J. C. Briining. Trends Immunol. 2015, 36, 92-101

30 S. Ghosh, K. Ashcraft. Front. Biosci. (Elite Ed). 2013, 5, 461-478

31 H. Fujimoto, T. Sangai, G. Ishii, A. Ikehara, T. Nagashima, M. Miyazaki, A. Ochiai. Int. J. Cancer
2009, 125, 1276-1284

32 M. Al-Kalbani, I. Burney. Sultan Qaboos Univ. Med. J. 2014, 14, 294-296

33Y. Wu, B. P. Zhou. Br. J. Cancer 2010, 102, 639-644

34 X.Wang, E. R. Simpson, K. A. Brown. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2015, 153, 35-44
85 D. Wang, R. N. Dubois. Gut. 2006, 55, 115-122

3 N. K. Saxena, D. Sharma, Cell. Adh. Migr. 2010, 4, 358-362
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1.1.3. Fisiopatologia

Per a que es produeixi un cancer és necessari que de forma acumulativa i continuada
es produeixin alteracions en el material genétic cel-lular. Aquestes alteracions tendeixen

a afectar a tres tipus de gens:>4

o Proto-oncogens: gens cel-lulars encarregats de codificar proteines que
intervenen en diferents funcions cel-lulars, com el creixement i la divisio cel-lular.
Una alteracié en aquests gens poden esdevenir oncogens, que poden provocar
una pérdua de la regulacid, o un augment de l'activitat o concentracié de
determinades proteines. Aix0 es tradueix en una acceleracio de la proliferacio
cel-lular, inestabilitat genética, impediment de l'apoptosi i promocié de la

metastasi. Alguns exemples de proto-oncogens son RAS, HER i WNT.

e Gens supressors de tumors: familia de gens que codifiquen proteines que
controlen la proliferacié cel-lular. Quan aquests gens estan mutats, les cél-lules
no poden respondre normalment als punts de control del cicle cel-lular o sén
incapaces de realitzar la mort cel-lular programada si el dany en '’ADN és massa

important. Un exemple de gen supressor tumoral és la TP53.

e Gens reparadors de ’ADN: existeixen més de 130 gens implicats en la reparacio
de 'ADN alterat. Els defectes en la reparacié de I’ADN permeten I'acumulacié de
mutacions i poden provocar la inactivacié de supressors tumorals o I'activacio
d’'oncogens. Els principals gens de reparacié d’ADN sén MSH2, MSH3, MSHG,
MLH1, BLM i PMS2.

1.1.4. Epidemiologia

El cancer és una de les principals causes de morbiditat i la segona causa de mort a nivell
global. Segons les ultimes dades publicades per I'’Agéencia Internacional per a la
Investigacié del Cancer (IARC), en 2018 es van diagnosticar aproximadament uns 18,1
milions de casos nous i es van comptabilitzar un total de 9,6 milions de morts degut a
aquesta malaltia.?’ Les previsions no s6n molt afavoridores, estimant-se un augment del
63,1% en laincidéncia en les proximes decades, arribant als 29,5 milions de nous casos,

aproximadament, a I'any 2040 (Figura 2).’

87 http://who.int (Data: 10/04/2019)
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Figura 2. Estimaci6é del nUmero de casos nous i mortalitat per tumors en la poblacié mundial
per als anys 2018 i 204038

Els tumors més freqlients a nivell mundial van ser els de pulmd, mama, colorectal,

prostata i estomac a I'any 2018 (Figura 3).%8
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Figura 3. Incidéncia estimada dels tumors més freqglients a I'any 2018 a nivell mundial3®

Els tumors responsables del major nimero de morts a nivell mundial 'any 2018 van ser
el cancer de pulmo, cancer colorectal, cancer d’estomac, cancer de fetge i cancer de
mama (Figura 4).”

38 https://gco.iarc.fr (Data: 10/04/2019)
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Figura 4. Mortalitat estimada pels tumors més frequents a nivell mundial a 'any 20187

Espanya

A Espanya el cancer és també una causa fonamental de mortalitat, ja que d’acord amb
les dades de 'INE en I'any 2017, un 26,7% de les morts van ser causades per tumors,
atorgant al cancer la segona posicié en causes de mortalitat amb 113.266 defuncions.
Aquestes, que s’han mantingut estables respecte I'any anterior, es troben nomeés al
darrere de les produides per malalties del sistema circulatori, que van ocasionar 122.465
morts aquell mateix any (Taula 1).7:3°

Taula 1. Defuncions segons les principals causes de mort al 2017. S’indiquen les defuncions

en nimero i el percentatge que representen de cada sexe3®

Total Dones Homes
210.287  214.236
Totes les causes 424523
(49,5%) (50,5%)
_ ) ) ) 66.286 56.179
Malalties del sistema circulatori 122.465
(54.1%) (45,9%)
44.758 68.508
Tumors 113.266
(39,5%) (60,5%)
_ ) ) _ 23.338 28.277
Malalties del sistema respiratori 51.615
(45,2%) (54,8%)
Malalties del sistema nerviés i dels organs dels . 16.201 10.144
sentits ' (61,5%)  (38,5%)
) 14.314 7.408
Trastorns mentals i del comportament 21.722

(65,9%)  (34,1%)

39 https://ine.es (Data: 11/04/2019)
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Es troben diferencies significatives en la mortalitat en quant als diferents sexes. Del total
de defuncions, els tumors representen un 32% en homes, considerant-se la primera
causa de mort en aquest génere, i un 21,3% en les dones, on es situaria com la segona
causa de mort més frequent, darrere les malalties cardiovasculars. Aixi bé, també es
troben diferencies entre les diverses comunitats que conformen I'Estat Espanyol,
trobant-se una major taxa estandarditzada de defuncions en Aragd, Extremadura,

Galicia, Asturies i Cantabria.*°

A nivell socioeconomic, I'impacte del cancer s’estima en 7.168 milions d’euros, que

representa un 10,93% del total de la despesa sanitaria publica.*

En els ultims 20 anys, el nUmero de tumors ha experimentat un creixement constant a
Espanya a causa de 'augment poblacional i, de la millora de les técniques de deteccié
preco¢ i augment de l'esperanca de vida (factor de risc fonamental en el
desenvolupament de tumors, degut a 'acumulacié en I'exposicié als factors de risc i a
una tendéncia a presentar mecanismes de reparacio cel-lular insuficients). Les
prediccions poblacionals indiquen que la mortalitat associada a tumors per a I'any 2040
ascendira a 168.063.74°

També a Espanya el cancer és una de les principals causes de morbiditat, amb 270.363
casos estimats per a I'any 2018, 277.234 estimats que s’assoliran al finalitzar aquest

any 2019 i una previsi6 de 370.913 casos per a I'any 2040 (Figura 5).”
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Figura 5. Estimacio del nimero de nous casos i mortalitat per tumors a Espanya per als anys
2018 20407

40 http://observatorio.aecc.es (Data: 11/04/2019)
41 https://www.omakaseconsulting.com (Data: 11/08/2018)
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Els tumors més frequients diagnosticats a Espanya en I'any 2017 van ser els colorectals,
prostata, pulmo, mama, bufeta i estbmac. El cancer de traquea, bronquis i pulmo
correspon al tipus de cancer amb una major mortalitat. Aquest, ocuparia la segona causa
de mort en homes, desena en dones i tercera causa general en ambdds sexes amb un

total de 22.121 morts provocades al 2017.7

A continuacio, es mostren les defuncions més frequients per tipus de cancer, ordenades

per nimero de persones afectades i sexe (Taula 2).’

Taula 2. Defuncions més frequients per cancer. S’indiquen els percentatges sobre defuncions

per cancer i nimero total de defuncions per a I'any 20177

Homes Dones Ambdos sexes
Traquea, Traquea,
b A Mama b < i pulme
ronquis i pulmé ronquis i pulmé
q p (14,5%) q p
(25,2%) (22.121)
) Colon Colon Colon
(13,3%) (14,1%) (15.410)
. Prostata Traquea, bronquis i pulmé Pancrees
(8,7%) (10,8%) (6.868)
4 Bufeta Pancrees Mama
(5,4%) (7,3%) (6.573)
. Teixit limfatic dels organs hematopoétics .
Pancrees - i _ Prostata
i teixits afins (excepte leucémia)
(5,2%) (5.938)
(5,4%)

Pel que fa referéncia a les dades d’incidéncia estimades, els tumors més frequents que
seran diagnosticats aquest any 2019 sén els colorectals, prostata, mama, pulmo i bufeta.
Si bé, aquests no afecten de la mateixa manera a homes i dones, mostrant diferéncies

en la seva distribucié (Figura 6).’
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Figura 6. Incidéncia estimada dels tumors més frequients a Espanya a I'any 2019 per ambdés

sexes’

Cal destacar una important disminucié del cancer d’estbmac a Espanya en aquests
altims anys, relacionat principalment amb la reduccio en la incidéncia d’infeccions per
Helicobacter pylori, que com hem vist anteriorment, és un factor de risc associat a

aquesta malaltia.

Si es fragmenta la incidéncia dels diferents tumors per sexe, s’estima que els tumors
més frequientment diagnosticats en homes a Espanya en aquest 2019 seran els de
prostata, colorectals, pulm@, bufeta i de la cavitat oral i faringe. D’altra banda, en dones
s’observa una major incidéncia en els cancers d’organs implicats en la reproduccid,
trobant el cancer de mama i Uter entre els 5 més freqiients, conjuntament amb el cancer
colorectal (segona posicid), i els relacionats amb 'augment de consum de tabac, com

és el cancer de pulm¢ i de bufeta (en la tercera i cinquena posicié, respectivament).

Els tumors responsables del major nimero de morts en 2017 a Espanya, en la poblacio
general, van ser el cancer de pulmé (22.121 morts) i el cancer colorectal (15.410 morts),
seguits del cancer de pancrees (6.868 morts), de mama (6.573 morts) i de prostata
(5.938 morts) (Figura 7).”
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Figura 7. Mortalitat per tumors en la poblacié general a Espanya a I'any 2017 per ambdés

sexes’

1.1.5. Tractament

El tractament del cancer és multidisciplinari, és a dir, les diferents modalitats es
combinen per proporcionar el pla de tractament més adequat que permeti augmentar

les possibilitats de curacio.

Generalment, com els tractaments s6n complexos, es segueixen uns protocols que
garanteixen que es rebi el tractament més segur i efica¢ per combatre la malaltia.
Aquests protocols es desenvolupen mitjangant assajos clinics i s’empren de forma
generalitzada en tots els hospitals. A més, recullen les indicacions o limitacions del
tractament en funcié de les caracteristiques del tumor (tipus, localitzaci6é, mida i la
possible afectacioé de ganglis o organs), aixi com també les caracteristiques del pacient

(edat, estat de salut i altres possibles malalties).®

Els principals tipus de tractament son la cirurgia, radioterapia i quimioterapia. Tot i que
també es poden administrar altres tipus de terapia especifiques per a alguns tumors,
com la hormonoterapia, immunoterapia, transplantament de cél-lules mare i terapia

dirigida, entre d’altres.
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1.1.5.1. Cirurgia

La cirurgia és, per norma general, el tractament d’eleccio. La cirurgia s'utilitza per
prevenir, tractar, diagnosticar i determinar I'etapa del cancer. També és ampliament
utilitzada per pal-liar les molésties o problemes que puguin sorgir derivats del cancer i,
per restaurar I'aparenca i funcid de I'drgan afectat després de la realitzacié del

tractament quirdrgic.*?

1.1.5.2. Radioterapia

La radioterapia és un dels tractaments més comuns contra el cancer, utilitzant-se
gairebé en la meitat dels pacients. Pot utilitzar-se com a tractament Unic o associada a
altres terapies. Aquest métode, utilitza particules o ones d’elevada energia per destruir
les cél-lules canceroses a través del dany en el seu material genétic. El teixit normal
també pot ser afectat, pero, a diferencia de les cél-lules canceroses, té una major

capacitat de reparacio, fet que determina un major exit en la destruccio del tumor.
Els objectius que busca la radioterapia es resumeixen a continuacio:

- Curar o reduir la mida d’'un cancer en etapa inicial. Alguns tipus de cancer sén
molt sensibles a la radiacio, motiu pel qual es pot utilitzar la radiacié per reduir la
mida o inclus per fer-lo desapareéixer. En altres casos, s’utilitza per reduir la mida
del tumor abans d’una cirurgia (terapia preoperatoria o neoadjuvant) o després

de la cirurgia per evitar un retorn (terapia adjuvant).

Per a alguns tipus de cancer, la radiacié i la quimioterapia poden utilitzar-se
conjuntament. Alguns medicaments sén radiosensibilitzants, fent que les
cél-lules siguin més sensibles a les radiacions i augmentant aixi I'eficacia del

tractament.

- Evitar la recurréncia. El cancer es pot propagar a altres parts del cos produint
metastasi. De manera profilactica es pot irradiar aquella area on el cancer s’estén

amb major frequiéncia.

- Tractar simptomes causats pel cancer avangat. S'utilitza per reduir la mida de

tumors que no poden ser tractats, per alleujar problemes (radiacio pal-liativa).

42 https://www.msdmanuals.com (Data: 13/08/2018)
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Existeixen tres tipus de radiacio, utilitzades en funcio del tipus de cancer i lloc on es

localitza: La radioterapia externa, I'interna o braquiterapia i la sistémica.!

Com el seu nom indica, la radioterapia externa utilitza raigs d’elevada energia dirigits
cap al tumor, que s’emeten des de fora del cos. Es el tipus de radiacié més emprada en
el tractament del cancer. En la radioterapia interna o braquiterapia, les radiacions
s’apliquen a través d’'un implant inserit en el cos, dins o a prop del tumor. L’avantatge
que presenta respecte I'anterior és que permet concentrar una major dosi de radiacié en
una area meés petita, reduint el nombre de cél-lules normals afectades per aquesta. La
radioterapia sistémica, d’altra banda, empra radiofarmacs (medicaments radioactius
formats per iode radioactiu, estronci, samari o radi) que sén administrats per via oral o
intravenosa. A vegades, aquests estan lligats a anticossos monoclonals que sén
capacos de reconeixer les cel-lules canceroses i unir-se, per ser eliminades mitjancant
les radiacions. Aquesta técnica s'utilitza per tractar alguns tipus de cancer, com el cancer

de tiroides, os i prostata.

1.1.5.3. Quimioterapial"4344

La quimioterapia és una de les terapies més emprades en el tractament del cancer, que
engloba una gran varietat de farmacs. L'objectiu de la quimioterapia és la destruccio i
eliminacié de les cél-lules malignes que composen els tumors. Per aquest motiu,
generalment, actuen en la fase de divisié cel-lular, impedint la multiplicacié i induint la
mort. Tanmateix, els farmacs existents no discriminen entre les cél-lules normals i les
cancerigenes, fet que ocasiona la destruccié de moltes cél-lules normals sanes. Es
aquest el motiu pel qual amb major freqiiéncia s'utilitzen esquemes de multiples
farmacs, que incorporen diferents mecanismes d’accié i efectes toxics, per augmentar
la destruccié de les cél-lules tumorals, reduir la toxicitat relacionada amb la dosi i
disminuir la probabilitat de resisténcies. Els farmacs emprats en aquest tipus de

tractament se’ls anomena farmacs antineoplastics o quimioterapics.

En l'actualitat s'utilitzen més de 100 medicaments diferents en la quimioterapia per al
tractament del cancer. Tot i que no existeix un criteri clarament definit per a la seva
classificacio, tradicionalment s’han classificat en funcié del nivell d’actuacio dins del cicle
cel-lular.*® Tanmateix, aquesta classificacié no és absoluta perqué alguns agents actuen

per diversos mecanismes i d’altres, en canvi, es desconeixen. Podem diferenciar:

43 Sociedad Espafola de Farmacéuticos De Hospitales (SEFH). Medicamentos citostaticos
44 https://medlineplus.gov (Data: 13/08/2018)
45 https://mscbs.gob.es (Data: 13/08/2018)
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- Medicaments sense especificitat de fase: no actuen en una fase concreta siné
gue poden alterar les funcions cel-lulars en qualsevol fase.
o Especifics del cicle: actuen sobre les cél-lules en divisié (agents
alquilants).
¢ No especifics del cicle: actuen sobre les cel-lules en repos (antibiotics
citotoxics, excepte bleomicina).
- Medicaments especifics de fase: actuen en fases especifiques, com la fase de

sintesi d’ADN (antimetabolits) o la fase de mitosi (alcaloides de la Vinca).

L’altra classificacié que s'utilitza sovint és aquella que considera l'estructura quimica

dels farmacs i el seu mecanisme d’accié (Taula 3, Figura 8).4¢
Taula 3. Classificacio dels agents quimioterapeutics més freqlients434546

Bendamustina
Ciclofosfamida

Clorambucil
Derivats de la Ifosfamida
mostassa Melfalan

Trofosfamida
Mecloretamina
Estramustina

Carmustina
AGENTS

ALQUILANTS Nitrosourees

Lomustina

X Fotemustina
FARMACS QUE

ALTEREN L’ADN

Estreptozotocina

Etilenimines Tiotepa
Alquilsulfats Busulfan
_ Dacarbazina
Triazens _
Procarbazina
Cisplati
Compostos de plati Carbolpati
Oxaliplati
Citarabina
N Antagonistes de Capecitabina
ANTIMETABOLITS e
pirimidines Tegafur
Floxuridina

46 http://lwww.scias.com (Data: 13/08/2018)
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Antagonistes de

purines

Inhibidors de I'acid

folic

N Antraciclines
ANTIBIOTICS

CITOSTOXICS

Altres

INHIBIDORS DE Epipodofilotoxines
LA
TOPOISOMERASA Camptotecines

N Alcaloides de la Vinca
FARMACS QUE ES

FIXEN A LA
TUBULINA
Taxans

ALTRES
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5-Azatidina
5-Florouracil
Gemcitabina
Tioguanina
Azatioprina
Mercaptopurina
Cladribina
Fludarabina
Pentostatina
Metotrexat
Trimetrexat
Raltitrexed
Permetrexed
Daunorubicina
Doxorubicina
Epirubicina
Idarubicina
Mitoxantrona
Pirarubicina
Amsacrina
Bleomicina
Mitomicina C
Actinomicina D
Teniposid
Etoposid
Irinotecan
Topotecan
Vinblastina
Vincristina
Vindesina
Vinorelbina
Docetaxel
Paclitaxel
Hidroxiurea
L-Asparraginasa



Agents alquilants

Els agents alquilants mostren gran afinitat per 'ADN i les proteines, als que addicionen
els seus radicals altament reactius. Aixi, produeixen enllagcos entre cadenes d’ADN i
altres transformacions, impedint la seva replicacio i transcripcié. La seva accié té lloc en
qualsevol fase del cicle cel-lular, tot i que mostren una major eficacia durant la fase G; i

S (creixement i sintesi d’ADN, respectivament).

S'utilitzen per tractar diversos tipus de cancers, com la malaltia de Hodgkin, altres
limfomes, leucemies, cancer de pulmd, mama, ovari i prostata, aixi com el mieloma

mdltiple i el sarcoma.

Antimetabolits*’

Actuen en la fase de sintesi del cicle cel-lular perqué interfereixen en la sintesi d’ADN i
ARN. La majoria s6n analegs estructurals dels metabolits que normalment intervenen
en els processos de creixement i divisid, incorporant-se a les molécules ’ADN i ARN i
transmetent missatges erronis. Altres, inhibeixen enzims especifics necessaris per a la
sintesi de compostos essencials. La seva eficacia, en general, és maxima quan la
proliferacié cel-lular és rapida. L'efecte antiproliferatiu inespecific d’aquests farmacs es
tradueix en efectes adversos sobre teixits i organs que fisioldgicament presenten
elevades taxes de reposicié cel-lular, produint una important toxicitat hematologica

(mielotoxicitat, anémia i trombocitopénia).

S'utilitzen frequentment per tractar leucémies, cancer de mama i ovari, i cancers

gastrointestinals.

Inhibidors de la mitosi

Exerceixen la seva accio citotoxica perque al unir-se a la tubulina inhibeixen la mitosi.
En aquest grup trobem els alcaloides de la Vinca, que inhibeixen la polimeritzacio6 de la
tubulina i, per tant, la formacié del fus mitotic, i els taxans, que inhibeixen la
despolimeritzacio de la tubulina, estabilitzant-la i fent-la poc funcional. S6n actius en una

determinada fase del cicle cel-lular, la fase M (mitosi), provocant 'aturada en metafase.

S'utilitzen principalment en leucémies i limfomes, cancer de mama, ovari, testicle i

alguns cancers de pulmé.

47 https://lwww.botplusweb.portalfarma.com (Data: 14/08/2018)
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Inhibidors de les topoisomerases

Diferenciem entre els inhibidors de la topoisomerasa | (irinotecan i topotecan) i els

inhibidors de la topoisomerasa Il (derivats de la podofilotoxina i antibidtics antraciclinics).

S'utilitzen per tractar determinades leucémies i limfomes, aixi com carcinomes

colorectals, cancer de pulmé, mama, ovari i testicles.

Antibiotics citotoxics

Son d’origen i estructura molt diversos, i el seu mecanisme d’accié també pot ser
diferent: intercalacio entre les cadenes d’ADN impedint la replicacid, inhibicid de la
topoisomerasa, creacio d’espécies reactives d’oxigen (ROS) i alteracié de la membrana
cel-lular. La majoria sén inespecifics de fase, perd mostren una maxima activitat sobre

la fase S.

S'utilitzen en leucémies i en la majoria de tumors solids, sempre en combinacié amb
altres farmacs antineoplastics. S’ha de tenir en compte les dosis administrades, ja que

dosis elevades poden produir cardiotoxicitat.
Altres

La L-asparaginasa trenca I'aminoacid asparagina, de la que depenen les cel-lules
leucémiques. Es ampliament utilitzada en el tractament de les leucémies limfoblastiques

agudes.

La hidroxiurea inhibeix la ribonucleotid reductasa. A més, és radiosensibilitzant, millorant
els resultants en I'is de radioterapia. S’utilitza en el tractament de leucémies mieloides

croniques i sindromes mieloproliferatius.
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Figura 8. Mecanisme d’acci6 de diferents quimioterapics

1.1.5.4. Hormonoterapia

L’hormonoterapia és una terapia utilitzada per al tractament dels cancers hormona-

dependents, que majoritariament s6n aquells que es produeixen i progressen estimulats

per les hormones sexuals. Tant la mama com la prostata creixen i es desenvolupen al

llarg de la vida degut a la influéncia d’aquestes hormones (estrogens i androgens,

respectivament), de manera que la inhibicié de la secrecié d’aquestes, implica, en la

majoria dels casos, una disminucio en el creixement dels tumors en aquests teixits.
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Els medicaments que conformen aquest grup es consideren hormones sexuals o
medicaments similars, que poden actuar com agonistes o antagonistes hormonals i que
influeixen en I'evoluci6 del cancer (Taula 4). Al igual que la resta de terapies, pot usar-

se sola 0 en combinacié amb altres modalitats de tractament.
Taula 4. Classificacio dels farmacs més frequents utilitzats en hormonoterapial4244

Prednisona
Glucocorticoides Dexametasona
Metilprednisolona
Tamoxifé
Antagonistes Raloxifé
Fulvestrant

Antiestrogens
Anastrozole

Inhibidors de
Letrozole
I’laromatasa .
Exemesta
Progestagens (Agonistes) Megestrol

_ Leuprorelina
Agonistes GnRH _
Goserelina
Flutamida
Bicalutamida
Antiandrogens Enzalutamida
Ciproterona

Finasterida

L’hormonoterapia és ampliament utilitzada en el tractament del cancer de prostata que
creix en resposta a androgens. Altres cancers amb receptors hormonals
sobreexpressats en les seves cél-lules, com el cancer de mama i d’endometri, poden
ser tractats mitjangcant antagonistes hormonals o inhibidors de la sintesi hormonal
endogena. Aquests farmacs, poden bloquejar la secrecié d’hormones a nivell de la
hipofisi (agonistes de 'hormona alliberadora de gonadotropina), bloquejar els receptors
d’androgens o estrogens, suprimir la conversié d’androgens a estrogens (inhibidors de

'aromatasa), o inhibir la sintesi d’androgens.

L’administraci6 de corticosteroides, com la dexametasona, prednisona o
metilprednisolona, també es considera hormonoterapia. Aquest grup de farmacs esta
compost per hormones naturals i medicaments estructuralment similar a les hormones,

gue son utils en el tractament de molts tipus de cancer, sobretot aquells tumors derivats
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del sistema immunitari, com limfomes, leucémies limfocitiques i el mieloma mudltiple.
També es poden utilitzar com a pal-liatius d’alguns tumors, com és el cas del

glioblastoma, per les seves propietats antiinflamatories.

1.1.5.5. Immunoterapia

La immunoterapia, també denominada terapia biologica, €s un tipus de tractament que
estimula les defenses naturals del cos per combatre el cancer. Utilitza substancies que
restauren o milloren la funcié del sistema immune, detenint o retardant el creixement,

potenciant el sistema immunitari i impedint la disseminacié de les cél-lules canceroses.
Existeixen diversos tipus d'immunoterapia, tal i com es mostra a la Taula 5:
Taula 5. Classificaci6 dels farmacs més freqiients utilitzats en immunoterapia®>*®

Unié a limfocits Bi T Alemtuzumab

Unio al factor de ,
_ Bevacizumab
creixement de )
. Cetuximab
'endoteli vascular

Uni6 al CD30 de les
cel-lules limfomatoses
Uni6 al CD33 de les

Anticossos R o Gemtuzumab
cél-lules leucémiques

Brentuximab vedotina

monoclonals . _
_ Ibritumomab tiuxeta
Uni6 al CD20 de les

. o Tositumomab
cel-lules limfoides
Ofatumumab
Anti CTLA-4 Ipilimumab
Unié al CD20 de o
_ _ Rituximab
limfocits B
Unio al receptor HER2 Trastuzumab
Immunoterapia no Interferons Interfero-a, B, y
especifica Interleuquines IL-2
Terapia amb virus Talimogene laherparepvec
oncolitics (T-VEC)
Y - Y CAR - . .7
Terapia amb cél-lules T (en investigacio)
TCR
Vacunes Sipuleucel-T

48 http://oncohealth.eu (Data: 15/08/2018)
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Anticossos monoclonals#?

Els anticossos monoclonals sén glicoproteines produides pel clon d’'una cél-lula hibrida
i dissenyats per atacar a un antigen concret. Els anticossos monoclonals sén un tipus
especific d'immunoterapia, que formen part de la immunitat humoral passiva i, que
també es poden utilitzar com a terapia dirigida per bloquejar proteines anormals en
cel-lules canceroses. En la immunoterapia, els anticossos poden atacar proteines
especifiques de les cel-lules canceroses, assenyalar les cél-lules perqué el sistema
immunitari pugui trobar-les i destruir-les, i bloquejar els punts de control (vies PD-1, PD-

L1 i CTLA-4) que utilitzen les cél-lules cancerigenes per evadir el sistema immunitari.

Diversos blocadors de punts de control s6n anticossos que es dirigeixen contra la
proteina associada amb els limfocits T citotoxics P4 (CTLA4), la proteina de la mort
cel-lular programada 1 (PD1) i el lligand de la mort cel-lular programada (PD-L1) i que

han mostrat beneficis en melanoma i alguns cancers de pulmo.

Els anticossos monoclonals poden dirigir-se contra antigens tumorals exclusius, com el
trastuzumab, que es dirigeix contra la proteina HER-2 expressada en els cancers de
mama i que fa que aquest tractament, conjuntament amb la quimioterapia, sigui
beneficiés per al tractament del cancer de mama metastasic. Els anticossos contra
antigens CD expressats per certes cél-lules neoplasiques, s'utilitzen per tractar el

limfoma No Hodgkin (rituximab, anti-CD20).

Tot i la baixa toxicitat que presenten els anticossos monoclonals, la disminucié de
I'eficacia degut a la rapida tolerancia que es déna en I'organisme, aixi com I'elevat cost
economic derivat del seu desenvolupament, representen un important desavantatge en

I'is d’aquesta terapia per al tractament del cancer.

Immunoterapia no especifical142

Aixi com els anticossos monoclonals, la immunoterapia no especifica també ajuda a que
el sistema immunitari destrueixi les cél-lules canceroses. Els dos modificadors de la

resposta biologica més utilitzats son els interferons i les interleucines.

Els interferons son glicoproteines sintetitzades per les cél-lules del sistema immunitari,
amb activitat antitumoral i antiviral. A dosis farmacologiques, inhibeixen la divisié i certs
processos de sintesi en una varietat de cel-lules, que pot pal-liar alguns cancers, com la
tricoleucémia, la leucémia mieldogena cronica, el melanoma avancat, el cancer de

cél-lules renals metastatic i el sarcoma de Kaposi. L’interfero alfa, que és el més utilitzat,
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reforca el sistema immunologic contra les cel-lules canceroses, per estimulacié de la

proliferacié de limfocits citotoxics i induccio de la proliferacié de limfocits T i macrofags.

Les interleucines ajuden al sistema immunitari a produir cél-lules per combatre el cancer.
L’aldesleuquina o IL-2, estimula les linies de limfocits que s’han diferenciat contra el
tumor. Es utilitzada en els melanomes metastasics i com a pal-liatiu en el cancer de

ronyo.

Terapia amb virus oncolitics?

La terapia amb virus oncolitics consisteix en la introduccié, dins el tumor, de virus
genéticament modificats per matar les cél-lules canceroses. El virus penetra dins les
cél-lules i es reprodueix i, com a resultat, les cél-lules exploten i moren, alliberant els
antigens al medi. Aquest fet produeix una resposta del sistema immunitari enfront les

cél-lules que presentin aguests mateixos antigens.

L’any 2015 es va aprovar la primera terapia amb virus oncolitics per tractar el melanoma,
a partir del virus talimogene laherparepvec o T-VEC, que s’injecta directament sobre la
lesio. Els efectes secundaris més importants sén similars als de la grip, incloent

nausees.

Terapia amb cél-lules T14249

Les cel-lules T son les cél-lules immunitaries responsables de combatre les infeccions.
En aquesta terapia, les cel-lules T s6n obtingudes de la sang del pacient i modificades
perque mostrin receptors especifics capagos de reconeixer les cél-lules canceroses. Les
cel-lules T modificades genéticament poden expressar: receptors de cél-lules T (TCR),
qgue reconeixen antigens associats a tumors amb elevada especificitat contra les
cel-lules tumorals o receptors d’antigens quimeérics (CAR), que reconeixen proteines
especifiques en la superficie de les cél-lules tumorals. En I'actualitat no existeixen

tractaments disponibles, ja que es troben en fase d’assaig clinic.
Vacunes4®

Les vacunes es basen en la induccio de la immunitat cel-lular en pacients que no han
desenvolupat de forma espontania una resposta efica¢. Per la qual cosa, sol implicar
meétodes per augmentar la presentacié d’antigens tumorals a les cél-lules efectores.
Existeixen varies tecniques per estimular la resposta que consisteixen en I'administracio

de péptids, d’ADN o de cel-lules tumorals (que poden ser autoctones o al-logéniques).

49 https://www.cancer.net (Data: 17/08/2018)
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Normalment, els péptids i ’ADN s’administren utilitzant cél-lules dendritiques (cel-lules
presentadores d’antigen), que han demostrat induir respostes més potents que la resta

de ceél-lules.

Tot i que les vacunes han estat ampliament estudiades, han proporcionat poc benefici
en el tractament del cancer. Les diferents formes que tenen les cel-lules canceroses
d’eludir el sistema immunitari dificulta la creacié6 de vacunes eficaces. Tanmateix, el
sipuleucel-T (Provenge®), aprovada per la FDA al 2010, ha demostrat una prolongacio
en el temps de vida de pacients amb cancer de prostata metastatic.°

1.1.5.6. Transplantament de ceél-lules mare

Les cél-lules mare sén cél-lules sanguinies immadures que es troben a la medul-la dssia
i sang. Aquestes, tenen la capacitat de madurar i diferenciar-se en qualsevol dels tres
tipus principals de cel-lules sanguinies: globuls blancs, globuls vermells i plaquetes,
implicats en el transport d’oxigen, la defensa i la coagulaci6é. Aquesta capacitat de
diferenciacid, li confereix la possibilitat de ser utilitzades per reposar la medul-la ossia
que ha estat destruida pel cancer o pel tractament amb quimioterapia o radiacié. Les
dosis elevades de quimioterapia, a vegades administrades conjuntament amb radiacio,
sén més efectives que les estandard, perd poden comportar I'eliminacié de totes les
cél-lules mare. Aixo produeix un deteriorament de la medul-la 0ssia, i per tant, la no
produccio de les cél-lules sanguinies necessaries per viure.! En aguest cas és quan son

necessaris els transplantaments de cél-lules mare.

A més, aquest transplantament pot ajudar a tractar el cancer a través daltres
mecanismes, ja que les cél-lules donades poden trobar i eliminar les cél-lules

canceroses millor que les cél-lules del sistema immunitari de la persona malalta.

El transplantament de cel-lules mare pot ser important en el tractament d’alguns cancers

de la sang com leuceémies, mieloma mudltiple i alguns limfomes.

1.1.5.7. Terapies dirigides

Les terapies dirigides so6n un tipus més nou de tractament enfront al cancer, que utilitza
farmacs que ataquen les cél-lules canceroses de manera més especifica que els
medicaments quimioterapéutics. Aquesta especificitat, tanmateix, és la que limita el seu
poder anticancerigen. El fet que ataqui només les cel-lules cancerigenes i, per tant,

50 P, W. Kantoff, C. S. Higano, N. D. Shore, E. R. Berger, E. J. Small, D. F. Penson, C. H. Redfern,
A. C. Ferrari, R. Dreicer, R. B. Sims, Y. Xu, M. W. Frohlich, P. F. Schellhammer. N. Engl. J. Med.
2010, 363, 411-422
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presenti menys efectes secundaris, el fa idoni per al tractament del cancer en

combinacié amb la quimioterapia tradicional.

El mecanisme d’accié d’aquests medicaments dirigits pot ser: 1°

Blogueig o anul-lacié de les senyals quimiques que impliquen el creixement i
divisio cel-lular. Un exemple sén els medicaments dirigits que ataquen la proteina
del receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR). Entre els inhibidors de
'EGFR es troba el cetuximab (Erbitux®), panitumumab (Vectibix®) i erlotinib
(Tarceva®).

Canvi en les proteines internes de les cél-lules canceroses.

Inhibicié de I'angiogénesi, limitant d’aquesta manera I'arribada de nutrients a les
cél-lules canceroses. Trobem dins d’aquest grup els inhibidors de I'angiogénesi
que es dirigeixen a les proteines del factor de creixement endotelial vascular
(VEGF), com és bevacizumab (Avastin®).

Activacié del sistema immune.

A continuacid, es mostra el protocol dels nous farmacs per al tractament del cancer

realitzat per I’hospital Vall d’Hebron de Barcelona I'any 2018. Tot i que molts d’ells no es

troben comercialitzats (actualment estan en fase clinica), s’han aprovat per a les

indicacions exposades (Taula 6).

Taula 6. Llistat de farmacs aplicables per al tractament del cancer a I'hospital Vall d’Hebron de

Barcelona

Principi actiu

Indicacio terapéutica

(Nom comercial)

Tractament del cancer de mama avancat o metastasic amb el
receptor hormonal (HR) positiu i HER2 negatiu, amb

abemaciclib _, . _
fulvestrant amb progressio del cancer posterior al tractament
hormonal, o com a monoterapia amb progressié del cancer
posterior al tractament hormonal i previ a la quimioterapia
Tractament de primera linia per al cancer de pulmé no
microcitic (CPCNP) positiu per ALK

alectinib
(Alecensa®) Tractament del cancer de pulmé no microcitic (CPCNP)

positiu per a la quinasa del limfoma anaplasic (ALK), posterior
a la manca de resposta al tractament amb crizotinib
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atezolizumab
(Tecentrig®)

avelumab

(Bavencio®)

bevacizumab

biosimilar

cabozantinib
(Cometrig®)

ceritinib
(Zykadia®)

ipilimumab
(Yervoy®)

lutetium
oxodotreotide
(Lutathera®)

necitumumab

(Portrazza®)

Com a monoterapia esta indicat per al tractament del CPCNP
avancat o0 metastasic en pacients adults, posterior a
guimioterapia. En pacients amb mutacions activades pel
receptor del factor de creixement epidérmic (EGFR,
Epidermal Growth Factor Receptor) o mutacions tumorals
positives per ALK s’ha de realitzar terapia dirigida préviament.

Com a monoterapia per al tractament del carcinoma urotelial
(CU) avancat o metastasic en pacients adults, posterior a
quimioterapia amb plati o quan el cisplati no pot utilitzar-se

Com a monoterapia per al tractament del carcinoma de
cel-lules Merkel (CCM) metastasic en pacients adults

Tractament del CPCNP avancat i d’altres tipus de cancer

Tractament del carcinoma medul-lar de tiroides (CMT)
progressiu, localment avancat que no es pot extirpar o
metastasic en pacients adults

Tractament del CPCNP avancat positiu per ALK previament
tractat amb crizotinib en pacients adults

Primera linia per al tractament del CPCNP no escamas positiu
per ALK

Tractament del melanoma avancat (no extirpable o
metastasic) en pacients adults i en nens majors de 12 anys

Tractament de tumors neuroendocrins gastroentero-
pancreatics (TNEGEP) positius pel receptor de somatostatina
no extirpables o metastasics, progressius i ben diferenciats
(G1i G2), en pacients adults

En combinaci6 amb gemcitabina i cisplati esta indicat en el
tractament de pacients adults amb CPCNP escamés amb
expressié del receptor de I'EGFR, localment avancat o
metastasic que mai ha rebut tractament quimioterapic per a
aguesta condicio
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niraparib
(Zejula®)

osimertinib

(Tagrisso®)

padeliporfin
(Tookad®)

palbociclib
(Ibrance®)

ribociclib
(Kisgali®)

talimogene
laherparepvec
(Imlygic®)

tivozanib
(Tivopath®)
trastuzumab

biosimilar
(Ontruzant®)

Com a monoterapia per al tractament de manteniment de
pacients adults amb cancer ovaric epitelial serés de grau alt
recurrent sensible al plati, de trompes de Falopi o cancer
primari peritoneal que responen parcialment o completament
a la quimioterapia basada en plati

Tractament del CPCNP amb expressi6 de 'EGFR amb
mutacio positiva per T790M, localment avangat o metastasic
en pacients adults

Com a monoterapia en pacients adults amb adenocarcinoma
de prostata de baix risc, unilateral, gue mai han estat tractats
i que presenten unes caracteristiques cliniques especifiques

Tractament del cancer de mama localment avancat o
metastasic amb I'HR positiu i 'THER2 negatiu. En combinacié
amb un inhibidor d’aromatasa o en combinaci6 amb

fulvestrant en dones que hagin rebut terapia hormonal prévia

Tractament de primera linia amb letrozol per al cancer de
mama avangcat amb HR positiu i HER2 negatiu en dones
postmenopausiques

Tractament de pacients adults amb melanoma no extirpable,
metastasic (estadi IIB,IIC i IVM1a) sense cap patologia 0ssia,
cerebral, pulmonar o que afecti a qualsevol altra viscera

Tractament de primera linia per al carcinoma de cél-lules
renals avancat

Tractament del cancer de mama en estadis inicials o
metastasic i del cancer gastric metastasic
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1.1.5.8. Altres terapies

Existeixen altres terapies disponibles, com els inhibidors de la COX-2 o els agents de

diferenciacio, entre d’altres.*

- Inhibidors de la COX-2. La ciclooxigenasa 2 o prostaglandina endoperoxid
sintasa és un enzim implicat en els processos inflamatoris, que es troba
sobreexpressat en alguns cancers, com l'adenocarcinoma colorectal i el

carcinoma de cél-lules escamoses d’esofag.

- Agents de diferenciaci6.*® El trioxid d’arsénic, o retinoides com la tretinoina i
bexaroten, actuen sobre les ceél-lules canceroses activant la maduracio i
modulant la diferenciacié, induint finalment 'apoptosi. Utils en el tractament de

la leucemia promielocitica aguda i els limfomes cutanis de cel-lules T.

1.2. Noves dianes per al tractament del cancer

1.2.1. Diana de rapamicina en cél-lules de mamifer INTOR)

Durant el creixement i divisi6 cel-lular, les vies anaboliques, que estan enfocades cap a
'augment en la produccié de proteines, lipids (necessaris per a la formacio i expansio
de membranes) i nucleodtids, es veuen afavorides, al mateix temps que es suprimeixen
vies cataboliques com l'autofagia. Diverses investigacions dutes a terme en les ultimes
decades, han demostrat el paper central de la proteina mTOR en la regulacié d’aquests
processos cel-lulars, aixi com la seva implicacié en malalties on el creixement esta
desregulat i la homeostasi compromesa, com és el cas del cancer, malalties

metaboliques o la senescéncia.®!

1.2.1.1. Estructura i funcions d’mTOR

La diana de rapamicina en cél-lules de mamifer (nTOR) és una proteina serina/treonina
quinasa, composta per 2549 aminoacids i una massa de 289 kDa, que pertany a la
familia de les proteines quinases relacionades amb PI3K (PIKK). mTOR és un regulador
clau del metabolisme, creixement, proliferacio i supervivéncia cel-lular, integrant senyals
de disponibilitat de nutrients i factors de creixement. En les cél-lules es troba formant la

subunitat catalitica de dos complexes de senyalitzacidé diferents, coneguts com

51 R, A. Saxton, D. M. Sabatini. Cell 2017, 168, 960-976
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MTORC1 (Complex sensible a la rapamicina) i mMTORC2, els quals presenten

diferéncies tant a nivell estructural com funcional.??

El complex mTORCL1 esta format per cinc components: mTOR, que és la subunitat
catalitica; RAPTOR (regulatory-associated protein of mTOR), proteina accessoria que
forma part del principal tret diferencial del complex i, que manté I'acoblament i permet la
unié de substrats i reguladors; mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8); PRAS40
(proline-rich AKT substrate 40kDa) i DEPTOR (DEP-domain-containing mTOR-
interacting protein). Tot i que la funcié exacta d’aquestes proteines associades no es
coneix completament, existeixen evidéncies que relacionen a mLST8 i RAPTOR amb
'estimulacié de l'activitat del complex, mentre PRAS40 i DEPTOR mostren activitat

inhibitoria.

El complex mMTORC2 esta compost per sis proteines: mTOR; RICTOR (Rapamycin-
Insensitive Companion mTOR), que li confereix al complex insensibilitat enfront de la
rapamicina; mSIN1 (mamalian stress-activated protein kinase interacting protein);
PROTOR (Protein observed with Rictor); mLST8 i DEPTOR. mSIN1 i PROTOR formen
part Unicament d'mTORC2, probablement ajudant en I'acoblament i localitzacié del
complex, a diferencia del regulador positiu mLST8 i la subunitat inhibitoria DEPTOR,

gue s6n compartits per ambdés complexes (Figura 9).53
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Figura 9. Estructura dels complexes mTORC1 i mTORC25!

A nivell funcional, mMTORC1 promou la sintesi de lipids, nucleotids i proteines, i inhibeix
'autofagia, a I'integrar els senyals de nutrients generats per aminoacids, els senyals dels

factors de creixement transmesos per la insulina i els factors de creixement similars a la

52 3. Wullschleger, R. Loewith, W. Oppliger, M. N. Hall. 2005, 280, 30697-30704
53 R. Zoncu, D. M. Sabatini, A. Efevan. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 2011, 12, 21-35
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insulina, els senyals d’energia que actuen a través de 'AMPK i factors estressants, com
la hipoxia i el dany a ’ADN. A més, investigacions recents han definit la seva participacio
en el procés de I'angiogénesi. Un primer nivell d’'integracié es déna a nivell del Complex
d’esclerosi Tuberosa (TSC), regulador negatiu clau de la senyalitzaci6 d'mTORC1. Akt
I la quinasa regulada extracel-lular (erk) fosforilen i inhibeixen la TSC, mentre que
'AMPK, el regulador metabolic GSK3 i el factor d’hipoxia REDD1, 'activen. El segon
nivell d’integracio es produeix en el lisosoma, on les Rag GTPasas recluten ’'mTORCL1
a la superficie lisosomal, permetent la interacci6 amb Rheb i, per tant, la consequent
activacio. Els principals substrats fosforilats per I'activacié dmTORC1 sén les proteines
ribosomals S6 quinases (S6K) i les proteines d'unid (4EBP) del factor d’iniciacié
eucariotic (elF4E) (Figura 10). 535

Estrées Oxigen
Aminoacids
Fac_:tors de Energia
creixement \ /
Autofagia — — HIF1a Angiogénesi
Lipin1
4TP S6K JP
elF4E Biogénesi
\\ SREBP  4e lipids
Sintesi de
proteines

Figura 10. Vies de senyalitzacié principals dmTORC1

D’altra banda, sembla ser que els receptors del factor de creixement activen mTORC2,
probablement a través de Ras. mTORC2 controla la proliferacié i la supervivéncia
mitjangant la fosforilacié de diversos membres de la familia de proteines quinasa AGC.
Un exemple és I'activacio de la PKCa, que regula diversos aspectes de la reorganitzacié
del citoesquelet i migracio cel-lular. Tot i aix0, el paper més important d’aquest complex
es troba relacionat amb la fosforilacié i activacié de Akt, un efector clau de senyalitzacio
de la via PI3K (Figura 11).%!

54 C. O. Malley, G. P. Pidgeon. BBA Clinical 2016, 5, 29-40
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Figura 11. Vies de senyalitzacio principals dmTORC2

1.2.1.2. Autofagia

L’autofagia es defineix com un procés catabolic elevadament conservat que suposa el
lliurament de contingut citoplasmatic al lisosoma, responsable de la degradacio i
reciclatge dels constituents macromoleculars (mitocondris, peroxisomes o0 reticle
endoplasmatic) continguts. Els aminoacids i les petites molécules generades son
retornades al citoplasma per a la generacié d’energia i sintesi de noves proteines.
Aquest mecanisme fisioldgic de control de qualitat citoplasmatic és ampliament regulat
per mTORCL1 i juga un paper essencial en la regulacié del creixement, desenvolupament
i homeostasi cel-lular. En condicions fisioldgiques, I'autofagia es manté a nivells basals,
mentre que augmenta rapidament en resposta a estimuls d’estrés i dany cel-lular, aixi

com a la manca de nutrients.

Yashori Ohsumi, Premi Nobel de Medicina a I'any 2016, va ser el primer en desvelar el
sistema genétic que regula l'autofagia, aixi com el mecanisme pel qual es produeix.
L’estudi portat a terme sobre el llevat Saccharomyces cerevisae li va permetre identificar
i caracteritzar més de 37 gens, coneguts com ATG, responsables del control del proceés.
Les mutacions en aquests gens, aixi com les alteracions en la maquinaria autofagica,
s’ha demostrat que estan relacionades i que poden donar lloc al desenvolupament de
malalties com el cancer, i desordres neurodegeneratius com [|'‘Alzheimer o el

Parkinson.>®

55 https://www.nobelprize.org (Data: 12/04/19)
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En les cel-lules eucariotes es coneixen tres tipus d’autofagia no selectiva, que es
diferencien en els mecanismes de reconeixement i el tipus de degradacio: la
macroautofagia, la microautofagia i l'autofagia regulada per xaperones. En la
macroautofagia, porcions de citoplasma sén ingerides pels autofagosomes, que sén
vesicules de doble membrana formades de novo. Posteriorment, I'autofagosoma es
fusiona amb la vacuola lisosomal, on les macromolecules sén degradades. La
microautofagia, a diferéncia de Il'anterior, implica la ingesta directa del material
citoplasmatic per invaginacid de la membrana del propi lisosoma. D’altra banda,
l'autofagia regulada per xaperones esta restringida a proteines que continguin senyals
de reconeixement especifiques, i que son translocades a dins el lisosoma mitjancant la

unié al complex de xaperones.

El procés de I'autofagia consta de cinc fases o etapes (Figura 12):%¢

Nucleacié. Formacié d'una estructura de doble membrana (fagofor), que

requereix de la participacio dels complexos de proteines Beclinl i PI3K.

- Expansi6 de la membrana del fagofor per la incorporacié de la proteina LC3-II.

- Maduracié de la vesicula formant l'autofagosoma i segrest del material
citoplasmatic a degradar.

- Fusi6 de l'autofagosoma amb el lisosoma, que conté els enzims hidrolitics que
degradaran el material segrestat.

- Degradacio i reciclatge. Els aminoacids, sucres, lipids i nucleotids generats per

la degradaci6é lisosomal s6n retornats al citoplasma per ser reutilitzats en la

sintesi de noves molécules.

B Benclin1 LC3-l
PI3K Clase lll @& LC3-1I

Figura 12. Etapes del procés de I'autofagia®’

56 M. J. Pefia-Sanoja, J. B. De Sanctis. Invest. Clin. 2013, 54, 325-337
57 M. Maciel-Herrerias, S. Cabrera-Benitez. Neumol. Cir. Torax 2016, 75, 227-236
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Requlacié de l'autofagia

Tal com s’ha esmentat anteriorment, l'autofagia és un procés altament regulat per
diverses proteines, en el qual la situaci6 ambiental en que es troba la cel-lula
determinara la seva induccié o inhibicié. Entre aquestes proteines es troba el sensor

nutricional i hormonal mTORCL1 i el sensor energetic AMPK.%8

Un primer pas important en l'autofagia és l'activacié del complex ULK, que indueix la
formacio de l'autofagosoma. Nivells elevats de nutrients activen mTORC1, que fosforila
i inhibeix el complex ULK, inhibint l'autofagia. D’altra banda, la manca de nutrients
condueix a un augment en la relaci6 AMP/ATP, que activa 'AMPK i, per tant, inhibeix
MTOR, permetent la translocacié del complex ULK a la membrana de I'autofagosoma i
la consequent activacié de l'autofagia. S’ha observat que, en condicions de deju de
nutrients, la quinasa AMPK també pot actuar sobre el complex ULK activant-lo i produint

un efecte positiu sobre I'autofagia.>*

A més, mTORC també és capag¢ de regular I'autofagia mitjancant la fosforilacio i inhibicio
de la translocacié nuclear del factor de transcripci6 EB (TFEB). Aquest factor de
transcripcio indueix, un cop en el nucli, 'expressioé de gens per a la biogénesi lisosomal

i la maquinaria autofagica.

1.2.1.3. Inhibidors d’mTOR

Donat que l'activitat d’aquesta proteina esta augmentada en alguns tipus de cancers, es
considera una diana terapéutica i s’han desenvolupat diversos farmacs per inactivar la
seva funci6. A continuacid, es mostren els mecanismes d’accid dels inhibidors
actualment comercialitzats, aixi com els que es troben en assajos clinics i preclinics
(Figura 13).51:53:54

58 M. A. Costas, M. F. Rubio. Medicina 2017, 77, 314-320
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Figura 13. Mecanisme d'inhibici6 de I'activitat ’'mTOR per rapamicina i els seus analegs, pels
inhibidors catalitics competitius d’ATP per mTOR i inhibidors de PI3K/mTOR duals®*

a) Analegs de larapamicina

El primer inhibidor que es va descobrir d’'mTOR va ser la rapamicina, també anomenada
sirolimus. Es tracta d’'un macrolid natural que es va aillar per primera vegada d’'una soca
de Streptomyces hygroscopicus a la llla de Pascua. Inicialment aprovat com
immunosupressor, més tard va demostrar efectes antiproliferatius i citostatics contra la
proteina mTOR. Tot i aixi, la farmacocinética desfavorable que presenta, i que limita el
seu Us com a agent anticancerigen, va donar lloc al desenvolupament de la primera
generacio d'analegs de la rapamicina. Aquests derivats de la rapamicina, anomenats
rapalogs, van ser els primers inhibidors d’'mTOR aprovats per al tractament del cancer.
El primer en ser aprovat va ser temsirolimus (Pfizer) a 'any 2007 per al tractament del
carcinoma avancat de ceél-lules renals, seguit d’everolimus (Novartis), utilitzat en el
tractament del cancer de mama i renal, aixi com tumors neuroendocrins, a I'any 2009.
Ridaforilimus (profarmac de sirolimus), d’altra banda, es troba actualment en assajos
clinics per al tractament de sarcomes avancats de teixits tous i 0ssos i altres neoplasies
hematologiques (Figura 14).51%* Aquests inhibidors al-lostérics d'mTOR, s’uneixen
selectivament al domini FKBP12 d'mTORCL1 i bloquegen la fosforilacié dels seus

substrats.
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Tot i 'elevada especificitat per mTOR que presenten, aquests inhibidors han demostrat
una important falta d’eficacia en la clinica per la predisposicié al desenvolupament de
resisténcies. Aix0 és degut principalment a I'alliberament de la retroalimentacié negativa
sobre la senyalitzaci6 de la via insulina/PI3K/Akt, que desencadena la inhibicié
d'mTORC1. A més, també s’ha observat que la induccié de l'autofagia per inhibicié
d’aquest complex pot afavorir a les cél-lules canceroses amb microambients deficients
en nutrients, com és el cas dels tumors pancreatics. Aquestes caracteristiques fan que
els rapalogs només siguin Gtils per al tractament del cancer en combinacié amb altres

terapies.
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Figura 14. Estructura quimica del sirolimus i els seus analegs®®

5 F. Palavra, C. Robalo, F. Reis. Oxid. Med. Cell. Longev. 2017. Review article.
https://doi.org/10.1155/2017/9820181
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b) Inhibidors catalitics competitius d’ATP contra mTOR

Actualment es troben en assajos clinics i s’han desenvolupat per abordar els
inconvenients presentats pels rapalogs. Aguesta segona generacio d’inhibidors d'mTOR
presenten la capacitat d’inhibir l'activitat catalitica d’'mTOR, en comptes d’unir-se a
FKBP12, suprimint d’aquesta manera completament mTORC1 i mTORC2. Tot i aixo,
s’ha observat que en tractaments continuats Akt es reactiva, donant lloc a I'activacio de

la cascada de senyalitzacio.
c) Inhibidors PIBK/mTOR duals

Sorgeixen de la necessitat de bloquejar completament la ruta PISK/Akt/mTOR, ruta
responsable de la progressio del cancer i de la resisténcia als inhibidors d'mTOR. Si bé
aguests inhibidors presenten bons resultats en els assajos preclinics, aquesta amplia
inhibicié de les vies de senyalitzacio pot presentar toxicitat per les cél-lules normals,

restringint el seu Us en combinacié amb altres terapies.

1.2.2. EZH2

Els mecanismes epigenétics, com les modificacions post-traduccionals, regulen I'estat
de la cromatina, controlant I'accessibilitat de 'ADN i permetent aixi el control de la
transcripcio, la replicacio, recombinacio i reparacio de 'ADN. La desregulacié d’aquests
mecanismes epigenétics esta associat amb diferents etapes de formaci6 i progressié
tumoral. De fet, les alteracions en els propis reguladors, com en el cas de la mutacio o
sobreexpressié d’'EZH2, s’ha observat en nombrosos tipus de cancer, convertint-se en

un important biomarcador i potencial objectiu terapéutic d’aquesta malaltia.®®61:62

1.2.2.1. Estructura i funcions d’EZH2

Els gens del grup Polycomb (PcG) codifiquen modificadors de la cromatina que estan
involucrats en el manteniment de la identitat cel-lular i en la proliferacié, processos que
sovint es troben desregulats en el cancer. Aquests gens, la seqiiéncia i funcié dels quals
es troba altament conservada en mamifers, es van identificar inicialment en I'espécie
Drosophila melanogaster, més coneguda com la mosca de la fruita, com a repressors
transcripcionals. Els gens PcG codifiquen per a diferents proteines de PcG, que formen

complexes multiproteics i regulen el silenciament epigeneétic de gens a partir de la

60 1. Morera, M. Liubbert, M. Jung. Clin. Epigenetics 2016. Review. https://doi.org/10.1186/s13148
-016-0223-4

61Y. Kondo. J. Biochem. 2014, 156, 249-257

62 M. T. McCabe, C. L. Creasy. Epigenomics 2014, 6, 341-351
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remodelacié de la cromatina i modificacié d’histones. Existeixen diferents complexes de
proteines PcG, entre els quals trobem: el complex repressiu polycomb 1 (PCR1) i 2
(PCR2).

PCR2 esta format per les subunitats EZH1 o EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog) que
son les responsables de I'activitat enzimatica del complex, catalitzant la transferéncia de
grups metil des del cofactor S-adenosilmetionina (SAM) a la lisina 27 de la histona 3,
donant lloc a H3K27me3; per les subunitats no catalitiques EED (embryonic ectoderm
development), SUZ12 (supress or of zeste 12) i RbAp48/46 (retinoblastoma-associated
proteins p48/46), que permeten i estabilitzen la interaccié amb el substrat d’histona; i les
subunitats accessories AEBP2, JARID i PCL, les quals no son estrictament necessaries
per a l'activitat enzimatica del complex, perod si per a una activitat optima, tot i que encara
es desconeix la funcié especifica d’aquestes (Figura 15). Els homolegs EZH1 i EZH2
mostren diferents patrons d’expressid, trobant-se I'EZH1 en cél-lules en divisio i
diferenciades, mentre que 'EZH2 només s’observa en ceél-lules en creixement. A més,
s’ha observat que els complexes que contenen I'EZH1 mostren baixa activitat
metiltransferasa. Aix0 suggereix que I'EZH2 és la responsable dels nivells cel-lulars
d’'H3K27me, mentre que 'EZH1 és I'encarregat de restaurar aquests nivells degut a
possibles pérdues per intercanvi d’histones o per activitat desmetilasa.®®

Pel que fa a PCR1, s’uneix al residu H3K27me3 i indueix la monoubiquitinacié de la
lisina 119 de la histona H2A (H2AK119ub1l). La ubiquitinacié déna lloc a la compactacio
de la cromatina i, posteriorment, al blogueig de la polimerasa Il, que condueix al
silenciament de la transcripcio. Aquest complex esta format per les subunitats Bmil,
Ringlb, CBX4 i PHC i, tot i que potencia 'accié de PCR2, ambdds complexes poden

reprimir 'expressio génica de forma independent. ¢

PRC2 PRC1

RING18B

. 74
K119
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Figura 15. Complex PCR1 i PCR2, amb les subunitats principals i activitat enzimatica®

63 R. Margueron, D. Reinberg. Nature 2011, 469, 343-349
64 J. H. A. Vissers, M. van Lohuizen, E. Citterio. J. Cell. Sci. 2012, 125, 3939-3948
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L’EZH2 juga un paper essencial en la iniciacio, desenvolupament, progressio, metastasi
i resisténcia als farmacs antitumorals. La mutacid o sobreexpressio dEZH2 s’ha
relacionat amb diverses formes de cancer, com el cancer de prostata, mama, bufeta o
pulm@, aixi com també s’associa amb estadis metastasics agressius i avancgats, i amb
un mal pronostic de la malaltia. Per tant, el bloqueig de I'activitat ’'EZH2 pot resultar

critic per al creixement i la supervivencia de les cél-lules tumorals.

1.2.2.2. Regulacié d’EZH2

S’han descrit diversos mecanismes que causen 'augment de senyalitzaciéo d’'EZH2 en
cél-lules tumorals, dels quals formen part les mutacions geneétiques, I'amplificacio,
determinades vies i senyals transcripcionals, la hipoxia i multiples microARNs. Aquests
mecanismes modulen I'expressio i activitat de la proteina a diferents nivells (Figura
16)_65,66

Transcription regulators miRNAs

(miR-25, -26a, -30d, -98, -101, 128, DNA binding proteins
-137, -138, 144, -214, -let7) Transcription factors

YY1, Snail, Myc, SAFB1, HIC1, PER2 ncRNAs

HOTAIR, HEIH, PCAT-1
H19, linc-UBC1

Myc, E2F, EWS-FLI1, SOX4, NF-Y,
ANCCA, STATS3, ETS, EIK-1, HIF-1

EZH2 mRNA

EZH2 gene

Target loci

Figura 16. Reguladors de I'activitat i expressié d’EZH266

S’ha demostrat que una gran varietat de factors de transcripcié oncogenics, aixi com la
desregulacio de les vies MEK/ERK i pRb-E2F, estan involucrats i son responsables de
la sobreexpressio d’EZH2 en diversos tipus de cancer. L'EZH2, aixi com la preséncia
dels seus reguladors, sén importants en la proliferacié i supervivencia de les cél-lules
canceroses. Entre aquests factors trobem el regulador del cicle cel-lular E2F, el co-
activador del receptor androgénic ANCCA, aixi com MYC, ETS, NF-YA i STAT-3, entre

d’altres.

Una altra funcié que poden presentar alguns factors de transcripcio com MYC és la de
regular I'accés de les proteines que conformen PRC2 a llocs especifics de I'ADN,

actuant com a reclutadors. D’altra banda, també els ARN no codificants poden exercir

65 P. Volkel, B. Dupret, X. Le Bourhis, P. O. Angrand. Am. J. Transl. Res. 2015, 7, 175-193
66 H. Yamaguchi, M. C. Hung. Cancer Res. Treat. 2014, 46, 209-222
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un important paper en el reclutament d'EZH2. Un exemple és HOTAIR, que es troba
sobreexpressat en el cancer de mama i el cancer colorectal, associant-se a un fenotip

més agressiu i a un mal pronostic de la malaltia.

L’EZH2 també es pot regular a nivell post-transcripcional, a través de l'alteracio de la
regulacio dels micro-RNAs (miRNAs). La manca de control sobre aquests miRNAs,
provoca la sobreexpressié d'aquesta proteina i esta relacionada amb el grau
d'agressivitat de diversos tipus de cancer.

S’ha demostrat que les modificacions post-traduccionals, mitjancant la fosforilacié en
diversos punts de lI'enzim, poden regular l'activitat i estabilitat d’'EZH2. Aquesta
fosforilacio pot ésser realitzada per quinases dependents de ciclina com CDK1 i CDK2,%”
o per AKT,®® quinasa regulada per senyals extracel-lulars. Akt fosforila 'lEZH2 en la
serina 21 i suprimeix la seva activitat metiltransferasa, impedint la unié d’'EZH2 a la
histona H3, que resulta en una disminucid de la trimetilacio de la lisina 27 i, per tant, en
I'alliberament de la repressio dels gens silenciats. D’altra banda, la fosforilacié per CDKs
pot afectar la funci6 d’EZH2 de diferent manera, depenent del tipus i condicions
cel-lulars. Algunes fosforilacions son requerides per al reclutament d’EZH2 en el loci
especific, mentre d’altres indueixen la dissociacié d’'EZH2 del complex, donant com a

resultat la inactivacio d’EZH2 i reduccio de la invasié de cél-lules canceroses.

1.2.2.3. Mecanisme d’acciéo d’EZH2 en el cancer

Es coneix que l'activitat dEZH2 esta vinculada al desenvolupament del cancer. A
continuacié es descriuen els diferents mecanismes oncogénics pels quals 'EZH2 regula
la transcripcié (Figura 17).%°

Metilaci6 d'altres N Activacio de la transcripcio

g s

Q. Y AAAR
H3K27me3 , — 1°
AADIDD AL

s H3K27me3
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Figura 17. Mecanismes de la regulacio de I'activitat transcripcional d’EZH26°

67S. C. Wu, Y. Zhang. J. Biol. Chem. 2011, 286, 28511-28519

68 T. L. Cha, B. P. Zhou, W. Xia, Y. Wu, C. C. Yang, C. T. Chen, B. Ping, A. P. Otte, M. C. Hung.
Science. 2005, 310, 306-310

69 K. H. Kim, C. W. Roberts. Nat. Med. 2016, 22, 128-134
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A través de la via canonica, com ja s’ha esmentat anteriorment, PCR2 contribueix al
silenciament transcripcional de determinats gens a través de la metilacié de la lisina 27

de la histona 3.

L’EZH2 és capa¢ també de metilar altres substrats de proteines, provocant I'activacié o
inactivacio d’aquestes. Per exemple, 'EZH2 activa la senyalitzaci6 de STAT3
(transductor de senyal i activador de transcripcié 3) a través de la metilacio de la lisina
de STAT3. L'augment d’aquest factor de transcripcié s’ha relacionat amb la malignitat
del glioblastoma multiforme, el tipus de cancer cerebral més com i letal.”® D’altra banda,
'EZH2 també és capa¢ de monometilar el supressor de tumors RORa (retinoic acid-
related orphan nuclear receptor a). Aquest mecanisme facilita el reconeixement per la
magquinaria d’ubiquitinacié que condueix a la degradacié i, per tant, la pérdua de la funcio
de la proteina metilada.

L’EZH2 també exerceix un paper en I'activacio de la transcripcié de forma independent
al complex PRC2. Estudis recents han demostrat que I'EZH2 indueix d’expressio de
gens que estan regulats per les vies de senyalitzaciéo d’estrogens i Wnt, aixi com
I'activacio de factors de transcripcié NF-kB en el cancer de mama. També s’ha observat
que actuen com a coactivadors d’EZH2 els factors de transcripcié que inclouen els
receptors d’androgens. En aquest cas, I'expressio d’'EZH2 es correlaciona amb la
progressié del cancer de prostata, especialment amb el seu estat metastasic resistent a

hormones.”

1.2.2.4. Inhibidors d’EZH2

Donat que els nivells i/o activitat ’EZH2 estan augmentats en alguns tipus de cancers,
i gue aguest enzim exerceix funcions crucials durant el creixement i progressio tumoral,
es considera una bona diana terapéutica. A continuacio, es mostren les diferents
estratégies terapéeutiques d’inhibici6 d’EZH2, aixi com els mecanismes d’accié dels
inhibidors enzimatics actualment disponibles i que han estat avaluats en assajos clinics

i preclinics (Figura 18).

70 E. Kim, M. Kim, D. H. Woo, Y. Shin, J. Shin, N. Chang, Y. T. Oh, H. Kim, J. Rheey, |. Nakano,
C. Lee, K. M. Joo, J. N. Rich, D. H. Nam, J. Lee. Cancer Cell. 2013, 23, 839-852

1 K. Xu, Z.J. Wu, A. C. Groner, H. H. He, C. Cai, R. T. Lis, X. Wu, E.C. Stack, M. Loda, T. Liu,
H. Xu, L. Cato, J. E. Thornton, R. I. Gregory, C. Morrissey, R. L. Vessella, R. Montironi, C. Magi-
Galluzzi, P. W. Kantoff, S. P. Balk, X. S. Liu, M. Brown. Science 2012, 338, 1465-1469
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a) Inhibidors de la transcripcié d’EZH2

Son possibles farmacs terapeutics per tractar les cel-lules canceroses que expressen
en excés 'EZH2. Aquests, disminueixen els nivells dARNm i d’EZH2. Un exemple de
farmacs que actuen com a inhibidors de la transcripcio6 d’EZH2 s6n SKI-606 i el

metotrexat (Figura 19).
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Figura 19. Estructura quimica d’inhibidors de la transcripcio

SKI-606 (bosutinib) és un inhibidor de la tirosina quinasa Src, responsable de I'activacié
de factors transcripcionals com STAT3 per fosforilacio directa. La hiperactivacié de la
via de senyalitzacioé Src, s’associa a un augment en la induccié de I'expressié d’'EZH2
en el cancer de mama. Actualment, SKI-606 esta aprovat per al tractament d’un tipus de

leucemia mielogena cronica en adults (LMC) resistent a tractament.

72 C. Han Li, Y. Chen. Curr. Protein Pept. Sci. 2015, 16, 559-570
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Metotrexat, conegut com a inhibidor de la dihidrofolat reductasa, ha mostrat reduir

l'expressié d’EZH2 en el cancer de pulmo no microcitic.

b) Inhibidors de la traducci6

La degradacié de la transcripcié d’EZH2 a través de la interferéncia d’ARN, inhibeix de
manera efectiva la traduccié de TARNm d’EZH2 i indueix un efecte anticancerigen
significatiu. Els miRNAs administrats a les cel-lules canceroses redueixen el nivell de

proteina EZH2 per degradaciéo d’ARNm o inhibici6 de la traduccio.

Un analeg de la curcumina, H-4073 o curcumina difluorada (CDF), indueix determinats
microARN que disminueixen lI'expressid d’EZH2 en cél-lules de cancer pancreatic,

inhibint el creixement i agressivitat d’aquests tipus de tumors (Figura 20).”

curcumina H-4073

Figura 20. Estructura quimica de la curcumina i el seu analeg H-4073

c) Inhibidors d’EZH2 per esgotament

La 3-deazaneplanocina A (DZNep) i panobinostat (LBH589) s6n els compostos més
estudiats que permeten reduir els nivells de la proteina EZH2 en les cél-lules tumorals
(Figura 21). A més, I's concomitant d’'ambdds agents, ha mostrat un efecte sinérgic en
els nivells d’'EZH2.
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Figura 21. Estructura quimica de DZNep i panabinostat
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DZNep promou la disminucié dels nivells d’EZH2, aixi com de SUZ12 i EED, per inhibicié
selectiva de la trimetilacié de la lisina 27 en la histona H3 (H3K27me3) i la lisina 20 en
la histona H4 (H4K20me3), aixi com també l'activacié de determinats gens supressors

de tumors.

El panobinostat és un inhibidor no selectiu de la histona desacetilasa (HDAC) que
promou la degradacio proteosdmica d’EZH2. Actualment es troba en assajos clinics per
al tractament de tumors solids i neoplasies hematologiques.

d) Analegs de SAM

Inhibidors especifics de 'EZH2 que competeixen amb SAM pel lloc d'unié a I'EZH2. Sén
elevadament selectius per 'EZH2, inhibint la trimetilacié d’'H3K27 sense afectar el seu

nivell d’expressio (Figura 22).
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Figura 22. Estructura quimica d’alguns analegs de SAM

Existeixen altres estratégies que permeten regular I'expressio d’'EZH2 com son la
inhibicio de I'acoblament d’EZH2 al gen diana o I'alteracié de la fosforilacio de la proteina
EZH2, responsable de mantenir una adequada activitat, estabilitat i orientacié. Tot i aixo,
es requereixen de més estudis per obtenir nous compostos que actuin per aquests

mecanismes.

1.2.3. Enzims metabolics

El fisidleg Alemany Otto Warburg, Premi Novel de Medicina i Fisiologia en 1931 pels
seus descobriments en Respiracié cel-lular, va ser el primer en descriure el cancer com
una malaltia metabolica i la implicacié enzimatica.® Les diverses teories que va postular
i, estudis posteriors realitzats, ens ha permés assolir noves eines per a I'abordatge

d’aquesta malaltia.
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S’ha observat que les cél-lules canceroses, aixi com les cél-lules que es troben en
procés de creixement, presenten una elevada taxa de captacié de glucosa, que es
reflecteix en un increment en I'activitat i expressio de determinats enzims metabalics,
aixi com una elevada taxa de glicolisi aerobica. L’'increment d’aquesta via glicolitica esta
associada al metabolisme cel-lular tumoral i es coneix amb el nom d’efecte Warburg
(Figura 23). De fet, I'increment de la captacié de glucosa per part de les cél-lules
cancerigenes, ha permeés el desenvolupament de nous métodes per al diagnostic del
cancer, com és el cas de la tomografia per emissiéo de positrons (PET), aixi com

monitoritzar la resposta al tractament (Figura 24).7
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Figura 23. Efecte Warburg”

En preséncia d'oxigen, la majoria de les cél-lules diferenciades metabolitzen
principalment la glucosa, per oxidacié completa a través de la respiracio, en dioxid de
carboni. De fet, només en condiciones anaerobiques, les cél-lules diferenciades
produeixen grans quantitats de lactat. Les cel-lules canceroses, tanmateix, es
comporten de manera diferent, produint grans quantitats de lactat independentment de
la disponibilitat d’'oxigen a través de 'anomenada glicolisi aerobica. Aquest metabolisme
és menys eficag en quant a la produccié d’energia en forma d’ATP, ja que per cada

molécula de glucosa només és capa¢ de generar 2 ATP, enfront dels 36 ATPs que

74 M. G. Vander Heiden, L. C. Cantley, C. B. Thompson. Science 2009, 324, 1029-1033
75 https://lwww.sebbm.es/web/es/divulgacion/rincon-profesor-ciencias/articulos-divulgacion-
cientifica/1063-glicolisis-efecto-warburg-y-flexibilidad-metabolica-tumoral (Data: 08/10/2018)
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obtenen a través de la fosforilacié oxidativa. Tanmateix, s’ha observat que les cél-lules
en proliferacié tenen importants requisits metabolics que s’estenen més enlla de 'ATP,
com és la rapida produccié d’esquelets de carboni per a la sintesi de proteines i acids
nucleics, i d’elements reductors. Aquest fet, i que I'energia no sigui un factor limitant del
creixement, presenta un avantatge en la proliferaci6 de les cel-lules tumorals i
proporciona una explicacié a per que el metabolisme de les cél-lules cancerigenes
evoluciona cap a la glicolisi aerobica.” A més, I'efecte Warburg ha demostrat facilitar la
supervivencia de les cel-lules al disminuir la generacié de ROS derivat del metabolisme

oxidatiu.””

Pre-terapia Post-terapia

Bufeta

Figura 24. Tomografia per emissié de positrons, utilitzant un analeg de la glucosa, d’un

sarcoma maligne abans i desprées de la terapia antitumoral”

Aquests canvis metabolics que es donen en les cél-lules tumorals, en gran part
sorgeixen per efecte directe dels oncogens i gens supressors de tumors, que actuen
sobre determinats enzims que estan involucrats en el metabolisme energeétic cel-lular.
Com a conseqliéncia, trobem una elevada expressié d’aquests enzims, la inhibicié dels

guals podria permetre una terapia alternativa per frenar el desenvolupament del cancer.

Enzims glicolitics clau com 'hexoquinasa 2 (HK2), la fosfofructoquinasa 1 (PFK1) i la
lactat deshidrogenasa A (LDHA), entre d’altres, es troben sobreexpressats degut a

I'activitat transcripcional elevada dels oncogens c-Myc i HIF-1a, exercint un paper

76 M. V. Liberti, J. W. Locasale. Trends Biochem. Sci. 2016, 41, 211-218
77J. Lu, M. Tan, Q. Cai. Cancer Lett. 2015, 356, 156-164

47



fonamental en la supervivencia de les cel-lules tumorals, invasio i metastasi, aixi com

en la remodelaci6 de la cromatina i regulacié de I'expressié génica.’

D’altra banda, enzims involucrats en la via de les pentoses fosfat, com és la glucosa-6-
fosfat deshidrogenasa, presenten importants efectes a nivell de proliferaci6, apoptosi,
invasio, resisténcia als medicaments i metastasi.”® Es considera que la G6PDH és la
proteina que exerceix un major control del flux metabolic a través de la fase oxidativa de
la via de les pentoses fosfat, exercint un rol proliferatiu important quan es troba
desregulada. Es per aquest motiu que actualment la inhibicié de la GEBPDH, primer i més
limitant enzim d’aquesta via, és un potencial objectiu de la terapia anticancerigena. A
continuacié, es presenten les principals caracteristiques d’aquest enzim, la seva
participacié en el metabolisme cel-lular, aixi com la seva regulacié i principals inhibidors

estudiats.

1.2.3.1. Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PDH)

La glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PDH) és un enzim essencial involucrat en la
primera reaccid de la branca oxidativa de la ruta de les pentoses fosfat (PPP). Es coneix
des de fa temps que la seva activitat esta correlacionada directament amb el creixement
cel-lular, situaci6 en la qual es troba sobreexpressada. La inhibici6 de la seva activitat i,
per tant, la consequent inhibicio de la via de les pentoses fosfat, ha demostrat evitar el
creixement cel-lular i afavorir la mort cel-lular mediada per ROS (especies reactives
d’oxigen). Aquesta implicacié en el creixement i mort cel-lular, la converteix en una nova

potencial diana per al tractament del cancer.®

La glucosa, que és la principal font d’energia, un cop transportada a les cél-lules és
fosforilada per I'enzim hexoquinasa. La glucosa-6-fosfat obtinguda, es pot utilitzar per
produir energia en forma d’ATP i NADH, per emmagatzemar energia en forma de

glucogen o oxidar-se a través de la via de les pentoses fosfat (PPP) (Figura 25).8!

78 P, Liem Minh, Y. Sai-Ching Jim, L. Mong- Hong. Cancer Biol. Med. 2014, 11, 1-19

79 C. Riganti, E. Gazzano, M. Polimeni, E. Aldieri, D. Ghigo. Free Radic. Biol. Med. 2012, 53, 421-
436

80 C. Obiol Pardo, G. Alcarraz Vizan, S. Diaz Moralli, M. Cascante, J. Rubio Martinez. J. Mol.
Graph. Model. 2014, 49, 110-117

81 K. C. Patra, N. Hay. Trends Biochem Sci. 2014, 39, 347-354
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Figura 25. Via de les pentoses fosfats!

La via de les pentoses fosfat és una ruta important en el metabolisme de la glucosa, que
s’ha vist que té un paper fonamental en el creixement del cancer i en la metastasi.
Aguesta es ddna en el citosol cel-lular i es composa d’una etapa oxidativa inicial, de la
qual la G6PDH és el primer enzim limitant, i una etapa no oxidativa, en la que la
transcetolasa i la transaldolasa son els enzims claus. Els principals productes de la via
de les pentoses fosfat son la ribosa-5-fosfat, que es requereix per a la sintesi d’acids
nucleics, i 'NADPH, generat a partir ’NADP™ per la G6PDH i el seglient enzim de la via,
la 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGDH).

La branca oxidativa esta formada per tres reaccions irreversibles. Durant la primera
reaccio, la glucosa-6-fosfat és oxidada a 6-fosfogluconolactona mitjancant la G6PDH i
generant una molécula d’NADPH, que posteriorment s’hidrolitza a 6-fosfogluconat per
la fosfogluconolactonasa (6PGL). La tercera reacci6 és la descarboxilacié oxidativa del
6-fosfogluconat, catalitzada per la 6-fosfogluconat deshidrogenasa (6PGDH), que déna
lloc a la ribulosa 5-fosfat amb la conseqiient generacid6 d'una segona molécula
d’NADPH.

49



La ribulosa 5-fosfat pot seguir diferents destins, completar la via oxidativa i donar lloc a
la ribosa 5-fosfat per accié d’'una isomerasa o, entrar a la via no oxidativa, on per una
série de transformacions regenera la glucosa-6-fosfat a partir de la fructosa 6-fosfat.
Aquesta branca, a diferéncia de I'oxidativa, esta formada per reaccions reversibles.

La glucosa-6-fosfat utilitzada en la ruta pot anar cap a la glucolisi, ja que els sucres finals
produits per la via de les pentoses fosfat, el gliceraldehid-3-fosfat i la fructosa-6-fosfat,

son intermediaris glucolitics.

Els enzims de la ruta estan regulats principalment de forma al-lostérica pels seus
substrats catalitics, aixi com per altres metabolits. La reversibilitat de la branca no
oxidativa de la via de les pentoses fosfat, i la regulacioé al-lostérica dels enzims, permeten
que la via s’adapti a les demandes metaboliques cel-lulars, redirigint el flux catalitic cap
a la generaci6 de pentoses fosfat, per a la sintesi d’acids nucleics, o ’NADPH, per a la

sintesi d’acids grassos, aixi com per a la supervivéncia cel-lular en condicions d’estrés.
1.2.3.1.1. Estructura de la G6PDH

L’estructura cristal-lina de la G6PDH es coneix a través de raigs X i esta disponible al
banc de dades PDB (Protein Data Bank). Actualment, trobem les corresponents a
Leuconostoc mesenteroides (LmG6PDH), Mycobacterium avium (MaG6PDH),
Trypanosoma cruzi (TcG6PDH) i humana (HsG6PDH).82

La G6PDH humana activa es pot trobar en forma de dimer o tetramer. L’estructura
primaria de la proteina (mondmer) consta de 515 aminoacids i un pes molecular de 59
kDa. El dimer esta compost per dos monomers idéntics anomenats (3-a i f+-a, units
entre si mitjangant una estructura d’helix a i presenten llocs d’unié per a la G6P (a voltant
de Lys386) i 'NADP (al voltant de Lys205), aquest Ultim situat al plegament de Rossman.
A més, presenta un lloc d'unio al-lostéric per a 'NADP al voltant de I'extrem N-terminal,
que nomeés es troba en organismes superiors com I'ésser huma. Aquest lloc d’'unio
addicional al NAPD sembla que podria actuar estabilitzant el dimer, mantenint aixi la
proteina en la seva conformacié activa, ja que I'activitat catalitica només s’inicia quan
s’estableix una associacié en estat d’equilibri entre la forma dimeérica i la tetramérica
(Figura 26). Per a que aquesta associacio es doni, es requereix de la presencia d’'NADP,

gue exerceix un doble paper, estructural i com a coenzim. La relacié de concentracions

82 G. F. Mercaldi, A. Dawson, W. N. Hunter, A. T. Cordeiro. FEBS Letters. 2016, 590, 2776-2786
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NADP/NADPH constitueix un mecanisme controlador de I'activitat de la G6PDH i, per
tant, de la ruta pentosa fosfat. 8384

Figura 26. Estructura de la G6PDH humana en complex amb NAPD estructural®®
1.2.3.1.2. Funcions?®

Com s’ha comentat anteriorment, la G6PDH constitueix I'enzim responsable de I'activitat
catalitica del primer pas de la branca oxidativa de la ruta de les pentoses fosfat.
L’oxidaci¢ irreversible de la glucosa-6-fosfat déna lloc a la 6-fosfogluconolactona en un
procés depenent d’'NADP* com a coenzim, generant NADPH. L'NADPH obtingut és
indispensable per protegir les cél-lules del dany oxidatiu i, com veurem més endavant,

presenta un paper important en la progressio del tumor.

Les funcions principals de la G6PDH es deuen a la seva patrticipacio en els processos

cel-lulars segients:

- Geénesi d’'NADPH i acids nucleics. La G6PDH participa en la ruta de les pentoses
fosfat, una de les rutes metaboliques de major impacte en la proliferacié cel-lular.
Aquesta ruta, que consta de dos fases, la oxidativa i no oxidativa, produeixen
sucres de 5 carbonis (pentoses) essencials per a la produccié de nucleotids i,
finalment, de material geneétic.

- L’NADPH que s’obté, participa en la biosintesi de colesterol, d’acids grassos i en
la sintesi de l'dxid nitric (NO). A més, 'NADPH és un agent reductor

83 A. Hirono, S. Miwa. Haematologia (Budap.) 1993, 25, 85-97

84 S.W. Au, S. Gover, V. M. Lam, M. J. Adams. Structure 2000, 8, 293-303
85 http://www.rcsb.org/structure/1QKI (Data: 25/07/19)

86 J. F. Bonilla, M. C. Sanchez, L. Chuaire. Colomb. Med. 2007, 38, 68-75
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imprescindible, que juga un paper important en la mort cel-lular i intervé en
multitud de processos fisiologics tals com la defensa antioxidant d’eritrocits,
eritropoesi, modulacié del creixement endotelial vascular que regula
I'angiogénesi, fagocitosi i vascularitzacio.

- Intervé en l'activitat de la metahemoglobina reductasa i en el control del nivell de
glutatio reduit (GSH).

Aquestes funcions sén les responsables de que es trobi amb nivells elevats en teixits on
la via de les pentoses fosfat és molt activa com les glandules adrenals, que participen
activant respostes vinculades a l'estres; el fetge i teixit adipds, on la sintesi d’acids
grassos és molt activa; o els globuls vermells, que es troben exposats a un elevat estres

oxidatiu induit per radicals lliures (Taula 7).

Taula 7. Teixits que expressen nivells elevats de G6PDH

Teixits Funcié
Glandula adrenal Sintesi d’esteroides
Fetge Sintesi d’acids grassos i colesterol
Testicles Sintesi d’esteroides
Teixit adipds Sintesi d’acids grassos
Ovari Sintesi d’esteroides
Glandules mamaries Sintesi d’acids grassos
Eritrocits Mantenir el glutatié reduit

A més, és essencial per a la supervivéncia de determinats parasits. L’ambient reduit que
confereix el GSH i INADPH que genera la G6PDH, fa possible el desenvolupament de
Plasmodium falciparum. Aquest protozou, causant de la malaria, colonitza els globuls
vermells de I'ésser huma i és molt sensible a les condicions oxidants, les quals
inhibeixen el seu desenvolupament i creixement. Un altre exemple de I'important paper
gue exerceix aquest enzim es troba en les formes sanguinies de Trypanosoma brucei,

on I'esgotament de la G6PDH causa la mort del parasit.®?
1.2.3.1.3. Regulaci6 de la G6PDH

L’NADPH és un potent inhibidor competitiu de la G6PDH, de manera que I'activitat de
'enzim esta regulada principalment per la relaci6 NADPH/NADP* (Figura 27). Quan
aquesta relacié disminueix, I'enzim augmenta la seva activitat per proporcionar més

NADPH. Un clar exemple és quan es sotmet a la cél-lula a I'accié d’oxidants.
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Figura 27. Regulacié mitjangant nivells d’NADPH

Aquest NADPH, com s’ha comentat anteriorment, és essencial per al manteniment de
I'equilibri redox cel-lular, aixi com per a la sintesi de diversos compostos lipidics i
esterols. S’obté principalment a través de quatre enzims, la 6PGDH, la malat
deshidrogenasa, la isocitrat deshidrogenasa i la G6PDH, sent aquesta Ultima la
responsable de proporcionar la major part de 'NADPH necessari per al manteniment
d’'uns bons nivells i, per tant, dels processos cel-lulars i metabolics normals. Aixi mateix,
I'NADPH és necessari, directa o indirectament, per al funcionament de diversos enzims,
dels quals destaquen I'0xid nitric sintetasa, la dihidrofolat reductasa, les NADPH
oxidases, el Citocrom P450 oxidoreductasa, i enzims implicats en la defensa antioxidant

(catalasa i glutati6 reductasa) i sintesi de lipids (HMG-CoA reductasa). &’

Actualment, es coneix que la G6PDH esta ampliament regulada per estimuls
extracel-lulars i vies de senyalitzacié que regulen I'expressié i modulen la seva activitat
a diferents nivells: transcripcional, traduccional, post-traduccional i a nivell de localitzacio
intracel-lular. Tot i aixo, la regulacié post-traduccional, que té lloc per fosforilacié de

I'enzim i unio directa a altres proteines, sembla ser la més significativa (Taula 8).

87 R, C. Stanton. IUBMB Life 2012, 64, 362-369
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Taula 8. Reguladors de I'activitat / localitzaci6é de la G6PDH?#°

Reguladors de I'activitat / localitzacio de la G6PDH

Reguladors positius Reguladors negatius
PDGF Aldosterona
EGF AMPc
VEGF PKA
HGF CREM
Insulina Acid araquidonic
Vitamina D p38 MAPK
PI3-K p53
Fosfolipasa C-y TNFa
RAS-GTPasa AMPK
PKG
mTOR
S6-cinasa

Src (sarcoma)
TIGAR
Hsp27

ATM
SREBP
Nrf2

Les cel-lules en estat de quiescéncia presenten la G6PDH al voltant del nucli unida a
elements estructurals i, quan aquesta és estimulada, es transloca a la membrana
plasmatica. Alguns factors de creixement tals com el factor de creixement derivat de
plaquetes (PDGF) i el factor de creixement epidérmic (EGF), estimulen l'activacié aixi
com la translocaci6 intracel-lular de I'enzim per la interacci6 amb els receptors de
membrana amb activitat tirosina quinasa. Aquest efecte sembla estar mediat per les
proteines transductores de senyal fosfatidilinositol-3-quinasa (P13K), la Fosfolipasa C-y
i les Ras-GTPases.?® A més, el factor de creixement endotelial vascular (VEGF), a través
de la via de senyalitzacié pro-oncogénica Src, és capac de produir la fosforilacié directa

de la G6PDH i induir la seva translocaci6.8®

D’altra banda, l'activacié de la via de senyalitzaci6 PI3K/Akt, activa 'mTORC1,

responsable de I'activacié del factor de transcripcio SREBP1 i, per tant, de I'increment

88 W. N. Tian, J. N. Pignatare, R.C. Stanton. J. Biol. Chem. 1994, 269, 14798-14805
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de la transcripcio del gen que codifica la G6PDH. SREBP es troba també involucrat en
la sintesi d’acids grassos, ja que incrementa el flux de la via oxidativa de les pentoses

fosfat per tal d’assegurar els nivells d’NADPH necessaris per a la formacié dels lipids.&

La regulacio del gen que codifica la G6PDH també es veu afectat pel factor nuclear 2
(Nrf2). Aquest factor de transcripcio, en resposta a I'estrés oxidatiu, activa la transcripcio
de la G6PDH, aixi com d’altres enzims de la via de les pentoses fosfat. L'expressio de
Nrf2 és elevada per K-Ras i B-Raf, aixi com per la sobreexpressié de Myc, i el seu nivell
es manté en les ceél-lules que mostren una hiperactivacié de les vies de senyalitzacio

PI3K/Akt, com és el cas de les cél-lules canceroses.®

Un altre agent regulador de la G6PDH és TIGAR (regulador de la glucolisi i apoptosi
induible per TP53), una senyal derivada de I'activacioé del gen supressor de tumors p53.
L’activacio de TIGAR dona lloc a una disminucié dels nivells de ROS per mitja de
l'activacié de la G6PDH i de la via de les pentoses fosfat. Tanmateix, p53 ha demostrat
la inhibicié de I'activitat de la G6PDH al impossibilitar 'acoblament dels mondmers que
donen lloc al dimer actiu. D’altra banda, s’ha trobat que la proteina p73, que esta
relacionada amb la p53, promou la proliferacio cel-lular per induccié de I'expressio de la
G6PDH.80'92’89

Quan es un produeix un dany en 'ADN o estrés oxidatiu, es mostra una elevacio en
I'activitat de I'ataxia telangiectasia mutada (ATM). Aquesta quinasa, mitjancant la
fosforilacio de la proteina de xoc térmic Hsp27, permet la interaccié proteina-proteina

que estimula I'activitat de la G6PDH.&°

Aixi com trobem reguladors positius, també trobem agents que disminueixen l'activitat
de la G6PDH (reguladors negatius). En alguns tipus cel-lulars, s’ha demostrat que
'activacié de la G6PDH és inhibida per 'augment de monofosfat d’adenosina ciclic
(AMPc) i proteina quinasa A (PKA). Nivells elevats d’AMPc estimulats per la glucosa,
produeixen l'activacié de PKA, proteina responsable de la fosforilacié dels residus de
serina i treonina de la G6PDH i, per tant, de la inhibicié de la seva activitat. A més a
més, 'AMPc també és capa¢ de modular negativament la transcripcié del gen que
codifica per la G6PDH, a través de la fosforilacié de la proteina d’unié dels elements de
resposta a AMPc (CREB). %09

8 E. C. Cheung, R. L. Ludwig, K. H. Vousden. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2012, 109, 20491-
20496

% P, Jiang, W. Du, M. Wu. Protein Cell. 2014, 5, 592-602

91 Z. Zhang, K. Apse, J. Pang, R. C. Stanton. J. Biol. Chem. 2000, 275, 40042-40047
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Un altre regulador negatiu de la G6PDH és I'acid araquidonic, un acid gras poliinsaturat
capac de contrarestar I'estimulacié de I'expressié de la G6PDH produida per la insulina.
L’acid araquidonic produeix I'activacié de la cinasa p38 MAPK, que per inducci6 de la
fosforilacié de la Ser®® de IRS-1, substrat primordial en la via de senyalitzacié de la
insulina, inhibeix la seva activacio. D’altra banda, la fosforilacié de la Ser®’ interfereix
també en l'activitat de la PI3K, bloquejant la seva activacié per insulina com a
conseguéncia de la disminucié en la fosforilacié del residu Ser*”® de Akt. S’ha trobat,
gue el factor de necrosis tumoral a (TNFa), un conegut activador de MAP quinases,
també produeix una disminucio de I'activitat de la G6PDH a través de la participacio en

aquesta via.*?

Sembla ser que l'aldosterona promou disfuncié endotelial per reduccié de I'expressio i
activitat de la G6PDH. Aixd és degut a 'augment de I'expressio de I'element modulador
de resposta a AMPc (CREM), que inhibeix la transcripcié de G6PDH mediada per la unié
a I'element de resposta a AMP (CREB), amb el resultant augment de I'estrés oxidatiu i

disminucié de la produccié d’oxid nitric (NO).%
1.2.3.1.4. Inhibidors de la G6PDH

Actualment, es considera la GBPDH com una proteina diana per a la terapia del cancer
donat que un dels productes finals de la ruta de les pentoses fosfat, la ribosa-5-fosfat,
€s necessaria per a la sintesi d’acids nucleics i progressié tumoral. A més, com a
conseqliencia del metabolisme accelerat que presenten les cél-lules canceroses,
requereixen de nivells elevats d’'NADPH per lluitar contra I'estrés energétic i oxidatiu al
gue estan sotmeses. Com ja s’ha comentat anteriorment, la major quantitat ’NADPH

es genera en I'etapa on esta involucrada la G6PDH, de la qual és I'enzim limitant.

Tot i I'interés generat per aquest camp d’investigacid, avui dia encara no es disposa de
compostos comercialitzats com a inhibidors de la G6PDH per al tractament del cancer.
Antitumorals coneguts com el metotrexat i el metamizole inhibeixen la G6PDH, perd no
es coneixen els punts d’interacciéo amb I'enzim ni el grau d’unid. A més, aquests farmacs
actuen per altres mecanismes més estudiats i millor coneguts.®* La combinacié de
cefaperazone/sulbactam i ampicillin/sulbactam, inhibeixen I'enzim de manera

competitiva i no competitiva, respectivament, pero també existeix poca informacié sobre

92|, Talukdar, W. Szeszel-Fedorowicz, L. M. Salati. J. Biol. Chem. 2005, 280, 40660-40667

% J. A. Leopold, A. Dam, B. A. Maron, A. W. Scribner, R. Liao, D. E. Handy, R. C. Stanton, B.
Pitt, J. Loscalzo. Nat. Med. 2007, 13, 189-197

94 M. Cifti, I. Ozmen, M. E. Buyukokuroglu, S. Pence, O. |. Kufrevioglu, Clin. Biochem. 2001, 34,
297-302
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el lloc d’unid i mecanisme dacci6.®® Altres productes inhibidors de la G6PDH
comercialitzats estan indicats per al tractament de parasitosis produides per alguns
protozous del génere Trypanosoma (T. brucei i T. Cruzi). Les diferéncies estructurals de
'enzim del parasit respecte ’'homoleg huma son les responsables de la major afinitat i

activitat que presentin aquests compostos enfront la G6PDH del parasit.&2%

Per al desenvolupament de nous farmacs inhibidors de la G6PDH es segueix un procés
llarg i exhaustiu, on els possibles compostos candidats han de passar diferents fases.
El procés de seleccié comenga a partir d’'una biblioteca de compostos assequibles
comercialment on es realitza un cribratge d’aquells que compleixen les caracteristiques
establertes per estudis de modelitzacié. Aquests estudis han permes establir els punts
d’interaccié6 amb la diana, a partir de la G6PDH humana cristal-litzada (Figura 28).
Seguidament, els compostos escollits es sotmeten a una série de filtres que seleccionen
els millors candidats. Aquests filtres tenen en compte les caracteristiques del farmacofor
tedric establert i, parametres fisicoquimics i electronics. El limitat nUmero de compostos
gque aconsegueixen passar aquest procés de seleccié s’Tanomenen compostos guia i
poden modificar-se quimicament amb el fi de millorar algunes propietats (selectivitat,
absorcio, seguretat, estabilitat, etc.). Aquests compostos resultants es converteixen en
candidats a farmacs i es sotmetran a les proves precliniques, etapa seguent en el

desenvolupament de nous farmacs.

Protein-Protein

Figura 28. L’analisi computacional de la interficie proteina-proteina de la G6PDH permet

dissenyar peptids interficie basats en la seqlieéncia de la proteina®®

A continuacid, es mostren els mecanismes d’accido dels inhibidors de la G6PDH

disponibles i de les molécules que es troben encara en procés d’investigacio.

9 M. Cifti, I. M. E. Buyukokuroglu, O. I. Kufrevioglu, J. Basic Clin. Physiol. Pharm. 2001, 12, 305-
313
9% C. Ortiz, F. Moraca, A. Medeiros, M. Botta, N. Hamilton, M. A. Comini. Molecules 2016, 21, 368
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a) 6-aminonicotinamida (6-AN)

La 6-aminonicotinamida (6-AN) és un inhibidor competitiu de la glucosa-6-fostat
deshidrogenasa (G6PDH) i del 6-fosfogluconat (6PGD), per a la qual presenta una major
afinitat. Mitjangant I'accio de 'NADP™ glicohidrolasa es converteix en 6-aminoNAD
(6ANAD) i 6-aminoNADP (6ANADP), antimetabolits amb capacitat per inhibir els

processos quimics on estan implicats els nucleotids piridinics.®’
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6-aminonicotinamida

Ha estat ampliament utilitzada per inhibir la ruta de les pentoses fosfat en molts sistemes
cel-lulars, i és degut al paper essencial d’aquesta via en la generacié de poder reductor
(NADPH) i intermediaris metabolics (ribosa-5-fosfat) per a la sintesi de macromoléecules,
qgue la 6-AN mostra activitat anticancerigena. La susceptibilitat a I'estrés oxidatiu que
ocasiona i la sensibilitzacié de les cél-lules a agents anticancerigens i a la radiacio, fa
que diversos estudis I'hagin considerat com un bon inhibidor en el tractament de
diferents tipus de cancer en terapia combinada.®®%1% Tot i aixi, presenta efectes
adversos importants, que inclouen lesions irreversibles del sistema nervios central o

deficiencia de vitamines del grup B, que han fet que es limités el seu Us a la recerca.'*

b) Nicotinamida (NAM)

La nicotinamida és la forma activa de la vitamina Bs; 0 niacina i un component dels
coenzims nicotinamida adenina dinucleotid (NAD) i nicotinamida adenina dinucleotid
fosfat (NADP). Aquests coenzims sén els responsables de les reaccions de
transferéncia d’energia i necessaris per a la respiracio dels teixits, glucolisis i
metabolisme de lipids, aminoacids, proteines i purines. La nicotinamida, també

anomenada niacinamida, presenta accions antioxidants, immunoreguladores i activitats

97 S. H. Almugadam, A. Trentini, M. Maritati, C. Contini, G. Rugna, T. Bellini, M. C. Manfrinato, F.
Dallocchio, S. Hanau. Chem. Biol. Interact. 2018, 294, 167-177

% R. Bhardwaj, P. K. Sharma, S. P. Jadon, R. Varshney. Tumor Biol. 2012, 33, 1021-1030

% L. D. Nord, R. L. Stolfi, A. A. Alfieri, G. Netto, V. Reuter, S. S. Sternberg, J. R. Colofiore, J. A.
Koutcher, D. S. Martin. Cancer Chemother. Pharmacol. 1997, 40, 376-384

100 ], |. Buddihardjo, D. L. Walker, P. A. Svingen, C. A. Buckwalter, S. Desnoyers, S. Eckdahl, G.
M. Shah, G. G. Poirier, J. M. Reid, M. M. Ames, S. H. Kaufmann. Clin. Cancer Res. 1998, 4, 117-
130

101 F, P, Herter, S. G. Weissman, H. G. Thompson, G. Hyman, D. S. Martin. Cancer Res. 1961,
21, 31-37
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antiapoptotiques i anticancerigenes. S’ha utilitzat com un agent de sensibilitzacio
quimica i radio a 'augmentar el flux sanguini del tumor, reduint aixi la hipoxia tumoral. A
meés, aquest agent inhibeix les polimerases de poli (ADP-ribosa), enzims involucrats en
la reincorporacid de ruptures de la cadena d’ADN induides per radiacié o

quimioterapia.l®

| N NH,

~
N

nicotinamida

La nicotinamida ha estat ampliament utilitzada per tractar multiples malalties com
I'esquizofrénia, la psoriasis i I'artritis reumatoide.’®®* S’ha comprovat que el tractament
amb elevades dosis de nicotinamida prevé o retarda la diabetis tipus | i protegeix les
ceél-lules B de la seva destruccio, aixi com també disminueix la produccio d’agents
proinflamatoris com el factor de necrosis tumoral alfa, la interleucina 6, NO, PGE2 i la
generaci6 de ROS. Aquests efectes protectors s’atribueixen a la inhibicié de la poli-ADP-
ribosil polimerasa (PAPR) i en menor mida a la mono-ADP-ribosil transferasa (ADPRT),
modificant les vies de mort cel-lular i els patrons d’expressio génica que comporten una
major supervivencia de les cél-lules 3 i una alteracié de I'equilibri immunoregulador a

I'afectar I'ectoenzim CD38 unit a I’ADP ribosil transferasa.104105

En relacié amb la diabetis tipus Il, la utilitzacié del mononucleotid de nicotinamida millora
la sensibilitat a la insulina per mitja de la disminucioé de I'expressio dels gens relacionats
amb l'estrés oxidatiu, la resposta inflamatoria i I'activitat de les sirtuines (histones

desacetilases NAD-dependents).

D’altra banda, com a precursor de 'NAD* i degut a 'augment de la seva disponibilitat,
activa indirectament la proteina quinasa activada per AMP (AMPK) per mitja de la via de
les sirtuines i amb la consequent inhibicié de les proteines implicades en el metabolisme

lipidic, com HSL, ACC i FAS. Aixd0 comporta una millora del metabolisme oxidatiu i

102 https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/nicotinamide (Data: 20/08/18)

103 A, Lenglet, S. Liabeuf, P. Guffrov, A. Fournier, M. Brasero, Z. A. Massy. Drugs 2013, 13, 165-
173

104 H, Kolb, V. Burkart. Diabetes Care. 1999, 22, 16-20

105 R, Biedron, M. Ciszek, M. Tokarczyk, M. Bobek, M. Kurnyta, E. M. Slominska, R. T. Smolenski,
J. Marcinkiewicz. Arch. Immnunol. Ther. Exp. (Warsz). 2008, 56, 127-134
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proteccid contra les anormalitats metaboliques induides per dietes elevades en

greixos.106:107

Pel que fa a I'activitat sobre la G6PDH, la nicotinamida és un inhibidor no competitiu de
I'enzim. S’'uneix de manera al-lostérica a la G6PDH, afectant la seva afinitat pel 'NADP*.
Estudis recents demostren que 'accié de NAM sobre la G6PDH inhibeix 'acumulacio de
lipids i la produccié de ROS al regular I'expressié de gens adipogeénics i la resposta
d’enzims antioxidants en els adipocits. Aquest efecte pot ser d’interés terapéutic en el

tractament i la prevencié de la obesitat i les malalties associades a aquesta.'®

També presenta beneficis en trastorns cardiovasculars com la insuficiéncia cardiaca,
complicacions diabetiques, cardiomiopaties, isquémia o aterosclerosi, ja que la
nicotinamida incrementa els nivells d’NAD*, ATP i enzims antioxidants, reduint la necrosi
i els nivells de ROS i nitrogen que es generen en els cardiomiocits i cel-lules

endotelials.109

c) Dihidroepiandrosterona (DHEA)

La dihidroepiandrosterona (DHEA) és una hormona esteroide natural sintetitzada
principalment en la zona reticular del cortex adrenal, els nivells de la qual augmenten de
forma rapida a la pubertat, fins assolir valors maxims als 25-30 anys. A partir d’aquest
moment els nivells comencen a disminuir, mostrant-se una disminucio de fins el 90% en

persones d’edat avancada.

La DHEA és un substrat per a la sintesi d’androgens i estrogens, tot i que també actua
en el SNC com a agent neuroprotector i estimulant del sistema immunologic. Diversos
estudis epidemioldgics li confereixen activitat protectora enfront de malalties cardiaques
i increment en la longevitat atribuible a l'accié vasodilatadora, antienvelliment,

antiinflamatoria i antiaterosclerotica.°

També se li atribueixen efectes antiproliferatius i protectors davant de determinats

tumors, com el cancer de mama, fetge i coll uteri, per I'accié sobre la G6PDH,

106 C. Canté, R. H. Houtkooper, E. Pirinen, D. Y. Youn, M. H. Oosterveer, Y. Cen, P. J. Fernandez
Marcos, H. Yamamoto, P. A. Andreux, P. Cettour Rose, K. Gademann, C. Rinsch, K. Schoonians,
A. A. Sauve, J. Auwerx. Cell. Metab. 2012, 15, 838-847

107 R, Jokinen, S. Pirnes-Karhu, K. H. Pietilainen, E. Pirinen. Redox. Biol. 2017, 12, 246-263

108 N, Torres Ramirez, L. A. Baiza Gutman, R. Garcia Macedo, C. Ortega Camarillo, A. Contreras
Ramos, R. Medina Navarro, M. Cruz, M. A. Ibafiez Hernandez, M. Diaz Flores. Life Sci. 2013,
93, 975-985

109 p, Pacher, C. Szabé. Cardiovasc. Drug. Rev. 2007, 25, 235-260

110 3. M. Mendivil Dacal, V. M. Borges. Actas uroldgicas espafiolas 2009, 33, 390-401
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considerant-se un potent inhibidor de l'oxidacié de la glucosa-6-fosfat.!! Aquesta
inhibicio, de caracter no competitiu, es produeix mitjancant la unié de la DHEA al
complex ternari que es forma per a I'obtencié del 6-fosfogluconat, integrat per la glucosa-
6-fosfat, el coenzim NADP i la G6PDH.*2

HO

dihidroepiandrosterona

Com ja s’ha esmentat anteriorment, la inhibici6 de la G6PDH comporta I'acumulacio
d’espécies reactives d’oxigen (ROS), detencié del cicle cel-lular i apoptosi. Aquest
augment de l'estrés oxidatiu, juntament amb la disminucié de la inflamacio, serien els

responsables de I'activitat anticancerigena de la DHEA.'?

Tot i els efectes positius que presenta, I'Us terapéutic de DHEA esta limitat per les
elevades dosis requerides i pels seus efectes secundaris sobre les hormones sexuals,
ja que la DHEA es metabolitza en androgens actius com sén la testosterona i

dihidrotestosterona.*4

d) Nous inhibidors derivats de la DHEA'®

Per tal de millorar alguna de les propietats i solucionar un dels principals problemes que
presenta DHEA relacionat amb el seu metabolisme, s’han proposat nous inhibidors

derivats.

Aguests han sorgit en base a estudis de relacio estructura-activitat (REA) que indiquen
els requeriments estructurals necessaris per obtenir I'activitat inhibitdria de la G6PDH,

aixi com també les modificacions que poden incrementar-la o disminuir-la (Figura 29).

111 M. Di Monaco, A. Pizzini, V. Gatto, L. Leonardi, M. Gallo, E. Brignardello, G. Boccuzzi. British
J. Cancer 1997, 75, 589-592

112.G. Gordon, M. C. Mackow, H. R. Levy. Arch. Biochem. Biophys. 1995, 318, 25-29

113 A, G. Schwartz, L. L. Pashko. J. Cell. Biochem. Suppl. 1995, 22, 210-217

114 3, Preuss, A. D. Richardson, A. Pinkerton, A. Hedrich, E. Sergienko, S. Rahlfs, K. Becker, L.
Bode. J. Biomol. Screen. 2013, 18, 286-297

115 N. M. Hamilton, M. Dawson, E. E. Fairweather, N. S. Hamilton, J. R. Hitchin, D. I. James, S.
D. Jones, A. M. Jordan, A. J, Lyons, H. F. Small, G. J. Thomson, |. D. Waddell, D. J. Oqjilvie. J.
Med. Chem. 2012, 55, 4431-4445
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Essencial nucli
androsta o pregna
amb un carbonil en

C17 0 C20

Grups polars
no tolerats
en 3a, 70 11

Grups voluminosos

. _ Saturacié (5a.) (Br) i polars (OH)
3B-h|erX|I optima, doble tolerats en 16a,
essencial enllag en la posicio 170 i 21

4 o0 5 ben tolerada

Figura 29. Possibles modificacions estructurals de la dihidroepiandrosterona>

En relacid amb I'activitat inhibitoria, es requereix que el nucli sigui un androsta-5-é o
pregn-5-& amb un alcohol en posicié 3, aixi com una funcié cetona en posicié 17, en el
cas del primer nucli (androsta) o 20 en el cas del segon nucli (pregna). La saturaci6 del
nucli, donant lloc a I'estereoquimica 5a resulta positiva per a I'activitat, a diferéncia de
I'oxidacio o inversié de l'alcohol en posicio 3, aixi com la introduccié de grups polars
(cetones o alcohols) en les posicions 7 i 11, que la reduirien. Els alcohols en posicié 16aq,
17ai 21 s6n ben tolerats i la incorporacié d’un grup voluminés, com el Br en posicio 16q,

podria optimitzar I'activitat.

A partir de les modificacions, per processos de semi-sintesi del nucli esteroide, s’han

dissenyat els nous inhibidors derivats de DHEA (Figura 30).

R” - -
H H
Derivat nucli androsta Derivat nucli pregna
R = -NH-CO-NH-R’ R =-NH-SO:R’
R =-NH-COOR’ R’ = -CHs
R = -NH-SO:R’ R’ = -CH,OH

Figura 30. Nous inhibidors derivats de la dihidroepiandrosterona
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La substitucié de I'alcohol en posicio 3 per altres donadors de pont d’hidrogen com
sulfonamides, urees i carbamats, i de la cetona de les posicions 17 i 20 per altres
acceptors de ponts d’hidrogen, pot impossibilitar el metabolisme cap a androgens o
progestagens que presenta DHEA i milloren la seva estabilitat metabolica. D’altra banda,
afegint nous substituents en les posicio 33, 17 i 20, s’augmenta la polaritat, solucionant

el problema de la baixa solubilitat que mostra el compost inicial.

Aquests compostos presenten selectivitat envers la G6PDH, que juntament amb les
bones propietats fisicoquimiques, els hi atorga els requisits necessaris per poder-se
convertir, en un futur proxim, en nous farmacs o noves eines per a la investigacié en

aquest camp de tractament.

e) Nous inhibidors derivats de cribratges d’alt rendiment (HTS)!*

A partir d’'una biblioteca de compostos de LOPAC, Spectrum i DIVERSet i seguint
cribratges d’alt rendiment (HTS), s’han identificat varies molécules amb capacitat
inhibidora de la G6PDH. Entre aquestes, s’han seleccionat aquelles que presenten una
inhibicié de la hG6PDH = 50% i valors de ICso < 4 uM. En comparacié amb els inhibidors
de hG6PDH coneguts i anteriorment descrits, la dihidroepiandrosterona i 6-
aminonicotinamida, aquests nous inhibidors sén de 100 a 1000 vegades més potents i

mostren diferents mecanismes d’inhibicio de I'enzim (Taula 9).

Taula 9. Determinacié del mecanisme d’inhibicié dels nous inhibidors de la G6PDH

Tipus d’inhibicié
Reversibilitat

G6P NADP*
No
Competitiva  competitiva / Si
Mixta

Cl

CB63
IC5=0,6 0,0 uM
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| Competitiva Mixta Si

CB70
ICs0=2,6 1,1 uyM

Br 0 OH

HN Competitiva ~ Competitiva Si

CB72
ICs0=3,1+ 0,8 uM

| Competitiva Mixta Si

CB104
ICs50=3,0%+1,2 uM
OH

)

HN\S//

CB83
ICs0= 0,37

Dels compostos seleccionats, CB63 presenta una major afinitat per la G6PDH si el
comparem amb els inhibidors DHEA i 6AN amb 1Cso= 483 + 202 uM i ICso >3 mM,
respectivament. La inhibicié és temps-depenent, coincidint amb els compostos CB104 i
CB83, i tant la uni6 com la dissociacié de linhibidor amb I'enzim, es produeixen de
manera reversible en tots els compostos assajats. Els estudis de reversibilitat mostren
un increment de l'activitat de la G6PDH a mesura que augmenta la concentracié de

CB72. L’explicacié d’aquest fet és la mimetitzacié que possiblement pateix CB72 amb
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I'estructura de 'NADP*, que estabilitzaria 'enzim i provocaria una accié preventiva en

quant a la pérdua d’activitat durant el temps.

Pel que fa a la viabilitat cel-lular en les linies cel-lulars assajades de carcinoma mamari
MCF10-AT1 i cél-lules normals MCF10-A, aquestes ultimes utilitzades com a control,
CB63 i CB72 no presenten activitat inhibitoria sobre el creixement cel-lular i en CB104
és molt feble. En canvi, CB83 ha demostrat efectes en la supervivéncia cel-lular
d’ambdues linies, sent superior per MCF10-AT1 (ICso~ 25 pM) que sobre MCF10-A (ICso
> 50 uM). Els estudis de permeabilitat i solubilitat als que ha estat sotmés CB83
demostren una permeabilitat de membrana moderada i una baixa solubilitat. Es creu
que aquestes caracteristiques son les responsables de la falta d’activitat de CB63 i CB72
en aquest assaig. No es tenen dades dels efectes de CB72 en la viabilitat cel-lular.

CB63, CB70 i CB83 demostren inhibici6 de la G6PDH de Plasmodium falciparum,
mostrant-se una afinitat superior en aquesta respecte la humana en CB63. Agquesta
selectivitat per la G6PDH del parasit faria possible la seva utilitzacié com antiparasitari,
ja que reduiria la toxicitat. L’'ICso = 1,75 pM correspon al compost CB83 per al

Plasmodium falciparum.

f) Tienopirimidines i Quinazolinones!!®

Els inhibidors de la G6PDH, des de fa temps s6n un objectiu en la recerca per al
desenvolupament de nous farmacs antiparasitaris per al tractament de Trypanosoma
brucei i Trypanosoma cruzi, responsables de la malaltia de la son (Africa) i la malaltia
de Chagas (Ameérica), respectivament. Tot i que aquests estudis es centren en
desenvolupar molécules més selectives enfront del parasit, els resultats obtinguts poden

ser de gran aplicacio per a la sintesi d’altres derivats amb més afinitat per 'enzim huma.

Aixi, s’han descobert dues noves families, les tienopirimidines i quinazolones, que
presenten una bona activitat inhibitoria enzimatica i que podrien tenir aplicacié en el
tractament de les malalties esmentades anteriorment. A partir dels estudis de relacié
estructura-activitat s’ha pogut deduir I'estructura requerida per a I'activitat enfront 'enzim
G6PDH huma.

Es necessaria la preséncia d’un grup carboxamida sobre el C6 i un grup hidrofobic sobre
I'N3 per tal de que les tienopirimidines presentin activitat inhibitoria enfront de I'enzim
G6PDH dels parasits. Altres requisits estructurals que afavoreixen la inhibicié enzimatica

son I'addicioé d’'una cadena alifatica llarga sobre I'N3 i les insaturacions sobre aquesta,

116 G, F. Mercaldi, A. T. Ranzani, A. T. Cordeiro. J. Biomol. Screen. 2014, 19, 1362-1371
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tot i que la posicié optima de la insaturacio i el nombre de carbonis ideal es desconeix.
Per ultim, 'addici6é de grups hidrofobics grans no interfereix en I'activitat sempre i quan

estiguin situats com a minim a una distancia de tres carbonis respecte I'N3 (Figura 31).

Grup
. L hidrofobic
Grup imprescindible N

per a l'activitat
7,

Figura 31. Principals relacions estructura-activitat observades en les tienopirimidines

Pel que fa a les quinazolinones, aquestes presenten uns models diferents (Figura 32).
L’addicié de substituents voluminosos sobre el C7 esta contraindicada ja que aix0
disminueix la seva activitat inhibitoria. El substituent alquilic maxim tolerat és un grup
metil o dimetil, tot i que aquests repercuteixen en un augment de I'lCso, €n comparacio

amb els compostos no substituits.

La cetona de la posicié C5 resulta essencial donat que la supressié d’aquesta produeix
compostos inactius. Aquest fet indicaria la necessitat d’'un grup acceptor de pont

d’hidrogen per a que la molecula sigui activa.

Grup imprescindible

per a l'activitat Grups metil:

milloren selectivitat

4 N3

|
\N Grup hidrofobic
1 H

Es pot canviar per piperazina

Substituent poc
voluminés

Figura 32. Principals relacions estructura-activitat observades en les quinazolinones

La substitucié sobre el C4 és de gran importancia en I'efecte inhibitori de la molécula
sobre I'enzim huma, perd no sobre el del parasit. Per incrementar I'afinitat pel parasit,

s’ha vist que la metilacié del C4 incrementa la selectivitat envers la G6PDH dels parasits.

Per ultim, l'addici6 de substituents hidrofobics sobre I'amina del C2 resulta
imprescindible per mantenir I'activitat. La majoria de compostos contenen una anilina
sobre el C2 i, 'abséncia d’aquest grup, porta a la formacié d’'un compost inactiu. Si es
té en compte la substitucid de I'anilina en les posicions orto, meta i para, s’observa que

la preséncia de substituents en posicido orto disminueix l'activitat inhibitoria de la
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molécula. L’addicié dels grups metil, metoxi o fluor en posicié para millora I'activitat
respecte la G6PDH del parasit i també incrementa l'activitat del compost envers la
G6PDH humana. Aquest fet es repeteix també pels substituents en posicié meta, pero

només pels grups metils.?*

q) Polidatina

La polidatina (3,4’,5-trihidroxiestilben-3-p-D-glucosid; trans-resveratrol-3-B-mono-D-
glucosid o piceid) és un compost natural que es troba en el suc del raim i l'arrel de la
planta Polygonum cuspidatum. Es tracta d’'un precursor del resveratrol, on la posicié 3
de I'anell d’estilbé esta ocupada per un anell de glucopiranosid (Figura 33). Aquest
glucosid de resveratrol, ha demostrat propietats antioxidants i antiinflamatories, aixi com
un paper neuro-, nefro- i hepatoprotector. Diversos estudis suggereixen que la polidatina
pot tenir propietats farmacologiques similars a les descrites per al resveratrol, com
anticancerigenes, inhibidores de I'agregacié plaquetaria i de I'oxidacio de lipoproteines
de baixa densitat. Tanmateix, juntament amb altres polifenols, ha demostrat induir

I'apoptosi en cél-lules de carcinoma.t17:118:119

OH
OH
oy O
N (
OH HO =
o OH
OH

OH

polidatina resveratrol

Figura 33. Estructura de la polidatina i del resveratrol

En quant a l'activitat sobre la G6PDH, la polidatina ha demostrat la seva inhibicio,
causant I'acumulacié de ROS i un fort augment de I'estrés del reticle endoplasmatic,
provocant la mort cel-lular i inhibint la proliferacié i la invasio de les cél-lules canceroses

tant in vitro com in vivo.

17 F, Oliviero, A. Lisa, A. Scanu, P. Spinella, G. Ravagnan, A. Lopez-Reyes, L. Punzi, Y.
Zamudio-Cuevas. Investigacion en Discapacidad 2017, 6, 12-16

118 5. De Maria, I. Scognamiglio, A. Lombardi, N. Amodio, M. Caraglia, M. Carteni, G. Ravagnan,
P. Stiuso. J. Trans. Med. 2013, 11, 264

1191 . Mele, F. Paino, F. Papaccio, T. Regad, D. Boocock, P. Stiuso, A. Lombardi, D. Liccardo, G.
Aquino, A. Barbieri, C. Arra, C. Coveney, M. La Noce, G. Papaccio, M. Caraglia, V. Tirino, V.
Desiderio. Cell Death Dis. 2018, 9, 572
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La polidatina es pot administrar via oral o intravenosa, ja que els estudis farmacocinétics
demostren una bona absorcié i distribuci6 als teixits per aquestes vies. Pel que fa a la
toxicitat, aquesta va ser avaluada en assajos clinics de fase Il i en models d’animals, en
els quals no es van observar efectes toxics cardiovasculars, hepatics, de medul-la 0ssia

i renals importants a les dosis requerides.*®

S’ha comprovat un efecte sinergic en la induccio de citotoxicitat en cel-lules canceroses
en combinacié amb altres agents antitumorals com cisplati o afatinib. Aquests resultats,
juntament amb la bona tolerabilitat i propietats farmacocinétiques, converteixen la

polidatina en una bona eina per limitar el creixement del cancer i la seva disseminacio.
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2. OBJECTIUS

2.1. Primer objectiu

En la bibliografia s’indica que el sunitinib és un farmac d’estructura petita (PM = 398,47)
que va ser aprovat per la FDA en el 2006 per al tractament del carcinoma renal i pels
tumors de I'estroma gastrointestinal resistent a I'imatinib.?® Estructuralment es tracta
d’'una arilmetilenindolinona comercialitzada pels laboratoris Pfizer (Sutent®). L’activitat
citotoxica del sunitinib s’atribueix a la inhibicié de la tirosina-quinasa. En realitat es pot
dir que es tracta d’'un inhibidor multiquinasa. Aixi, manifesta activitat sobre receptors de
creixement relacionats amb plaquetes (PDGF-R) i receptors de creixement de I'endoteli
vascular (VEGF-R). També es coneix la inhibicié d’altres quinases com RET, CSF-1R i
fit3.12

El semaxanib (laboratoris Sugen) esta estructuralment relacionat amb el sunitinib pero
el mecanisme d’accié es deu majoritariament a la inhibicié de VEGF-R2. Aquest farmac
ha mostrat utilitat per al tractament del cancer de colon i del cancer de pulmé a nivell

experimental.1?2

La preparaci6é dels compostos 1-7 amb estructura d’arilmetilenindolinona i del derivat 8

formen part del primer objectiu d’aquest treball.

H3,C\\N HaC
Al \\CH N
H,C 3
3 NH / N CH,
1\ H
CH (0]
F I 2 N
(0]
sunitinib semaxanib

Iz

Canvis del 4+ Canvis del Canvi per altres ) Farmacomodulacio
nucli indolinona  substituent nuclis aromatics modulativa

ﬂ ﬂ

Compost 8 Compostos 1-7

120 R, Quek, S. George. Hematol. Oncol. Clin. North. Am. 2009, 23, 69-78
21https://ec.europa.eu/health/documents/community-register/2016/20161109136193/anx_13
6193 _es.pdf (Data: 12/09/19)

122 p_ M. Hoff, R. A. Wolff, K. Bogaard, S. Waldrum, J. L. Abbruzzese. Jap. J. Clin. Oncol. 2006,
36, 100-103
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2.2. Segon objectiu

Mantenint-se en I'eix principal del treball, que esta enfocat a la recerca i estudi de nous
compostos amb potencial activitat antitumoral, i posant I'interés sobre la ruta de les
pentoses fosfat, s’arriba al paper de la G6PDH, enzim encarregat de catalitzar la primera
reaccio de la ruta de les pentoses fosfat i que presenta un paper reductor al convertir
'NADP* en NADPH. La ruta de les pentoses fosfat exerceix un paper important en la
regulacio del creixement de les cél-lules cancerigenes donat que és la via de sintesi de
la ribosa (ARN) i desoxiribosa (ADN). De fet, s’ha trobat que hi ha una relaci6 directa

entre els nivells de G6PDH i diferents tipus de cancers.
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Relacionat amb aquest tema de recerca, el nostre grup va iniciar una col-laboracié anys
enrere amb el grup de recerca del professor Jaime Rubio, de la Facultat de Quimica de
la UB, i amb la professora Marta Cascante, de la Facultat de Biologia també de la UB.
Mentre que el Dr. Rubio duia a terme I'estudi de modelitzacié molecular, el grup de la
Dra. Cascante s’ha encarregat de I'avaluacio biologica i el nostre grup de la realitzacié

de la sintesi quimica.

El treball va comencar amb la creacié d’una base de dades de productes assequibles
comercialment dels quals vam estudiar les interaccions amb la G6PDH per modelitzacio

molecular (Figura 34).

Figura 34. Superficie dels dimers de la proteina G6PDH

D’aquest estudi es va seleccionar un compost assequible comercialment que inhibia la
G6PDH amb una ICso = 15 yM.

Canviper ———, Farmacomodulacio

/ altres grups Modulativa

/ Model \

Modificacio Modificacions ——
tamany cicle

Farmacomodulacio
Modulativa

Ciclacio6 intramolecular

Introduccio
Heteroatoms
;/ Farmacomodulacié

L, Modulativa
Farmacomodulacio

Modulativa
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La preparacio dels compostos 9-31, dissenyats a partir de modelitzacié que ha implicat

canvis estructurals considerats farmacomodulacions modulatives, constitueixen aquest

segon objectiu.

R1
| N
S
Compostos Ri1 R2
0
9 “CN \HJ\/ O (2-nattil
\N/\H/O\(Z—naftil)
10 -CN N
11 -CN \N/\/ O~ (2-naftil
o)
: R e
Br
o o)
13 -CN Ao
N o)
H
Q H
14 CN \N)J\/N
H O—(2-naftil)
. Q1
15 -CN
\N)J\N NO,
H H
0
16 _COOEt \H)J\/O\(Z—naftil)
17 -COOEt \NWO\(Z—naftil)
H o
18 -COOE \H/\/ O~ (2-natti)
PG
19 -COOEt
o,
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20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

-CONH:

CONH:

CONH:2

CONH:

CONH:

-CN

Ri-Ry =

-COOEt

-COOEt

-COOEt

0
0
\”)kv’\Qmﬁm

o
\H/\\/ (2-naftil)

\N/
NO,
0

\N/l\/o\QmamD

H

PGl
SNTON NO,

H H

PGl
SNTON NO,

H H
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2.3. Tercer objectiu

En relacié amb l'objectiu anterior i, amb a finalitat d’esbrinar els punts d’interacci6 a la

G6PDH, es varen dissenyar i dur a terme la sintesi de les urees 32-38.

Polar
O Grup
voIG::iFr)\és R4L J\ aromatic
! N N substituit
' H
R
Compostos R =
NO,
= LOLL e O
NO,
33 /_\ H \©/
/\ O
S, R ®
0]
NO
© 2
s o v SN o
(0]
NO,
H;CO
H;CO : NO,
37 R1_R2: \©/
H3CO I OCH,4
OCH3
¢
© ~ i NO,
38
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3. DISCUSSIO TEORICA

3.1. Preparacio de benzilidenindolin-2-ones i derivats (1-8)

3.1.1. Anadlisi retrosintética de les benzilidenindolin-2-ones (1-7)

3 @zﬁ

Ar
/
0 : ©j/\:0 + Ar-CHO
N N
H H
39
Compostos Ar Compostos Ar
1 ONOZ 40 ONOZ
2 ONHz a1 Q—§
N
H
Oy
Y N
° 42 i

4 @ 43 [Z

5 \

74
pd
T

hol

NO,
6 é\;N

NH,

o’

7
</ ;
=N
|

C

@]

NO,

3

Cl
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3.1.1.1. Preparacié d’(E)-3-(4-nitrobenziliden)-1H-indolin-2-ona (1)

El nucli d’oxindole es troba en nombrosos compostos que presenten activitats
biologiques. D’entre ells destaca [I'activitat anticancerigena,'?® antimalarica,'?*

antimicrobiana®®® i anti-HIV.1%6

En aquest treball es parteix del nucli d’'oxindole 39 que per condensacié amb el

corresponent aldehid condueix a la benzilidenindolinon-2-ona esperada 1 (Esquema 1).

(@)
H )

40
H
©f¥o )
H Piperidina, MeOH
reflux, 24 h., 43% y 0

39 N

1

Esquema 1

La condensacié es duu a terme en el si de metanol i en presencia de piperidina a reflux,
obtenint-se el compost 1 amb un 43% de rendiment després de la purificacio per
cromatografia de columna. Es tracta d’'una condensacio aldolica en medi basic, encara

que cal remarcar que certs autors 'anomenen reaccié de tipus Knoevenagel.*?’

Un possible mecanisme per a aquesta condensacié aldolica s'indica en I'esquema

segient (Esquema 2).

123 B, Yu, D. Q. Yu, H. M. Liu. Eur. J. Med. 2015, 70, 9735-9757

124 5, Praveen Kumar, J. Gut, R. C. Guedes, P. J. Rosenthal, M. M. M. Santos, R. Moreira. Eur.
J. Med. Chem. 2011, 46, 927-933

125 H. Singh, J. Sindhu, J. M. Khurana, C. Sharma, K. R. Aneja. Eur. J. Med. Chem. 2014, 77,
145-154

126 M. Eissenstat, T. Guerassina, S. Gulnik. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22, 5078-5083

127 G. N. Walker, R. T. Smith, B. N. Weaver. J. Am. Chem. Soc. 1965, 8, 626-637
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O
H ( i Ar /Ar
Il:li piperidina A N -H,0 N

Esquema 2

La piperidina actua com a base i desprotona el carboni a del grup carbonil de 'oxindole,
'anié resultant ataca al grup aldehid i seguit de deshidratacié es converteix en la

benzilidenindolin-2-ona.

Si bé la condensaci6 aldolica constitueix una de les reaccions més importants de la
quimica organica per a la formacié d’enllacos C-C, el mecanisme ha estat sempre

discutit i especialment respecte a I'eliminacio d’aigua o bé d’hidroxid en I'etapa final.1?8

L’any 1965, Walker i col. descriuen la preparacié de piridilmetilen-indolinones per
condensacio6 de la 2-indolinona amb la 3-piridinacarbaldehid en preséncia de pirrolidina,
amina secundaria que actua com a base (Esquema 3). Els autors consideren que la
pirrolidina reacciona amb l'aldehid i condueix a una base de Schiff intermédia (sal

d’imini).*?’

39 N 44

Esquema 3

128 C, L. Perrin, K. L. Chang. J. Org. Chem. 2016, 81, 5631-5635
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Posteriorment, l'anié de la indolinona ataca l'imina i, després de l'eliminacid de la

pirrolidina, s’obté el compost 44 (Esquema 4).

Esquema 4

Respecte a l'estereoquimica dels compostos obtinguts, alguns autors manifesten i
justifiquen la formacié d’'una mescla d’estereoisomers (Z i E) o bé ressalten la formacio
d’un dels estereoisomers de forma majoritaria (Figura 35).1%°

En el nostre cas, i d’acord amb la bibliografia consultada al respecte, s’obté I'isbmer de
configuracié (E). Hartmann i col.** indiquen que la determinacié de la configuracié (Z/E)
es pot obtenir per técniques d’'RMN de protdé. L’anisotropia diamagnética del grup
carbonil fa que el proté vinilic de lisbmer E apareixi més desapantallat que el

corresponent a l'isbmer (Z).

A més, per técniques dRMN que posen de manifest I'efecte NOE (efecte nuclear
OVERHAUSER), ha estat possible confirmar [Iestereoquimica (E) de les

arilmetilidenindolin-2-ones preparades en aquest treball.

129 K. W. Blake, B. Jaques. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2 1973, 12, 1660-1663
130 H, Bayer, C. Batzl, R. W. Hartmann, A. Mannschreck. J. Med. Chem. 1991, 34, 2685-2691
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Figura 35. (2) i (E) esterecisomers d’1

3.1.1.2. Preparacié d’(E)-3-(4-aminobenziliden)-1H-indolin-2-ona (2)

La reducci6 del nitroderivat 1 condueix a la corresponent anilina 2 (Esquema 5).

Fe?
O,N HoN
reflux, 24 h., 95%
H H
/ /
(L =0 (L =0
N Fel/HCl N
H H
1 EtOH 2

reflux, 24 h., 17%

Esquema 5

En primer lloc, es va assajar la reduccié amb Fe(0) en el si d’etanol i en preséncia d’acid
clorhidric i es va obtenir 2 amb un 17% de rendiment. Per tal d’optimitzar aquesta
transformacié es van modificar lleugerament les condicions, substituint I'etanol i I'acid
clorhidric per I'acid acetic, obtenint-se I'ariimetilenindolin-2-ona 2 amb un 95% de

rendiment.

3.1.1.3. Preparacio d’(E)-(4-((2-oxoindolin-3-idilen)metil)fenil)carbamat d’etil (3)

L’arilmetilenindolin-2-ona 2 per tractament amb el cloroformiat d’etil, en el si de
diclorometa i en presencia de trietilamina a temperatura ambient, condueix al carbamat

3 amb un 93% de rendiment (Esquema 6).

79



HoN HN
i i Kl
J J
Et;N, CH,Cl,
)
O N t.a., 24 h,, 93% O N ©
H H
2 3
Esquema 6

La presencia d’'un singulet a 7,70, d'un quadruplet a 4,10 i d’'un triplet a 1,40 ppm
assignables als protons metilénics, CH2-O i metil, respectivament, permeten confirmar
I'estructura proposada per a 3 (Figura 36).

4,10 ppm (q)

\

~CH, < 1,40 ppm ()
o M7~

r\?/o

H

Figura 36. Dades d'RMN-'H de 3

3.1.1.4. Preparacié d’(E)-3-((1H-indol-3-il)metilen)indolin-2-ona (4), (E)-3-((1-(4-
nitrofenil)-1H-indol-3-il)metilen)indolin-2-ona (5) i (E)-3-((1-(4-aminofenil)-1H-indol-
3-il)metilen)indolin-2-ona (6)

Seguint el procediment establert anteriorment per a la benzilidenindolinona 1 a partir de
I'oxindole 39, en aquest cas s’obté el derivat 4 amb un rendiment del 100% (Esquema
7).
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41 H
(o £
N Piperidina, MeOH y O

H reflux, 24 h., 100% H
39
4

Esquema 7

Per a la preparacié de la indolinona 5 s’estableixen les seglents analisis retrosintétiques

AiB (Esquema 8).

NO,

&

H

N N Br
% Ruta B O /

/ H [—— / H +

O N © O ° NO:

N N

5 4 45
Ruta A

@)

N \
(o] + f— +
N N
H H
NO,

39 NO, LY 45

Esquema 8

Per a la preparacié de I'N-arilderivat 5 es consideren dues alternatives, per un costat es
va realitzar l'arilaci6 de 4 amb el 4-bromonitrobenze (45) i, per l'altre banda, es va
considerar dur a terme primerament I'N-arilaci6 de [lindole-3-carbaldehid (41) i

posteriorment la condensacio aldolica.
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L’N-arilaci6 dels derivats indolics és de gran interés dins dels compostos amb potencial
aplicacio terapéutica i s’ha realitzat en diferents condicions. En aquest cas es va seguir

el protocol posat a punt pel nostre grup de recerca.*31%2

La transformacio consisteix en una reaccio d’acoblament creuat entre el derivat indolic i
el bromoaril corresponent. S’utilitza el Pd(P(o-tolil)s).Cl, com a catalitzador i (+)-BINAP
com a lligand, en preséncia de carbonat de cesi com a base i en el si de tolué, escalfant
a 100 °C durant 24 h.

Seguint la ruta A, en primer lloc es va procedir a I'N-arilacié de I'indole-3-carbaldehid
(41) amb el 4-bromonitrobenzé (45) seguint les condicions de reaccié d’acoblament
catalitzada per Pd, que va conduir a I'aldehid 42 amb un 13 % de rendiment (Esquema
9).

Br
o}
H
o \
H NO, N
45
\ -
N 082CO3
H Pd(P(o-tolil)3),Cl,
. NO,
(x) BINAP, tolué
41 100 °C, 24 h., 13% 42
Esquema 9

Posteriorment, la condensacié aldolica de I'aldehid 42 amb I'oxindole 39, emprant les
condicions posades a punt en aquest mateix treball i descrites anteriorment, permeten

accedir a 5 amb un rendiment del 57% (Esquema 10).

NO,
(@)
o O
N
\ H N
N 39 O /
Piperidina, MeOH / H
reflux, 72 h., 57%
(0]
N
NO, N
42 5

Esquema 10

131 M. Romero, Y. Harrak, J. Basset, J. A. OrGe, M. D. Pujol. Tetrahedron 2009, 65, 1955-1956
132 M. Romero, Y. Harrak, J. Basset, L. Ginet, P. Constans, M. D. Pujol. Tetrahedron 2006, 62,
9010-9016
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A continuacio, i seguint la ruta B, es duu a terme el tractament de la indolinona 4,
obtinguda anteriorment, amb el 4-bromonitrobenzé (45) seguint les condicions de la
reaccid d’acoblament creuat esmentades anteriorment, que condueix a 5 amb un

rendiment del 49% (Esquema 11).

Br
NO,
H
N NO, N
ya Cs,CO; ) H
o Pd(P(o-tolil)3),Cl, o
N () BINAP, tolué N
H 100°C, 24 h., 49% H
4 5
Esquema 11

Seguint aquesta ruta sintética (ruta A), s’obté 5 amb un rendiment global del 7,4% (13%,
57%), mentre que la ruta alternativa (ruta B), que duu a terme I'N-arilacié en I'Gltima

etapa, condueix a 5 amb un rendiment global del 49% (100%, 49%).

Un mecanisme proposat per a [I'N-arilaci6 dels derivats indolics amb el 4-

bromonitrobenze s’indica a continuacié (Esquema 12).

LnPdCl, LnPd
Pd (Il) Reduccio Pd (0)
Activacio

ArN R1 R2 LnPd

;?\r
X
Eliminacio reductiva Addicio6 oxidativa
Ar

Ar-H <«—— Ln-Fl’d

Principal NR{R, Ar
producte secundari Pld-X
Ln~
CsX
IAr
Ln=Rd-X HNR/R,
NR4R,
Cs2C03 Transmetal-lacié
Esquema 12
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Es produeix una addicié oxidativa d’ArX que déna lloc a un complex de Pd tetraedric.
En el segon punt, s’uneix el derivat nitrogenat HNR:R. al complex anterior. A
continuacio, la base produeix la desprotonacié i s’elimina I'halogenur en forma
d’halogenur de cesi. Finalment, I'eliminacio reductiva condueix a I'anilina esperada i es

recupera el lligand i el pal-ladi.

La reduccié quimioselectiva del nitroderivat 5, mitjancant hidrogenacié catalitica
catalitzada amb Pd-C al 10% p/p, condueix a I'anilina corresponent 6 amb un rendiment
del 89% (Esquema 13).

NO, NH,
N H, cat. N
O / Pd/C 10% O /
MeOH
/H ta., 48 h., 89% ) H
(L )=o (L )=o
N N

T
T

5 6

Esquema 13

Els senyals de I'espectre d’RMN de protd permeten confirmar I'estructura proposada per
ab5i6 (Figura 37).

gy gy

Figura 37. Dades dRMN-'H pera5i 6

3.1.1.5. Preparacio d’(E)-3-((7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolina-8-il)

metilen)indolin-2-ona (7)

Per a la preparaci6 de 7 es planteja I'analisi retrosintética descrita a continuacié

(Esquema 14).
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\ / Cl
H NS °
/ H — (0] + | j
N —
O o cI” N 0
H 39 43

Esquema 14

L’acetilacié del 6-amino[1,4]benzodioxa (47), assequible comercialment, amb anhidrid
acéetic condueix al producte monoacilat 46 amb rendiments elevats (84%) quan la

reaccié es duu a terme a temperatura ambient (Esquema 15).

X
H;C™ O° "CHj;
0 R )
H,N O 0°C, 24 h,, 84% H3CJ\H )
47 46
Esquema 15

Mentre que la mateixa transformacié condueix exclusivament al producte N-diacilat 48

quan la reaccio té lloc a temperatures superiors a 100 °C (Esquema 16).

o O

J .

0 H H
OO e g o
H,oN 140 °C, 24 h., 100% H3C)]\N (@)

o)

47 HaC

Esquema 16 (diacetilaci6)
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Es va assajar la hidrolisi parcial del derivat diacilat emprant HCI 2N en el si de metanol,

pero, en les condicions assajades, només es va aconseguir el producte desitjat amb un
13% de rendiment (Esquema 17).

By )Ol\ N /@Zj HCIMeOH )OJ\ /@Oj

/g 100°C, 1 h., 13% HsC H
H,C~ O
48

\

Esquema 17 (Hidrolisi)

A continuacié, I'acetamida (46) es va tractar amb DMF i POCIs;, emprant les condicions
classigues de la reacci6 de Vilsmeier-Haack!*® (Esquema 18).

0 0 o
0 ] DMF, POCl, H™ Y ., R
J - -
HsC o 90°C, 2,5 h., 100% cI” N 0 cI” N

N
H

46 43 49
Esquema 18 (Vilsmeier)

Un possible mecanisme per a la formacié de la dioxinoquinolina 43 es descriu a
continuacié (Esquema 19). Es forma un imino-clorur intermedi que reacciona amb dos
unitats de DMF seguit de ciclaci6 intramolecular.

o 3 (@] DMF |k/) O
AL ) — i%@i]
H

Esquema 19. Mecanisme Vilsmeier

133 0. Meth-Cohn, B. Narine, B. Tarnowski. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1981, 1520-1528
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Finalment, la condensacié de I'aldehid 43 amb I'oxindole (39), en el si de metanol i en

preséncia de piperidina, condueix a 7 amb un rendiment del 55% (Esquema 20).

CL C

(0]
N\ / Cl
Lorry o
. H .
EY o MeOH, piperidina /
ta. 24 h., 55% o
43 N 7
H

Esquema 20

3.1.2. Preparacio de 4-((1H-indol-3-il)metilen)-3-(4-(4-metoxifenoxi)fenil)isoxazole-
5(4H)-ona (8)

L’analisi retrosintética del derivat indolic 8 s’indica a continuacié (Esquema 21).

Esquema 21

El diarileter 53 s’aconsegueix per tractament del bromofenil (55) amb el p-metoxifenol
(54), emprant les condicions de la reaccié d’acoblament creuat posades a punt pel
nostre grup de recerca.’** En aquest cas, es va emprar CuBr com a catalitzador, ACHN

(1,1’-azobis(ciclohexacarbonitril)) com a lligand, carbonat de cesi com a base i DMF com

1341, Navarro, M. D. Pujol. Tetrahedron Lett. 2015, 56, 1812-1815
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a dissolvent. Sota aquestes condicions s’obté el diariléter esperat 53 amb un 76% de

ot

\ 0
I® -

Br

Cs,CO3, ACHN, CuBr
55 DMF, 140 °C, 24 h., 76% o

rendiment (Esquema 22).

53

Esquema 22

Tot seguit es procedeix a l'acilacié de 53 amb el monoclorur del malonat d’etil, en el si
de diclorometa, i emprant AICIl; com a catalitzador en condicions classiques d’acilacio
de tipus Friedel-Crafts. Després de 48 h a temperatura ambient s’obté 52 amb un 81%

de rendiment (Esquema 23).

O O
/\
IS :
AICl3, CH,Cl,
t.a., 48 h., 81%
o\ ~
53 52

Esquema 23

El tractament del ceto-éster 52 amb hidroxilamina en preséncia d’acetat sodic i en
condicions classiques, condueix a I'oxima 51 amb un 86% de rendiment. La reacci6 es
va realitzar a temperatura ambient i no s’observen productes procedents de reaccions

secundaries (Esquema 24).

0] 0] N,OH 5
O/\ O/\

o NH,OH-HCI
AcONa

EtOH, reflux, 30 min.
86%

Esquema 24
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El tractament de 'oxima 51 amb NaH, en el si de DMF, condueix a 'oxazolona 50 amb
un 88% de rendiment. L’addicié del grup hidroxil de 'oxima al grup carbonil de I'éster
etilic i posterior eliminacio del grup etoxil, permet la ciclacié intramolecular (Esquema
25).

N0 N-©.
I I O

0 NaH o)

DMF
100 °C, 48 h., 88%

51 50

Esquema 25

Finalment, es va assajar la condensacié aldolica entre 50 i el 3-indolecarbaldehid (41),
aplicant diferents condicions de reaccid, pero en cap dels casos fou possible aillar el

derivat indolic 8 esperat (Esquema 26).

O
H

N\

N

H
41

-0
1= /}\
Piperidina, EtOH

reflux, 24 h.

1.CH3;0ONa, EtOH
ta., 1h.

50 . . 8
1.N-indole-3-carbaldehid

100 °C, 24 h.

Esquema 26

3.2. Preparacio de sistemes tiofen-condensats 9-29

El nucli de tiofé, condensat amb cicloalquils i derivats, no és massa freqient dins la
guimica organica general i tampoc en la quimica terapeutica al comparar-lo amb els

nuclis heterociclics nitrogenats i/o oxigenats.
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En realitat aixdo comporta que es disposi de menys metodologia per a la seva preparacio

quimica.

En aquest treball es considera d’interés la preparacio de nuclis que contenen sofre com

els indicats en la Figura 38.

4 4 3

3
5
@5 J0 e}
6 S S s
7 1 6 1
4.,5,6,7-tetrahidrobenzo 4,5,6,7-tetrahidrotieno 5,6-dihidro-4 H-ciclopenta
[b]tiofe [2,3-c]piridina [b]tiofé

Figura 38. Nuclis que contenen sofre

Chadwick i col.'® van aportar una metodologia per a la preparacié de cicloalquiltiofens
gue transcorre mitjancant una cicloaddicio de Diels-Alder entre el dié 2,3-dimetilen-2,3-
dihidrotiofé i I'acrilonitril o bé la metil vinil cetona que actuen com a diendfils (Esquema
27).

/(Q "
724
R4 / R1@R2

S

R2 =CN
R2 = COCH3

Esquema 27

Frisch i col.'®* varen recérrer a la ciclacié de l'acid y-(2-tienil)butiric amb acid sulfiric

concentrat (Esquema 28).

o)
/7N s 9 H,S0, a
S OH A S
o Y
56 57
Esquema 28

Encara que la metodologia més citada és la descrita per Cagmiant i col.'®” Aquesta ruta

de 4 etapes implica: a) acilacié del tiofé, b) reduccio6 de la cetona mitjancant condicions

135 3, D. Chadwik. A. Plant. Tetrahedron Lett. 1987, 48, 6085-6088
136 M. C. Kloetzel, J. E. Little, D. M. Frisch. J. Org. Chem. 1953, 18, 1501-1515
137 |, Cauquil-Caubere, J. M. Kamenka. Eur. J. Med. Chem. 1988, 33, 867-877
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de Wolff-Kischner, c) ciclacié intramolecular emprant acid fosforic i d) nova reduccio6 de
la cetona 57 amb hidrazina i hidroxid potassic, emprant de nou condicions de Wolff-

Kischner (Esquema 29).

0 (0] (0]

AlCI NH,NH,/KOH

@ + o A I/ \ OH _ TR @\/HA\OH
S S S
o o)
58 59
o)
HsPO, (/ji‘j NH,NH,/KOH (/EO
S S
57 60

Esquema 29

Tenint en compte els antecedents bibliografics indicats, en aquest treball es va optar per
una reaccié multicomponent que consta de ciclohexanona, malononitril i sofre en la
proporcio 1:1:3, respectivament. En aquestes condicions s’obté el tetrahidrobenzotiofé
61 amb rendiments quantitatius (100%) (Esquema 30).

0 Piperidina CN
P Metanol
+ NC” CN + Sg —_— B NH,
100% S
61

Esquema 30

Cal indicar que és de gran importancia el tipus de sofre emprat. En el nostre cas es va
emprar sofre rombic, anomenat també sofre alfa. Es tracta de molécules cicliques de Ss,

cristal-litzat en forma rombica amb temperatures de transicié de 95,6 °C.138

Aguesta mateixa transformacio es va realitzar en dues etapes successives, condensacio
entre la ciclohexanona i el malononitril per a donar el ciclohexilidendinitril 62 i posterior

addicié de sofre que condueix a 61 (Esquema 31).

138 hitps://www.textoscientificos.com/quimica/inorganica/azufre/diferencias-azufre-oxigeno
(Data: 25/07/18)
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CN

NC__CN CN Se
O S22 Oof 2 b
piperidina CN 8% S

909
% 62 61

Esquema 31

En la primera etapa té lloc una condensaci6 de Knoevenagel, que condueix a
l'intermediari 62 amb rendiments elevats. En canvi, la seglient etapa d’addicié de sofre
presenta més problemes i constitueix una limitacié donat que s’obté 61 amb rendiments
inferiors al 10%.

Per aquesta transformacio6 es detalla a continuacié un possible mecanisme*®° recollit en
'Esquema 32.

o NC H R C=N
R CN Piperidina CN

, - —
R'fo ) <CN R -H,0 R'—C>Hz_< N

R—/ OH)

S-S
4 N\,
D
Sg_g®
~ ~
R ~C=N Fi,\/—N R _C=N R C=N
R"é:<C=N - R'—CR%:N) — R N /Z/—§\
H & s s H s ON ] R™\g” ~NH,
/S S\ S/\/\S H
Pood 12
S 8
\S_S/ \S_S/

Esquema 32

Es va dur a terme un estudi d’aquesta reaccié multicomponent per a la preparacié de
tetrahidrobenzotiofens, variant les condicions. En primer lloc, es va assajar agitar a
temperatura ambient, amb un agitador magnetic, la mescla de ciclohexanona,
malononitril i sofre rombic durant 1 h i, en aquestes condicions, s’obté el producte

esperat amb rendiments quantitatius (Taula 10, entrada 1).

139K, Gewald, E. Schinke, H. Bottcher. Chem. Ber. 1966, 99, 94-100
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Taula 10. Condicions de la reaccié multicomponent per a obtenir 61

CN
<:>:° vONCLON Sy R
S
61
Entrada Temperatura Tecnica Temps Rendiment
(%)
1 t.a. Classica 1h 100
t.a. Ultrasons 15 min 95
t.a. Microones 1 min 100

També es va considerar la realitzacié de la reacci6 amb I'ajut d’ones vibratories
d’ultrasons. La font d’ultrasons més comunament disponible i més econdmica per
introduir sons de freqiiéncia en una reaccio és el bany d'ultrasons, en el qual el
transductor (component electromecanic encarregat de generar els ultrasons) esta fixat
a la base d’'un bany omplert d’aigua. Els banys d’ultrasons treballen amb freqiéncies
entre 30 i 50 KHz.*® L’aplicacid6 de sons de freqiiéncia per a millorar reaccions

quimiques s’anomena sonoquimica.

En el nostre cas es va optar per la immersid, dins del bany d’ultrasons, d’'un matras que
contenia la mescla de components de la reaccid, durant 15 minuts a temperatura
ambient. Es va obtenir el derivat tiofénic esperat amb un 95% de rendiment (Taula 10,

entrada 2).

Sens dubte, una de les tecniques que més ha aportat a la quimica organica aquest
darrer temps, ha estat I'aplicacié de les irradiacions de microones a diferents tipus de
reaccions quimiques. L’assisténcia de microones a les reaccions quimiques aporta un
gran nombre d’avantatges, per un costat empra petites quantitats de dissolvent, redueix
el nombre de reaccions secundaries i, sobretot, redueix considerablement el temps de

reaccio.'*!

140 B, . Kharisov, V. O. Méndez. Ingenierias 1999, 2, 13-21

141 3) D. Bogdal, M. Lukasiewicz, A. Pielichowski, A. Miciak, Sz. Bednarz. Tetrahedron 2003, 59,
649-653. b) E. Buxaderas, D. A. Alonso, C. Najera. Eur. J. Org. Chem. 2013, 5864-5870. c) G.
G. Broggini, V. Barbera, E. M. Beccalli, U. Chiacchio, A. Fasana, S. Galli, S. Gazzola. Adv. Synth.
Catal. 2013, 355, 1640-1648. d) H. H. Nguyen, M. J. Kurth. Org. Lett. 2013, 15, 362-365. ) W.
Qian, L. Zhang, H. Sun, H. Jiang, H. Liu. Adv. Synth. Catal. 2012, 354, 3231-3236. f) M. M.
Baghbanzadeh, C. Pilger, C. O. Kappe. J. Org. Chem. 2011, 76, 8138-8142. g) J. F. Civicos, D.
A. Alonso, C. Najera. Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 1683-1687. h) E. M. Beccalli, A. Bernasconi,
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En molts casos permet dur a terme reaccions inédites i, en d’altres, fa possible reaccions
que no serien possibles amb les técniques classiques habituals d’un laboratori de

quimica organica.

En aquest treball, els assajos es van realitzar dins d’'un tub especial per a aquest tipus
de reaccions i es van dur a terme dins d’un forn CEM Discover LabMate. La temperatura
externa es va mesurar, en tot moment, mitjancant un sensor d’'IR. La pressié es va
mantenir constant a 50 W durant tot I'experiment. Quan la mescla de components
(ciclohexanona, malononitril i sofre) es va sotmetre a aquestes condicions es va obtenir

el producte desitjat amb rendiments quantitatius (100%) (Taula 10, entrada 3).

Cal remarcar que encara que els tres procediments emprats transcorren amb
rendiments similars, a la practica seria aquest tercer métode el d’eleccié donat que
proporciona el derivat tiofenic amb més elevat grau de puresa i facilita el seu aillament

del medi de reaccié.

Aquest mateix estudi es va aplicar a la preparacié de la 6-acetil-2-amino-4,5,6,7-
tetrahidrotieno[2,3-c]piridina-3-carbonitril (63) (Taula 11) i 3-ciano-6-benzil-4,5,6,7-
tetrahidrotieno[2,3-c]-pirimidin-2-amina (64) (Taula 12).

Taula 11. Condicions de la reaccié multicomponent per a obtenir 63

CN

(0]
o g + NCL_CN + S — » o mNHZ
Entrada Temperatura Técnica Temps Rendiment
(%)
1 t.a. Classica 1lh 85
t.a. Ultrasons 15 min 90
3 t.a. Microones 1 min 82

Seguint els procediments establerts anteriorment per al derivat tiofénic 61, mitjancant
condicions classiques de reacci6, ultrasons i microones obtenim 63 amb rendiments
lleugerament inferiors. En aquest cas, el métode que permet I'obtencié de 63 amb major

grau de puresa resulta ser el que requereix I'assistencia d’ones vibratories d’'ultrasons.

E. Borsini, G. Broggini, M. Rigamonti, G. Zecchi. J. Org. Chem. 2010, 75, 6923-6932. i) D. Liptrot,
G. Alcaraz, B. Roberts. Adv. Synth. Catal. 2010, 352, 2183-2188
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Taula 12. Condicions de la reaccié multicomponent per a obtenir 64

CN
0]
N + NC._CN + Sg S
64

Entrada Temperatura Técnica Temps Rendiment
(%)
t.a. Classica 1lh 65
t.a. Ultrasons 15 min. 52
3 t.a. Microones 1 min. 48

Mentre que aquestes mateixes condicions permeten I'obtencié de 61 i 63 amb bons
rendiments, I'obtencié de 64 no es veu tan afavorida, sent el métode classic el d’eleccid
en aquest cas amb un rendiment del 65%. La preséncia de 'amina terciaria de la cetona

no afavoreix el transcurs de la reaccid, degut al caracter basic i nucleofil d’aquest grup.

3.2.1. Preparacié d’N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)-2-(naftalen-2-

iloxi)acetamida (9)

El tractament del 2-amino-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzotiofé (61) amb el 2-
naftoxiacetat d’etil (65), en preséncia d’'NaH i en el si de DMF, condueix al derivat 9 amb
un rendiment del 8%. La formacioé de 'amida 9 es va intentar optimitzar canviant les
condicions, allargant el temps de reaccid, la temperatura i, fins i tot, la base emprada
(NaNH3, t-BuOK), perd en cap dels casos es va aconseguir una millora considerable

(Esquema 33).

CN

0 S CN 0
OJJ\O/\ > DT
NaH, DMF S OO

65 80°C, 24 h., 8% 9

Esquema 33
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L’ester 65 es va obtenir amb rendiment quantitatiu mitjangant I'alquilacié del 2-naftol (66)

amb 2-bromoacetat d’etil, en medi basic (K2.CO3) i en el si de DMF (Esquema 34).

(@]
Br

(0]
K,COg, DMF

100 °C, 6 d., 100%
66 65

Esquema 34

El singulet a 4,84 ppm i el multiplet entre 1,83-1,86 ppm assignables al grup CH2-O i als

metilens de les posicions 5 i 6, permeten confirmar I'estructura proposada per al compost
9 (Figura 39).

4

,CN 0
5 o)
1,83-1,86 (m)< ] B 2NH/U\/
S
7 1

9
4,84 (s)

Figura 39. Dades d’'RMN-'H del compost 9

3.2.2. Preparaci6 de (3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)glicinat de 2-
naftil (10)

El derivat tiofénic 61 s’alquila, amb rendiment quantitatiu, per tractament amb el 2-

bromoacetat d’etil en condicions classiques (K.CO3;, DMF) (Esquema 35).

O

CN Br\)J\O/\ CN

0
H
g 350 PN
K,CO3, DMF

61 ta., 6d., 100% 67

Esquema 35

A continuacio, I'éster etilic intermediari 67 es tracta amb el 2-naftol (66), en preséncia
de carbonat potassic i en el si de DMF. Tot i escalfant a altes temperatures i aplicant
petits canvis, no es va obtenir el producte desitjat 10 en les condicions emprades
(Esquema 36).
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OH
\_H o 66 N o
| 3 N\)J\O/\ -~ | . H/\g/

K,CO3, DMF
67 120 °C, 5 d. 10

Esquema 36

3.2.3. Preparacié de 2-((2-naftalen-2-iloxi)etil)amino)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]
tiofé-3-carbonitril (11)

El naftii derivat 11 s’obté mitjancant ['alquilaci6 del 2-amino-3-ciano-4,5,6,7-
tetrahidrobenzotiofé (61) amb el 2-bromoetoxinaftalé (68). Es va assajar l'alquilacié
emprant K.CO3; com a base i deixant la mescla de reacci6 en agitacio a temperatura
ambient, obtenint-se el producte desitjat amb un 11% de rendiment. Alternativament, es
va assajar emprant Cs,COs; com a base i escalfant a 100 °C, perd homés es va aillar

amb un 6% de rendiment el producte esperat 11 (Esquema 37).

K,CO3, DMF, KI
ta,5d., 1%
CN /\ CN
O\/\
o Br Oy )
S s H
61 68 ~_ 7 1

032CO3, DMF, KI
100 °C, 15d., 6%

Esquema 37

El bromo-éter 68 es va preparar per alquilacié del 2-naftol (66) amb el dibromoeta
emprant diferents condicions. Quan es va emprar com a base el K,COg, en el si de DMF,
no es va aconseguir el producte esperat 68. Emprant t-BuOK en isopropanol s’obté I'éter
68 amb un 22%, mentre que la utilitzacié d’hidroxid de tetrabutilamoni condueix amb un

rendiment lleugerament superior a I'éter 68 (29%) (Esquema 38).
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Hidroxid de tetrabutilamoni
Acetona, t.a., 6 d., 29%

K,COj3, DMF

OH 70°C, 8 d. O _~

t-BuO™ K, K, Isopropanol

66 ta., 72 h., 22% 68

Esquema 38

Els triplets de I'espectre ’'RMN-'H a 3,71 i a 4,42 ppm, assignables als metilens units a

nitrogen i a oxigen, respectivament, permeten confirmar I'estructura proposada per a

I'éter 11 (Figura 40).
3,71 (t, J= 6,4 Hz)
e
Sizayee
g H
1 \

4,42 (t, J= 6,4 Hz)
Figura 40. Dades d’RMN-1H del derivat 11

3.2.4. Preparaci6 de 2-(4-bromofenoxi)-N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]
tiofen-2-il)acetamida (12) i N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)-2-((2,3-
dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-2-il)metoxi)acetamida (13)

Els amino-éters 12 i 13 s’obtenen a partir de la bromoamida intermediaria 69, la qual es
prepara per acilaci6 del derivat tiofenic 61 amb bromur de 2-bromoacetic emprant
condicions classiques de reaccié. Es va emprar trietilamina com a base per captar I'acid

bromhidric format en la reaccié i diclorometa com a dissolvent (Esquema 39).

CN )OJ\/Br cN o
Br B
S Et;N, CH,Cl, S
61 ta., 7d., 69% 69
Esquema 39
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A continuacid, l'alquilacié del fenol 70 amb la bromoacetamida 69 condueix a 'amida 12

amb un 5% de rendiment (Esquema 40).

/©/OH
Br

70

K,COj3, DMF, KI
130°C, 4 d., 5%

N o
S
Br

CN o 12

B NH)J\/Br

: ¥
0
° OH B NH)Jv o
s
0 13
71

NaH, DMF, Ki
100 °C, 5d., 9%

Esquema 40

Emprant NaH com a base, en el si de DMF, l'alquilacié del 2-hidroximetil-1,4-benzodioxa

(71) permet I'obtencié de 'amida 13 amb un 9% de rendiment (Esquema 40).

Les dades de I'espectre d’'RMN de proté amb singulet a 5,01 (CH»-O-) i els doblets a
6,89 i 7,42 ppm, corresponents als protons de les posicions a i B de I'anell benzeénic,
permeten confirmar I'estructura proposada per a 12. Mentre que el singulet a 3,58 (CH-
O-), conjuntament amb el multiplet a 6,85-6,87, on ressonen els protons de I'anell

benzénic, confirmen I'estructura de 'amida 13 (Figura 41).

6,85-6,87 (m, 4H)

N 5 . 6,89 (d, J= 8 Hz) N . o '
Sl n ol LA O
> T Br > 13 ‘\ 3,58 (s)
5010 N\ 7.42 (d, J= 8 Hz)

Figura 41. Dades d’'RMN-'H per a 12i 13
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3.2.5. Preparacié d’N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)-2-((2-(naftalen
-2-iloxi)benzil)amino)acetamida (14)

Per a la preparacio de 'amida 14 es planteja la segtient analisi retrosintetica (Esquema
41).

o‘ o0 = -
@fn L \ C

CN

CN 0 o
[::E#§—NH/J\/BF — Doy + e
s s

69 61

Esquema 41

L’arilacié del 2-naftol (66) amb el 2-bromobenzonitril (74), emprant les condicions
posades a punt en el nostre laboratori,®** condueix al diarileter 73 amb un 26% de

rendiment (Esquema 42). Es tracta d’'una reaccié d’acoblament creuat catalitzada per

bromur de coure (1).
@Br
on . CN o
Cs,CO3, CuBr, ACHN CD

DMF, 120 °C, 48 h., 26%
66 73

Esquema 42

A continuacio, la reduccié del grup nitril de 73 amb LiAlH4, en el si de tetrahidrofuran,
permet aillar amb excel-lent rendiment I'amina primaria 72 (rendiment del 94%)

(Esquema 43).
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') O
D LiAlH,, THF “|OO
NC B

0,
reflux, 24 h., 94% NH,
73 72

Esquema 43

Finalment, l'alquilacié de 'amina 72 amb la 2-bromo-acetamida 69, en preséncia de
K2COs com a base i Kl, i en el si de diclorometa, condueix a 'amino-amida 14 amb un
70% de rendiment (Esquema 44).

CN
CN o
AN
B | NH__oO
Of\&NH)br O:S g
S
0o NH
o
K,CO3, KI, CH,Cl,
NH, reflux, 6 d., 70% (o)

72
14

Esquema 44

Els singulets a 3,55 i a 3,97 ppm de I'espectre d’RMN-‘H, assignables als metilens a-

carbonilic i benzilic, respectivament, permeten confirmar I'estructura proposada per
'aminoamida 14 (Figura 42).

CN
Of\ngH 0 3,55 (s)
£ T

NH

N
3,97 (s)
o)
14

Figura 42. Dades d'RMN-'H de I'aminoamida 14

3.2.6. Preparaci6é d’1-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)-3-(3-nitrofenil)
urea (15)

L’addici6 de 2-amino-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzotiofé (61), preparat préviament en

aquest treball, a l'isocianat 75 en el si de tetrahidrofuran i en presencia de terc-butoxid
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potassic, no permet I'obtencié de la ciano-urea esperada 15, fet atribuible a problemes

de solubilitat en les condicions assajades (Esquema 45).

N=C=0
NO,

CN CN ¢

7 X

| A\ NH, - | A ” H NO,
S THF, t-BuO K* S
0,

61 72h.,90°C 15

Esquema 45

3.2.7. Preparacié de 2-(2-(naftalen-2-iloxi)acetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]
tiofé-3-carboxilat d’etil (16)

L’analisi retrosintétita plantejada per a la preparacio de I'éster 16 s’indica a continuacio

(Esquema 46).

o. [ o /I
(0] 0 o) o
OH
D) — Ol -
s H s H
16 76 66
o. [
o o]
COOEt
oo b — Omo- =
S
77
Esquema 46

L’éster intermediari 77 es va preparar mitjancant una reaccié multicomponent a partir de
la ciclohexanona, el cianoacetat d’etil i Sg, en les condicions indicades anteriorment en
aquest treball per a la preparacié dels analegs que presenten grup nitril enlloc de I'éster

etilic (Esquema 47).
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o. [

COOEt O
<
CN
0] > | A\ NH,
Sg, EtOH, Piperidina S

ta., 1h., 100%
77

Esquema 47

En aquestes condicions es va obtenir I'éster tiofénic 77 amb rendiments quantitatius.

Tot seguit, es va realitzar 'acilacié de 77 emprant bromur de 2-bromoacetil en el si de
diclorometa i en preséncia de trietilamina, obtenint 'amida esperada 76 amb rendiment
del 100% (Esguema 48).

o d 0 o) o//
Br)J\/Br (0]
| N\ NH, > | N\ N/U\/Br
IS Et3N, CH2C|2 S H
t.a., 48 h., 100%
77 76
Esquema 48

Per altim, es duu a terme l'alquilacié del 2-naftol (66) en el si de DMF i emprant K2CO3
per a la captacio de I'acid bromhidric format en la reaccié. Aquesta reaccid constitueix
I'etapa clau per a la determinacio del rendiment global de la sintesi de 16. Com en casos

anteriors, aquestes reaccions d’alquilacié no superen el 10% de rendiment (Esquema

49).
OH
o Vs
o 4 ° 5
66
|\ N/U\/Br -~ |\ N/U\/O
s H K,CO3, DMF g H

130 °C, 4 d., 8%
76 16

Esquema 49

Els senyals de I'espectre d’RMN-'H que apareixen a 1,37 (t) i 4,36 (q), assignats als
protons del grup CHs i CH»-O de I'éster, el singulet a 4,83, assignable al metilenoxi de
la cadena i, el singulet a 7,18 ppm, atribuit al proté de la posicié de I'a-naftol, permeten

confirmar I'estructura proposada per I'amida 16 (Figura 43).
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4,36 (q)

s
O O//o v/7,18(5)

s H \
16 4.83 (s)

Figura 43. Dades d’RMN-!H de 'amida 16

3.2.8. Preparaci6 de 2-((2-(naftalen-2-iloxi)-2-oxoetil)amino)-4,5,6,7-tetrahidro
benzo[b]tiofé-3-carboxilat d’etil (17)

Per a la sintesi de I'éster 17 es va preparar préviament el 2-bromoacetat de 2-naftol (78)

per acilacié amb el bromur de 2-bromoacetil (Esquema 50).

0]
Br)K/Br

> e
Br
K,COs, CH,Cl, O

66 t.a., 72 h.,,100% 78

Esquema 50

Sota les condicions classiques emprades (K>COs i diclorometa) s’obté amb excel-lent

rendiment I'éster intermediari 78.

A continuacié, es va dur a terme [lalquilacié del 2-amino-3-etoxicarbonil-4,5,6,7-
tetrahidrobenzotiofé (77), emprant DMF com a dissolvent, NaH com a base i en
presencia de Kl, que facilita la substitucio nucleofila. Despres d’escalfar a 100 °C durant
4 dies no es va observar la preséncia de I'éster etilic 17 esperat en aquestes condicions

(Esquema 51).

o. [ OrBr o [

o)
o 78
- o)
[ B
S NaH, DMF, K S o
100° C, 4 d.
77 00°C, 4d 17
Esquema 51
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3.2.9. Preparacié de 2-((2-(naftalen-2-iloxi)etil)amino)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]
tiofe-3-carboxilat d’etil (18)

Seguint el procediment emprat anteriorment per a la preparacio d’11, pero utilitzant en
aguest cas NaH, com a base, s’'obté 'aminoéter esperat 18 amb rendiments del 68%,

superiors als obtinguts per a la sintesi d’11 (Esquema 52).

O\/\

Br

e e

0] 0]
68

0
Balt - (™
S NaH, DMF, KI S

100 ° ., 689
77 00°C,6d., 68% 18

Esquema 52

Les dades de I'espectre d'RMN-H com s6n el triplet a 1,37 (CHs-), quadruplet a 4,36
(CH2-0) i triplet a 4,60 ppm (CH.-O), permeten confirmar 'estructura proposada per a
I'éster 18 (Figura 44).

4,36 (q, J = 7,2 Hz)

137 (=72 H2)
o. [

@)
D BNGY
s H &
18 4,60 (t, J = 5 Hz)
Figura 44. Dades d'RMN-'H de I'éster 18

3.2.10. Preparaci6o de 2-(3-(3-nitrofenil)ureido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-
carboxilat d’etil (19)

L’addici6 de 2-amino-3-etoxicarbonil-4,5,6,7-tetrahidrobenzotiofé (77), preparat
préviament en aquest treball, a l'isocianat 75 en el si de tetrahidrofuran i en preséncia
de terc-butoxid potassic, no permet I'obtencié de la urea esperada 19, aixi com tampoc

va ser possible, utilitzant les mateixes condicions, I'obtencio de 15 (Esquema 53).
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N=C=0

o [ NO, o [

O . BUe
| D—NH, | NN NO
¢ H H

S THF, t-BuO K*
72 h.,90°C
77 19
Esquema 53

3.2.11. Preparacié de 2-(2-(naftalen-2-iloxi)acetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo
[b]tiofé-3-carboxamida (20)

Per a la preparaci6 de la diamida 20 es va plantejar I'analisi retrosintética que s’indica a
'Esquema 54.

(@) O
NH, NH; NH,
O
(0] B
Ny~ — oy o — [ >NH gy
g H g H s Br
20 79 80

+ “
OH (0]
o + + S
<:>: NC\)J\NHz 8
66

Esquema 54

L’amida intermediaria 80 es va preparar per condensacié de la ciclohexanona i la
cianoacetamida en preséncia de sofre rombic, en el si d’etanol, i emprant piperidina com
a base. D’aquesta reaccié multicomponent s’obté 80 amb excel-lent rendiment (100%)

(Esquema 55).

o N NH
2
NC
K. !
o | NH;
Sg, EtOH, piperidina S
ta., 1 h,100%
80

Esquema 55
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A continuacio, es va assajar I'acilacié de 80 amb el bromur de 2-bromoacetil, emprant
les condicions classiques (EtsN i diclorometa), que no va conduir a 'amida 79 esperada

sin6 que va permetre aillar els derivats ciclics 81 i 82 (Esquema 56).

o)
)K/Br
o) Br 0
NH; Et;N, CH,Cl, Nsz\/
t.a., 48 h. B
[ D—NH, B '

s \ s
80 79
o K o_N_o
" N—ni © [ D—NA
S S

81 82
Esquema 56

Mentre que 82 procedeix de l'acilacié del grup —NH, de I'amida, seguit de la ciclacié
intramolecular per alquilacié del grup amino de la posicié 2, el compost 81 procedeix de
l'acilaci6 de I'amina de la posici6 2 del derivat tiofénic, seguida de la ciclacio
intramolecular. S’obté la mescla en una proporcio de 3:1 de 81 respecte a 82 (Esquema
57).

0] o. -
NH, NH 0
| \ ’\_IH S | \ H/U\/BF
S )J\/B S ciclacié
80 Br r 70 intramolecular
N-acilacié
4,05 ppm H

H
hgh
+
| N_NG © | NN T 3,90 ppm
S S
81 82

Esquema 57
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Els resultats obtinguts ens va portar a considerar la protecci6 de I'aminoamida
intermediaria 80. Per aixd, es va preparar préviament I'N-BOC cianoacetamida (83) per
tractament de la 2-cianoacetamida amb el dicarbonat de di-terc-butil (BOC) en el si de
DMF i en preséncia d'NaH com a base (Esquema 58).

O O
0 >|\O)J\O)J\OJ< O O
e M, - ne LK

NaH, DMF H
ta., 72 h., 50%

Esquema 58
En aquestes condicions s’obté amb un 50% de rendiment I'N-BOC cianoacetamida (83).

Tot seguit, I'N-BOC cianoacetamida (83) es sotmet a una reaccié multicomponent a la

que s’hi afegeix la ciclohexanona i el sofre rombic, per a obtenir el derivat protegit 84

o
O:O

O O
NC\)J\NJJ\OJ< > | \ NH2

amb un 45% de rendiment (Esquema 59).

H Sg EtOH, piperidina S
Esquema 59

L’acilacioé del derivat tiofenic 84 amb el bromur de 2-bromoacetil, en el si de diclorometa

i en preséncia de trietilamina, condueix a I'amida 79 amb un 45% de rendiment

N-

(Esquema 60).

O
(0]
o, ) o 0
NH )K/ NHZO
Br
| \ NH2 | \ N/U\/
S EtsN, CH,Cl, s H
ta., 4d., 45%
84 79
Esquema 60
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Cal remarcar que en les condicions emprades s’obté 'amida no protegida, degut a la
pérdua del grup protector BOC, perd en aquest cas no es detecta el compost procedent
de la ciclacioé intramolecular 81. Els resultats obtinguts fan pensar que en primer lloc es

procedeix a I'acilacié i posteriorment a I'N-desproteccio.

A continuacio es duu a terme l'alquilacié del 2-naftol (66) amb la 2-bromoacetamida (79)

gque condueix a la diamida esperada 20 amb un 39% de rendiment (Esquema 61).

OH
: :
NHz NH
N B 66 B N/U\/o
s H Cs,CO4, DMF, KI s H

o} 0,
79 150 °C, 25 d., 39% 20

Esquema 61

Els desplacaments per als grups metilens -CH-Br de 79 a 3,86 ppm i el de -CH,-O- de
20 a 4,79 ppm, en I'espectre d’RMN-!H, ens permeten confirmar I'obtencié de I'amida

20 a partir del bromo-derivat 79 (Figura 45).

(0] (0]
NHz NHz
| \ N/U\/Br | \ N/U\/O
LN LN
79 3,86 (s) 20 4,79 (s)

Figura 45. Dades d’RMN-'H per als compostos 20 i 79

3.2.12. Preparaci6o de 2-((2-(naftalen-2-iloxi)etil)amino)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo
[b]tiofé-3-carboxamida  (21), 2-(2-(4-nitrofenoxi)acetamido)-4,5,6,7-tetrahidro
benzo[b]tiofe-3-carboxamida (22) i de 2-(2-(4-metoxifenoxi)acetamido)-4,5,6,7-

tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-carboxamida (23)

El tractament de 'aminoamida 80 amb el bromo-éeter 68, preparat préviament en aquest
treball, sota les condicions d’alquilacié (NaH, DMF, Kl) no permet I'obtencié de I'éter
esperat 21. Malgrat modificar les condicions i allargar considerablement el temps de

reaccio, no fou possible detectar la seva formacio (Esquema 62).
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o}
0
NH, NH;

68
| S—NH, ~ B N/\/O
S NaH, DMF, KI s H
80 100 °C, 28 d. 21

Esquema 62

Tanmateix, es va assajar I'alquilacio de fenols que presentin en para un grup atraient

d’electrons, com el p-nitrofenol i el p-metoxifenol, que presenta en para un substituent

donador d’electrons, perd en cap dels casos es van poder aillar els amido-éters esperats

o
O,N

2223 (Esquema 63).

85
0
NH
K;CO3, DMF, KI by
150 °C, 5 d. Ny 0
s " NO
2
NH 22

| \ )l\/Br

OH o
N el o
H
54 S o~

23

Iz

K,COj3, DMF, KI
150 °C, 48 h.

Esquema 63

3.2.13. Preparaci6o de 2-(3-(3-nitrofenil)ureido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-

carboxamida (24)

La amido-urea 24 es va obtenir per addicié de 'aminoamida 80 a l'isocianat 75, en el si
de tetrahidrofura. En aquestes condicions es va obtenir 24 amb un rendiment del 10%

(Esquema 64).

110



N=C=0

o) NO o
NH2 2 NHZO
7 G
| S—NH, - | D—N" N NO,
s THF, ta., 24 h., 10% s H H
80 24
Esquema 64

A I'espectre d’RMN-1H apareix un singulet a 8,54, atribuible al proté de la posicié C-2, i
dos multiplets que ressonen a 2,58 i 2,68 ppm, assignables als protons de les posicions
C-7 i C-4, respectivament. Aquestes dades, juntament a d’altres resultats analitics,

permeten confirmar I'estructura proposada per a la urea 24 (Figura 46).

2,68(m)\v O nH,
PN
s
‘\ A\854(5)
2,58 (m) 24

Figura 46. Dades d’RMN-'H de 24

3.2.14. Preparaci6 de (6-acetil-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-b]piridin-2-
illcarbamat de 2-naftil (25)

La sintesi del carbamat 25 es va plantejar d’acord a la segient analisi retrosintética
(Esquema 65).
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25 86

CHs

CN
(0]
|\ NH, +
(@) w 2 C|)J\o/\
63

Esquema 65

El derivat benzotiofé 63 es va obtenir a partir de I'N-acetilpiperidona per condensacio
amb el malononitril i amb el sofre rombic, seguint les condicions posades a punt en

aguest treball, amb rendiments quantitatius tal i com s’ha indicat a 'apartat 3.2.

Tot seguit, es duu a terme l'acilacié de 63 amb el cloroformiat d’etil, en el si de CHxCl; i
en preséencia de trietilamina com a base, que condueix al carbamat 86 amb un 36% de

rendiment (Esquema 66).

CN 0 CN o
N oo™ Al
| NH, . | N
OYN s OYN g H

Et;N, CH,Cl,

CH CH
3 63 t.a., 24 h., 36% 3 86

Esquema 66

A continuacio, es va assajar I'addicié del 2-naftol (66) al carbamat 86 en medi basic i en
el si de DMF pero, en aquestes condicions, no fou possible aillar el carbamat esperat 25

(Esquema 67).
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o
66
CN o K,CO3, DMF CN o
90 °C, 48 h.
S S
Os<_N s \ OYN g H

86 25

| D—NH,
(@) N S

CHj3

Esquema 67

Els resultats obtinguts indiquen que la transformacié de tipus transesterificacié no va
tenir lloc i, en el seu lloc, es recupera el 2-naftol (66) i 86, a més del derivat tiofenic 63

procedent de la hidrolisi del carbamat 86.

3.2.15. Preparacié d’N-(6-acetil-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-2-il)
benzo[b][1,4]dioxina-2-carboxamida (26)

La ciano-amida 26 es va obtenir mitjangant I'acilacié de la ciano-amina 63 amb el clorur
de I'acid 1,4-benzodioxin-2-carboxilic en condicions classiques (EtsN, CHCly). El clorur
de l'acid carboxilic 87 es prepara in situ per tractament de l'acid 1,4-benzodioxin-2-

carboxilic (88) amb un excés de clorur de tionil (Esquema 68).

CN

o N S
CN o
@[ j*o** @[ f*m = O O
120 °C, 2 h., 100% O%(N S ©

EtzN, CH,Cly 5
ta., 18 h., 29% CHj3
26
Esquema 68

En aquestes condicions s’obté 26 amb un rendiment global de les dues etapes del 29%.

Dos senyals importants a I'espectre d’RMN-'H ens permeten confirmar la formaci6 de
26. Es tracta d'un singulet a 2,22 ppm, assignable al grup CHz-CO- i d'un singulet a 6,65

ppm, atribuible al prot6 de la posicio 3 del nucli benzodioxinic (Figura 47).
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6,65 (s)
CN ‘Ko

Oy LJC
Os_N S 20

1
O
CH3

26
A\ 2,22 (s)

Figura 47. Dades d’'RMN-1H de 26

3.2.16. Preparacio d’1-(6-acetil-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-2-il)-3-
(2-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)urea (27)

A partir de la ciano-amina 63 i del 2-fluoro-5-trifluorometilfenilisocianat (89), sotmesos a
agitacié a temperatura ambient, s’obté la urea 27 amb un 100% de rendiment (Esquema
69).

N=C=0

CN CF3

CF3
50 CN o
| S—NH B N)J\N
O~ _N 2 Os_N H H
Y s Y s £

THF, 90 °C, 48 h., 100%
CHs CHs
63 27

Esquema 69

A I'espectre d’RMN-H apareixen un singulet a 2,10 ppm, atribuible al grup CHs-CO-, un
multiplet a 7,48-7,55 ppm, assignable als protons de les posicions 3’ i 4’ i un singulet a
8,56 ppm, que correspon al proté de la posicié 6’ (Figura 48).

8,56 ppm CF
“ 5,3

Figura 48. Dades d’'RMN-1H de la urea 27
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3.2.17. Preparaci6 de 7-acetil-2-(4-nitrofenil)-5,6,7,8-tetrahidropirido[4’,3’:4,5]
tieno[2,3-d]pirimidin-4(3H)-ona (28)

La sintesi del derivat triciclic 28 es va plantejar d’acord a I'analisi retrosintética indicada

a’lEsquema 70.

0 o)
NH NH;
| \ N — | A\ NH, + @NOZ
5" s
CH, CHs
28 90 40

Esquema 70

En primer lloc, es va procedir a la preparacié de 'amida 90 mitjancant una reaccio
multicomponent que conté I'N-acetilpiperidona, la cianoacetamida i sofre rombic, seguint
les condicions posades a punt i indicades anteriorment en aquest mateix treball, apartat
3.2. (Esquema 71).

o ONNH
2
NCQJ\NHZ

0]
J o AL
OYN Sg EtOH, piperidina Y S
CH3 ta.,, 1h., 19% CH, 0
Esquema 71

A continuacio, es realitza la condensacié de 'aminoamida 90 amb el p-nitrobenzaldehid
(40), en preséncia d’APTS i a reflux de tolué durant 24 hores. En aquestes condicions

s’obté directament 28, procedent de la condensacio i seguit d’oxidacié (Esquema 72).
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o
ol >—<j>—No2 o
NH
| A\ NH, 40 | \ N

O N O N
Y S APTS, tolue Y S
CHj reflux, 24 h., 14% CHj

90 28

Esquema 72

A I'espectre d’RMN-!H apareixen dos doblets a 8,39 i a 8,47, assignables als protons de
les posicions 2’/6’ i 3'/5’ i un singulet a 2,29 ppm, atribuible al grup CHs-CO-, que posen
de manifest la incorporacié del nitrofenil a 'amino-amida per proporcionar el compost
triciclic 28 (Figura 49).

8,39 (d, J=88Hz) 847 (d,J=8,8Hz)

o\ s/

&
NH NO,
\ S 4
N o 3

|
Os N S

& 28

2,29 ppm

Figura 49. Dades d’RMN-'H de 28

3.2.18. Preparacio de 6-benzil-2-(2-(naftalen-2-iloxi)acetamido)-4,5,6,7-
tetrahidrotieno[2,3-c]piridina-3-carboxilat d’etil (29)

La sintesi plantejada per a la preparacid de I'éster etilic 29 s’indica a continuacio
(Esquema 73).
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o o [
© (0] © (0]
| A\ NJJ\/O — CE@NJ]\/BF . OH
N s H N I H

29 92 66
o [
O
0}
| \ NH2 + B )’I\/ Br
N S r

Esquema 73

Seguint les condicions esmentades a 'apartat 3.2. (Esquema 30) es va aconseguir la
preparacid de I'aminoéster 91 per condensacid de [I'N-benzilpiperidona amb el

cianoacetat d’etil i el sofre rombic (Esquema 74).

0
0
UNGE NN | D—NH,
N N g

Sg, EtOH, piperidina
t.a., 1h., 32%

91

Esquema 74

Tal i com s’ha esmentat en aquesta memoria, en aquest treball s’han preparat d’'altres
derivats tiofénics i s'han obtingut amb rendiments excel-lents, en canvi, en aquest cas
s’obté només un 32% de rendiment. L’N-benzilpiperidona de partida presenta una amina
terciaria que degut al caracter basic dificulta la reaccié, mentre que en els altres casos
estudiats, o bé es partia de la ciclohexanona o bé de I'N-acetilpiperidona, reactius amb

menys incompatibilitats.
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Amb I'éster 91 es va procedir a 'acilacié amb el bromur de bromoacetil, en el si de DMF
i en preséncia d’NaH com a base (Esquema 75). En aquestes condicions es va accedir
a la bromo-amida 92 amb un 15% de rendiment.

o I 5 o [

0 0
B)K/Br O
| | A\ NH, r _ { | N\ N)K/Br
S NaH, DMF s H
ta. 5d. 15%
91 92

Esquema 75

A continuacié, es va assajar I'alquilacio del 2-naftol amb la bromo-amida 96 en el si de
DMF i en preséncia de K,COs i de Kl, perd despres de set dies d’escalfar la mescla de

reaccié a 120 °C, no es va detectar 'amida 29 esperada (Esquema 76).

OH
N o
O © (0]
|\ N)J\/Br 66 |\ N)J\/O
K,CO3, DMF, Ki

120 °C, 7 d.
92 29

Esquema 76

3.2.19. Preparacié de 6-benzil-2-(3-(3-nitrofenil)ureido)-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-
c]piridina-3-carboxilat d’etil (30)

La urea 30 es va obtenir per tractament de I'amino-éster 91 amb el 3-nitrofenilisocianat
(75), en el si de THF i en preséncia de t-BuOK. Seguint les condicions indicades s’obté

la urea 30 amb un 15% de rendiment (Esquema 77).
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N=C=0
o [ o) r
75
| N NJ\N NO
g H H

THF, t-BuO™K*
90°C, 5d., 15%

91 30

Esquema 77
A I'espectre d'RMN-H apareixen senyals que posen de manifest I'estructura proposada
per a la urea 30. D’entre elles cal destacar els singulets a 3,40, 3,67 i 8,23 ppm,

assignables als protons de la posicio benzilica, del C-7 i del C-2’, respectivament (Figura
50).

Figura 50. Dades d’RMN-'H de 30

3.2.20. Preparacio6 de 2-(3-(3-nitrofenil)ureido)-5,6-dihidro-4H-ciclopenta[b]tiofe-3-
carboxilat d’etil (31)

En primer lloc, es va procedir a la preparacié de 'amino-éster 93, seguint el procediment

posat a punt en aquest treball i indicat a 'apartat 3.2. (Esquema 78).

COOE O3
CN

O:o | D—NH,
S

Sg, EtOH, Piperidina
ta., 1h., 30%

93

Esquema 78

Es parteix de la ciclopentanona, el cianoacetat d’etil i el sofre rombic, que condueixen a

’'amino-ester 93 amb un 30% de rendiment.
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Tot seguit, es va procedir a la condensacié6 de l'amino-ester 93 amb el 3-
nitrofenilisocianat (75) i es varen assajar dues condicions diferents. En primer lloc, es va
mantenir en agitacié a temperatura ambient la mescla de 75 i 93, en el si de THF, i no
es va detectar la preséncia de la urea 31. Alternativament, es va repetir la reaccio
addicionant-hi t-BuOK i es va aconseguir aillar el producte desitjat amb rendiments
inferiors al 5% (Esquema 79).

N=C=0
o. [ NO, 0 é/
° ® P
A\ A\
| g e THF, ta., 72 h. | SN N NO,
93 v 31
THF, t-BuO" K*

90°C,72h., <5%

Esquema 79

3.3. Preparacio6 de les urees 32-38

3.3.1. Antecedents bibliografics

Les urees formen part de diferents estructures organiques amb potencial activitat
terapéutica. Es coneixen diferents métodes de sintesi, alguns dels quals s’indiquen a
continuacio.

Urees simeétriques:'*? A partir d’'S,S-dimetilditiocarbonat i la corresponent amina

(Esquema 80).

O R-NH, (x2) Q
2
HoC g Al CH Ry Aoy R
H,O H H
25-60 °C
Esquema 80

142 E. Artuso; I. Degani; R. Fochi; C. Magistris. Synthesis 2007, 3497-3506
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Urees no simetriques:

- Amb cloroformiats!*® (Esquema 81).

' o) 0]
Cl)J\O/R R\ )J\ /Rl R'—NHZ R )]\ /R’

R-NH, . N o 0z,

Esquema 81

- Amb sals de carbamoilimidazoli’** (Esquema 82).

R '
o, ot R e Ry QN@N I LT G
reflux Ho CH4CN l—/ : H H

Esquema 82

Per reacci6 de l'amina amb el carbonildiimidazole s’obté el corresponent N-
(aminocarbonil)imidazole que, posteriorment i per tractament amb iodur de metil, es
converteix en iodur de carbamoilimidazoli. L’esmentada sal pot ser tractada amb una

altra amina per conduir a la corresponent urea.
- Amb isocianat** (Esquema 83).

QC{N-R'

. Y
R-NH,

A

/
=0
\

A

Ir=z
Ir=

Esquema 83

L’addicié d’amines a isocianats condueix a urees. Aquest, constitueix un dels millors
meétodes per a la preparacié d'urees donat que permet la sintesi d’'urees en una sola
etapa, en periodes curts de temps i només amb agitaci6 a temperatura ambient.

S'utilitzen diferents dissolvents com DMSO,#¢ éter dietilic o THF.

143 C. Han; J. A. Porco. Org. Lett. 2007, 9, 1517-1520
144 a) J. A. Grzyb; R. A. Batey. Tetrahedron Lett. 2008, 49, 5279-5282; b) M. B. Bertrand; J. P. Wolfe.

Tetrahedron 2005, 61, 6447-6459
145 3) D. P. N. Satchell; R. S. Satchell. Chem. Soc. Rev. 1975, 4, 231, b) E. A. Castro; R. B. Moodie; P. J.

Sanson. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2, 1985, 737

146 Y, Zhang; M. Anderson; J. L. Weisman; M. Lu; C. J. Choy; V. A. Boyd; J. Price; M. Sigal; J. Clark; M.
Connelly; F. Zhu; W. A. Guiguemde; C. Jeffries; L. Yang; A. Lemoff; A. P. Liou; T. R. Webb; J. L. DeRisi; R.
K. Guy. ACS Med. Chem. Lett. 2010, 1, 460-465

121



3.3.2. Preparacioé d’1-((7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolin-8-il)metil)-1-
metil-3-(3-nitrofenil)urea (32)

Tal com s’ha esmentat anteriorment, I'addicié d’amines i anilines a isocianats condueix
a les corresponents urees. En aquest cas, I'addicié de la metilamina 94 a l'isocianat 75,
en el side THF i a temperatura ambient, condueix a la urea 32 amb un 27% de rendiment

(Esquema 84).

o Q
(0] N N/CH3
_ H
o) N cl THF, t.a., 48 h., 27%

94 32

Esquema 84

La metilamina 94 es va preparar a partir de I'aldehid 43 en 3 etapes tal com s’indica a

continuacié (Esquema 85).

0
o} o)
EW " - (1o
o N Cl NaBH,, MeOH o NS
t.

a., 1h., 44%

96

NBS/PPhs BBr3 /CH,Cly

DMF t.a., 24 h.
40°C, 24 h., 38%
CH,
CIoCC™ e QI
— —
o) N Cl reﬂux, 7 d., 100% (o) N Cl

Esquema 85

43

En primer lloc, la reduccio de I'aldehid 43 amb NaBH4, en el si de metanol, condueix a
I'alcohol corresponent amb un 44% de rendiment. A continuacio, la transformacié de
I'alcohol intermediari 96 en el bromur d’alquil 95 es duu a terme per tractament de
'esmentat alcohol amb NBS i P(Cg¢Hs)s, obtenint-se amb un 38% el bromur d’alquil

esperat. Cal indicar que la utilitzacié de BBr; en aquesta transformacio, no va permetre
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la formacié del bromo-derivat esperat. Aquest métode general d’halogenacié va ser
descrit per Poirier i col. i aplicat a diferents tipus d’alcohols.}*’ La tercera etapa implica
I'aminacio de 95 per substitucié nucleofila. En el nostre cas, es va emprar metilamina
del 40% en aigua a reflux i es va obtenir 'amina esperada 94 amb rendiments

quantitatius (100%).

Les dades espectrals d'RMN-'H a 4,30-4,33 (m, 4H,CH,-O-), singulet a 4,52 (CH2-N-) i
singulet a 8,08 ppm, atribuible al prot6 de la posicié C-2’, juntament amb d’altres dades

analitiques, permeten confirmar I'estructura proposada per a la urea 32 (Figura 51).

4,30-4,33 ( <[m /©\808()

32

452

Figura 51. Dades d’RMN-H per a la urea 32

3.3.3. Preparacio d’1-(3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)-3-(3-nitrofenil)urea (33)

Per a la sintesi de la urea 33 es va plantejar la seglient analisi retrosintética indicada a

'Esquema 86.

0
H—NH
HN i > NH2 N=C=0
— NO, —\ =C=
—N N@ —_—> —N N@ +
\__/ \__/
NO,
33 97 75

NO,
/\ Br N02 \
—N N _— + —N NH

Esquema 86

L’N-arilacié de I'N-metilpiperazina amb el 3-bromonitrobenzé (99), emprant condicions

d’acoblament creuat com son Pd(P(o-tolil)3).Cl. com a catalitzador, (+)-BINAP com a

1473, D. Pelletier, D. Poirier. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 1051-1054
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lligand i Cs,CO3; com a base, en el si de tolué, condueix a la piperazina 98 amb un

rendiment del 76% (Esquema 87).

Br\©/ NOz
NO,
99 / \
—N NH —N N
C82CO3 /

Pd(P(O-tO|I|)3)20|2
() BINAP, tolué 98
140 °C, 48 h., 76%

)

C

Esquema 87

La reduccié de 98 mitjancant una hidrogenacié catalitica a pressio atmosferica, emprant
Pd-C com a catalitzador, condueix a I'anilina 97 amb un 78% de rendiment (Esquema
88).

NO, NH,
/~\ H, cat. /\
(-5 ()
~ Pd/C 10% —
98 MeOH 97

ta., 24 h., 78%

Esquema 88

Finalment, I'addicié de I'anilina 97 al 3-nitrofenilisocianat (75) condueix a la urea 33 amb

un 46% de rendiment (Esquema 89).

N=C=0

NH, NO,

0]
MNH
HN
/ N\ O 75 /\ @ NO,
—N N —N N
N _/

THF, 70 °C, 48 h., 46%

97 33

Esquema 89

En aquest cas, la preséncia d’un singulet a 2,29 (CH»-N-) i un altre a 8,09 (corresponent
al CH de la posici6 orto del nitrobenzé) en I'espectre d’RMN-1H ens permeten confirmar

I'estructura proposada per a la urea 33 (Figura 52).
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o)
>\ NH 8,09 (s)
HN ¢

A O
HiC-N N
/» \_/

2,29 (s)
33

Figura 52. Dades d’RMN-!H per a la urea 33

3.3.4. Preparacié d’1-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)-3-(3-(4-metilpiperazin-1-
iNfenil)urea (34)

Per a la preparacié de la urea 34 es va partir de la piperazina 97, que va ser acilada per
tractament amb el cloroformiat d’etil, en preséncia de K.COs i en el si de CH,Cl,. En
aquestes condicions s’obté el carbamat 100 amb un 97% de rendiment. Assajos previs
emprant carbonat de dietil, en el si de DMF, no varen permetre I'obtencié del carbamat

esperat 100 (Esquema 90).

0]
/\o)l\o/\
K,CO5, DMF o
80°C, 24 h. >\; /
0]

K,COj3, CH,Cl,
ta. 24 h., 97%

Esquema 90

Posteriorment, el carbamat 100 es fa reaccionar amb la 1,4-benzodioxa-6-amina (47),
en medi basic i en el si de DMF. Sota aquestes condicions s’obté la urea 34 amb un

31% de rendiment (Esquema 91).
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—\ 47 —\
—N N —N N
— NaH, DMF f—

120°C, 5d., 31%
100 34

Esquema 91

Cal indicar que en aquest cas, s’ha preparat la urea amb una metodologia diferent a
I’habitual, que consistia en I'addicié d’'una amina o anilina al corresponent isocianat. En
aguest cas, s’ha dut a terme la sintesi de la urea mitjangant una reaccié d’addicié-

eliminacioé de 'anilina 47 sobre el carbamat 100.

A l'espectre d’'RMN-!H apareixen senyals com el singulet a 2,37 (N-CHs), els triplets a
2,58 (CH2-N (x2)) i a 3,18 (CH2-N (x2)), i el singulet a 4,21 ppm (CH.-O (x2)) que ens

faciliten la determinacié de I'estructura de la urea 34 proposada (Figura 53).

0%4,21 opm (s, 4H)

)

'/2,37 (S, 3H) HN
/N @
HiC-N N
/
/N

258 (t, 4H) 3,18 (t, 4H) %

Figura 53. Dades d'RMN-'H de la urea 34

3.3.5. Preparacié d’1-(3-(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)fenil)-3-(3-nitrofenil)
urea (35) i 1-(3-nitrofenil)-3-(3-(4-oxopiperidin-1-il)fenil)urea (36)

Per a la preparacio de les urees 35 i 36 es va plantejar la seglient analisi retrosintética

detallada a 'lEsquema 92.
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NO,
o)

sL—NH
HN NH2 N=C=0
OO ;
)<::3N _ [: ><::>N +
R, (0]
NO,
101 75
35. R1-R2 = O-(CH2)2-O “
36.R-R, =0
NO,
(0]
O-C
(¢}
102

103 99

Esquema 92

El primer pas de la ruta sintética consisteix en la condensaci6 de la piperidina 103 amb
el 3-bromonitrobenzé (99), emprant les condicions descrites anteriorment en aquest
treball, Pd(P(o-tolil)3).Cl., (+)-BINAP, Cs,COs i tolué. Es va obtenir el derivat N-arilat 102
amb excel-lent rendiment (100%) (Esquema 93).

Br\©/N02
NO,
o 929 @)
Ll LN
CSzCO3 O

o
Pd(P(O-tOllI)3)2C|2
103 (+) BINAP, tolué 102
100 °C, 72 h., 100%

Esquema 93

Tot seguit, es duu a terme la reduccio del nitro-derivat 102 a la corresponent anilina 101
mitjangant una hidrogenacio catalitica i emprant Pd-C com a catalitzador. Aixi s’obté el

producte esperat amb un 97% de rendiment (Esquema 94).
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N02 NH2

OO = OO0

Pd/C 10%
MeOH
102 t.a., 24 h.,, 97% 101

Esquema 94

Una vegada obtinguda I'anilina 101, aquesta s’addiciona a l'isocianat 75 i, sota agitacio

i en el si de THF, condueix a la urea 35 amb un 68% de rendiment (Esquema 95).

N=C=0 NO,
o

NH, NO, HN

) YOO

THF, t.a., 4 d., 68%

Y

101 35

Esquema 95

La seguent etapa consisteix en la hidrolisi de I'acetal 35. Es va emprar una mescla d’HCI
2N i etanol 8:2, pero després de més de 5 dies d’agitacié a 85 °C, no es detecta la

piperidona N-arilada 36 tal com s’esperava, sind que s’obté el producte de partida

N02 N02
0] (0]

PNH HCI 2N/EtOH bl

(Esquema 96).

HN HN
0]
E ><:/\N 85°C, 5 d. O:CN
0]
35 36
Esquema 96

Els tres singulets a 3,96, 7,31 i 8,65 ppm, que apareixen a I'espectre d’'RMN-!H,

permeten confirmar I'estructura proposada per a la urea 35 (Figura 54).

128



NO,

0
7,31 (s) \v >\*NH A\'8,65 (s)
HN

o)
3,96 (s) ®o><:/\N

35

Figura 54. Dades d'RMN-'H de la urea 35

3.3.6. Preparaci6 de 6,7-dimetoxi-N-(3-nitrofenil)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-
dihidroisoquinolina-2(1H)-carboxamida (37) i d’N-(3-nitrofenil)-6-(3,4,5-trimetoxi
fenil)-2,3,8,9-tetrahidro-[1,4]dioxino[2,3-g]isoquinolina-7(6H)-carboxamida (38)

Per al disseny de la sintesi de les isoquinolines 37 i 38 es planteja la seguient analisi de
retrosintesi descrita a continuacié (Esquema 97).

2 N=C=0
o ¢
NO,

H;CO OCHj;
OCH;3
75
37.R; = Ry = CH,-O- 104. Ry = Ry = CHy-O-
38. Ry - R, = O-(CH,),-O- 105. Ry - Ry = O-(CHy),-O-
Ry
R1 - -
108. Ry = R, = CH»-O-
R N\[]/CFS 109. Ry - Rz = O-(CH3),-O-
2
o) f— +
J o
H5CO OCH;
OCHj;
106. Ry = R, = CH»-O- H;CO OCHj
107. R1 - Rz = O-(CH2)2-O- OCH3

110

Esquema 97
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Degut a l'activitat bioldgica i al gran valor com intermediaris sintétics, la familia de les

isoquinolines ha rebut un interés destacable.14814°

S’han publicat diferents rutes sintétiques per a la seva preparacio, encara que es
prefereixen aquelles que permeten construir 'esquelet de la tetrahidroisoquinolina amb

el menor numero d’etapes.?°

Aquest sistema heterociclic forma part de compostos antitumorals associats amb la

topoisomerasa 11'°! i també inhibidors de la topoisomerasa |.152

Es coneixen diversos métodes classics per a la preparacié d’isoquinolines, molts d’ells
consisteixen en una ciclacié intramolecular per substitucié electrofila aromatica. La més
coneguda és la reaccié de Bischler Napieralski, seguida de la reduccié de la imina

resultant (Esquema 98).153:154

R
NH il 2 POCl,
R1 R1 O R1 _ N

Esquema 98

Anteriorment en el nostre grup de recerca es va posar a punt una metodologia per

accedir directament a les tetrahidroisoquinolines.**®

Las fenetilaminas 108 i 109 es tracten amb 3,4,5-trimetoxibenzaldehid (110) en
condicions classiques per a la formacié d’imines intermediaries, que per ciclacié
intramolecular, condueixen a les N-trifluoroacetiltetrahidroisoquinolines 106 i 107

(Esquema 99).

148 J. E. Van Muijlwijk-Koezen, H. Timmerman, R. Link, A. ljzerman, J. Med. Chem. 1998, 41,
3987-3993

149 Q. Zeng, Y. Kwok, S. M. Kerwin, V. Mangold, L. H. Hurley. J. Med. Chem. 1988, 41, 4273-
4278

150 D. Fischer, H. Tomeba, N. K. Pahadi, N. T. Patil, Y. Yamamoto. Angew. Chem. Int. Ed. Eng
2007, 46, 4764-4766

151 E, van Quaquebeke, T. Mahieu, P. Dumont, J. Dewelle, F. Ribaucour, G. Simon, S. Sauvage,
J. F. Gaussin, J. Tuti, M. El Yazidi, F. Van Vynckt, T. Mijatovic, F. Lefranc, F. Darro, R. Kiss. J.
Med. Chem. 2007, 50, 4122-4134

152W. J. Cho, Q. M. Le, H. T. M. Van, K. Y. Lee, B. Y. Kang, E. S. Lee, S. K. Lee, Y. Kwon. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2007, 17, 3531-3534

153 R. D. Larsen, R. A. Reamer, E. G. Corley, P. Davis, E. J. J. Grabowski, P. J. Reider, I. Shinkai.
J. Org. Chem. 1991, 56, 6034-6038

154 3. J. Li. Name Reactions: a collection of detailed mechanism and synthetic applications,
Springer International, Switzerland. 2014, 56-58

155 A, S. Capilla, M. Romero, M. D. Pujol, D. H. Caignard, P. Renard. Tetrahedron 2001, 57, 8297-
8303
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H,CO OCH; R,

OCHj O
N. _CF
Ry NH, 110 R, b
D/\/ g o)
. g
H4CO

2
OCH,
108. R; = R, = CH,-O- OCHj
109. R, - Ry = O-(CHy),-O-

106. R1 = R2 = CH3-O-
107. R, - Ry = O-(CHy),-O-

Esquema 99

A continuacio, es duu a terme la hidrolisi de les acetamides 106 i 107 amb NaOH 2N i a
temperatura ambient, amb rendiments del 100% i 55%, respectivament (Esquema 100).

Ry hid NaOH 2N, MeOH
O >
O 80 °C, 24 h. O
HsCO OCH, HsCO OCHj
OCHs OCH,
106. R, = R, = CH3-O- 104. Ry = R, = CH3-O- (100%)
107. R - Ry = O-(CH,),-O- 105. R1 - Ry = O-(CH3)2-0- (55%)

Esquema 100

En ambdods casos s’han preparat les isoquinolines racémiques. Depenent dels resultats
biologics d’aquests compostos es plantejara la preparacid enantioselectiva dels

corresponents enantiomers o bé es procedira a la resolucio del racemat.

A continuacid, les isoquinolines 104 i 105 s’addicionen, per separat, al 3-
nitrofenilisocianat 75 que, en el si de THF, condueix a les urees 37 i 38 amb rendiments

del 49 i del 20%, respectivament (Esquema 101 i Esquema 102).
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N=C=0

H,CO HsCO
SoNER e
NH N NO
0
O THF, t.a., 24 h., 49% O
HsCO OCHs HsCO OCHs

OCHj OCH,

ZT

104 37

Esquema 101

N=C=0
0 o)
(1) SN
NH N_ _N NO
(@) 75 o \n/ \O/ 2
= 0
O THF, 50 °C, 48 h., 20% O
H,CO OCHj,4 H,CO OCH,4
OCHj,4 OCHj
105 38

Esquema 102

Entre d’altres senyals d’RMN-H, els singulets a 6,46 i a 8,21 ppm, assignables als
protons de les posicions 2'/6’ i 2”per a 37 i a 6,53 per 2’/6’ i a 8,18 per al proté de la
posicid 2” per a 38, permeten confirmar les estructures proposades per a les

isoquinolines 37 i 38, respectivament (Figura 55).

O
8,21 ppm (s)
H "

St O
o

6,46 ppm (s) > 6.53 ppm (s)
OCH3 H3CO 5 ' OCH3
OCH;
37 38

Figura 55. Dades d’'RMN-'H de les urees 37 i 38
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Els productes sintetitzats en aquest treball, correctament identificats i amb alt grau de
puresa varen ser avaluats en diferents assajos per tal de determinar la seva activitat

biologica.
3.4. Discussi6 dels resultats bioldgics

3.4.1. Resultats d’inhibicio directa de G6PDH

L’activitat de la G6PDH és important pel creixement cel-lular i, canvis de la G6PDH,
afecten al creixement de les cél-lules. Es per aixd que es coneixen diferents assajos

bioldgics que permeten avaluar I'activitat d’aquest enzim.

Es conegut que la dihidroepiandrosterona (DHEA) és un esteroide endogen que entre
les multiples accions que presenta és capag d’inhibir la GBPDH i, per tant, també inhibeix

el creixement cel-lular.*5¢1%7

La DHEA inhibeix I'activitat de G6PDH amb ECs, = 4 uyM i de manera dosi-dependent,
perd no inhibeix la PGD, el segon enzim de la ruta PPP. En conseqgiiéncia, la DHEA

inhibeix la incorporacié de [3H] timidina estimulada pel factor de creixement.

La formacié de la G6PDH basada en el plasmid pkk 233-2, que conté ’ADNc huma de
longitud completa que codifica la G6PDH normal, s’ha descrit anteriorment.’®® La
G6PDH natural obtinguda es va purificar fins a ’lhomogeneitat mitjangant cromatografia

en 2’ 5-ADP Sefarosa. La puresa de I'enzim purificat es confirma per SDS-PAGE.

L’activaciéo de la G6PDH condueix a dos productes finals mesurables, 'NADPH i la
ribosa-5-fosfat. La disminucié d’aquests compostos comporta una disminucié del
creixement cel-lular. lgualment, un augment d’aquests compostos doéna lloc a un

increment de la proliferacié cel-lular.

La ribosa-5-fosfat (R5-P) no passa la membrana cel-lular i aixo implica fer la incubacio
de les cél-lules amb una combinacié de 4 ribonucledsids o desoxiribonucleosids, que

una vegada a l'interior de la cel-lular seran metabolitzats a R5-P.

Aquest procediment pot presentar problemes a I'hora de determinar *H-timidina, donat

que hi pot haver timidina no marcada que interfereixi I'avaluacio.

156 G. B. Gordon, L. M. Shantz, P. Talalay. Adv. Enzyme. Regul. 1987, 26, 355-382
157 G. B. Gordon, M. C. MacKow, H. R. Levy. Arch. Biochem. Biophys. 1995, 318, 25-29
158 J. M. Bautista, P. J. Mason, L. Luzzatto. Biochim. Biophys. Acta 1992, 1119, 74-80
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L’'NADPH constitueix el producte critic de la ruta PPP, que es requereix pel creixement
cel-lular. L’'activacié de la G6PDH i de PGD condueix a la producci6 dNADPH, de
manera que la inhibicié de la G6PDH per la DHEA condueix a una disminucié del nivell
d’NADPH, i com a conseqiiéncia, les cel-lules s6n més susceptibles a patir estres

oxidatiu. Per avaluar la quantitat ’'NADPH hi ha dos procediments descrits.

El primer métode es basa en I'addicié de DHEA, pero resulta que DHEA és un inhibidor
no competitiu de G6PDH, i a més, mostra un mecanisme no massa clar segons els
autors de diferents treballs.’®® Fins i tot, podria ésser que la inhibicié del creixement
cel-lular que produeix DHEA sigui independent de la G6PDH.*°

Un altre métode per a la determinacio de la G6PDH consisteix en I'addicié de G6PDH
purificada a una cubeta que conté 0,5 mM d'NADP* i 50 mM de Tris-HCI, pH = 7,6 a 37
°C de temperatura. La reaccio s’inicia amb I'addicio de glucosa-6-fosfat (Sigma-Aldrich,
a una concentracié de 2 mM). La reducciéo d’'NADP*, que es directament proporcional a

l'activitat de la GBPDH, es pot determinar per 'augment de I'absorbancia a 340 nm.

Inhibici6 G6PDH

Tal i com es pot observar a la Taula 13, els compostos 12, 13, 16, 18, 24, 26, 27, 28 i
30 no han mostrat una inhibicio de la GGPDH, mentre que el compost DHEA emprat com
a model, a la concentracié de 100 uM mostra el 46% d’inhibicié de l'activitat de la
G6PDH.

Taula 13. Determinaci6 de la inhibicié de la G6PDH a 100 uM

Compost G6PDH+6PGD 6PGD G6PDH % inhibicié (100 uM)
Control 258,22 51,5499 206,67 -
DHEA 162,57 51,7581 110,81 46,38
12 258,18 51,5305 206,65 0,001
13 257,32 53,0057 204,32 1,14
16 258,58 52,0561 206,52 0,07
18 258,60 51,6998 206,90 -0,11
24 260,56 52,1043 208,45 -0,86
26 259,53 51,3950 208,14 -0,71
27 262,30 57,2030 205,10 0,76
28 257,20 51,6889 205,51 0,56
30 257,49 52,3165 205,17 0,73

159 G. Boccuzzi, M. Di Monaco, E. Brignardello, L. Leonardi, V. Gatto, A. Pizzini, M. Gallo.
Anticancer Res. 1993, 13, 2267-2272
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Emprant 200 uM dels productes a assajar, els compostos 16, 26 i 30 presenten una
baixa inhibicid, en canvi, DHEA presenta una inhibicié superior a 200 uM que a 100 uM,

indicant que es tracta d’un inhibidor dosi-depenent (Taula 14).

Taula 14. Determinaci6 de la inhibici6 de la G6PDH a 200 uM

Compost G6PDH+6PGD 6PGD G6PDH % inhibicié (200 pM)
Control 259,03 51,5499 207,48 -
DHEA 75,59 51,7581 23,84 88,47
12 253,23 51,5305 201,70 2,41
13 250,41 53,0057 197,40 4,49
16 248,24 52,0561 196,18 5,08
18 253,84 51,6998 202,14 2,20
24 252,75 52,1043 200,64 2,92
26 242,14 51,3950 190,74 7,71
27 256,92 57,2030 199,72 3,36
28 249,50 51,6889 197,81 4,29
30 243,39 52,3165 191,08 7,55

La Figura 56 engloba I'activitat inhibitoria dels compostos assajats a les concentracions

de 100 i 200 uM.
12 13 16 18 24 26 27 28 30

100 pM 200 uM

120

100

OIH

DHEA

8

o

6

o

pit

o

Activitat GGPDH (%)

2

o

Figura 56. Activitat de la G6PDH, respecte al control, després del tractament amb els
compostos 12, 13, 16, 18, 24, 27, 28 i 30 a les concentracions de 100 i 200 yM

135



A més, la DHEA és un inhibidor no competitiu de la G6PDH (Figura 57).

Reductor de diferents

NADP* NADPH ——>  enzims que
generen radicals

GIucosg-G-fosfat — / /

G6PDH

6-fosfogluconat

N\‘

- -------

-« -------.

ribosa-5-fosfat

Figura 57. Inhibici6 de la G6PDH per DHEA

La inhibicié de la G6PDH redueix la inflamacid, hiperplasies i carcinogénesis, en general
es pot dir que la inhibicié de la G6PDH redueix i retarda el desenvolupament de les
malalties relacionades amb I'edat.'®® Olshansky i col. varen estimar que I'eliminacio de
les causes de malalties relacionades amb I'edat poden contribuir a que I'esperanca de
vida augmenti d’uns 15 anys.®* D’aqui bé l'interés de la recerca de nous inhibidors de
la G6PDH humana que podrien ajudar en el tractament de malalties greus i, al mateix

temps, contribuir a 'augment de I'esperanga de vida.

També es va realitzar un assaig per avaluar la inhibicié de la GGPDH a 100 uM pero, en
aguest cas, es va incubar durant 72 h amb els compostos. Els resultats mostren un
augment de l'activitat inhibitoria del compost 13 (49%), comparable a la del compost de
referencia DHEA (49% d’inhibicid), que es manté tot i canviar les condicions. D’altra
banda, s’observa com els compostos 12, 16, 18, 24 i 28 potencien I'activitat de I'enzim.
Els compostos 26, 27 i 30 s’afecten molt i no es poden mesurar en aquest assaig (Taula
15, Figura 58).

Taula 15. Determinacié de la inhibicié de la G6PDH, previament incubada amb els compostos
durant 72 h.

% inhibicié
(100 uM)
Control 331,34 61,6995 117,510 2,29 -

Compost G6PDH+6PGD 6PGD  G6PDH Proteina

160 A, G. Schwartz, L. L. Pashko. Ageing Res. Rev. 2004, 3, 171-187
161 5, J. Olshansky, L. Hayflick, B. A. Carnes. J. Gerontol. Biol. Sci. 2002, 57A, B292-B297
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DHEA
12
13
16
18
24
26
27
28
30

165,30
225,30
142,95
156,91
302,43
145,31

201,73

51,2278
20,9780
43,4912
16,3734
34,4027
22,4631

30,3641

59,810
209,61
59,510
220,33
185,56
125,00

160,91

1,91
0,97
1,67
0,64
1,44
0,98

1,06

49,10
-78,38
49,36
-87,50
-57,92
-6,38
Baixa viabilitat
Baixa viabilitat
-36,93

Baixa viabilitat

Activitat G6PDH (%)

200
180
160
140
120
100
80
60
4
2

o O

0

DHEA

12 13 16 18 24

28

Figura 58. Activitat de la G6PDH, respecte el control, prévia incubacié durant 72 h. amb els

compostos 12, 13, 16, 18, 24 i 28 a les concentracions de 100 uM

Seguint amb el mateix assaig es va determinar I'activitat inhibitoria dels compostos 1, 2,
3,5,6,9, 14, 20, 33, 35, 37, 38, 123, 128, 129 i 133 sobre la G6PDH i també sobre la
6PGD (6-fosfogluconat deshidrogenasa) (Taula 16 i Taula 17).

Els compostos 1, 9 i 38 han mostrat més inhibicié de la 6PGD que de la G6PDH, a 100

MM, pero a 'augmentar la concentracié a 200 yM només 38 segueix sent mes selectiu

enfront d’aquest enzim. Els compostos 2, 5, 6, 37, 125 i 133 mostren una lleugera
activitat inhibitoria a 100 uM amb un percentatge d’inhibicié del 5%, 13%, 12%, 8%, 9%

i 9%, respectivament. Tanmateix, a 200 yM més compostos presenten inhibici6 i, amb

valors normalment superiors. Es aixi que 1, 2, 3, 5, 9, 14, 20, 33, 35, 37 i 133 mostren

una feble activitat inhibitoria, sent el compost 133 el que presenta uns millors resultats
amb un 28% d’inhibicio.
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Taula 16. Determinacio de la inhibicié de la G6PDH i la 6PGD dels compostos compostos 1, 2,
3,5,6,9, 14, 20, 33, 35, 37, 38, 123, 128, 129 i 133 a 100 yM

% inhibici6 % inhibicio

Compost G6PDH+6PGD 6PGD G6PDH G6PDH 6PGD (100
“a (Looum) uM)
Control 145,95 42.75 103,2 - -

1 139,73 39,63 100,1 3,00 7,30

2 139,42 41,65 97,8 5,26 2,57

3 141,11 42,22 98,9 4,18 1,23

5 132,93 43,25 89,7 13,10 -1,17

6 131,51 40,34 91,2 11,66 5,64

9 145,47 40,34 105,1 -1,86 5,64

14 142,37 43,05 99,3 3,76 -0,70
20 145,74 42,96 102,8 4,41 -0,51
33 147,73 43,78 104,0 -0,73 -2,41
35 145,85 43,30 102,5 0,63 -1,30
37 137,44 42,12 95,3 7,63 1,48
38 143,97 35,73 108,2 -4.88 16,43
123 147,41 41,70 105,7 -2,43 2,44
125 138,60 44 .51 94,1 8,83 -4,11
128 147,60 43,03 104,6 -1,33 -0,65
129 147,12 43,22 103,9 -0,68 -1,09
133 136,55 42,50 94,1 8,87 0,59

Els resultats preliminars obtinguts en aquestes avaluacions no coincideixen amb els
esperats i no els podem emprar per a decidir la continuitat del treball de recerca. Seria
recomanable la repeticié dels assajos abans d’emprar-los per establir unes relacions

estructura-activitat.

Taula 17. Determinacié de la inhibicié de la G6PDH (a 200 uM) i la 6PGD (a 100 yM) dels
compostos compostos 1, 2, 3, 5, 6, 9, 14, 20, 33, 35, 37, 38, 123, 128, 129 133

% inhibicié % inhibicié
G6PDH
Compost G6PDH+6PGD 6PGD | G6PDH 6PGD (100
rea
(200 pMm) uM)
Control 158,17 42,75 115,4 - -
1 136,39 39,63 96,8 16,17 7,30
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2 130,28 41,65 88,6 23,21 2,57
3 134,26 42,22 92,0 20,26 1,23
5 144,91 43,25 101,7 11,92 -1,17
6 153,26 40,34 112,9 2,17 5,64
9 148,88 40,34 108,5 5,96 5,64
14 146,64 43,05 103,6 10,25 -0,70
20 150,82 42,96 107,9 6,56 -0,51
33 148,24 43,78 104,5 9,50 -2,41
35 151,40 43,30 108,1 6,35 -1,30
37 142,81 42,12 100,7 12,76 1,48
38 156,77 35,73 121,0 -4,87 16,43
123 157,18 41,70 115,5 -0,05 2,44
125 154,77 44,51 110,3 4,47 -4,11
128 153,67 43,03 110,6 4,14 -0,65
129 156,14 43,22 112,9 2,17 -1,09
133 125,82 42,50 83,3 27,81 0,59

L’activitat de la G6PDH després del tractament amb els compostos a diferents

concentracions es mostra en la seguent Figura 59.
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Figura 59. Activitat de la G6PDH, respecte el control, després del tractament amb els
compostos 1, 2, 3, 5, 6, 9, 14, 20, 33, 35, 37, 38, 123, 128, 129 i 133 a 100 i 200 yM de

concentracio

Cal esmentar que els compostos assajats no han mostrat practicament inhibicié de la
G6PDH a les concentracions assajades. Per tal de determinar si un augment en la

concentracié dels compostos presenta una major activitat inhibitoria, es va realitzar el
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mateix assaig sobre els compostos 9, 14 i 20, perd aquesta vegada utilitzant
concentracions de 300 yM. A més, també es va mesurar 'activitat inhibitoria incubant

préviament 'enzim amb els compostos durant 1 h a la mateixa concentracié (Taula 18).

A baixes concentracié dels compostos, no s’observa gairebé inhibicid, pero, a 300 uM,
els compostos 9 i 14 presenten un 9% i un 8% d’inhibicid, respectivament. Destaca
I'augment considerable de la inhibicié de la G6PDH pel compost 9 (21%), si previament

s’incuba amb I'enzim durant 1 h.

Tanmateix, el compost 20, que presentava una inhibicio de 7% a 200 yM, no mostra

inhibicié a I'augmentar la concentracié a 300 pM.

Taula 18. Determinacié de la inhibici6é de la G6PDH a 300 uM amb i sense prévia incubacié amb

els compostos 9, 14 i 20

% inhibici6 G6PDH % inhibicié G6PDH
Compost i
(300 uM) (300 uM) + 1 h d’incubacioé
Control - -
9 9,25 20,54
14 8,44 11,03
20 0,01 -0,54

3.4.2. Resultats de viabilitat cel-lular

La viabilitat cel-lular es va mesurar mitjancant la determinacio colorimeétrica del bromur
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difeniltetrazoli (MTT). Les cél-lules tumorals es sembren
en 96 vials a una concentracié de 10* cel-lules per vial. Cada vial es tracta amb 100 uL
de 1 mg/mL de MTT (Sigma Aldrich) en un medi DMEM que conté 10% FBS durant 4 h
a 37 °C. El medi es reemplaga per 200 yL de DMSO i es sacseja durant 15 min. Es
mesura I'absorbancia a 540 nm utilitzant una microplaca ELISA, emprant DMSO com a
blanc. Per quantificar I'efecte sinérgic o antagonista dels compostos assajats s'utilitza el

software CompuSyn.162

En aquest treball s’han emprat cél-lules d’una linia metastasica de cancer de prostata
(PC-3). Les avaluacions de viabilitat cel-lular es varen realitzar en el laboratori de la Dra.

Marta Cascante (Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona).

162 T, C. Chou. Cancer Res. 2010, 70, 440-446
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Els valors d’ICso dels compostos preparats en aquest treball s’indiquen a continuacié
(Taula 19, Figura 60).

Taula 19. ICso dels compostos 12, 13, 16, 18, 24, 27, 28 i 30 i del compost de referéncia DHEA

Compost [Cso (MM)
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Figura 60. ICso dels compostos 12, 13, 16, 18, 24, 27, 28 i 30 en I'assaig de viabilitat cel-lular

Els compostos 16, 24, 26 i 30 son els de major activitat donat que produeixen una major
inhibicio del creixement cel-lular, molt superior a la del DHEA (Figura 61).
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Figura 61. Estructura dels compostos 16, 24, 26 i 30 que presenten major inhibicié del creixement

cel-lular

Amb els resultats obtinguts es posa de manifest que la urea 30 (ICso = 12 yM) presenta
una activitat citotoxica del mateix ordre que I'amida 26 (ICso = 14 yM). La urea 27
presenta activitat 10 vegades inferior a 'amida 26, ambdues estructures es diferencien
unicament pel substituent que figura sobre I'atom de nitrogen de la posicié 2 (Figura
62).

CFs
CN 0 CN o
SV oS
OYN S 0 OYN s H H [

CH3 CH3
26 27

|C50 =14 HM |C50 =157 MM
Figura 62. Estructures i ICso dels compostos 26 i 27

Amb els resultats preliminars dels que disposem no podem precisar amb detall quins
son els requisits estructurals necessaris per a una bona inhibicié del creixement cel-lular,

perdo sembla que la presencia de la piperidina enlloc del ciclohexa aporta millor activitat.
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Les dades d’activitat d’aquests compostos son preliminars i no permeten deduir unes
relacions estructura-activitat, encara que sembla que son les estructures més polars,
per la presencia de la funcidé urea i de 'amina sobre el nucli derivat del tiofe, les que
presenten una major activitat (Compost 30). Amb les dades obtingudes es fa dificil
precisar com afecten realment, a I'activitat citotoxica sobre la linia cel-lular assajada, els
valors de la lipofilia/hidrofilia aixi com el caracter electronic dels substituents dels

productes avaluats.

Per als compostos 12, 13, 16 i 18 que presenten el nucli de ciclohexa-tiofé, els resultats
indiqguen que la funci6 eéster etilic de la posicié 3 resulta més efica¢ que el grup nitril
(Taula 20).

Taula 20. Relacid estructura-activitat dels compostos 12, 13, 161 18

CN (0] //

0
N
OI}NHR [ D—NHR

S
0] 0]
Br
ICsp = 100 pM ICs = 39 uM
o LD 00
13R= 18 R=
0]
Mol A,
|C50= 134 uM |C50=81 HM

Per al que fa al substituent de la posicié 2, la funcié amida aporta el doble d’activitat que

la funcié amina (Figura 63).

o | o [
(0] o (0]
| AN N/U\/O (I\EN/\/O
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16 18

|C50 =39 HM |Cso =81 HM

Figura 63. Estructura dels compostos 16 i 18

144



D’altra banda, es varen incubar els compostos 9, 141 67 en 7 linies cel-lulars de leucemia

humana.

Les linies TPH-1, NB4, HL-60 i OCIAML3 provenen de cel-lules de leucemia mieloide
aguda (LMA), K562 i KU812 de leucémia mieloide cronica (LMC), mentre que MOLT3

prové de cel-lules de leucemia limfoblastica aguda (LLA).

A continuacid, es mostren els valors d’ICsy d’aquests compostos per a cada linia
assajada, aixi com els grafics on es mostra el percentatge de la viabilitat cel-lular en

funcié de la concentraci6 a escala logaritmica (Taula 21 i Taula 22).

Taula 21. ICso (uM) dels compostos 9, 14 i 67 en diferents linies cel-lulars

Linia cel-lular

Compost | TPH-1 MOLT-3 NB4 K562 KU-812 HL-60 OCIAML-
9 72,924 128,825 129,420 99,177 - - -
14 58,064 53,088 42,267 95,813 25,177 274,202 -
67 27,102 25,957 13.932 50,415 8,670 114,427 41,166

Amb els resultats indicats a la taula anterior es fa evident que el compost 67 presenta
practicament el doble d’activitat que 14, essent aquest també més actiu que el compost

9. A continuaci6, s’indiquen les corbes d’activitat dels diferents assajos realitzats.

Taula 22. Corba sigmoide del percentatge de la viabilitat cel-lular en funcié de la concentracié

assajada a escala logaritmica per als compostos 9, 14 i 67
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Tots els compostos mostren activitat citotoxica sobre les linies de cél-lules
cancerigenes, tot i que difereixen en funcioé de la linia cel-lular. No tots els compostos
tenen la mateixa afinitat per les diferents linies, a més, aquestes es caracteritzen per un
ritme de creixement propi, que es diferent a la resta. Tot i aix0, el compost 67 és qui té
un millor perfil amb una ICso per a KU-812 de 8,670. Queda ara per demostrar quin és

el mecanisme d’accié que segueixen aquests compostos per a produir la citotoxicitat.

3.4.3. Resultats de diferents dianes terapeutiques avaluades en Lilly

Després de passar uns criteris de seleccié basats en parametres de diversitat quimica,
els compostos sintetitzats es van enviar als Laboratoris Lilly (Indianapolis, USA) per a
I'avaluacié experimental en assajos bioldgics. Aquesta avaluacié biologica inclou el
cribat in vitro en projectes actius i emergents de Lilly, com és el cas del cancer, desordres
metabolics, malalties cardiovasculars, autoimmunitaries i neurodegeneratives i, cribat
de malalties tropicals desateses, aquest Ultim sense fins lucratius. Actualment, s’ha

inclos també la salut animal, a carrec d’Elanco Animal Health.

De la totalitat dels compostos enviats, només es disposa dels resultats dels compostos
14 i 18, que pertanyen al segon objectiu d’aquest treball. La resta de compostos
acceptats, 26, 28, 34, 37, 38, 100 i 125 encara no han estat testats (Taula 23). Els

resultats obtinguts es discuteixen a continuacio.
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Taula 23. Estructura quimica dels compostos pendent dels assajos biologics

HN
-0 O
N __/

100 125

3.4.3.1. Resultats biologics de I’activitat antitumoral

Inhibicié de la Nicotinamida N-MetilTransferasa (NNMT)

La nicotinamida N-metiltransferasa (NNMT) és un enzim metabolic que catalitza la N-
metilacié de la nicotinamida, piridina i altres analegs estructurals, utilitzant el cofactor S-
5'-adenosilmetionina (SAM) com donador del grup metil i generant la S-
adenosilhomocisteina (SAH) i metilnicotinamida (MNAM).163164 Aquest enzim citosolic,
esta implicat en el metabolisme cel-lular i homeostasi energética. Una sobreexpressio
d’NNMT produeix un esgotament de SAM, nicotinamida i NAD*. La deplecié de SAM

afecta el potencial de metilacié de la cél-lula, donant lloc a histones hipometilades i un

163 https://openinnovation.lilly.com (Data: 25/08/18)
164 N. Babault, A. Allali-Hassani, F.Li, J. Fan, A. Yue, K. Ju, F. Liu, M. Vedadi, J. Liu, J. Jin. J.
Med. Chem. 2018, 28, 2682-2687
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perfil epigenetic alterat. EI NAM és requerit per a la biosintesi d’'NAD", la disminucio del

gual afecta negativament el metabolisme energetic (Figura 64).16°
m L
NAD salvage NNMT
NAD bmmgin g\? 1-MNA|,
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Figura 64. Efecte de la inhibicié6 de NNMT sobre els nivells intracel-lulars d’NAD*, Nicotinamida,
SAM i SAH166

La sobreexpressié de NNMT esta implicada en multiples malalties. De fet, I'increment
dels nivells de NNMT en les cél-lules canceroses es relaciona amb una resisténcia als
tractaments i amb un increment en I'agressivitat del tumor. Es per aquest motiu que la
sintesi de nous compostos amb capacitat de modular l'activitat de NNMT té molta

importancia en el marc de I'oncologia.

Per a realitzar els estudis d’inhibicid, s’utilitza NNMT humana i es mesura el seu

percentatge d’inhibicioé en funcié de la inhibicio en la formacié dels seus productes.

El compost 14 no presenta inhibici6 d’MNAN a una concentracié de 10 yM, tanmateix,
a la mateixa concentracié, SAH presenta una inhibicié de fins el 37%. Si augmentem la
concentracio d’inhibidor a 196 uM, s’observa un augment de la inhibicié6 en MNAN, que
arriba al 37% d'’inhibicié. Aquestes dos ultimes dades son similars per ambdos productes
metabolics, tot i que per aconseguir la mateixa inhibici6 en MNAN necessitem
augmentar la concentracié d’inhibidor gairebé 20 vegades. En el cas del compost 18, la
maxima inhibicié no supera el 16% en la inhibicié6 mesurada d’MNAN a una concentracio
de 196 uM. A 10 yM de concentracié d’inhibidor només s’observa un petit efecte, amb
un 3% d’inhibici6 en MNAN i un maxim de 5% per a SAH (Taula 24).

165 H, S. Loring, P.R. Thompson. Biochemistry 2018, 57, 5524-5532
166 H, Neelakantan, V. Vance, M. D. Wetzel, H-Y. L. Wang, S. F. McHardy, C. C. Finnerty, J. D.
Hommel, S. J. Watowich. Biochemical Pharmacology 2018, 147, 141-152

149



Taula 24. Determinacié de la inhibicié de la NNMT humana

ASSAIG PRIMARI
MNAN SAH

% inhib % inhib

[10uM]  [196uM]

COMPOSTOS

CN
Sy
37,24
NA -1,755 37,54
X
O

14

% inhib [10pM]

o [
0
4,603
N0 3393 16,07
¢ H 0,6592
18

Inhibicié de I’Arginasa

L’arginasa és un enzim intracel-lular que hidrolitza I'arginina en ornitina i urea. Existeixen
dos isoenzims, dels quals ARG 1, que es localitza al citoplasma, esta implicat en la
resposta immune al competir amb I'0xid nitric sintasa induible (iNOS) per la L-arginina.%?
Aix0 déna com a resultat la produccio d’'una série de metabolits essencials en la resposta
immune: la prolina, involucrada en la reparacié de teixits; les poliamines, per la seva
participacié en la divisié cel-lular i la immunosupressio; la N(w)-hidroxi-L-arginina
(NOHA), per la seva activitat inhibidora de I'arginasa; i I'0xid nitric (NO), molécula clau

en diferents processos cel-lulars, com la resposta immune i inflamacié (Figura 65).

L’arginasa esta involucrada en la toxicitat sobre les cél-lules canceroses. El seu paper
en la resposta immune i inflamatoria s’explica per la capacitat d’induccié per un gran
nombre de citocines TH1 (IL-1, IL-10 i IL-13). A més, és fonamental en processos de
reparacio i proliferacio tissular, doncs la L-ornitina que es produeix, pot donar lloc a
prolina o poliamines, aquesta Ultima si es segueix la via de la ornitina descarboxilasa

(ODC). Les poliamides, conjuntament amb la urea produida per l'arginasa, sén
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inhibidors d’iINOS, inhabilitant el mecanisme de defensa basat en I'efecte citotoxic de
NO.

Moltes cél-lules presenten activitat arginasa i iINOS. La induccié de l'arginasa en
macrofags, per exemple, per citocines TH2 i agents inflamatoris, participa en una gran
varietat de malalties inflamatories. A més, la deplecidé de la L-arginina, mediada per
arginasa, suprimeix la resposta immune de les cél-lules T, donant lloc a la

immunosupressio associada a processos antiinflamatoris.

En resum, és molt important el control de I'expressié génica de I'arginasa en diferents
teixits i cél-lules, ja que regula la disponibilitat de la L-arginina per a la produccié de NO

per la via INOS i, per tant, la resposta immunitaria.

L-Arginina

INTERLEUQUINAS TH1
(IL-4, 1L-10, 1L-13)
LPS *

" INTERLEUQUINAS THz
(IFNy, TNFa, TNFB)

ARGINASA |« o _| i —

L-Ornitina + Urea ~ T NOHA VIG recuperacion

r i l ASS + AS ‘
Prolma Poliaminas NO +L-Citrulina
Colégeno
REGENERACION TISULAR CITOTOXICIDAD
PROLIFERACION CELULAR
ANTI-INFLAMACION INFLAMACION

Figura 65. Vies de desti de la L-arginina en macrofags del sistema immunitari. La via blava
afavoreix la funcio proliferativa , antiinflamatoria i regenerativa (via Arginasa) i la vermella activa

els mecanismes de defensa inflamatoria i citotoxica (via INOS)67

El compost 14 mostra una inhibici6 gens menyspreable de I'ARG1 (del 47% a una
concentracié de 100 puM), mentre que 18, a una mateixa concentracio, presenta un

lleuger efecte estimulant de I'enzim (Taula 25).

167 https://www.sebbm.es (Data: 25/08/18)
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Taula 25. Determinacio de la inhibicié ’ARG1

ASSAIG PRIMARI
COMPOSTOS MassSpec_No Metal or BSA_384 SP
% inhib [100uM]

47

(0]
s
S H

3.4.3.2. Resultats biologics de I'activitat analgésica i neurodegenerativa

KCNQ2 (Kv7.2) y KCNQ3 (Kv7.3) s6n gens que codifiquen per a les subunitats del canal
M, un canal de potassi depenent de voltatge. Aquests gens, que s’expressen
exclusivament en el sistema nervids, formen canals heteromérics que sén responsables
de la denominada corrent M.%3 Els canals M estan tancats per receptors acoblats a Gq
tals com els receptors muscarinics M1 i M3, que augmenten I'excitabilitat neuronal. El
tancament muscarinic resulta de I'activacié de la fosfolipasa C i la consequent hidrolisi i
esgotament de fosfatidil-4,5-bifosfat de la membrana, que es requereix per I'apertura del

canal.

Diversos farmacs agonistes de KCNQ2/3, que inclouen la flupirtina i retigabina, milloren
l'activitat neuronal dels canals, principalment a través d’'un canvi hiperpolaritzant en la
seva activacié de voltatge. En conseqiiéncia, redueixen I'excitabilitat nerviosa i poden
inhibir I'estimulacié i transmissié nociceptives. Flupirtine esta en Us com analgésic
central, mentre que retigabina esta sota assaig clinic com anticonvulsionant d’ampli

espectre i se li atribueixen efectes analgésics.®®

188 D, A. Brown, G. M. Passmore. Br. J. Pharmacol. 2009, 156, 1185-1195
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Els resultats preliminars obtinguts a una concentracié de 10 uM pels compostos 14 i 18

no mostren activitat inhibitoria, resultant per tant inactius (Taula 26).

Taula 26. Determinacio de la inhibicié6 de KCNQZ2/3 en cél-lules humanes

ASSAIG PRIMARI
COMPOSTOS hKCNQ2/3 FluxOR Ag SP
% estimulacié [10uM]

CN
[ H—nH
S Y
NH 1.561

@\)O 5.233

-1.414

o [
(6]
C&N/\/O
g H -5.552
18

3.4.3.3. Resultats biologics de I’activitat antiparasitaria

Actualment, existeix una problematica a nivell mundial en el tractament de certes
malalties parasitaries, com és el desenvolupament de resisténcies als tractaments
antiparasitaris existents. La manca d’alternatives terapéutiques, i el fet de que la salut
d’animals i persones es vegi compromes, ha creat la necessitat de trobar nous farmacs
per part de la industria farmaceutica. Elanco Animal Health realitza els seus primers
assajos en tres parasits: D. immitismicrofilaria L1, H. Contortus i A. Aegypti. Els dos
primers sén nematodes que infecten principalment animals domeéstics i, animals utilitzats
en ramaderia i pel consum, respectivament. L'ultim és un culicid, responsable de la
transmissio de nombroses malalties, entre les quals es troba el virus del Dengue, la

febre groga i la febre del Zika, aixi com també la Dirofilaria.

Existeixen molts tipus d’antihelmintics, entre els quals les lactones monocicliques sén
les més utilitzades, seguides del levamisole i benzimidazole. Aquests son considerats
d’ampli espectre, per la qual cosa soén utils en el tractament i profilaxi d’adults i larves de

diverses especies.

Les lactones macrocicliques actuen sobre els canals de clorur lligats als receptors de

glutamat, presents de forma exclusiva en les neurones i cél-lules musculars dels
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invertebrats. Aquests canals de clorur unit a glutamat difereixen estructural i
farmacologicament dels existents als mamifers, diferéncia responsable de l'activitat
selectiva enfront del parasit. Degut a aquesta interaccio, es produeix un increment en la
permeabilitat del clorur, que origina una hiperpolaritzacié de la membrana cel-lular. A
baixes concentracions, les lactones potencien I'efecte del glutamat i, a concentracions
elevades, produeixen I'apertura del canal, originant una hiperpolaritzacié i un augment
irreversible en la conductancia de I'entrada al clorur. Com a conseqiiencia, es produeix

una paralisi que origina la pérdua de maotilitat i, posteriorment, la mort del parasit.

El fet que es desenvolupin diverses resisténcies, fa necessari cercar noves estratégies
que maximitzin I'efectivitat dels tractaments i, que al mateix temps, disminueixin el

desenvolupament de resistencies als medicaments.

La inhibicié parasitaria per part dels compostos 14 i 18 no ha estat satisfactoria per a
cap de les especies assajades. El maxim percentatge d’inhibicié el trobem entorn al 4%

per al compost 14 en I'Haemonchus contortus (Taula 27).

Taula 27. Determinacié de la inhibicié de diferents espécies de parasits: D. immitis, H. contortus
i A. aegypti

ASSAIG PRIMARI

NV-D. NV-H. NV-A.
immitis contortus aegypti
COMPOSTOS Motility Inh. Motility Inh. Motility Inh.
SP SP SP
%Inhib %Inhib %Inhib
S5uM S5uM 10uM
CN
< 7
NH 1.0 4.0 1.0
@ 1.0 -1.0 -5.0
(0]

14

o [
0

0.0 -13.0 1.0
v 1.0 0.0 3.0
18
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3.4.3.4. Resultats biologics de I’activitat antituberculosi

La tuberculosi és una infecci6é bacteriana produida per Mycobacterium tuberculosis. A
'any 2016, 10,4 milions de persones van patir la malaltia a nivell global i es calcula que,
actualment, un terc de la poblaci6 mundial esta infectada. Els dltims registres de
mortalitat indiquen que 1,7 milions de persones van morir per tuberculosis a I'any 2016.%’
De fet, en persones infectades pel VIH representa una de les principals causes de mort.
En termes de pacients globals i gravetat de la malaltia podem afirmar que M.
tuberculosis és el patogen micobacteria més important. Els mecanismes moleculars pels
qguals el bacteri causa la malaltia s6n molt complexos i la forma en que elueix les
defenses de I'hoste i desenvolupa resisténcies no es coneixen clarament. Es per aixo,
gue tot i el progrés de la investigacid, els réegims de tractament antituberculdés sén

extremadament llargs (6 meses) i sovint ineficacos.®®

Els compostos 14 i 18 presenten una inhibicié molt feble, del 6 i 3,8%, respectivament,
a una concentracié de 10 uM. Cap dels dos compostos presenten resultats d’'interés en

la inhibici6 de la tuberculosi (Taula 28).

Taula 28. Determinacié de la inhibici6 de la tuberculosi

ASSAIG PRIMARI
COMPOSTOS TB MIC SP IDRI OIDD

%Inhib.
10 uM
CN
Of\ngH o}
£ T
N
6

sdos

14

o, [
0

(0]
OI\KN/\/ 3,8
S H
18

169 F, Le Chevalier, A. Cascioferro, L. Majlessi, J. L.Herrmann, R. Brosch. Future Microbiol. 2014,
9, 969-985
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4. PART EXPERIMENTAL

Dades generals

Els espectres de ressonancia magneética nuclear de proté i carboni 13 han estat
realitzats en espectrometres Mercury-400 amb sonda dual (400 i 100,6 MHz,
respectivament). Els dissolvents utilitzats han estat CDCI3, DMSO-d6 o acetona
deuterada en funcio de la solubilitat de cada producte. Els desplagaments quimics s’han
expressat en parts per milié (ppm), utilitzant tetrametilsila (TMS) com a referéncia interna

en els espectres.

Els espectres de masses de tipus electrospray (ESI) han estat realitzats amb un
espectrometre de masses Agilent LC/MSD-ToF. Els espectres de masses per impacte
electronic (El) han estat realitzats en un espectrometre ThermoFinnigan TRACE DSQ
(Facultat de Quimica, Universitat de Barcelona). Els espectres d’infrarroig (IR) han estat
realitzats en un espectrofotometre FT-IR Perkin Elmer model Spectrum RX |. S’han

anotat les frequéncies més rellevants, expressades en cm™,

Els punts de fusié han estat determinats en tubs capil-lars oberts mitjangant un aparell
Gallenkamp model MFB.595.010M amb termometre intern. Les lectures han estat

corregides amb un termometre extern.

Les cromatografies en columna manuals han estat realitzades amb gel de silice Merk
60 (40-60 um). Les cromatografies en columna automatica ha estat realitzades amb un
sistema CombiFlash® R; equipat amb un detector UV-vis (PN 68-5230-008) i columna
de gel de silice RediSep Rrde 4 i 12 grams. Per a les cromatografies de capa fina s’han
utilitzat plaques cromatografiques de gel de silice de 60 F254 (Merck). Els senyals han

estat visualitzats mitjancant la llum ultraviolada.
Les microdestilacions han estat realitzades en un forn de boles giratori Biichi GKR-50.

Les reaccions amb microones han estat realitzades en un forn de microones CEM

Discover LabMate i la temperatura ha estat mesurada per un sensor IR.

Tots els reactius son de qualitat comercial per a sintesi o s’han purificat abans del seu
us. Els dissolvents organics s6n de grau analitic o s’han purificat mitjancant

procediments habituals. Els productes comercials s’han obtingut de Sigma-Aldrich.
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Preparacié d’(E)-3-(4-nitrobenziliden)-1H-indolin-2-ona (1)

(@)
H )

40
H
©f¥o )
” Piperidina, MeOH
reflux, 24 h., 43% y 0

39 N

1

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix I'aldehid 40 (0,477 g, 3,156 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL de MeOH,
i unes gotes de piperidina. A continuacio, s’hi afegeix 'oxindole 39 (0,420 g, 3,156 mmol,
1 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant i la
temperatura de reflux, durant 24 hores. Es disposa un tub de CacCl; al cap damunt del

refrigerant per evitar I'entrada d’humitat.

Final de reaccio

S’evapora I'etanol a sequedat. S’hi addicionen 20 mL d’aigua i s’acidifica el pH amb una
solucié aquosa d’HCI 2N (2 mL). Es fa una extraccié amb CHCl, (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO. anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry El producte esperat 1 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(80:20) i s’obté un solid taronja.

Massa teorica: 0,840 g
Massa obtinguda: 0,363 g
Rendiment: 43%

Dades analitiques
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R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,53

Pf: 184-186 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 6,90 (d, J = 8 Hz, 1H, H-7); 7,25-7,28 (m, 2H, H-5,
H-6); 7,44 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4); 7,78 (d, J = 7 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7,81 (s, 1H, H-C=);
8,34 (d, J =7 Hz, 2H, H-3' H-5).

Preparacié d’(E)-3-(4-aminobenziliden)-1H-indol-2-ona (2)

Fe

02N H2N
reflux, 24 h., 95%
H H
/ /
(Lo (Lo
N Fe/HCI N
H H
1 EtOH 2

reflux, 24 h., 17%
Condicions a):
Procediment
A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié6 magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el nitroderivat 1 (0,254 g, 0,954 mmol, 1 eq), 5 mL d’acid acétic i el
ferro (0,267 g, 4,778 mmol, 5 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint

I'agitacio constant i la temperatura de reflux, durant 24 hores.

Final de reaccio

S’evapora I'etanol a sequedat. S’hi addiciona gel al cru de reacci6 i es neutralitza el pH
amb una solucié aquosa d’NaOH 2N. A continuacid, s’hi addicionen 20 mL d’acetat d’etil
i es deixa reposar sobre un imant per sedimentar les llimadures de ferro. Seguidament,
la mescla es decanta dins un erlenmeyer i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
Purificacié
El producte final 2 s’obté amb la puresa suficient per seguir amb la seqiiéncia sintética

i, per tant, no requereix purificacié posterior.

Massa teorica: 0,225 g
Massa obtinguda: 0,213 g
Rendiment: 95%
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Condicions b):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magneética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el derivat indolic 1 (0,400 g, 1,502 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL
d’etanol. A continuacio, s’hi afegeixen 2 mL d’HCI concentrat i el ferro (0,420 g, 7,516
mmol, 5 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacio constant i la

temperatura de reflux, durant 24 hores.

Final de reaccio

S’evapora I'etanol a sequedat. S’hi addiciona gel al cru de reacci6 i es neutralitza el pH
amb una solucio aquosa d’NaOH 2N. A continuacid, s’hi addicionen 20 mL d’acetat d’etil
i es deixa reposar sobre un imant per sedimentar les llimadures de ferro. Seguidament,
la mescla es decanta dins un erlenmeyer i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificaci6
El residu obtingut es purifica mitjangant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry. El producte esperat elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil (60:40)

i s’obté un solid vermellds.

Massa teorica: 0,355 g
Massa obtinguda: 0,060 g
Rendiment: 17%

Dades analitiques

Rr (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,13

Pf: 165-167 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 6,73 (d, J = 8 Hz, 2H, H-3’, H-5'); 6,82 (d, J = 7 Hz,
1H, H-7); 7,16-7,24 (m, 2H, H-5, H-6); 7,50 (d, J = 7 Hz, 1H, H-4); 7,84 (s, 1H, CH=);
7,98 (d, J = 8 Hz, H-2’, H-6’); 9,48 (ba, 1H, NH).
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RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 8(ppm): 110,5 (CH, C-7); 121,3 (CH, C-4); 121,4 (CH,
C-3', C-5'); 121,9 (C, C-3); 124,1 (C, C-1’); 124,5 (C, C-3a); 128,9 (CH, C-5); 136,5 (CH,
C-2', C-6’); 137,1 (CH, CH=); 142,0 (C, C-7a); 170,5 (C, CO).

Preparacio d’(E)-4-((2-oxoindolin-3-idilen)metil)fenil)carbamat d’etil (3)

o [
>/O
HoN HN
) i C
/ - /
o Et;N, CH,Cl, o
N ta., 24 h., 93% N
H H
2 3

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi introdueix el producte de partida 2 (0,104 g,
0,440 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de diclorometa. S’hi addiciona la trietilamina (0,074
mL, d = 0,726 g/mL, 0,528 mmol, 1,2 eq) i la mescla es refreda amb un bany extern de
gel i aigua. A continuacio, s’hi afegeixi el cloroformiat d’etil (0,051 mL, d = 1,135 g/mL,
0,528 mmol, 1,2 eq) i la mescla es deixa reaccionar a temperatura ambient i sota agitacio

constant durant 24 hores.

Final de reaccio
S’afegeixen 20 mL d’aigua al cru de reaccié i tot seguit s’extreu amb diclorometa (3 x 20
mL). Les fases organiques s’ajunten, s’assequen sobre sulfat sodic anhidre, es filtren i

s’evapora el dissolvent a sequedat.
Purificacié
L’espectre d’RMN-'H confirma I'estructura desitiada 3 amb elevada puresa, de manera

que no es procedeix a la purificacié. S’obté un solid de color rogenc.

Massa teorica: 0,136 g
Massa obtinguda: 0,126 g
Rendiment: 93%
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Dades analitiques

R: (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,88

Pf: 65-67 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), (ppm): 1,40 (t, 3H, CHs); 4,10 (q, 2H, CH»-0); 7,04 (d, 1H,
H-7); 7,35-7,45 (m, 2H, H-5, H-6); 7,40 (d, 1H, H-4); 7,58 (d, 2H, H-3’, H-5’); 7,70 (s, 1H,
CH=); 8,28 (d, 2H, H-2’, H-6’).

Preparacié d’1-(4-nitrofenil)-1H-indol-3-carbaldehid (42)

Br
o}
H
o \
H NO, N
45
N\ >
N C32003
H Pd(P(o-tolil)3),Cl,
, NO,
(¢) BINAP, tolué
41 100 °C, 24 h., 13% 42

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb tap de rosca especial per a les
reaccions d’acoblament i préviament flamejat sota atmosfera d’argé, s’hi introdueixen
I'aldehid 41 (0,300 g, 2,067 mmol, 1 eq), el 4-bromonitrobenzé (45) (0,417 g, 2,067
mmol, 1 eq), el carbonat de cesi (1,347 g, 4,134 mmol, 2 eq), el pal-ladi i el () BINAP
(quantitat catalitica) en el si de tolue (20 mL). El matras es tanca i la mescla es deixa
reaccionar amb agitacioé a 100 £ 10 °C durant 24 hores. Passat aquest temps s’observa

en el control de reaccié la formacié d’'una nova taca.
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Final de reaccio i purificacio
S’evapora el dissolvent a sequedat al rotavapor i el residu obtingut es purifica mitjangant
cromatografia de columna de gel de silice en el CombiFlash® Ry. El producte esperat 42

elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil (60:40) i s’obté un solid taronja.

Massa tedrica: 0,073 g
Massa obtinguda: 0,550 g
Rendiment: 13%

Dades analitiques

NO,
R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,71

Pf: 259-261 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 7,20-7,27 (m, 2H, H-5, H-6); 7,37-7,42 (m, 2H, H-
4, H-7); 7,76 (d, J = 7 Hz, 2H, H-2', H-6'); 7,97 (s, 1H, H-2); 8,47 (d, J = 7 Hz, 2H, H-3,
H-5'); 9,97 (s, 1H, CHO).

Preparacio d’(E)-3-((1-(4-nitrofenil)-1H-indol-3-il)metilen)indolin-2-ona (5)

of O

\
N 39 O /
Piperidina, MeOH s
reflux, 72 h., 57%
o)
N
NO, N
42 5

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix I'aldehid 42 (0,073 g, 0,274 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL de MeOH,
i unes gotes de piperidina. A continuacid, s’hi afegeix I'oxindole 39 (0,037 g, 0,274 mmol,

1 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant i la
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temperatura de reflux, durant 72 hores. Es disposa un tub de CaCl; al cap damunt del

refrigerant per evitar I'entrada d’humitat.

Final de reaccio

S’evapora I'etanol a sequedat. S’hi addicionen 20 mL d’aigua i s’acidifica el pH amb una
solucié aquosa d’'HCI 2N (2 mL). Es realitza una extraccié amb CH2Cl, (3 x 20 mL). Les
fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na.SO4 anhidre, que es filtra i s’evapora

el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;. El producte esperat 5 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(65:35) i s’obté un solid pulverulent groc.

Massa teorica: 0,105 g
Massa obtinguda: 0,060 g
Rendiment: 57%

Dades analitiques

R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,31

Pf: 215-217 °C (Hexa/Acetat d’etil)

EM, ESI (+) m/z: Esperat per a C23H17N3O3: 382,1192. Trobat: 382,1235.

RMN-'H (CDClIs, 400 MHz), 5(ppm): 6,90 (d, J = 8 Hz, H-7’); 7,08 (t, J = 8 Hz, H-5');
7,20 (t, J = 8 Hz, H-6); 7,29-7,33 (m, H-2”, H-6"); 7,47 (d, J = 8 Hz, 1H, H-5); 7,63 (d, J
= 8 Hz, 1H, H-7); 7,78 (m, 1H, H-6’); 7,93 (d, J = 8 Hz, 2H, H-3”, H-5"); 8,01 (s, 1H,
CH=); 8,12 (s, 1H, H-2); 8,81-8,87 (m, 2H, H-4, H-4’); 9,54 (s, 1H, NH).

RMN-1C (CDCl3, 100,6 MHz), 5(ppm): 109,1 (CH, C-7); 110,2 (CH, C-6’); 116,1 (C, C-
3); 119,4 (C, C-5); 120,4 (CH, C-4); 121,9 (CH, C-2", C-6"); 123,1 (C, C-4’); 123,4 (CH,
C-3”, C-5"); 123,7 (CH, C-5’); 126,1 (C, C-3’a); 127,1 (CH, C-6); 127,7 (CH, C-2); 128,0
(C, C-3’); 128,4 (CH, C-7’); 128,9 (C, C-3a); 135,2 (CH, CH=); 140,2 (C, C-7’a); 142,7
(C, C-47);145,2 (C, C-7a); 170,2 (C, C=0).
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Preparacio d’(E)-3-((1H-indol-3-il)metilen)indolin-2-ona (4)

41 H

(o - ot
N neridi O

H Piperidina, MeOH N

reflux, 24 h., 100% H
39

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix I'aldehid 41 (0,300 g, 2,067 mmol, 1 eq) dissolt en 25 mL de MeOH,
i unes gotes de piperidina. A continuacid, s’hi afegeix 'oxindole 39 (0,275 g, 2,067 mmol,
1 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacio constant i la
temperatura de reflux, durant 24 hores. Es disposa un tub de CaCl; al cap damunt del

refrigerant per evitar I'entrada d’humitat.

Final de reaccio

S’evapora I'etanol a sequedat. S’hi addicionen 20 mL d’aigua i s’acidifica el pH amb una
solucié aquosa d’'HCI 2N (2 mL). Es realitza una extraccié amb CH2Cl, (3 x 20 mL). Les
fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na.SO, anhidre, que es filtra i s’evapora
el dissolvent a sequedat. El producte resultant 4, un solid pulverulent color taronja, no
es purifica ni es caracteritza al final de reaccio sind que s'utilitza directament per dur a

terme la segiient etapa de sintesi.

Massa teorica: 0,538 g
Massa obtinguda: 0,538 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

Rr (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,17

164



Preparacio d’(E)-3-((1-(4-nitrofenil)-1H-indol-3-il)metilen)indolin-2-ona (5)

Br
NO,
H
N NO, N
i Cs,CO3 ) H
0 Pd(P(O-tOlll):;)zC‘lz 0
N (+) BINAP, tolué N
H 100°C, 24 h., 49% H
4 5

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb tap de rosca especial per a les
reaccions d’acoblament i préviament flamejat sota atmosfera d’argé, s’hi introdueixen
I'oxindole de partida 4 (0,538 g, 2,067 mmol, 1 eq), el 4-bromonitrobenze (45) (0,418 g,
2,067 mmol, 1 eq), el carbonat de cesi (1,347 g, 4,134 mmol, 2 eq) i el pal-ladi i el (%)
BINAP (gquantitat catalitica) en el si de tolué (20 mL). El matras es tanca i la mescla es
deixa reaccionar amb agitacié a 100 + 10 °C durant 24 hores. Passat aquest temps

s’observa en el control de reaccio la formacié d’'una nova taca.

Final de reaccio

S’evapora el dissolvent a sequedat al rotavapor i el residu obtingut es purifica mitjangant
cromatografia de columna de gel de silice en el CombiFlash® R:. S’empren mescles
d’hexa i acetat d’etil de polaritat creixent com a eluents. El producte desitjat 5 elueix amb

una polaritat de 45-55% d’hexa/acetat d’etil.

Massa tedrica: 0,788 g
Massa obtinguda: 0,390 g
Rendiment: 49%

Dades analitiques
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R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,31

Pf: 215-217 °C (Hexa/Acetat d’etil)

EM, ESI (+) m/z: Esperat per a C23H17N303: 382,1192. Trobat: 382,1235.

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 6,90 (d, J = 8 Hz, H-7’); 7,08 (t, J = 8 Hz, H-5');
7,20 (t, J = 8 Hz, H-6); 7,29-7,33 (m, H-2", H-6"); 7,47 (d, J = 8 Hz, 1H, H-5); 7,63 (d, J
= 8 Hz, 1H, H-7); 7,78 (m, 1H, H-6); 7,93 (d, J = 8 Hz, 2H, H-3”, H-5"); 8,01 (s, 1H,
CH=); 8,12 (s, 1H, H-2); 8,81-8,87 (m, 2H, H-4, H-4’); 9,54 (s, 1H, NH).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 109,1 (CH, C-7); 110,2 (CH, C-6); 116,1 (C, C-
3); 119,4 (C, C-5); 120,4 (CH, C-4); 121,9 (CH, C-2", C-6"); 123,1 (C, C-4’); 123,4 (CH,
C-37, C-5"); 123,7 (CH, C-5’); 126,1 (C, C-3’a); 127,1 (CH, C-6); 127,7 (CH, C-2); 128,0
(C, C-3’); 128,4 (CH, C-7’); 128,9 (C, C-3a); 135,2 (CH, CH=); 140,2 (C, C-7’a); 142,7
(C, C-4"); 145,2 (C, C-7a); 170,2 (C, C=0).

Preparacio d’(E)-3-((1-(4-aminofenil)-1H-indol-3-il)metilen)indolin-2-ona (6)

NO, NH,

N H, cat. N
O // Pd/C 10% O /
MeOH

/) H ta., 48 h., 89% ) H
(L =0 (L =0
N N
H H
5 6

Procediment

A un matras de vidre de coll llarg no esmerilat, emprat per a les reaccions d’hidrogenacio,
s’hi introdueix el producte de partida 5 (0,135 g, 0,354 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL de
metanol. A continuacid, s’hi addiciona una suspensi6 de pal-ladi carbé al 10% (p/p)
(0,014 g) en el mateix dissolvent i, el matras es col-loca en un sistema d’hidrogenacio
proveit amb una columna d’1 L d’hidrogen. Es deixa reaccionar sota agitacié constant i

a temperatura ambient durant 48 hores.

Final de reaccio
Es filtra el pal-ladi a pressié atmosférica amb doble paper de filtre i s’evapora el

dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant una columna de gel de silice en el CombiFlash®
R:. El producte desitjat 6 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil (65:35) i s’obté un

solid groc.

Massa teodrica: 0,124 g
Massa obtinguda: 0,110 g
Rendiment: 89%

Dades analitiques

R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,39

Pf: 175-177 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-'H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 6,78 (d, J = 7,6 Hz, 2H, H-3”, H-5”); 6,87 (d,J =6
Hz, 3H, H-7’, NHy); 7,08-7,20 (m, 4H, H-5’, H-6’, H-5, H-6); 7,33 (m, 2H, H-7, CH=); 7,65
(d, J=7,6 Hz, 2H, H-2", H-6"); 7,93-8,01 (m, 2H, H-4, H-4’); 10,05 (s, 1H, NH).

Preparacié d’N-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)acetamida (46)

O O

A

HsC” ~O~ “CHj

0 2 )
H,N o) 0°C, 24 h., 84% H3C)J\ o

N
H
47 46

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacio magnética, s’hi introdueix
I'anilina de partida 47 (2,632 g, 17,412 mmol, 1 eq) i es submergeix en un bany extern
de gel i aigua fins assolir els 0 °C. A continuacio, s’hi afegeixen 30 mL d’aigua i 5 mL
d’anhidrid aceétic, gota a gota, amb I'ajuda d’'una pipeta Pasteur. La mescla es deixa
reaccionar a temperatura ambient i sota agitacié constant durant 5 minuts fins la

formacio d’un precipitat.
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Final de reaccio
El cru de reacci6 es filtra amb un embut de placa filtrant i kitasato. El filtrat obtingut es
traspassa a una capsula de porcellana i es deixa al dessecador durant 24 hores,

juntament amb KOH per neutralitzar I'acid acétic format durant la reaccio.
Purificacio
El producte obtingut 46 és un solid cristal-li gris que s’obté amb suficient grau de puresa

per passar a la segiient etapa de sintesi.

Massa tedrica: 3,364 g
Massa obtinguda: 2,830 g
Rendiment: 84%

Dades analitiques

8 1
2
X J;
H,C™ “N76 o)
H 5 4
Rt (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,06

RMN *H (CDCls, 400 MHz), (ppm): 2,13 (s, 3H, CHs-); 4,22 (s, 4H, CH2-O (x2)); 6,77
(d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 6,79 (d, J = 8 Hz, 1H, H-7); 7,12 (s, 1H, H-5); 7,19 (ba, 1H, NH).

Preparacié d’N-acetil-N-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)acetamida (48)

0O O

I

(0] 0]
OO = g o
H,N (o) 140 °C, 24 h., 100% H3C)J\N (@)

o A

Hic” S0
48

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i refrigerant de reflux,
s’hi introdueix l'anilina de partida 47 (2,624 g, 17,359 mmol, 1 eq). Seguidament, s’hi
addicionen 30 mL d’anhidrid acétic, gota a gota, amb I'ajuda d’'una pipeta Pasteur. La

mescla resultant es deixa reaccionar sota agitacio constant a 140 °C durant 24 hores.

Final de reaccié
El cru de reaccio s’alcalinitza amb NaOH (5N) i s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). A
continuacié, la fase organica resultant s’asseca sobre sulfat sddic anhidre, que

posteriorment es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El producte obtingut 48 no es purifica ja que no és el producte desitjat (monoacetilat),

sin6 el doble acetilat. Es tracta d’un solid cristal-li de color gris.

Massa tedrica: 4,084 g
Massa obtinguda: 4,079 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

8 1

8,

H3CJ\N oY o °
H3C/g0

R: (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,23
RMN H (CDClz, 400 MHz), 8(ppm): 2.28 (s, 6H, CH3 (x2)); 4.25 (s, 4H, CH2-O (x2));
6.58 (d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 6.60 (s, 1H, H-5); 6.90 (d, J = 8 Hz, 1H, H-7).
RMN 13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 26.8 (CHs (x2)); 64.2 (CH»-O (x2)); 117.0 (CH,
C-8); 117.6 (CH, C-5); 121.5 (CH, C-7); 132.3 (Cq, C-6); 143.9 (Cq, C-8a); 144.1 (Cq,
C-4a);173.2 (Cqg, C=0 (x2)).

Preparacié d’N-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)acetamida (46)

g ) e 2 1)
H3CJ\N 0 H3CJ\ o)

/g 100 °C, 1 h., 13%
48

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnetica i refrigerant de reflux,
s’hi introdueix 'acetamida de partida 48 (4,079 g, 17,340 mmol, 1 eq) dissolta en 6 mL
de metanol. Seguidament, s’hi addicionen 20 mL d’'HCI 2N i la mescla es deixa

reaccionar durant 1 hora a 100 + 10 °C.

Final de reaccio
S’evapora el metanol a sequedat. El cru es basifica amb NaOH (2N) i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). A continuacio, la fase organica resultant s’asseca sobre sulfat

sodic anhidre, que posteriorment es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El producte final 46 es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice

manualment, eluint amb acetat d’etil 100%. S’obté un solid cristal-li taronja.

Massa tedrica: 3,350 g
Massa obtinguda: 0,424 g
Rendiment: 13%

Les dades analitiques coincideixen amb les descrites anteriorment.

Preparaci6 de 7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolina-8-carbaldehid (43) i
8-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-flquinolina-9-carbaldehid (49)

o™

o (0]

o] o) 0]
L) e T - Y
)J\ > NS NS

H3;C N (6] Cl N (o) Cl N
43

H 90 °C, 2,5 h., 100%

46 49

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb entrada i sortida de gasos i submergit
dins un bany de gel a 0 °C, s’hi afegeix la DMF (1,202 mL, d = 0,944 g/mL, 15,528 mmol,
3eq)iel POCI; (3,377 mL, d = 1,645 g/mL, 36,232 mmol, 7 eq), gota a gota, amb I'ajuda
d’'una pipeta Pasteur. La barreja obtinguda s’agita durant 15 minuts sota atmosfera
d’argo i, transcorregut aquest temps, s’hi addiciona I'acetamida 46 (1,000 g, 5,176 mmol,

1 eq). La mescla resultant es manté sota agitacié constant a 90 = 10 °C durant 2,5 hores.

Final de reaccio
El cru de reaccio s’aboca sobre un vas de precipitat amb gel. Es filtra al buit amb una
placa de vidre i, el residu obtingut, es traspassa a una capsula de porcellana i es deixa

al dessecador durant 24 hores.

El producte obtingut correspon majoritariament a I'isdmer 43, que és un solid de color

marré que s’obté amb suficient grau de puresa per passar a la seglient etapa de sintesi.

Massa obtinguda: 1,292 g
Massa teorica: 1,292 g
Rendiment: 100%
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Dades analitiques

H = jz

TN
R: (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,61
Pf: 227-229 °C (Hexa/Acetat d’etil)
IR (KBr) v (cm™): 1061 (C-O); 1250 (Ar-O-); 1685 (C=0).
E. M. (impacte electronic, m/z (% fragment): 83 (100%); 192 (60%, CoH3CINO;");
193 (56%, CgH4CINO2"); 249 (80%, C12H;CINO").
RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 4,39 (t, J = 7 Hz, 2H, CH»-0-); 4,40 (t, J = 7 Hz,
2H, CH,-0O-); 7,35 (s, 1H, H-5); 7,48 (s, 1H, H-10); 8,55 (s, 1H, H-9); 10,48 (s, 1H, CHO).
RMN-1C (CDCls, 100,6 MHz), §(ppm): 64,1 (CH,-O-); 64,6 (CH,-O-); 113,6 (CH, C-5);
113,8 (CH, C-10); 122,5 (C, C-9a); 124,7 (C, C-8); 138,5 (CH, C-9); 145,4 (C, C-10a);
146,4 (C, C-5a); 148,7 (C, C-7); 150,5 (C, C-4a); 189,2 (CH, CHO).

Preparaci6 de 3-((7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolina-8-il)metilen)

indolin-2-ona (7)

i \ /¢
9eee .
- ] .
c” N 0 MeOH, piperidina /
ta., 24 h., 55% o
43 .
-

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi introdueix I'aldehid de partida 43 (0,155 g, 0,621
mmol, 1 eq), dissolt en 20 mL de metanol, i unes gotes de piperidina. A continuacio, s’hi
addiciona l'oxindole 39 (0,083 g, 0,621 mmol, 1 eq). La mescla resultant es deixa
reaccionar, mantenint I'agitacié constant i a temperatura ambient, durant 24 hores. Es

disposa un tub de CaCl; al cap damunt del refrigerant per evitar 'entrada d’humitat.

Final de reaccio
S’evapora I'etanol a sequedat. S’hi addicionen 20 mL d’aigua i es realitza una extraccio
amb CH.CI, (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO,

anhidre, es filtren i s’evaporen a sequedat.

171



Purificacio
El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice en el CombiFlash®
R:. El producte esperat elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil (75:25) i s’obté un

solid pulverulent de color groc que conté els isomers 7i 7°.

Massa obtinguda: 0,048 g
Massa tedrica: 0,226 g
Rendiment: 21%

Dades analitiques

R: (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,36 (majoritari) i 0,49 (minoritari)

RMN !H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 4,32-4,37 (m, 4H, CH,-O (x2)); 6,87-6,82 (m, 1H,
H-7°); 7,04-7,08 (m, 1H, H-5%); 7,08 (s, 1H, H-10); 7,19 (s, 1H, H-5); 7,21-7,25 (m, 1H, H-
6’); 7,55 (d, J = 7Hz, 1H, H-4’); 7,78 (s, 1H, -C=C-H); 8,24 (s, 1H, H-9); 9,07 (s, 1H, NH).
Isomer trans.

RMN !H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 4,38-4,45 (m, 4H, CH,-O (x2)); 6,80-6,90 (m, 2H,
H-7’, H-5’); 7,23 (m, 1H, H-10); 7,31 (t, J = 7Hz, 1H, H-6’); 7,52 (s, 1H, H-5); 7,88 (d, J =
8Hz, 1H, H-4’); 8,33 (s, 1H, H-9); 9,30 (ba, 1H, NH). Isomer cis.

Preparacié d’1-metoxi-4-fenoxibenze (53)

HO—< >—O
\ (0]
[ j 54
Br

CS,CO3, ACHN, CuBr
55 DMF, 140 °C, 24 h., 76% 0

53
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Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb tap de rosca especial per a les
reaccions d’acoblament i préviament flamejat sota atmosfera d’argd, s’hi introdueixen el
4-metoxifenol (54) (0,316 g, 2,548 mmol, 1 eq), el bromobenze (55) (0,268 mL, d = 1,492
g/mL, 2,548 mmol, 1 eq), el carbonat de cesi anhidre (0,830 g, 2,548 mmol, 1 eq),
'’ACHN i el CuBr (quantitat catalitica) dissolts en 10 mL de DMF. El matras es tanca i la
mescla es deixa reaccionar amb agitacié a 140 + 10 °C durant 24 hores. Passat aquest
temps, s’observa en el control de reaccid per cromatografia de capa fina la formacio

d’'una nova taca.

Final de reaccid i purificacié

S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 15 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es filtra i
s’evapora el dissolvent a sequedat. El producte final obtingut és un semisolid taronja

gue no es purifica siné que s’utilitza per dur a terme I'etapa seguent.

Massa teorica: 0,510 g
Massa obtinguda: 0,389 g
Rendiment: 76%

Dades analitiques

Rr (Hexa/AcOEt (9:1)): 0,62

RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 3,81 (s, 3H, CHs-O-); 6,87 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2,
H-6); 6,95 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2", H-6'); 6,98 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3, H-5): 7,01 (t, J =
8,8 Hz, 1H, H-4’); 7,29 (t, J = 8,8 Hz, 2H, H-3', H-5).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 8(ppm): 55,6 (CHs); 114,9 (CH, C-2, C-6); 117,6 (CH, C-
2', C-6’); 120,8 (CH, C-3, C-5); 122,4 (CH, C-4’); 129,6 (CH, C-3', C-5); 150,1 (C, C-4);
155,9 (C, C-1); 158,5 (C, C-1’).
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Preparacio de 3-(4-(4-metoxifenoxi)fenil)-3-oxopropanoat d’etil (52)

O 0]
/\
/@ o o /@)‘\/U\O
AICl3, CH,Cl,
t.a., 48 h., 81%
O\ O\
53 52

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, flamejat sota atmosfera d’argd, s’hi afegeix I'1-
metoxi-4-fenoxibenzé (53) de partida (0,269 g, 1,343 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de
diclorometa i es refreda amb un bany extern de gel i aigua. A continuacio, s’hi afegeix el
clorur del monomalonat d’etil (0,172 mL, d = 1,176 g/mL, 1,343 mmol, 1 eq) i el triclorur
d’alumini (0,213 g, 1,612 mmol, 1,2 eq) i es deixa reaccionar a temperatura ambient i

sota agitacid constant durant 48 hores.

Final de reaccio
S’afegeix gel i aigua destil-lada al cru de reaccio i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa
(3 x 20 mL). Les fases organiques resultants s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que

posteriorment es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
Purificacié
El producte obtingut 52 és un semisolid marrd que no es purifica sind que s’utilitza per

dur a terme I'etapa segtent.

Massa teorica: 0,422 g
Massa obtinguda: 0,340 g
Rendiment: 81%

Dades analitiques

Rr (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,41
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RMN-H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 1,28 (t, J = 7,6 Hz, 3H, CHs); 3,36 (s, 2H, CH»-CO);
3,80 (s, 3H, CHg); 4,22 (g, J = 7,6 Hz, 2H, CH»-O-); 6,88 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3’, H-5);
6,93 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3, H-5); 6,98 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7,29 (d, J = 8,8
Hz, 2H, H-2, H-6).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 14,1 (CHs); 41,6 (CH,, CH,-CO-); 55,6 (CHa,
CHs-0O-); 61,8 (CH»-O-); 114,5 (CH, C-3, C-5%); 117,6 (CH, C-3, C-5); 120,8 (CH, C-2,
C-6’); 129,6 (CH, C-2, C-6); 129,9 (C, C-1); 142,3 (C, C-1"); 150,2 (C, C-4’); 158,2 (C, C-
4); 166,2 (C, COO0-); 191,4 (C, CO).

Preparacio de 3-(hidroxiimino)-3-(4-(4-metoxifenoxi)fenil)propanoat d’etil (51)

0 o 0L o
|
Q)&Ac,A Q)\/&OA
0 NH,OH-HCI o
AcONa
EtOH, reflux, 30 min.
86%
O 52 O 51

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el producte de partida 52 (0,100 g, 0,318 mmol, 1 eq) dissolt en 15
mL d’etanol. A continuacio, s’hi afegeix la hidroxilamina clorhidrat (0,026 g, 0,382 mmol,
1,2 eq) i un excés d’acetat sodic (0,200 g). La mescla resultant es deixa reaccionar,

mantenint I'agitacié constant i la temperatura de reflux, durant 30 minuts.

Final de reaccio
S’evapora I'etanol a sequedat. S’hi addicionen 20 mL d’aigua al cru de reaccid i s’extreu
amb CH.CI, (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO,

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
Purificacié
El producte obtingut 51 és un semisolid marré que no es purifica sind que s’utilitza per

dur a terme I'etapa seguent.

Massa teorica: 0,105 g
Massa obtinguda: 0,090 g
Rendiment: 86%
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Dades analitiques

R: (Hexa/AcOEt (9:1)): 0,11

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 1,28 (t, J = 7,5 Hz, 3H, CHj3); 3,36 (s, 2H, CH,-CO);
3,81 (s, 3H, CHs-0-); 4,21 (g, J = 8,5 Hz, 2H, CH»-O-); 6,88 (d, J =8 Hz, 2H, C-3’, C-5");
6,95 (d, J = 8 Hz, 2H, H-3, H-5); 6,98 (d, J = 8 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7,30 (d, J = 8 Hz, 2H,
H-2, H-6).

Preparacio de 3-(4-(4-metoxifenoxi)fenil)isoxazol-5(4H)-ona (50)

HO,

N O N-O
I I o)
o
o) NaH 9)
DMF
100 °C, 48 h., 88%
O o)

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i préviament flamejat
sota atmosfera d’argd, s’hi addiciona el producte de partida 51 obtingut en I'etapa
anterior (0,493 g, 1,497 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de DMF i 'NaH (0,043 g, 1,796
mmol, 1,2 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant i

proveint el matras d’un refrigerant de reflux, a 100 £ 10 °C durant 48 hores.

Final de reaccio

S’afegeix aigua al cru de reaccidé i s’extreu amb éter etilic (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i es renten diverses vegades amb aigua per tal d’eliminar I'excés
de DMF. A continuacid, s'assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtren i s’evapora el

dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El producte final 50, un semisolid groguenc, no es purifica sind que s’utilitza directament

per seguir amb la sequiéncia sintetica.

Massa teodrica: 0,424 g
Massa obtinguda: 0,372 g
Rendiment: 88%

Dades analitiques

5 1
N-©

R: (Hex&/AcOEt (5:5)): 0,88

RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 3,78 (s, 2H, CH2-); 3,81 (s, 3H, CHs-O-); 6,88 (d, J
= 8 Hz, 2H, H-3", H-5); 6,94 (d, J = 8 Hz, 2H, H-3, H-5); 6,98 (d, J = 8 Hz, 2H, H-2', H-
6'): 7,30 (d, J = 8 Hz, 2H, H-2, H-6).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 31,0 (CHz-, CH,-CO); 55,6 (CHs-O-); 114,9 (CH,
C-3’, C-5'); 117,6 (CH, C-3, C-5); 120,9 (CH, C-2’, C-6'); 122,5 (C, C-1); 129,6 (CH, C-
2, C-6); 150,2 (C, C-1); 155,9 (C-, C-4’); 158,6 (C, C-4).

Preparaci6 de 4-((1H-indol-3-il)metilen)-3-(4-(4-metoxifenoxi)fenil)isoxazole-5(4H)-
ona (8)

reflux, 24 h.

1.CH3;ONa, EtOH
ta., 1h.
O O

51 8
1.N-indole-3-carbaldehid

100 °C, 24 h.

-0
N
7 /\
Piperidina, EtOH
(@]
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Procediment

Condicions a):

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi addiciona I'N-indole-3-carbaldehid (41) (0,077 g, 0,530 mmol, 1 eq) dissolt en
20 mL de MeOH, i unes gotes de piperidina. A continuacio, s’hi afegeix I'isoxazolona 51
(0,150 g, 0,530 mmol, 1 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint
I'agitacio constant i la temperatura de reflux, durant 24 hores. Es disposa un tub de CaCl:

al cap damunt del refrigerant per evitar 'entrada d’humitat.

Condicions b):

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnética, s’hi addiciona
I'isoxazolona de partida 51 (0,150 g, 0,530 mmol, 1 eq) dissolta en 10 mL d’etanol i el
metoxid sadic (0,034 g, 0,636 mmol, 1,2 eq) i es deixa reaccionar a temperatura ambient
durant 1 hora. A continuacié, s’hi afegeix el carbaldehid 41 (0,077 g, 0,530 mmol, 1 eq)
i la mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint 'agitacié constant i proveint el

matras d’un refrigerant de reflux, a 100 + 10 °C durant 24 hores.

Final de reaccio

S’evapora I'etanol a sequedat. S’hi addicionen 20 mL d’aigua i s’acidifica el pH amb una
solucié aquosa d’HCI 2N (2 mL). Es realitza una extraccié amb CH>Cl» (3 x 20 mL). Les
fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4 anhidre, que es filtra i s’evapora

el dissolvent a sequedat.

Cap de les condicions assajades permet I'obtencié del producte final esperat, sind que,
com mostra I'espectre d’RMN-H, el producte obtingut correspon al producte de partida
51.

Preparaci6 de 2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofé-3-carbonitril (61)

CN
1. <CN
EtOH, piperidina CcN
reflux, 1 h. CN N\
O O —— Crpm
2. Sg CN 8% S
t.a., 24 h. 62 61

CN

<CN

Sg, EtOH, piperidina
t.a., 1 h., 100%

178



Condicions a):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el malononitril (0,355 g, 5,374 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL d’EtOH,
i unes gotes de piperidina. A continuacié, s’hi afegeix la ciclohexanona (0,557 mL, d =
0,947 g/mL, 5,374 mmol, 1 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint
I'agitacio constant i la temperatura de reflux, durant 1 hora. Es col-loca un tub de CaCl;
al cap damunt del refrigerant per evitar I'entrada d’humitat. Passat aquest temps, la
reaccié es deixa temperar i s’afegeix el Sg (0,517 g, 16,122 mmol, 3 eq). La mescla
resultant es deixa reaccionar, mantenint 'agitacié constant i a temperatura ambient,

durant 24 hores.

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccio i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificaci6

El residu obtingut es purifica mitjangant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R:. El producte esperat 61 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil
(80:20) i s’obté un solid cristal-li rogenc.

Massa tedrica: 0,958 g
Massa obtinguda: 0,076 g

Rendiment: 8%

Condicions b):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié6 magnética, s’hi introdueix el
malononitril (0,337 g, 5,101 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL d’EtOH, i unes gotes de
piperidina. A continuacid, s’hi afegeix la ciclohexanona (0,529 mL, d = 0,947 g/mL, 5,101
mmol, 1 eq)iel Sg (0,491 g, 15,303 mmol, 3 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar,

mantenint I'agitacié constant, a temperatura ambient durant 24 hores.

Es repeteix la reacci6 mantenint el mateix procediment, perd deixant-la només 1 h.
Disminuint el temps de reaccidé obtenim el producte esperat i evitem la formacié de

productes secundaris no desitjats.
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Per tal d’optimitzar el procés, es realitza la mateixa reaccié utilitzant microones i
ultrasons, reduint a 1 i 15 minuts, respectivament, el temps de reaccio. En ambdés casos

s’obté el producte desitjat 61 sense veure’s gairebé reduits els rendiments.

Reactius Quantitat Equivalents Densitat
» 0,064 g
Malononitril leq -
(0,968 mmol)
_ 0,100 mL
Ultrasons | Ciclohexanona leqg 0,947 g/mL
(0,968 mmol)
0,093 g
Ss 3 eq -
(2,904 mmol)
» 0,191 g
Malononitril 1leq -
(2,894 mmol)
_ _ 0,300 mL
Microones | Ciclohexanona leq 0,947 g/mL
(2,894 mmol)
0,278 g
Ss 3eq -
(8,682 mmol)

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash®. El producte esperat 61 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(80:20) i s’obté un solid cristal-li rogenc.

Massa teorica: 0,909 g
Massa obtinguda: 0,909 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

, .CN

3
5
OISNHz
6 g2
7 1

R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,78
Pf: 110-112 °C (Hexa/Acetat d’etil)
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E. M. (ESI(+)): Calculat per a CoH11N2S: 179,0565. Trobat :179,0629.

RMN-!H (CDCl3, 400 MHz), 5(ppm): 1,77-1,81 (m, 4H, H-5, H-6); 2,47-2,51 (m, 4H, H-
4, H-7); 4,61 (ba, 2H, NHy).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), (ppm): 21,0 (CH;, C-4); 21,9 (CH, C-5); 22,0 (CH, C-
6); 22,7 (CH,, C-7); 87,2 (C, C-3); 116,2 (C, C=); 120,7 (C, C-3a); 131,9 (C, C-7a); 160,0
(C; C-2).

Preparacio de 2-(naftalen-2-iloxi)acetat d’etil (65)

O

Br\)J\O/\

O
OH O\)J\O/\
K,CO3, DMF

100 °C, 6 d., 100%
66 65

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnetica, s’hi addiciona el
B-naftol (66) (1,000 g, 6,936 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de DMF i el carbonat de
potassi anhidre (1,917 g, 13,872 mmol, 2 eq). La mescla es refreda amb un bany extern
de gel i aigua i, a continuacid, s’hi afegeix el 2-bromoacetat d’etil (0,923 mL, d = 1,506
g/mL, 8,327 mmol, 1,2 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacio

constant i proveint el matras d’un refrigerant de reflux, a 100 £ 10 °C durant 6 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietileter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

Purificacié
L’espectre d’'RMN-*H del producte obtingut, un solid cristal-li de color taronja, confirma
'estructura desitjada 65 amb elevada puresa, de manera que no es procedeix a la

purificacié del producte sind que s’utilitzara per dur a terme la seglent etapa de sintesi.

Massa teorica: 1,611 g
Massa obtinguda: 1,611 g
Rendiment: 100%
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Dades analitiques

0]
7 - G OQJ\O/\
(GO

5 4
R: (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,62
Pf: 45-47 °C (Hexa/Acetat d’etil)
RMN-H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 1,31 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CHs-); 4,29 (q, J = 7,2 Hz,
2H, CH»-0-); 4,74 (s, 2H, CH»-0O-); 7,08 (d, J = 7 Hz, 1H, H-3); 7,24 (s, 1H, H-1); 7,36 (t,
J=7Hz, 1H, H-7); 7,45 (t, J = 7 Hz, 1H, H-6); 7,73 (d, J = 7 Hz, 1H, H-4); 7,78 (d,J =7
Hz, 2H, H-5, H-8).
RMN-1C (CDClIs, 100,6 MHz), (ppm): 14,2 (CHs-); 61,4 (CH2, CH2-0-); 65,5 (CHz, CH.-
O- (x2)); 107,1 (CH, C-1); 118,6 (CH, C-3); 126,5 (CH, C-6); 126,9 (CH, C-7); 127,0 (CH,
C-8); 127,7 (CH, C-5); 129,4 (C, C-8a); 129,7 (CH, C-5); 134,3 (C, C-4a); 155,8 (C, C-
2); 168,9 (C, C=0).

Preparacié d’N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)-2-(naftalen-2-iloxi)

acetamida (9)
CN
o) S CN 0
OJJ\O/\ ! DT
NaH, DMF S OO

65 80°C, 24 h., 8% 9

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi addiciona 'amina de partida 61 (0,110 g, 0,620 mmol, 1 eq) dissolta en 10
mL de DMF i 'NaH (0,018 g, 0,744 mmol, 1,2 eq) i es deixa reaccionar a temperatura
ambient durant 30 minuts. A continuacid, s’hi afegeix I'éster 65 (0,144 g, 0,620 mmol, 1
eq) i la mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a 80 °C + 10
°C durant 24 hores.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietileter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i es renten amb aigua destil-lada (3 x 20 mL). La fase organica

obtinguda s’asseca sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent al sequedat.
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Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;. El producte esperat 9 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(85:15) i s’obté un solid de color groc.

Massa tedrica: 0,225 g
Massa obtinguda: 0,017 g

Rendiment: 8%

Dades analitiques

4 3CN 0]
-\
i Of\giNH)k/o 7
6 IS 2
7 1 3' 6'
4 5'
Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,82
Pf: 185-187 °C (Hexa/Acetat d’etil)
EM, ESI (+) m/z: Calculat per a C>1H19N20,S: 363,1167. Trobat: 363,0722.
RMN-!H (CDCl3, 400 MHz), 5(ppm): 1,83-1,86 (m, 4H, H-5, H-6); 2,61-2,66 (m, 4H, H-
4, H-7); 4,84 (s, 2H, CH»-0O-); 7,20 (s, 1H, H-1"); 7,30 (d, J =7 Hz, 1H, H-3’); 7,41 (t, J =
7 Hz, 1H, H-7°); 7,49 (t, J = 7 Hz, 1H, H-6’); 7,76-7,85 (m, 3H, H-4’, H-5, H-8'); 9,38 (ba,
1H, NH).

Preparacio de (3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)glicinat d’etil (67)

O

CN Bryj\o/\ CN

(0]
H
[ H>—nH, - | >N~
S S 0

K,COs, DMF
61 ta., 6d., 100% 67

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié6 magnética, s’hi addiciona
'amina de partida 61 (0,400 g, 2,244 mmol, 1 eq) dissolta en 15 mL de DMF i el carbonat
de potassi anhidre (0,620 g, 4,488 mmol, 2 eq). La mescla es refreda amb un bany
extern de gel i aigua i, a continuacié, s’hi afegeix el 2-bromoacetat d’etil (0,299 mL, d =
1,506 g/mL, 2,693 mmol, 1,2 eq). La mescla resultat es deixa reaccionar, a temperatura

ambient i sota agitacié constant, durant 48 hores.

183



Passat aquest temps, es realitza el control de reaccio per cromatografia de capa fina i
s’observa que no s’ha format totalment el producte. Per tant, es refreda de nou la reaccid
a 0 °C i s’hi afegeixen 1,2 equivalents més de 2-bromoacetat d’etil. La mescla resultant

es deixa reaccionar, a temperatura ambient i agitacié constant, durant 4 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

Purificaci6
L’espectre d’RMN-tH confirma 'estructura desitjada 67 amb elevada puresa, de manera
gue no es procedeix a la purificacié del producte siné que s'utilitzara per dur a terme la

segient etapa de sintesi. El producte obtingut és un semisolid de color marré.

Massa teorica: 0,593 g
Massa obtinguda: 0,593 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

4 CN

3 H o)
° A\

N

6 | s 2 \)J\O/\
7 1
R (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,17
RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 1,28 (t, J = 7 Hz, 3H, CHs-); 1,80-1,84 (m, 4H, H-
5, H-6); 2,46-2,52 (m, 4H, H-4, H-7); 2.65 (d, 2H, CH,-N-); 4,23 (g, J = 7 Hz, 2H, CH,-O-
).
RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), (ppm): 22,0 (CH,, C-4); 23,0 (CH,, C-5); 23,9 (CH, C-
6); 27,5 (CH, C-7); 97,2 (C, C-3); 114,4 (C, C=N); 129,3 (C, C-7a); 131,3 (C, C-3a);
146,3 (C, C-2); 163,3 (C, C=0).

Preparacio de (3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)glicinat de 2-naftil (10)

OH
CN CN
\_H o 66 { o
R NENEN LN

K,COs, DMF
67 120 °C, 5 d. 10
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Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix I'éster de partida 67 (0,125 g, 0,473 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL
de DMF. A continuacio, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,131 g, 0,946
mmol, 2 eq) i el B-naftol (66) (0,068 g, 0,473 mmol, 1 eq). La mescla resultant es deixa

reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a 120 = 10 °C durant 5 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na>SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

L’espectre d’RMN de proté mostra que no s’obté el producte final esperat 10 sin6 que

es tracta del producte de partida 67.

Preparacio de 2-(2-bromoetoxi)naftale (68)

Hidroxid de tetrabutilamoni
Acetona, t.a., 6 d., 29%

TN

K,COj3, DMF

OH 70 °C, 8 d. o
e : o

t-BuO” K, KI, Isopropanol

66 ta. 72 h., 22% 68

Condicions a):

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacid6 magnética, s’hi introdueix el
B-naftol (66) (0,200 g, 1,387 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL d’acetona i I'hidroxid de
tetrabutilamoni (1,332 g, 1,664 mmol, 1,2 eq) i es deixa reaccionar a temperatura
ambient durant 30 minuts. A continuacio, s’hi afegeix el dibromoeta (0,239 mL, d = 2,18

g/mL, 2,774 mmol, 2 eq) i es deixa reaccionar durant 6 dies a temperatura ambient.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reacci6 i s’extreu amb dietileter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i es renten amb aigua destil-lada (3 x 20 mL). La fase organica

obtinguda s’asseca sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent al sequedat.

El producte no es purifica, ja que s’assagen altres condicions de reaccio, tal i com es

mostra a 'esquema anterior, per tal d’obtenir el producte final esperat 68.
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Massa teorica: 0,348 g
Massa obtinguda: 0,100 g
Rendiment: 29%

Condicions b):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el B-naftol (66) (0,500 g, 3,468 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de
DMF. A continuacio, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,719 g, 5,202 mmol,
1,5 eq) i el dibromoeta (0,598 mL, d = 2,18 g/mL, 6,936 mmol, 2eq). La mescla s’escalfa
a 70 °C £ 10 °C durant 48 hores.

A continuacio, es realitza el control de reaccioé per cromatografia de capa fina i s’observa
només el producte de partida. Per tant, s’hi afegeixen dos equivalents més de I'agent

alquilant i es deixa reaccionar durant 6 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i es renten amb aigua destil-lada (3 x 20 mL). La fase organica

obtinguda s’asseca sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent al sequedat.

No s’observa el producte final esperat 68.

Condicions c):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética, s’hi introdueix el
B-naftol (66) (0,500 g, 3,468 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL d’isopropanol i el terc-butoxid
potassic (0,584 g, 5,202 mmol, 1,5 eq) i es deixa reaccionar a temperatura ambient
durant 30 minuts. A continuacié, s’hi afegeix el dibromoeta (0,598 mL, d = 2,18 g/mL,
6,936 mmol, 2eq) i Kl (quantitat catalitica) i es deixa reaccionar durant 72 hores a

temperatura ambient.

S’afegeixen 1 mL de 1,2-dibromoeta i una punta d’espatula de Kl al cru de reaccid, a les
24148 hores.

Final de reaccio
S’evapora lisopropanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry. El producte esperat 68 elueix amb una polaritat d’hexa 100% i s’obté

un solid cristal-li marro.

Massa teodrica: 0,871 g
Massa obtinguda: 0,189 g
Rendiment: 22%

Dades analitiques

8 1
2

7 O\/\Br

6 3

5 4

R: (hexa/AcOEt 8:2): 0,73

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 3,93 (t, J = 7 Hz, 2H, CH.-Br); 4,44 (t, J = 7 Hz, 2H,

CH2-O-); 7,15 (s, 1H, H-1); 7,17 (d, J = 7 Hz, 1H, H-3); 7,36 (t, J = 7 Hz, 1H, H-6); 7,43

(t, I =7 Hz, 1H, H-7); 7,72-7,78 (m, 3H, H-4, H-5, H-8).

Preparaci6 de 2-((2-naftalen-2-iloxi)etil)Jamino)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofée-3-
carbonitril (11)

K,CO3, DMF, KI
ta,5d., 1%
CN N CN
O\/\
o ° Cr 00
S s H
61 68 ~_ 7 1

CSzCOg, DMF, KI
100 °C, 15d., 6%

Condicions a):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitaci6 magnética, s’hi introdueix
'amina de partida 61 (0,071 g, 0,398 mmol, 1 eq) dissolta en 15 mL de DMF. A
continuacio, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,110 g, 0,796 mmol, 2 eq),
Kl (quantitat catalitica) i el 2-bromoetoxinaftalé (68) (0,100 g, 0,398 mmol, 1 eq). La

mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant, durant 5 dies.
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Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na.SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant una columna de gel de silice en el CombiFlash®
R:. El producte esperat 11 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil (80:20) i s’obté

un solid groc.

Massa tedrica: 0,139 g
Massa obtinguda: 0,015 g
Rendiment: 11%

Condicions b):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitaci6 magnetica i préviament
flamejat sota atmosfera d’argd, s’hi addiciona 'amina de partida 61 (0,028 g, 0,157
mmol, 1 eq) dissolta en 15 mL de DMF i I'NaH (0,004 g, 0,173 mmol, 1,1 eq) i es deixa
reaccionar a temperatura ambient durant 30 minuts. A continuacio, s’hi afegeix el 2-
bromoetoxinaftalé (68) (0,040 g, 0,157 mmol, 1 eq) i Kl (quantitat catalitica), proveint el
matras d’un refrigerant, i es deixa reaccionar a 60 + 10 °C durant 2 dies.

S’observa que encara queda producte de partida. Per tal d’afavorir la reaccio,
s’augmenta la temperatura a 100 °C i s’afegeix una punta d’espatula de carbonat de

cesi. Es mantenen aquestes condicions durant 13 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na.SO. anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry. El producte esperat 11 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(80:20) i s’obté un sdlid groguenc.

Massa teorica: 0,056 g
Massa obtinguda: 0,003 g

Rendiment: 5%

188



Dades analitiques

. CN ,
5 3 o 1 8

| \2 N/\/O 7'

6 S H 3 6'
7 1 4' 5'

Rr (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,35

RMN-*H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 1,77-1,82 (m, 4H, H-5, H-6); 2,50 (s, 4H, H-4, H-
7); 3,71 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CHx-N); 4,42 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH»-0-); 7,14 (s, 1H, H-1");
7,18 (d, J = 7 Hz, 1H, H-3'); 7,38 (t, J = 7 Hz, 1H, H-7); 7,40 (t, J = 7 Hz, 1H, H-6"); 7,79-
7,83 (M, 3H, H-4', H-5', H-8).

Preparacio de 2-bromo-N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)acetamida
(69)

CN ijr CN o
Br
S EtsN, CH,Cl, S
61 ta., 7d., 69% 69

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi afegeix el benzotiofé de partida 61 (0,400 g,
2,244 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de diclorometa i la trietilamina (0,378 mL, d = 0,726
g/mL, 2,693 mmol, 1,2 eq). A continuacio, es refreda el matras amb un bany extern de
gel i aigua i s’hi addiciona el bromur de bromoacetil (0,235 mL, d = 2,317 g/mL, 2,693
mmol, 1,2 eq). La mescla resultat es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota

agitacié constant, durant 24 hores.

A continuacio, es realitza el control de reacci6é per cromatografia de capa fina i encara
s’observa la taca corresponent al producte inicial. Per tant, es refreda de nou la reaccio
a 0 °C, s’hi afegeix més bromur de bromoacetil (0,235 mL, 2,693 mmol), i es deixa
reaccionar a temperatura ambient i agitacié constant durant 24 hores més. Passat

aguest temps, es repeteix el procediment i es deixa reaccionar durant 5 dies.

Final de reaccio
S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 69 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(85:15) i s’obté un solid marro.

Massa tedrica: 0,671 g
Massa obtinguda: 0,465 g
Rendiment: 69%

Dades analitiques

4 CN o
3

e
6 IS 2

7 1
Rt (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,54
Pf: 188-190 °C (Hexa/Acetat d’etil)
RMN-!H (CDCl3, 400 MHz), 5(ppm): 1,82-1,85 (m, 4H, H-5, H-6); 2,60-2,66 (m, 4H, H-
4, H-7); 4,08 (s, 2H, CH2-CO); 9,29 (ba, 1H, NH).
RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), (ppm): 22,0 (CH,, C-4); 23,0 (CH,, C-5); 23,9 (CH, C-
6); 24,0 (CHz, C-7); 27,5 (CH2, CH2Br); 94,2 (C, C-3); 114,4 (C, C=N); 129,3 (C, C-7a);
131,3 (C, C-3a); 146,3 (C, C-2); 163,3 (C, C=0).

Preparaci6 de 2-(4-bromofenoxi)-N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-
illacetamida (12)

OH
r

B NH/UVBr 70 CE%’NH/[Jvo\@\

S S

69 K,COg3, DMF, Ki
130°C, 4d., 5%

Br
12

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el 4-bromofenol (70) (0,112 g, 0,645 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL
de DMF i el carbonat de potassi anhidre (0,139 g, 1,290 mmol, 2 eq) i es deixa reaccionar
a temperatura ambient durant 30 minuts. A continuacio, s’hi afegeix 'amida 69 (0,193 g,
0,645 mmol, 1 eq) i Kl (quantitat catalitica). La mescla resultat es deixa reaccionar, a

130 °C i sota agitacié constant, durant 4 dies.
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Final de reaccio

S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el
dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el

CombiFlash® R;:. El producte esperat 12 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(80:20) i s’obté un sdlid groc.

Massa tedrica: 0,252 g
Massa obtinguda: 0,012 g
Rendiment: 5%

Dades analitiques

4 3CN 0 |
5 P
| \2 NH)J\/ 3
® S &
7 ! 47Br

5

Rt (Hex&/AcOEt (8:2)): 0,13

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,81-1,90 (m, 4H, H-5, H-6); 2,78 (t, J = 5 Hz, 2H,
H-7); 2,97 (t, J = 5 Hz, 2H, H-4); 5,01 (s, 2H, CH>-CO); 6,89 (d, J = 8 Hz, 2H, H-2’, H-6’);
7,42 (d, J = 8 Hz, 2H, H-3’, H-5’).

Preparacié d’N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)-2-((2,3-dihidrobenzo
[b][1,4]dioxin-2-i)metoxi)acetamida (13)

L™

CN o 0
S S

NaH, DMF, KI
69 100 °C, 5 d., 9% 13

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacié6 magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi addiciona I'alcohol 71 (0,064 g, 0,384 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de DMF i
I'NaH (0,011 g, 0,461 mmol, 1,2 eq) i es deixa reaccionar a temperatura ambient durant
30 minuts. A continuacio, s’hi afegeix 'amida 69 (0,115 g, 0,384 mmol, 1 eq). La mescla

resultant es deixa reaccionar, amb agitacioé constant, a 100 + 10 °C durant 5 dies.
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Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a

sequedat.

Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 13 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(70:30) i s’obté un solid taronja.

Massa tedrica: 0,148 g
Massa obtinguda: 0,013 g
Rendiment: 9%

Dades analitiques

4 5
NG}
5 0] '
6 g2 r 8
7 1

Rt (hexa/AcOEt (5:5)): 0,54

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,81-1,84 (m, 4H, H-5, H-6); 2,57-2,64 (m, 4H, H-
4, H-7); 3,58 (s, 2H, CH»-CO); 3,87 (sc, 2H, CH»-O-); 4,11 (sc, 2H, CH»-0O-); 4,30 (sc,
1H, H-2); 6,85-6,87 (m,4H, H-5’, H-6’, H-7’, H-8’); 9,50 (ba, 1H, NH-).

Preparaci6 de 2-(naftalen-2-iloxi)benzonitril (73)

: :Br

CN

': '! _.OH 74 “ “ /O: :
Cs,CO3, CuBr, ACHN NC

DMF, 120 °C, 48 h., 26%
66 73

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb tap de rosca especial per a les
reaccions d’acoblament i préviament flamejat sota atmosfera d’argd, s’hi introdueixen el
B-naftol (66) (0,500 g, 3,468 mmol, 1,2 eq), el 2-bromobenzonitril (74) (0,526 g, 2,890
mmol, 1 eq), el carbonat de cesi (1,130 g, 3,468 mmol, 1,2 eq), el ACHN i el CuBr

(quantitat catalitica) en el si de DMF (10 mL). El matras es tanca i la mescla es deixa
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reaccionar, amb agitacio constant, a 120 + 10 °C durant 48 hores. Passat aquest temps

s’observa en el control de reaccio la formacié d’'una nova taca.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i es renten amb aigua destil-lada (3 x 20 mL). La fase organica

obtinguda s’asseca sobre Na>SO, anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R:. El producte esperat 73 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(90:10) i s'obté un semisdlid de color groc.

Massa teorica: 0,851 g
Massa obtinguda: 0,225 g
Rendiment: 26%

Dades analitiques

OO

e 4 . IEI'C 6 e !

Rt (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,55

RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 6,92 (d, J = 7 Hz, 1H, H-3'); 7,16 (t, J = 7 Hz, 1H,
H-7'); 7,38 (t, J = 7 Hz, 1H, H-6"); 7,42-7,48 (m, 3H, H-4, H-6, H-4'); 7,65 (d, J = 7 Hz,
1H, H-3); 7,79 (d, J = 7 Hz, 1H, H-1’); 7,83 (d, J = 7 Hz, 1H, H-8); 7,91 (d, J = 7 Hz, 1H,
H-5).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), (ppm): 103,9 (C, C-2); 116,1 (C, CN); 116,2 (CH, C-3');
117,3 (CH, C-1’); 120,1 (CH, C-6); 123,2 (CH, C-6); 125,6 (CH, C-4); 126,9 (CH, C-8");
127,4 (CH, C-7"); 127,9 (CH, C-5); 130,5 (CH, C-4’); 131,0 (C, C-4a); 133,9 (CH, C-5);
134,2 (C, C-8’a); 134,4 (CH, C-3); 152,8 (C, C-2’); 159,7 (C, C-1).

Preparacio de (2-(naftalen-2-iloxi)fenil)metilenamina (72)

'e) (0]
D LiAIH,, THF “|OO
NC

0,
reflux, 24 h., 94% NH,
73 72
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Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, i préviament flamejat sota atmosfera d’argd, s’hi introdueix el producte de partida
73 (0,225 g, 0,917 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL de THF i, a continuaci6, el LiAIH
(excés), mantenint el matras en atmosfera inert (argd). La mescla resultant es deixa

reaccionar, mantenint 'agitacio constant i a temperatura de reflux, durant 24 hores.

Final de reaccio i purificacié
S’afegeixen gotes d’aigua lentament al cru de reaccié i, quan el LiAlHs esta totalment
desactivat, s’hi afegeix el Na:SO, anhidre. La mescla es filtra per gravetat amb paper de

filtre i s’evapora el dissolvent a sequedat.

L’espectre d’RMN-tH confirma 'estructura desitjada 72 amb elevada puresa, de manera
que no es procedeix a la purificacié del producte procedent de la reduccio i es passa

directament a la seglient etapa de sintesi.

Massa teorica: 0,229 g
Massa obtinguda: 0,215 g
Rendiment: 94%

Dades analitiques

\ 3' 4
Rt (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,08
Pf: 50-52 °C (Hexa/Acetat d’etil)
RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 3,91 (s, 2H, CH2-N-); 6,97 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4);
7,18 (d, J =7 Hz, 1H, H-3’); 7,20 (d, J = 8 Hz, 1H, H-3); 7,25 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6); 7,38-
7,42 (m, 3H, H-5, H-6', H-7’); 7,66 (d, J = 7 Hz, 1H, H-4’); 7,82 (m, 2H, H-5’, H-8").
RMN-C (CDCls, 100,6 MHz), (ppm): 42,0 (CHz, CH,-N-); 112,8 (CH, C-1’); 119,4
(CH,C-6); 119,6 (CH, C-3’); 124,3 (CH, C-6’); 124,7 (CH, C-4); 126,5 (C, C-4’a); 126,7 (
CH, C-5); 127,1 (CH, C-3); 127,2 (CH, C-8’); 128,4 (CH, C-7’); 129,4 (CH, C-5); 130,1
(CH, C-4’); 134,4 (C, C-8a); 134,7 (C, C-2); 154,5 (C, C-1); 155,5 (C, C-2)).
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Preparacié d’N-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)-2-((2-(naftalen-2-

iloxi)benzil)amino)acetamida (14)

CN
CN o
A\
B | >—NH_o
B NH)J\/ ' s f
S
o NH
K,CO3, KI, CH,Cl,
0

NH, reflux, 6 d., 70%
72

14

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el diariléter de partida 72 (0,100 g, 0,401 mmol, 1 eq) dissolt en 20
mL de diclorometa. A continuacio, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,083
g, 0,602 mmol, 1,5 eq), Kl (quantitat catalitica) i 'amida 69 (0,120 g, 0,401 mmol, 1 eq).
La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a temperatura de

reflux durant 6 dies.

Final de reaccio
El cru de reacci6 es renta amb 20 mL d’aigua destil-lada. La fase organica s’asseca

sobre Na,SO4 anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 14 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(85:15) i s'obté un solid groc.

Massa teorica: 0,188 g
Massa obtinguda: 0,131 g
Rendiment: 70%

Dades analitiques

CN
43
5
| D—NH_o
6 IS 2 f
71
NH
3 4 5
5 1m0 2 T
6" g
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R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,81

EM, ESI (+) m/z: Calculat per a C2sH26N30,S 468,1746. Trobat 468,1766.

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), (ppm):1,79-1,82 (m, 4H, H-5, H-6); 2,55 (m, 2H, H-7); 2,60
(m, 2H, H-4); 3,55 (s, 2H, CHx-N); 3,97 (s, 2H, CH»-Ar); 5,07 (s, 1H, NH-); 6,99 (dd, J;, =
8, J2 = 1,2 Hz, 1H, H-3); 7,18-7,25 ( m, 3H, H-3”, H-4”, H-6"); 7,31 (dt, J1 =8, J, = 1,2
Hz, 1H, H-5"); 7,39 (dt, J; = 8, J, = 1,2 Hz, 1H, H-7’); 7,44 (dt, J1 = 8, J, = 1,2 Hz, 1H, H-
6’); 7,52 (dd, J; = 8, J» = 1,2 Hz, H-4’); 7,68 (d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 7,80 (d, J = 8 Hz, H-
5%); 7,83 (s, 1H, H-1").

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), §(ppm): 22,1 (CH,, C-4); 23,0 (CH,, C-5); 23,9 (CH, C-
6, C-7); 54,0 (CH>, CH2-Ar); 57,9 (CHz, CH>-N); 94,0 (C, C-3); 113,2 (C, CN); 114,3 (CH,
C-1); 119,3 (CH, C-6"); 119,4 (CH, C-3’); 123,3 (CH, C-4"); 123,5 (CH, C-6’); 126,4 (CH,
C-8’); 127,0 (CH, C-C-5"); 128,3 (CH, C-3"); 129,0 (CC, C-4’a); 129,2 (C, C-2"); 129,4
(C, C-7a); 130,9 (CH, C-4’, C-5", C-7’); 133,2 (C, C-8’); 134,5 (C, C-3a); 146,2 (C, C-2);
154,3 (C, C-1"); 154,8 (C, C-2’); 168,2 (C, CO).

Preparacié d’1-(3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)-3-(3-nitrofenil)urea

(15)
©/N:C:O
NO,

CN CN o

7 X
| D—NH, B NN NO,

S THF, t-BuO K" S
(o]
61 72h.,90°C 15

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacié6 magneética i refrigerant, es
disposa I'amina de partida 61 (0,108 g, 0,606 mmol, 1 eq) dissolta en 20 mL de THF, el
terc-butoxid potassic (0,068 g, 0,606 mmol, 1 eq) i el 3-nitrofenilisocianat (75) (0,099 g,
0,606 mmol, 1 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacio

constant, a 90 + 10 °C durant 72 hores.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre Na,SO, anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent

al rotavapor amb I'ajuda del buit.
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L’espectre d’RMN-1H confirma que no s’ha obtingut I'estructura desitjada 15, sin6 que

s’obté el producte aromatitzat.

Preparaci6 de 2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-carboxilat d’etil (77)

o) o/_
COOEt
<
CN
O S
Sg, EtOH, Piperidina S
t.a.,, 1 h., 100%
77

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética, s’hi introdueix el
cianoacetat d’etil (0,542 mL, d = 1,063 g/mL, 5,094 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL d’etanol,
i unes gotes de piperidina. A continuacié, s’hi afegeix la ciclohexanona (0,528 mL, d =
0,947 g/mL, 5,094 mmol, 1 eq) i el Sg (0,490 g, 15,282 mmol, 3 eq). La mescla resultant

es deixa reaccionar, mantenint I'agitacio constant, a temperatura ambient durant 1 hora.

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 77 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(80:20) i s’obté un solid cristal-li groc.

Massa teodrica: 1,148 g
Massa obtinguda: 1,148 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,84
Pf: 86-88 °C (Hexa/Acetat d’etil)
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RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,33 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CHs-); 1,72-1,79 (m, 4H, H-
5, H-6); 2,50 (t, J = 7 Hz, 2H, H-4); 2,70 (t, J = 7 Hz, 2H, H-7); 4,25 (g, J = 7,2 Hz, 2H,
CH,-0-); 5,92 (ba, 2H, -NH>).

Preparaci6o de 2-(2-bromoacetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofé-3-carboxilat
d’etil (76)

o_d o) 0 o//
e o
Br /u\/
| D—NH g Y B
s 2 EtzN, CH,Cl, g H
ta. 48 h., 100%
77 76

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi afegeix I'éster de partida 77 (0,240 g, 1,065
mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de diclorometa i la trietilamina (0,179 mL, d = 0,726 g/mL,
1,278 mmol, 1,2 eq). A continuacio, es refreda el matras amb un bany extern de gel i
aigua i s’hi addiciona el bromur de bromoacetil (0,110 mL, d =2,317 g/mL, 1,278 mmol,
1,2 eq). La mescla resultat es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacio

constant, durant 24 hores.

A continuacid, es realitza el control de reaccié per cromatografia de capa fina i s’observa
que no s’ha format totalment el producte. Per tant, es refreda de nou la reaccié a 0 °C,
s’hi afegeix un equivalent de bromur de bromoacetil i, es deixa reaccionar a temperatura

ambient i sota agitacié constant durant 24 hores més.

Final de reaccio
S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sodic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

El producte obtingut 76, un solid pulverulent taronja, presenta una puresa suficient per

procedir amb la sequiéncia sintetica.

Massa teorica: 0,369 g
Massa obtinguda: 0,369 g
Rendiment: 100%
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Dades analitiques

0 //

0]

5 | \ /U\/Br
3

2
7

Rt (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,62

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,39 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH3-); 1,78-1,81 (m, 4H, H-
5, H-6); 2,66 (t, J = 7 Hz, 2H, H-4); 2,78 (t, J =7 Hz, 2H, H-7); 4,07 ( s, 2H, CH2>-Br);
4,36 (g, J = 7,2 Hz, 2H, CH»-0O-).

Preparaci6 de 2-(2-(naftalen-2-iloxi)acetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-
carboxilat d’etil (16)

OH
e
o (0]
| A\ /U\/BI' 66 | AN N/U\/O
S K,CO3, DMF S H

130°C, 4 d., 8%
16

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el B-naftol (66) (0,084 g, 0,581 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de
DMF. A continuacid, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,160 g, 1,162 mmol,
2 eq), Kl (quantitat catalitica) i I'eéster de partida 76 (0,201 g, 0,581 mmol, 1 eq). La
mescla s’escalfa a 130 + 10 °C i es deixa reaccionar, sota agitacié constant, durant 4

dies.

Final de reaccio

S’afegeix NaOH 1N al cru de reacci6 i, a continuacio, s’extreu amb dietiléter (3 x 15 mL).
Les fases organiques s’ajunten i es renten amb aigua destil-lada (3 x 15 mL). La fase
organica obtinguda s’asseca sobre Na,SO, anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent al

sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 16 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(85:15) i s’obté un solid de color groc-taronja.
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Massa teorica: 0,238 g
Massa obtinguda: 0,020 g

Rendiment: 8%

Dades analitiques

o. [
(@]
4 8'

5 o o

5 | \ N/U\/O 2 7

6 S 2 H 3 6
7 1

4' 5'

Rt (Hexa/AcOEt (7:3)): 0,72

RMN-H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 1,37 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CHs-); 1,77-1,81 (m, 4H, H-
5, H-6); 2,66 (t, J = 7 Hz, 2H, H-4); 2,78 (t, J = 7 Hz, 2H, H-7); 4,36 (¢, J = 7,2 Hz, 2H,
CH,-0-); 4,83 (s, 2H, CH»-0-); 7,20 (s, 1H, H-1’); 7,36 (d, J = 5 Hz, 1H, H-3); 7,38 (t, J
= 5Hz, 1H, H-7'); 7,47 (t, J = 5 Hz, 1H, H-6'); 7,74-7,83 (m, 3H, H-4", H-5', H-8").
RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 14,4 (CHs); 22,8 (CH,, C-4); 24,4 (CH,, C-5);
26,3 (CH2, C-6); 29,7 (CH2, C-7); 60,5 (CH2, CH,-O-(ester)); 67,2 (CH2, CH>-O-); 107,7
(CH, C-1"); 117,1 (C, C-3); 118,6 (CH, C-3’); 124,4 ( CH, C-6’); 126,7 ( CH, C-7’); 126,9
(CH, C-5’); 127,0 (C, C-7a); 127,3 (C, C-3a); 127,7 (CH, C-8’); 129,6 (C, C-8'a); 129,9
(CH, C-4%); 129,9 (C, C-4’a); 155,1 (C, C-27); 165,4 (C, CO); 165,9 ( C, CO); 173,1 (C,
C-2).

Preparacio de bromoacetat de 2-naftil (78)

(0]
Br)K/Br

Y o LY e
_ Br
K,CO3, CH,Cl, o

66 ta., 72 h.100% 78

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi afegeix el B-naftol (66) (0,154 g, 1,068 mmol, 1
eq) dissolt en 10 mL de diclorometa i el carbonat potassic (0,177 g, 1,282 mmol, 1,2 eq).
A continuacio, es refreda el matras amb un bany extern de gel i aigua i s’hi addiciona el
bromur de bromoacetil (0,112 mL, d = 2,317 g/mL, 1,282 mmol, 1,2 eq). La mescla
resultat es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacio constant, durant 24

hores.

A continuacid, es realitza el control de reaccio per cromatografia de capa fina i encara

s’observa la taca corresponent al producte inicial. Per tant, es refreda de nou la reaccio
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a 0 °C, s’hi afegeix un equivalent més de bromur de bromoacetil (0,112 mL, 1,282 mmol)
i es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacié constant, durant 48 hores

més.

Final de reaccio

S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es
filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat. S’obté un liquid oliés marro, corresponent al
producte desitjat 78, que presenta suficient grau de puresa per passar a la seglient etapa

de sintesi sense purificacié previa.

Massa teorica: 0,283 g
Massa obtinguda: 0,283 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

- -4 X 2! Om/\Br
5 4
Rt (Hexa/AcOEt (9:1)): 0,63
RMN-H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 4,50 (s, 2H, CH,-Br); 7,25 (d, 1H, H-3); 7,50 (t, J
=7 Hz, 2H, H-6', H-7’); 7,61 (s, 1H, H-1°); 7,80-7,89 (m, 3H, H-4’, H-5', H-8’).

Preparaci6 de 2-((2-(naftalen-2-iloxi)2-oxoetil)amino)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo(b]
tiofé-3-carboxilat d’etil (17)

o o// OjO}ABr o [

o)
78
o)
[ DT
S NaH, DMF, K S o
100° C, 4 d.
77 17

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi addiciona I'éster de partida 77 (0,241 g, 1,067 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL
de DMF i I'NaH (0,031 g, 1,280 mmol, 1,2 eq) i es deixa reaccionar a temperatura

ambient durant 30 minuts. A continuacio, s’hi afegeix el bromoacetat de 2-naftil (78)
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(0,283 g, 1,067 mmol, 1 eq) i KI (quantitat catalitica). La mescla resultant es deixa

reaccionar, sota agitacié constant, a 100 + 10 °C durant 4 dies.

Final de reaccio

S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el
dissolvent a sequedat. No s’observa el producte final esperat 17 en I'espectre d’'RMN-

H siné que el producte obtingut correspon al producte de partida.

Preparacio de 2-((2-(naftalen-2-iloxi)etil)amino)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofé-3-
carboxilat d’etil (18)

O\/\Br
o, [ o [
(@] @]
68

0
[ D—NH, [ >N
S NaH, DMF, Kl s H

100 ° ., 689
77 00°C,6d., 68% 18

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitacié6 magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi addiciona I'éster de partida 77 (0,013 g, 0,056 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL
de DMF i 'NaH (0,002 g, 0,067 mmol, 1,2 eq) i es deixa reaccionar a temperatura
ambient durant 30 minuts. A continuacié, s’hi afegeix el 2-bromoetoxinaftalé (68) (0,014
g, 0,056 mmol, 1 eq) i KI (quantitat catalitica). La mescla resultant es deixa reaccionar,

sota agitacid constant, a 100 + 10 °C durant 6 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a

sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R:. El producte esperat 18 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(85:15) i s’obté un solid marro.

Massa teodrica: 0,022 g
Massa obtinguda: 0,015 g
Rendiment: 68%
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Dades analitiques

o. [
(e}
4 3 ) 4 g
6 s’?H 3 6'
;

7 4' 5'

Rr (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,79

RMN-*H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 1,37 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CHz-); 1,77-1,81 (m, 4H, H-
5, H-6); 2,66 (t, J = 7 Hz, 2H, H-4); 2,78 (t, J = 7 Hz, 2H, H-7); 4,33 (t, J = 5 Hz, 2H, CH,-
N-); 4,36 (g, J = 7,2 Hz, 2H, CH»-0-); 4,60 (t, J = 5 Hz, 2H, CH»-0-); 7,14 (s, 1H, H-1");
7,18 (d, J =7 Hz, 1H, H-3"); 7,35 (t, = 7 Hz, 1H, H-7’); 7,45 (t, J = 7 Hz, 1H, H-6'); 7,72-
7,79 (m, 3H, H-4', H-5", H-8'): 8,15 (s, 1H, NH).

Preparacio de 2-(3-(3-nitrofenil)ureido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-
carboxilat d’etil (19)

©/N:C:O
- [

o) NO, 0
° & 1
= Dal NO,

S THF, t-BuO K* S
72 h.,90°C
77 19

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb refrigerant, es disposa I'éster de partida
77 (0,106 g, 0,470 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL de THF, el terc-butoxid potassic (0,053
g, 0,470 mmol, 1 eq) i el 3-nitrofenilisocianat (75) (0,077 g, 0,470 mmol, 1 eq). La mescla

resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a 90 + 10 °C durant 72 hores.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre Na>.SO, anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent

al rotavapor amb I'ajuda del buit.

El solid obtingut, tant per CCF com per espectre d'RMN de protd, es veu que correspon

als productes de partida.
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Preparacio de 2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofée-3-carboxamida (80)

0
O NH,

ve L, {
0 | NH,
S

Sg, EtOH, Piperidina
ta., 1h., 100%

80

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética, s’hi introdueix la
cianoacetamida (1,000 g, 11,893 mmol, 1 eq) dissolta en 15 mL d’EtOH, i unes gotes de
piperidina. A continuacid, s’hi afegeix la ciclohexanona (1,233 mL, d = 0,947 g/mL,
11,893 mmol, 1 eq) i el Sg (1,144 g, 35,679 mmol, 3 eq). La mescla resultant es deixa

reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a temperatura ambient durant 1 hora.

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccio i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO,

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 80 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(45:55) i s'obté un solid ataronjat.

Massa tedrica: 2,334 g
Massa obtinguda: 2,334 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques
O

NH,
3
5 | \
6 S
7 1
Rt (hexa/AcOEt (5:5)): 0,18
Pf: 147-149 °C (Hexa/Acetat d’etil)
RMN-1H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,79-1,82 (m, 4H, H-5, H,6); 2,53 (t, J = 6 Hz, 2H,

H-7); 2,63 (t, J = 6 Hz, 2H, H-4); 5,50 (ba, 2H, NH>); 6,15 (ba, 2H, NH2-CO).

5 NH;
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Preparacio de 2-(2-bromoacetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-

carboxamida (79)

0
B
o Br)JV ' o
NH, EtsN, CH,Cl, NHZ/?J\/
ta., 48 h. B
| D—NH, . =Y '
s H

S \
80 79
oo N O _N._O
L, )
I N—nb © [ D—NH
IS S

81 82

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi afegeix 'amida de partida 80 (0,175 g, 0,892
mmol, 1 eq) dissolta en 10 mL de diclorometa i la trietilamina (0,150 mL, d = 0,726 g/mL,
1,070 mmol, 1,2 eq). A continuacid, es refreda el matras amb un bany extern de gel i
aigua i s’hi addiciona el bromur de bromoacetil (0,093 mL, d = 2,317 g/mL, 1,070 mmol,
1,2 eq). La mescla resultat es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacié

constant, durant 24 hores.

A continuacid, es realitza el control de reaccié per cromatografia de capa fina i encara
s’observa la taca corresponent al producte inicial. Per tant, es refreda de nou la reaccio
a 0 °C, s’hi afegeix més bromur de bromoacetil (0,093 mL, 1,070 mmol) i es deixa

reaccionar, a temperatura ambient i agitacié constant, durant 24 hores més.

Final de reaccio
S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

L’espectre d’RMN-'H mostra que el producte obtingut no correspon al producte desitjat

79, sind als derivats de la ciclacié 81 i 82.

Massa teorica: 0,211 g
Massa obtinguda: 0,211 g
Rendiment: 100%
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Dades analitiques

05H43 O5H4 0
6 ) 6 \f3
7 7 2
I\ NA © I\ NH
8 g 8 g 1
9 10 9 10

Rr (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,42
RMN-*H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,70-1,80 (m, 4H, H-7, H-8); 2,54 (t, J = 6 Hz, 4H,
H-6, H-9); 3,90 (s, 2H, CH2-NH); 4,05 (s, 2H, CH2-NH-CO); 5,99 (ba, 1H, NH).

Preparacio de 2-cianoacetilcarbamat de terc-butil (83)

0 >I\O)OJ\O)OJ\OJ< O O
NCQJ\NH2 - NCQJ\N)J\OJ<
H

NaH, DMF
ta., 72 h., 50%

83
Procediment
A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética, s’hi addiciona la 2-
cianoacetamida (1,000 g, 11,893 mmol, 1 eq) dissolta en 10 mL de DMF i 'NaH (0,314
g, 13,083 mmol, 1,1 eq) i es deixa reaccionar a temperatura ambient durant 30 minuts.
A continuacid, s’hi afegeix el BOC (3,279 mL, d = 0,950 g/mL, 14,272 mmol, 1,2 eq) i es

deixa reaccionar durant 72 hores a temperatura ambient.

Final de reaccio

S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietileter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a
sequedat. S’obté un liquid viscés groguenc, corresponent al producte 83, que presenta

suficient grau de puresa per passar a la seglent etapa de reaccié sense purificacio.

Massa teorica: 2,191 g
Massa obtinguda: 1,104 g
Rendiment: 50%

Dades analitiques
i

NC J<
ka .

RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,45 (s, 9H, t-Bu); 2,85 (s, 2H, CH,-CN).
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Preparaci6 de terc-butil (2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-carbonil)
carbamat (84)

NCQJ\NJ\OJ< | D—NH,
H Sg, EtOH, Piperidina S
83 ta. 1h., 45% 84

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magneética, s’hi introdueix la
cianoacetamida protegida 83 obtinguda en I'etapa anterior (1,104 g, 5,994 mmol, 1 eq)
dissolta en 15 mL d’EtOH, i unes gotes de piperidina. A continuacié, s’hi afegeix la
ciclohexanona (0,621 mL, d = 0,947 g/mL, 5,994 mmol, 1 eq) i el Sg (0,576 g, 17,982
mmol, 3 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a

temperatura ambient durant 1 hora.

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO,

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié

El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R:. El producte esperat 84 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil
(85:15) i s’obté un liquid de color groc.

Massa teorica: 1,777 g
Massa obtinguda: 0,769 g
Rendiment: 43%

Dades analitiques

0}
0 )8
NH

4 3
5 2
| DZENH,
6 S
7 1

R: (hexa/AcOEt (8:2)): 0,53
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RMN-!H (CDCl3s, 400 MHz), 5(ppm): 1,46 (s, 9H, t-Bu); 1,48-1,51 (m, 4H, H-5, H-6);
3,33-3,36 (m, 4H, H-4, H-7).

Preparacio de 2-(2-bromoacetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-

carboxamida (79)

o)
o yo o o)
NH g NH;
r
Br
[ >N, - D
S Et;N, CH,Cl, s H
ta., 4d., 45%
84 79

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat s’hi afegeix el benzotiofé de partida 84 (0,202 g,
0,682 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de diclorometa i la trietilamina (0,115 mL, d = 0,726
g/mL, 0,818 mmol, 1,2 eq). A continuacio, es refreda el matras amb un bany extern de
gel i aigua i s’hi addiciona el bromur de bromoacetil (0,071 mL, d = 2,317 g/mL, 0,818
mmol, 1,2 eq). La mescla resultat es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota

agitacié constant, durant 24 hores.

A continuacid, es realitza el control de reacci6é per cromatografia de capa fina i encara
s’observa la taca corresponent al producte inicial. Per tant, es refreda de nou la reaccié
a 0 °C i s’hi afegeix més reactiu i base: bromur de bromoacetil (0,071 mL, 0,818 mmol)
i trietilamina (0,115 mL, 0,818 mmol). La mescla resultant es deixa reaccionar, a
temperatura ambient i sota agitacié constant, durant 24 hores. Passat aquest temps, es

repeteix el procediment i es deixa reaccionar 48 hores més.

Final de reaccio
S’afegeix gel al cru de reacci6 i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el

CombiFlash® Ry. El producte esperat 79 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(85:15) i s’obté un liquid de color groc.
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Massa teodrica: 0,216 g
Massa obtinguda: 0,097 g
Rendiment: 45%

Dades analitiques

0]
. ) NH2O
5 | N\ N/U\/Br
6 S 2 H
1

7
Rr (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,44

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,64-1,66 (m, 4H, H-5, H,6); 3,44 (t, J = 6 Hz, 2H,
H-7); 3,56 (t, J = 6 Hz, 2H, H-4); 3,86 (s, 2H, CH2-CO-).

Preparaci6 de 2-(2-(naftalen-2-iloxi)acetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzol[b]tiofe-3-

carboxamida (20)

OH
0 :

NH; NH;
S 2 (T N)JVO
s H Cs,CO4, DMF, KI s H

150 °C, 25 d., 39%

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el B-naftol (66) (0,044 g, 0,306 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de
DMF. A continuacid, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,085 g, 0,612 mmol,
2 eq), Kl (quantitat catalitica) i 'amida de partida 79 (0,097 g, 0,306 mmol, 1 eq). La

mescla s’escalfa a 120 °C + 10 °C i es deixa reaccionar un total de 72 hores.

En un segon intent, es torna a posar la reaccié augmentant la temperatura a 150 °C +
10 °C i, a més, s’hi afegeix un equivalent de carbonat de cesi (0,100 g, 0,306 mmol). Es

deixa reaccionar un total de 25 dies mantenint aquestes condicions.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO. anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 20 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(65:35) i s’obté un solid de color groc.

Massa teodrica: 0,116 g
Massa obtinguda: 0,045 g
Rendiment: 39%

Dades analitiques
(@]

NH
4 20 1 8'

5 | 3\ N/U\/OT
6 s 2 H 3 &'

7 1 4 5
Rt (Hex&/AcOEt (5:5)): 0,38
Pf: 92-94 °C (Hexa/Acetat d’etil)
RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 1,53-1,63 (m, 4H, H-5, H,6); 3,52 (t, J = 6 Hz, 2H,
H-7); 3,57 (t, J = 6 Hz, 2H, H-4); 4,79 (s, 2H, CH»-O-); 7,20 (s, 1H, H-1’); 7,22 (d, J =4
Hz, 1H, H-3’); 7,35 (dt, J1 =7, J, = 1,2 Hz, 1H, H-7"); 7,44 (dt, J. =7, J, = 1,2 Hz, 1H, H-
6’); 7,73-7,78 (m, 3H, H-4’, H-5, H-8").
RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), (ppm): 24,4 (CH;, C-4, C-5); 25,5 (C, C-6); 26,4 (C, C-
7); 67,7 (CH,, CH2-O-); 107,2 (CH, C-1’); 118,4 (CH, C-3’); 123,9 (CH,C-6’); 126,1 (C,
8’a); 126,4 (CH, C-7’); 126,9 (CH, C-8’); 127,5 (CH, C-5’); 129,2 (C, C-4’a); 129,6 (CH,
C-4’); 134,3 (C, C-2); 155,9 (C, C-2’); 166,0 (C, C = 0).

Preparaci6o de 2-((2-(naftalen-2-iloxi)etil)Jamino)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofée-3-
carboxamida (21)

o
~ "B o
0
NH, NH,

68

/\/O
nn, N
S NaH, DMF, K| S

80 100 °C, 28 d. 21

Procediment
A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnetica i un refrigerant de
reflux, s’hi addiciona I'amida de partida 80 (0,078 g, 0,398 mmol, 1 eq) dissolta en 10

mL de DMF i 'NaH (0,011 g, 0,438 mmol, 1,1 eq) i es deixa reaccionar a temperatura
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ambient durant 30 minuts. A continuacid, s’hi afegeix el 2-bromoetoxinaftalé (68) (0,100
g, 0,398 mmol, 1 eq) i KI (quantitat catalitica). La mescla resultat es deixa reaccionar a
100 + 10 °C, sota agitacié constant, durant 28 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a

sequedat.

Es realitza un RMN de prot6 i un masses, que confirmen que el producte obtingut no és

'esperat.

Preparaci6 de 2-(2-(4-nitrofenoxi)acetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofée-3-

carboxamida (22)

o
(@) O5N

NH, NH;
O 85 e
o g
H H
S K,COs, DMF, KI S NO,
7o 150 °C., 5 d. 22

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el 4-nitrofenol (85) (0,062 g, 0,448 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de
DMF. A continuacié, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,124 g, 0,896 mmol,
2 eq), Kl (quantitat catalitica) i 'amida de partida 79 (0,142 g, 0,448 mmol, 1 eq). La

mescla s’escalfa a 150 £ 10 °C i es deixa reaccionar un total de 5 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na.SO. anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

No s’observa el producte final esperat en I'espectre d’RMN-'H siné que el producte

obtingut correspon al producte de partida.
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Preparaci6o de 2-(2-(4-metoxifenoxi)acetamido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-

carboxamida (23)

K,COs, DMF, KI
150 °C, 48 h. 23

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el 4-metoxifenol (54) (0,099 g, 0,798 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL
de DMF. A continuacié, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,220 g, 1,596
mmol, 2 eq), Kl (quantitat catalitica) i 'amida de partida 79 (0,253 g, 0,798 mmol, 1 eq).
La mescla s’escalfa a 150 + 10 °C i es deixa reaccionar un total de 48 hores.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

No s’observa el producte final esperat en I'espectre d'RMN-'H siné que el producte

obtingut correspon al producte de partida.

Preparacio de 2-(3-(3-nitrofenil)ureido)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofe-3-

carboxamida (24)

) NO, O _NH,

NH,
o)
7 G
| S—NH, - | S—N"ON NO,
S THF, ta., 24 h., 10% s H H
80 24

Procediment
A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnética, s’introdueix el
producte de partida 80 (0,270 g, 1,376 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de THF i es deixa
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reaccionar a temperatura ambient fins que es forma una soluci6 homogénia. A
continuacio, s’hi afegeix l'isocianat 75 (0,226 g, 1,376 mmol, 1 eq) i la mescla resultat

es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacié constant, durant 24 hores.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccio i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre Na,SO4 anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent

al rotavapor amb I'ajuda del buit.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Rs. El producte esperat 24 elueix amb acetat d’etil 100% i s’obté un solid

marro clar.

Massa teorica: 0,496 g
Massa obtinguda: 0,048 g
Rendiment: 10%

Dades analitiques

O NH, o
° B N)J\N 1"3"NO,
6 S 2 H H 2'
1

7
R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,22

Pf: 208-210 °C (Acetat d’etil)

RMN-!H (DMSO, 400 MHz), 5(ppm): 1,70-1,73 (m, 4H, H-5, H-6); 2,58 (m, J = 5 Hz, 2H,
H-7); 2,68 (m, J =5 Hz, 2H, H-4); 6,86 (ba, 2H, NHy); 7,35 (ba, 1H, NH-); 7,56 (t, J =7
Hz, 1H, H-5%); 7,76 (d, J = 7 Hz, 1H, H-6’); 7,82 (d, J = 7 Hz, 1H, H-4’); 8,54 (s, 1H, H-
2’); 10,53 (ba, 2H, NH-).

RMN-C (DMSO, 100,6 MHz), &(ppm): 22,9 (CH,, C-6); 23,0 (CHy; C-5); 24,2 (CH,, C-
7); 25,7 (CH,, C-4); 112,5 (CH, C-2’); 114,8 (C, C-4’); 116,9 (C, C-3); 124,5 (C, C-3a);
125,2 (CH, C-6’); 129,1 (C, C-7a); 130,6 (CH, C-5"); 141,3 (C, C-1’); 144,5 (C, C-2);
148,5 (C, C-3’); 151,5 (C, CO); 167,9 (C, CONH,).
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Preparaci6 de 6-acetil-2-amino-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridina-3-carbonitril
(63)

o) NC” CN
q - | N NH,
Os__N O N S
Y Y

Sg, EtOH, piperidina
CHs ta., 1h., 85% CHs o3

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética, s’hi introdueix el
malononitril (0,144 g, 2,182 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL d’EtOH, i unes gotes de
piperidina. A continuacio, s’hi afegeix I'1l-acetil-4-piperidona (0,308 g, 2,182 mmol, 1 eq)
i el Sg (0,210 g, 6,546 mmol, 3 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint

I'agitacio constant, a temperatura ambient durant 1 hora.

Per tal d’optimitzar el procés, es realitza la mateixa reacci6é utilitzant microones i

ultrasons durant 1 i 15 minuts, respectivament.

Reactius Quantitat Equivalents

Malononitril UAagE leq
(2,238 mmaol)

Ultrasons 1-acetil-4-piperidona 03169 1eq
(2,238 mmol)

Ss 02159 3eq
(6,714 mmol)

Malononitril o 1leq
(0,708 mmol)

Microones 1-acetil-4-piperidona UAEYE leq
(0,708 mmol)

S 0,068 g 3 eq
(2,124 mmol)

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent amb I'ajut del buit.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry. El producte esperat elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil (10:90)

i s’obté un solid marro.
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Massa teorica: 0,483 g
Massa obtinguda: 0,411 g
Rendiment: 85%

Dades analitiques
4 ,ON
5
A\
o mNHz
6
ﬁ/ 7 1

R: (Hexa/AcOEt (3:7)): 0,21

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 2,18 (s, 3H, CHs-); 2,67 (t, J = 6 Hz, 2H, H-5); 3,69
(t, J=6 Hz, 2H, H-4); 4,52 (s, 2H, H-7); 4,86 (ba, 2H, NH).

Preparaci6 de (6-acetil-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-2-il)carbamat
d’etil (86)

& X
N ¢ o7 B N)J\O/\
Os_N s 2 Os_N s H
%‘/ Et;N, CH,Cl, Y

CH
63 t.a., 24 h., 36% 3 86

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi introdueix el producte de partida 63 (0,100 g,
0,452 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de diclorometa. S’hi addiciona la trietilamina (0,076
mL, d = 0,726 g/mL, 0,543 mmol, 1,2 eq) i la mescla es refreda amb un bany extern de
gel i aigua. A continuacid, s’hi afegeix el cloroformiat d’etil (0,052 mL, d = 1,135 g/mL,
0,543 mmol, 1,2 eq) i la mescla es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota

agitacié constant, durant 24 hores.

Final de reaccio
S’afegeixen 20 mL d’aigua al cru de reacci¢ i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x
20 mL). Les fases organiques s’ajunten, s’assequen sobre sulfat sodic anhidre, es filtren

i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El producte final 86 és un semisolid marré que no es purifica siné que es fa en I'etapa

seguent.
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Massa teorica: 0,133 g
Massa obtinguda: 0,048 g
Rendiment: 36%

Dades analitiques

g LN o
@) N S 2 H
YG
7 1
CHs

R (ACOEt): 0,39

RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 1,35 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CHz-); 2,19 (s, 3H, CHa-);
2,74 (t, 2H, H-4); 3,72 (t, 2H, H-5); 4,32 (g, J = 6,8 Hz, 2H, CH2-0-); 4,66 (s, 2H, H-7);
7,82 (ba, 1H, NH-).

Preparaci6 de (6-acetil-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-2-il)carbamat
de 2-naftil (25)

Cc”
66

CN g K,CO3, DMF CN o

)J\ 90 °C, 48 h. )J\
Y s H \ S
CH

CN
86 % 25
| D—NH,
(0) N S
63

w

CH3

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié6 magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el carbamat de partida 86 (0,048 g, 0,164 mmol, 1 eq) dissolt en
15 mL de DMF. A continuacid, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,027 g,
0,197 mmol, 1,2 eq) i el B-naftol (66) (0,024 g, 0,164 mmol, 1 eq). La mescla resultant

es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a 90 + 10 °C durant 48 hores.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4 anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.
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Es realitza un espectre d'RMN-H del producte obtingut, que confirma que no s’ha

obtingut I'estructura desitjada.

Preparacié d’N-(6-acetil-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-2-il)benzo[b]
[1,4]dioxina-2-carboxamida (26)

CN

N S
. 0 CN o
. j* e Ax 10
O N S o
o 120 °C, 2 h., 100% Et;N, CH,Cl, Y

(¢]
t.a., 18 h., 29%
88 26

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb refrigerant, es disposa I'acid de partida
88 (0,096 g, 0,533 mmol, 1 eq) i 3 mL de clorur de tionil. La mescla resultant es deixa
reaccionar, mantenint I'agitacié constant i la temperatura de reflux, durant 2 hores.
Passat aquest temps, s’evapora el clorur de tionil i s’afegeix la ciano-amina 63 (0,119 g,
0,533 mmol, 1 eq) dissolta en 20 mL de diclorometa i la trietilamina (0,090 mL, d = 0,726
g/mL, 0,640 mmol, 1,2 eq). La mescla es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota

agitacié constant, durant 18 hores.

Final de reaccio
El cru de reaccio s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques reunides

s’assequen sobre Na>SO, anhidre, es filtren i s’evaporen a sequedat.

Purificacié
El cru de reaccio es purifica per cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 26 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(30:70) i s’obté un solid de color groc ocre.

Massa obtinguda: 0,060 g
Massa teorica: 0,206 g
Rendiment: 29%

Dades analitiques

4 5
. 3CN 4 0 .
° H
| NN | :
O-__N &2 270 7
6 1 8
7 1 (e}

R: (Hexa/AcOEt (3:7)): 0,46
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Pf: 198-200 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 2,22 (s, 3H, CHs-); 2,78-2,84 (m, 2H, H-5); 3,73-
3,78 (m, 2H, H-4); 4,70 (s, 2H, H-7); 6,65 (s, 1H, H-3’); 6,77-6,88 (m, 2H, H-5', H-8');
6,93-6,97 (m, 2H, H-6’, H-7’); 8,88 (ba, 1H, NH).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 8(ppm): 21,4 (CHs); 24,8 (CH,, C-4); 40,6 (CH,, C-7);
43,3 (CH,, C-5); 89,4 (C, C-3); 117,0 (C, CN); 118,3 (CH, C-5); 118,7 (CH, C-8); 124,8
(C, C-7a); 125,4 (CH, C-6’); 125,7 (CH, C-7’); 128,1 (C, C-2); 135,0 (C, C-3a); 143,2 (C-
5’a); 143,7 (C, C-8a); 152,3 (C, C-2); 169,7 (C, CO).

Preparacioé d’1-(6-acetil-3-ciano-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridin-2-il)-3-(2-

fluoro-5-(trifluorometil)fenil)urea (27)

N=C=0

CF3
CN CF3

89
| A\ NH > | N NJJ\N
O N 2 O N
s ¢ H H
Y THF, 90°C, 48 h, 100% Y F

CH, CHs
63 27

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb refrigerant, es disposa la ciano-amina
de partida 63 (0,100 g, 0,452 mmol, 1 eq) dissolta en THF, una punta d’espatula d’'NaH
i el 2-fluoro-5-(trifluorometil)fenilisocianat (89) (0,065 mL, d = 1,418 g/mL, 0,452 mmol,
1 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacioé constant, a 90 + 10
°C durant 48 hores.

Final de reaccio
El cru de reaccio s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases organiques reunides

s’assequen sobre Na SO, anhidre, es filtren i s’evaporen a sequedat.

L’espectre d’RMN-'H confirma I'estructura desitjada 27 amb una puresa acceptable, de
manera que no es procedeix a la purificacio del producte degut a la baixa estabilitat que

presenta. El producte obtingut és un solid pulverulent de color taronja.

Massa obtinguda: 0,193 g
Massa teorica: 0,193 g
Rendiment: 100%
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Dades analitiques

CN
4 3
° A\
N
(@) N | S2 H
7
CHj

Rt (AcOEt): 0,45
Pf: 240-242 °C (Acetat d’etil)

RMN-'H (DMSO-ds, 400 MHz), 8(ppm): 2,10 (s, 3H, CHs-); 2,62-2,69 (m, 2H, H-5); 3,66-
3.74 (m, 2H, H-4); 4,53 (s, 2H, H-7); 7,48-7,55 (m, 2H, H-3, H-4’); 8,56 (s, 1H, H-6");
9,53 (ba, 1H, NH); 10,73 (ba, 1H, NH-).

Preparacioé d’1-(2-metil-1,5,6,8-tetrahidropirido[4’,3":4,5]tieno[2,3-d]pirimidin-7

(4H)-il)etan-1-ona (111)

Hy
Pd/C 10%

CN CH;COOH, Ac,0 N

Procediment

Condicions a):

MeOH N—

o | D—NH
S
H,, Pt,0 Y
CHs 11

CH;COOH, Ac,0
t.a., 48 h.

A un matras de vidre de coll llarg sense esmerilar, emprat per a les reaccions

d’hidrogenacié, s’hi introdueix el producte de partida 63 (0,111 g, 1,065 mmol, 1 eq)

dissolt en 30 mL de metanol. A continuacid, s’hi addiciona una suspensio de pal-ladi

carbé al 10% (p/p) (0,011 g) en el mateix dissolvent i 0,5 mL d’acid aceétic. El matras es

disposa en un sistema d’hidrogenacié proveit amb una columna d’1 L d’hidrogen i es

deixa reaccionar, sota agitacio constant i a temperatura ambient, durant 48 hores.
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Passat aquest temps, donat que el volum d’hidrogen consumit és superior al teoric
requerit, es realitza el control de reaccié per cromatografia de capa fina i s’observa el

producte de partida.

Condicions b):

Es repeteix la reaccio6 utilitzant un reactor PARR de 300 mL de capacitat que ens permet
dur a terme la hidrogenaci6 a pressions elevades.

A un vas de vidre especial, emprat per a les reaccions d’hidrogenacio a pressio, s’hi
introdueix el producte de partida 63 (0,111 g, 1,065 mmol, 1 eq), 36 mL d’acid acétic i
24 mL d’anhidrid acétic. A continuacid, s’hi addiciona el didxid de plati al 10% (p/p)
(0,011 g). La barreja es disposa en el sistema d’hidrogenacio i es deixa reaccionar, sota

agitacié constant, temperatura ambient i a 100 psi, durant 48 hores.

Final de reaccio

Es filtra el catalitzador a pressié atmosférica amb doble paper de filire i s’evapora el
dissolvent a sequedat. No s’observa el producte final esperat 111 en I'espectre d’RMN-
H siné que el producte obtingut correspon al derivat acilat 112.

Dades analitiques

4 3c:N 0
° I\ NJ\CH3
(0] N 82 H
6
Y - 1

CHs3
Pf: 252-254 °C (Acid acétic/Anhidrid acétic)
EM, ESI (+) m/z: C12H14N30,S 264,0727. Trobat 264,0832.
RMN-!H (CDCl3, 400 MHz), 5(ppm): 2,19 (s, 3H, CHs-); 2,30 (s, 3H, CHs-); 2,76 (t, 2H,
H-4); 3,73 (t, 2H, H-5); 4,67 (s, 2H, H-7); 8,72 (ba, 1H, NH).

Preparacio de 6-acetil-2-amino-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridina-3-

carboxamida (90)

o) 0]

NH,
NC
O \)J\NHZ \
(jr " on g
OYN Sg EtOH, Piperidina Y S

CH, ta., 1h., 19% CH,
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Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética, s’hi introdueix la
cianoacetamida (0,298 g, 3,542 mmol, 1 eq) dissolta en 15 mL d’EtOH, i unes gotes de
piperidina. A continuacio, s’hi afegeix I'N-acetilpiperidona (0,500 g, 3,542 mmol, 1 eq) i
el Sg (0,341 g, 10,626 mmol, 3 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint

I'agitacio constant, a temperatura ambient durant 1 hora.

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO,

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificaci6
El residu obtingut es purifica mitjangant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry. El producte esperat 90 elueix amb una polaritat d’acetat d’etil/metanol

(80:20) i s'obté un solid taronja.

Massa teorica: 0,848 g
Massa obtinguda: 0,164g
Rendiment: 19%

Dades analitiques
(0]

4 NH,
3

A\
O8N | &2 NH
Y 7 1
CHs;
R (AcOEt): 0,16
RMN-'H (DMSO-ds, 400 MHz), &(ppm): 2,07 (s, 3H, CHs-); 3,20-3,25 (m, CHz, H-4);
3,59-3,63 (m, CHy, H-5); 4,37 (s, 2H, H-7); 5,81 (ba, 2H, NH>); 6,93 (ba, 2H, NH>).

5

Preparaci6 de 7-acetil-2-(4-nitrofenil)-5,6,7,8-tetrahidropirido[4’,3":4,5]tieno[2,3-d]
pirimidin-4(3H)-ona (28)

o
o) >—<j>—No2 o)
NH

N
OxN ~ 0N
Y S APTS, tolué ﬁ/ S
CHs reflux, 24 h., 14% CH,
90 28
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Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb Dean-Stark i refrigerant, es disposen
'amino-amida de partida 90 (0,094 g, 0,393 mmol, 1 eq), el 4-nitrobenzaldehid (40)
(0,071 g, 0,472 mmol, 1,2 eq) i una punta d’espatula d’APTS, dissolts en tolué anhidre.
La mescla es manté a reflux i sota agitacié constant durant 24 hores.

Final de reaccio6
El cru de reaccidé s’alcalinitza amb una dissolucid de NaOH 2N i s’extreu amb acetat
d’etil (3 x 20 mL). Les fases organiques reunides s’assequen sobre Na SO, anhidre, es

filtren i s’evaporen a sequedat.

Purificaci6
El residu obtingut es purifica mitjangant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry:. El producte esperat 28 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(20:80) i s’obté un solid pulverulent marré.

Massa teorica: 0,145 g
Massa obtinguda: 0,021 g
Rendiment: 14%

Dades analitiques

R: (Hexa/AcOEt (2:8)): 0,14

Pf: 193-195 °C (Hexa/Acetat d’etil)

EM, ESI (+) m/z: Calculat per a C17H17N4O4S: 371,0971. Trobat: 371,0822.

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 2,29 (s, 3H, CH3); 3,25 (m, 2H, H-5); 3,84 (m, 2H,
H-6); 4,86 (s, 2H, H-8); 8,39 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 8,47 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3’,
H-5).
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Preparaci6 de 2-amino-6-benzil-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridina-3-carboxilat
d’etil (91)

Sg, EtOH, Piperidina
ta,1h,32%

91

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética, s’hi introdueix el
cianoacetat d’etil (0,562 mL, d = 1,063 g/mL, 5,284 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL d’EtOH,
i unes gotes de piperidina. A continuacié, s’hi afegeix I'N-benzilpiperidona (1,000 g,
5,284 mmol, 1 eq) i el Sg (0,508 g, 15,852 mmol, 3 eq). La mescla resultant es deixa

reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a temperatura ambient durant 1 hora.

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 91 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(60:40) i s’obté un solid cristal-li marré.

Massa teorica: 1,672 g
Massa obtinguda: 0,532 g
Rendiment: 32%

Dades analitiques

R: (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,21
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Pf: 94-96 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 1,32 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CH3-); 2,76 (t, J = 6 Hz, 2H,
H-5); 2,82 (t, J = 6 Hz, 2H, H-4); 3,42 (s, 2H, H-7); 3,69 (s,2H, CH>-N); 4,25 (9, J = 6,8
Hz, 2H, CH,-O-); 5,95 (s, 2H, NHy); 7,28 (d, J = 7 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7,33 (t, J = 7 Hz,
2H, H-3’, H-5%); 7,37 (m, 1H, H-4").

Preparacio de 6-benzil-2-(2-bromoacetamido)-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-C]
piridina-3-carboxilat d’etil (92)

o [ o [

0 O o}
Br)J\/Br 0
S—NH - \_ B
N 2 N | N
S NaH, DMF s H
ta., 5d., 15%
91 92

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacié6 magneética, s’hi addiciona el
producte de partida 91 (0,200 g, 0,632 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de DMF i 'NaH
(0,018 g, 0,758 mmol, 1,2 eq) i es deixa reaccionar a temperatura ambient durant 30
minuts. A continuacio, es refreda el matras amb un bany extern de gel i aigua i s’hi
addiciona el bromur de bromoacetil (0,061 mL, d = 2,317 g/mL, 0,695 mmol, 1,1 eq). La
mescla resultat es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacié constant,

durant 5 dies.

Final de reaccio
S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb dietileter (3 x 20 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre sulfat sodic anhidre, que posteriorment es filtra i

s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry. El producte esperat 92 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(50:50) i s’obté un solid de color marro.

Massa teorica: 0,276 g
Massa obtinguda: 0,042 g
Rendiment: 15%
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Dades analitiques

o, [
4 3 Oo
5
| AN N/”\\/Br
6N §2H
v !
6 2
5 3

R: (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,34

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,36 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CH3-0-); 2,84 (m, 2H, H-5);
2,95 (t, J = 6 Hz, 2H, H-4); 3,60 (s, 2H, H-7); 3,76 (s, 2H, CH2>-BN); 4,23 (s, 2H, CH2-Br);
4,31 (q, J = 6,8 Hz, 2H, CH»-0-); 7,31-7,42 (m, 5H, Ar).

Preparaci6 de 6-benzil-2-(2-(naftalen-2-iloxi)acetamido)-4,5,6,7-tetrahidrotieno
[2,3-c]piridina-3-carboxilat d’etil (29)

OH
o f o §
° 9 ° 9
B N)J\/Br 66 B N)Jvo
N g H > N s H
K2COs, DMF, K

120 °C, 7 d.
92 29

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el B-naftol (66) (0,013 g, 0,091 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de
DMF i el carbonat de potassi anhidre (0,015 g, 0,109 mmol, 1,2 eq). A continuacid, s’hi
afegeix I'éster de partida 92 (0,040 g, 0,091 mmol, 1 eq) i Kl (quantitat catalitica). La

mescla resultat es deixa reaccionar a 120 £ 10 °C i sota agitacio constant durant 7 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre Na SO, anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent

al rotavapor amb I'ajuda del buit.

L’espectre d’RMN-!H confirma que no s’ha obtingut el producte desitjat 29.
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Preparaci6 de 6-benzil-2-(3-(3-nitrofenil)ureido)-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]
piridina-3-carboxilat d’etil (30)

N=C=0
o. [ o [
° UGt
| D—NH, i B A NO
s

THF, t-BuO™K*

90°C,5d., 15%
91 30

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb refrigerant, es disposa I'amino-éster de
partida 91 (0,096 g, 0,303 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL de THF, el terc-butoxid potassic
(0,034 g, 0,303 mmol, 1 eq) i el 3-nitrofenilisocianat (75) (0,050 g, 0,303 mmol, 1 eq). La
mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a 90 + 10 °C durant
5 dies.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccio i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre Na>.SO4 anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent

al rotavapor amb I'ajuda del buit.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 30 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(80:20) i s’obté un solid marré.

Massa tedrica: 0,146 g
Massa obtinguda: 0,022 g
Rendiment: 15%

Dades analitiques

O 5'
O , :
L8 )
5
6 | NN NS NO,
N g2 H H 2'
o7 1
6 2"
5 3"
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R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,25

Pf: 100-102 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 1,28 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CHs-); 2,74 (m, 2H, H-5);
2,80 (m, 2H, H-4); 3,40 (s, 2H, H-7); 3,67 (s, 2H, CH2>-N-); 4,22 (g, J = 6,8 Hz, 2H, CH»-
0-); 7,22-7,35 (m, 5H, Ar); 7,45 (t, J = 7 Hz, 1H, H-5’); 7,54 (d, J = 7 Hz, 1H, H-6’); 7,73
(d, J=7Hz, 1H, H-4"); 8,23 (s, 1H, H-2'); 8,90 (ba, 1H, NH).

Preparaciéo de 2-amino-6-benzil-4,5,6,7-tetrahidrotieno[2,3-c]piridina-3-carbonitril
(64)

CN

0
NC” CN | D—NH,
N ~ N S

Sg, EtOH, piperidina
t.a., 1h., 65%

64

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética, s’hi introdueix el
malononitril (0,101 g, 1,532 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL d’EtOH, i unes gotes de
piperidina. A continuacid, s’hi afegeix I'N-benzilpiperidona (0,290 g, 1,532 mmol, 1 eq) i
el Sg (0,147 g, 4,596 mmol, 3 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint

I'agitacié constant, a temperatura ambient durant 1 hora.

Per tal d’optimitzar el procés, es realitza la mateixa reaccié utilitzant microones i 'uliraso

durant 1 i 15 minuts, respectivament.

Reactius Quantitat Equivalents

Malononitril ULEe leq
(1,627 mmol)

Ultrasons 1-benzil-4-piperidona UhERiEE leq
(1,627 mmol)

S 0,157 g 3eq
(4,881 mmol)

Malononitril ULy e leq
(0,555 mmol)

Microones 1-benzil-4-piperidona UAEE leq
(0.555 mmol)

S 0,053 g 3eq
(1,665 mmol)
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Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na>SO4

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 64 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(70:30) i s’obté un solid marro.

Massa tedrica: 0,413 g
Massa obtinguda: 0,268 g
Rendiment: 65%

Dades analitiques

, CN
3
5
N S 2
7 1
6 2
5 3

R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,86

Pf: 180-182 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-H (CDClIs, 400 MHz), 5(ppm): 2,90 (t, J = 6 Hz, 2H, H-4); 3,42 (t, J = 6 Hz, 2H, H-
5); 4,47 (s, 2H, H-7); 4,57 (s, 2H, CH2-N); 7,27 (d, J = 7 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7,35-7,44
(m, 3H, H-3’, H-4’, H-5’).

Preparacio de 2-amino-5,6-dihidro-4H-ciclopenta[b]tiofe-3-carboxilat d’etil (93)

COOEt o_d

<CN

E/\:o | D—NH,
s

Sg, EtOH, Piperidina
ta., 1h., 30%

93

Procediment
A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnetica, s’hi introdueix el
cianoacetat d’etil (1,542 mL, d = 1,063 g/mL, 11,888 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL

d’EtOH, i unes gotes de piperidina. A continuacio, s’hi afegeix la ciclopentanona (1,000
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g, 11,888 mmol, 1 eq) i el Sg (1,144 g, 35,664 mmol, 3 eq). La mescla resultant es deixa

reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a temperatura ambient durant 1 hora.

Final de reaccio
S’evapora l'etanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4

anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 93 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(50:50) i s'obté un solid negre.

Massa teorica: 2,512 g
Massa obtinguda: 0,758 g
Rendiment: 30%

Dades analitiques

R (Hexa/AcOEt (8:2)): 0,17

Pf: 140-142 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 1,36 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH3-); 2,62-2,70 (m, 2H, H-
5); 2,78 (d, J = 7 Hz, 2H, H-6); 2,98 (d, J = 7 Hz, 2H, H-4); 4,25 (q, J = 7,2 Hz, 2H, CH.-
0); 5,95 (ba, 2H, NH>-).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 14,6 (CHs); 27,8 (CH,, C-4); 36,7 (CH,, C-5);
37,6 ( CH,, C-6); 59,8 (CH,, CH»-O-); 102,2 (C, C-3); 128,2 (C, C-3a); 140,1 (C, C-6a);
165,1 (C, C-2); 166,9 (C, CO).
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Preparacio de 2-(3-(3-nitrofenil)ureido)-5,6-dihidro-4H-ciclopenta[b]tiofe-3-
carboxilat d’etil (31)

N=C=0
o. [ NO o) OK
) * £
A\ A\
| . NH, THF, ta., 72 h. | S NN NO:
93 \/ 31
THF, +BuO"K*

90°C,72h., <5%

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i refrigerant, es disposa
I'amino-éster de partida 93 (0,089 g, 0,402 mmol, 1 eq) dissolt en THF, el terc-butoxid
potassic (0,047 g, 0,402 mmol, 1 eq) i el 3-nitrofenilisocianat (75) (0,069 g, 0,402 mmol,
1 eq). La mescla resultant es deixa reaccionar, mantenint I'agitacié constant, a 90 + 10
°C durant 72 hores.

Final de reaccio
El cru de reacci6 s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases organiques reunides

s’assequen sobre Na>SO, anhidre, es filtren i s’evaporen a sequedat.

Es va repetir la reaccié en les mateixes condicions, afegint t-BuOK en excés. Es va
aconseguir aillar una petita quantitat de producte, perd no la suficient com per

caracteritzar-lo.

Preparacio de (7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolin-8-il)metanol (96)

0
o) 0
O SO
o N" cl NaBH,, MeOH 0 N cl

ta., 1h., 44%
43 96

Procediment
A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d'agitacio magnética i sortida de gasos,
s’hi addiciona l'aldehid de partida 43 (0,302 g, 1,210 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de

MeOH. La mescla es refreda en un bany extern de gel i, a continuacio, s’hi afegeix a poc
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a poc el borohidrur sodic (excés). La reaccié es deixa sota agitacié constant i a

temperatura ambient durant 1 hora.

Final de reaccio

S’evapora el metanol a sequedat. S’afegeix aigua al cru de reaccidé i s’extreu amb
diclorometa (3 x 20 mL). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4
anhidre, es filtren i s’evaporen a sequedat. El residu obtingut és un solid cristal-li groc,
corresponent al producte 96, que no es purifica sind que s’utilitza directament per a la

seglent etapa sintética.

Massa obtinguda: 0,134 g
Massa teorica: 0,304 g
Rendiment: 44%

Dades analitigues
o0 9 .
IO O0
3 —
(0] N7 Cl
4 5 6
Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,50
Pf: 207-209 °C (metanol).
IR (KBr) v (cm™): 1075 (C-O-); 1235 (Ar-O-); 3280 (OH).
RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 4,36 (sc, 4H, CH,-O (x2)); 4,88 (dd, J =5,7 Hz, J =
1,0 Hz, 2H, CH,-OH); 5,30 (s, 1H, -OH); 7,21 (s, 1H, H-10); 7,48 (s, 1H, H-5); 8,09 (s,
1H, H-9).
RMN-13C (DMSO-d¢, 50,3 MHz), 5(ppm): 60,1 (CH.-O-); 64,3 (CH.-O-); 112,0 (CH, C-

10); 112,3 (CH, C-5); 123,3 (C, C-9a); 131,7 (C, C-8); 134,7 (CH, C-9); 142,6 (C, C-5a);
144,8 (C, C-10a): 146,8 (C, C-7); 147,4 (C, C-4a).

Preparacio de 8-(bromometil)-7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolina (95)

BBI’3’/CH20|2

ta., 24 h.
NBS/PPhs

DMF
40 °C, 24 h., 38%

0
Cr o 006
0 N~ >l 0 N~ >Cl
96 95
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Condicions a:
Procediment
A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i acoblat a un capcal
de vidre i amb clau, s’hi introdueix el producte de partida 96 (0,112 g, 0,445 mmol, 1 eq)
dissolt en 10 mL de diclorometa. La mescla es refreda a -78 £ 5 °C en un bany extern
de gel i, a continuacio, s’hi afegeix el BBr3 (0,042 mL, d = 2,64 g/mL, 0,445 mmol, 1 eq).

La mescla resultant es deixa reaccionar a temperatura ambient durant 24 hores.

Final de reaccio

S’afegeix una petita quantitat d’aigua al cru de reaccié i s’evapora el metanol a sequedat.
S’hi addicionen 20 mL d’aigua i es realitza una extraccié amb CH.Cl; (3 x 20 mL). Les
fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtren i s’evaporen a
sequedat. El residu obtingut és un solid pulverulent marré clar, que per espectre d’'RMN-

'H demostra no ser I'estructura desitjada.

Condicions b:
Procediment
A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética, s’hi introdueix I'alcohol
de partida 96 (0,209 g, 0,830 mmol, 1 eq) dissolt en 6 mL de DMF, I'N-bromosuccinimida
(0,300 g, 1,660 mmol, 2 eq) i la trifenilfosfina (0,441 g, 1,660 mmol, 2 eq). La mescla es

deixa reaccionar, sota agitacié constant, a 40 + 10 °C durant 24 hores.

Final de reaccio
S’hi addicionen 20 mL d’aigua i es realitza una extraccié amb éter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na SO, anhidre, es filtren i s’evaporen a

sequedat.
Purificacié
El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice en el CombiFlash®

Ry. El producte esperat 95 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil (70:30) i s’obté

un solid pulverulent groc clar.

Massa obtinguda: 0,100 g
Massa teodrica: 0,261 g
Rendiment: 38%

Dades analitiques

o0 9 .
O
3 —

(@] N™ 7 CI

4 5 6
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R: (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,53
RMN-'H (CDCl3z, 400 MHz), &(ppm): 4,41 (sc, 4H, CH»-O (x2)); 4,90 (s, 2H, CH»-Br);
7,21 (s, 1H, H-10); 7,31 (s, 1H, H-5); 8,01 (s, 1H, H-9).

Preparacié d’1-(7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolin-8-il)-N-metilmetilen

amina (94)

[OmBr NH2'CH3 . [Om\u/CHg
b
0] N Cl reﬂUX, 7 d., 100% e} N/ Cl

94

95

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i refrigerant de reflux,
s’hi introdueix el producte de partida 95 (0,090 g, 0,286 mmol, 1 eq) i s’afegeixen 3 mL
de metilamina. La mescla s’escalfa fins a temperatura de reflux i es deixa reaccionar

durant 7 dies, afegint periodicament petits volums de metilamina.

Final de reaccio

S’addicionen 20 mL d’aigua i es realitza una extracci6 amb CH2Cl, (3 x 20 mL). Les
fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtren i sS’evaporen a
sequedat. El producte obtingut 94 és un semisolid groguenc, que es purificara a la

I'etapa seguent.

Massa obtinguda: 0,076 g
Massa teorica: 0,076 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

! 0 9 6
) Om\N/CHg,
§ N
3 —
(0] N" 7 Cl
4 5 6
Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,18
RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 2,27 (s, 3H, CH»2-N); 3,06 (s, 2H, CH-Br); 4,30 (sc,

4H, CH,-O (x2)); 4,51 (s, 1H, NH); 6,86 (s, 1H, H-10); 7,03 (s, 1H, H-5); 7,17 (s, 1H, H-
9).
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Preparacié d’1-((7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolin-8-il)metil)-1-metil -

3-(3-nitrofenil)urea (32)
©/N:C:O
NO
Coor o C m
o N THF, t.a., 48 h., 27%

94 32

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnética, s’introdueix el
producte de partida 94 (0,082 g, 0,310 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de THF. A
continuacio, s’hi afegeix lisocianat 75 (0,051 g, 0,310 mmol, 1 eq). La mescla resultant

es deixa reaccionar durant 48 hores a temperatura ambient.

Final de reaccid i purificacié
S’evapora el THF i el producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice
en el CombiFlash® Ry El producte esperat 32 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat

d’etil (70:30) i s’obté un solid de color groc pal-lid.

Massa obtinguda: 0,030 g
Massa tedrica: 0,133 g
Rendiment: 23%

Dades analitiques

5
o0 o j\ ¢ ‘
20 NN ONTE 3°NO,
G
*>o NEER R
4 5 6
Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,18
RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 3,08 (s, 3H, CH2-N); 4,31 (sc, 4H, CH»-0O (x2)); 4,52
(s, 2H, CH2-Ar); 5,89 (ba, 1H, NH); 6,86 (s, 1H, H-10); 7,06 (s, 1H, H-5); 7,20 (s, 1H, H-

9); 7,33 (t, J = 7Hz, 1H, H-5'); 7,74 (d, J = 7THz, 1H, H-4’); 7,78 (dd, J = 7Hz, J = 1,2Hz,
1H, H-6’); 8,08 (s, J = 1,2 Hz, 1H, H-2)).
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Preparacié  d’(E)-N-benzil-1-(7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolin-8-il)

metanimina (114)
(jANH2
o)
13
Eﬁ@@% " e
_ APTS, tolug P
0 N S, tolue 0 N~ >cl

reflux, 24 h., 83%
43 114

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb Dean-Stark i refrigerant, es disposen
la benzilamina (113) (0,105 mL, d = 0,98 g/mL, 0,961 mmol, 1,2 eq), el 7-cloro-2,3-
dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolina-8-carbaldehid (43) (0,200 g, 0,801 mmol, 1 eq) i una
punta d’espatula d’APTS, dissolts en tolué anhidre. La mescla es manté a reflux i sota

agitacié constant durant 24 hores.

Final de reaccio

El cru de reaccié s’alcalinitza amb una dissolucié de NaOH 2N i s’extreu amb acetat
d’etil (3 x 20 mL). Les fases organiques reunides s’assequen sobre Na,SO, anhidre, es
filtren i s’evaporen a sequedat. El producte esperat 114 és un solid de color marrondés

gue no es purifica sin6 que es fara en la segiient etapa sintética.

Massa obtinguda: 0,224 g
Massa tedrica: 0,260 g
Rendiment: 86%

Dades analitiques
T o0 9 .
S00AAS
*>No N Cl
4 5 6
Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,68
RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 4,35-4,40 (m, 4H, CH2-O (x2)); 4,90 (s, 2H, CH>-

Ar); 7,13-7,20 (m, 3H, H-3", H-4’, H-5); 7,38 (d, J = 8Hz, 2H, H-2, H-6"); 7,44 (s, 1H, H-
10); 7,48 (s, 1H, H-5); 8,68 (s, 1H, H-9); 8,86 (s, 1H, -C=C-H).
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Preparacié6 de (7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolin-8-il)metilenamina
(115)

H, cat.
Pd/C 10 %

O N (0]
OO O™
— —
o) N Cl t.a., 72 h. o) N cl
114 115

Procediment

A un matras de coll llarg, emprat per a les reaccions d’hidrogenacié, s’hi introdueix el
producte de partida 114 (0,215 g, 0,662 mmol, 1 eq) dissolt en 30 mL de metanol. A
continuacio, s’hi addiciona una suspensié de pal-ladi carbé al 10% (p/p) (0,022 g) en el
mateix dissolvent i el matras es col-loca en un sistema d’hidrogenacié proveit amb una
columna d'1l L que conté I'hidrogen. Es deixa reaccionar sota agitacié constant i a

temperatura ambient durant 72 hores.

Final de reaccio
Es filtra el pal-ladi a pressio atmosférica amb doble paper de filtre i s’evapora el metanol

a sequedat.

Es realitza un espectre d’'RMN-'H del producte obtingut, que confirma que no s’ha

obtingut I'estructura desitjada 115.

Preparaci6 de 2-bromoacetat de (7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolin-8-
ilmetil (116)

O (@]
Br
0 N oH Br)J\/ 0] N O)J\/Br
— [ —
96 t.a., 24 h., 100% 116

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi afegeix el producte de partida 96 (0,063 g,
0,250 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de diclorometa i la trietilamina (0,042 mL, d = 0,726
g/mL, 0,300 mmol, 1,2 eq). A continuacio, es refreda el matras amb un bany extern de
gel i aigua i s’hi addiciona el bromur de bromoacetil (0,026 mL, d = 2,317 g/mL, 0,300
mmol, 1,2 eq). La mescla resultat es deixa reaccionar a temperatura ambient i sota

agitacié constant durant 24 hores.
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Final de reaccio
S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

El producte obtingut 116, un semisolid marro, s’utilitza per dur a terme la seguient reaccio

sense purificacio previa per evitar la pérdua de producte.

Massa tedrica: 0,093 g
Massa obtinguda: 0,093 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

T 0 9 )
O
*>o N/7 Cl

4 5 8
Rr (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,74

RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 4,37 (sc, 4H, CH.-O (x2)); 4,73 (s, 2H, CH,-Br);
5,35 (s, 2H, CH»-O); 6,86 (s, 1H, H-10); 7,08 (s, 1H, H-5); 8,04 (s, 1H, H-9).

Preparaci6 de 2-(naftalen-2-iloxi)acetat de (7-cloro-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]
qguinolin-8-il)metil (117)

"
0 0
66
(0] X OJJ\/Br 0 N O)J\/O
C ) C ) I
o N~ ~Cl NaH, DMF 0 N~ ~Cl
116

150 °C, 48 h.
17

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi addiciona el B-naftol (66) (0,035 g, 0,309 mmol, 1 eq) dissolt en 15 mL de
DMF i I'NaH (0,008 g, 0,340 mmol, 1,1 eq) i es deixa reaccionar a temperatura ambient
durant 30 minuts. A continuacid, s’hi afegeix I'éster 116 (0,115 g, 0,309 mmol, 1 eq). La
mescla resultant es deixa reaccionar, amb agitacié constant, a 150 + 10 °C durant 48

hores.
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Final de reaccio

S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a
sequedat.

Es realitza un espectre dRMN-'H del producte obtingut, que confirma que no s’ha

obtingut I'estructura desitjada 117.

Preparaci6 de 7-amino-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolina-8-carbaldehid
(118)

o 0
peoa See e,
[o N NaNH,, DMF o N"NH,
43 60°C,4d., 27% 118

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i refrigerant de reflux,
s’hi introdueix I'aldehid de partida 43 (0,325 g, 1,302 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de
DMF. Seguidament, s’hi afegeix NaNH: (excés) i la mescla es deixa reaccionar durant

4 dies a 60 £ 10 °C, incrementant la temperatura fins a temperatura de reflux les ultimes
24 hores.

Final de reaccio

S’addicionen 20 mL d’aigua i es realitza una extracciéo amb éter dietilic (3 x 20 mL). Les
fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na.SO, anhidre, es filtren i sS’evaporen a
sequedat. El producte obtingut 118 és un solid cristal-li groguenc, que es purificara a

I'etapa seguent.

Massa obtinguda: 0,082 g
Massa teorica: 0,300 g
Rendiment: 27%

Dades analitiques
1 (0]
09
f]@@% "
3 ~
o) N”7 NH,
4 5 6

R: (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,68
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RMN-H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 4.32-4.34 (m, 4H, CH>-O x 2); 7.08 (s, 1H, H-10);
7.16 (s, 1H, H-5); 8.29 (s, 1H, H-9); 10.12 (s, 1H, CHO).

Preparaci6 de 2-bromo-N-(8-formil-2,3-dihidro-[1,4]dioxino[2,3-g]quinolin-7-il)
acetamida (119)

0 )
0
B O
0 B NH
LA, ‘
0 N~ NH
0 N” NH, EtsN, CH,Cl, ﬂABr
ta. 4 h. 62% o)
118 119

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat s’hi afegeix 'amina de partida 118 (0,082 g, 0,356
mmol, 1 eq) dissolta en 15 mL de diclorometa i la trietilamina (0,060 mL, d = 0,726 g/mL,
0,427 mmol, 1,2 eq). A continuacié, es refreda el matras amb un bany extern de gel i
aigua i s’hi addiciona el bromur de bromoacetil (0,037 mL, d = 2,317 g/mL, 0,427 mmol,
1,2 eq). La mescla resultat es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacio

constant, durant 4 hores.

Final de reaccio
S’afegeix gel al cru de reacci6 i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

El producte obtingut 119, un solid pulverulent taronja, s’obté amb una puresa suficient

per procedir amb la sequiencia sintética.

Massa teorica: 0,125 g
Massa obtinguda: 0,078 g
Rendiment: 62%

Dades analitiques
! 10 o9 6 Q
2 o X H
3[O N/ NH
" p ) 7 TﬁB
(0]
Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,76

r
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RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 4,32-4,34 (m, 4H, CH»-O x 2); 5,33 (s, 2H, CHz-
Br); 7,10 (s, 1H, H-10); 7,17 (s, 1H, H-5); 7,88 (ba, 1H, NH); 8,28 (s, 1H, H-9); 10,11 (s,
1H, CHO).

Preparacié d’1-metil-4-(3-nitrofenil)piperazina (98)

Br\©/ NO,
99 / \
—N NH > —N N
C82CO3 __/

Pd(P(O-tO|I|)3)2C|2
() BINAP, tolué 98
140 °C, 48 h., 76%

)

(

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb tap de rosca especial per a les
reaccions d’acoblament i préviament flamejat sota atmosfera d’argo, s’hi addicionen,
sempre sota atmosfera inert, el 3-bromonitrobenzé (99) (0,600 g, 2,970 mmol, 1 eq), I'N-
metilpiperazina (0,329 mL, d = 0,903 g/mol, 2,970 mmol, 1 eq), el carbonat de cesi (1,161
g, 3.564 mmol,1,2 eq), el pal-ladi i el (+) BINAP (quantitat catalitica) en el si de tolue (20
mL). El matras es tanca herméticament i la mescla es deixa reaccionar, amb agitacio
constant, a 140 + 10 °C durant 48 hores. Passat aquest temps, s’observa per

cromatografia de capa fina la formacié d’una nova taca.

Final de reacci6 i purificaci6

S’evapora el dissolvent a sequedat al rotavapor i el residu obtingut es purifica mitjangant
una cromatografia de columna de gel de silice. S’empren mescles d’hexa i acetat d’etil
de polaritat creixent com a eluents. El producte desitjat 98 elueix amb una polaritat

d’hexa/acetat d’etil (25:75) i s’obté un solid marré.

Massa teorica: 0.657 g
Massa obtinguda: 0,502 g
Rendiment: 76%

Dades analitiques

5 6 2 3 NO,
/ \ 1
—N N 4
ANEA L
3 2 6 5

R (AcOEt/MeOH (5:5)): 0,43
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RMN-H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 2,36 (s, 3H, CH3-N); 2,58 (t, J = 5 Hz, 4H, CH2-N);
3,30 (t, J = 5 Hz, 4H, CH,-N-Ar); 7,18 (dd, J = 2 Hz, J = 8 Hz, 1H, H-6); 7,36 (t, J = 8 Hz,
1H, H-5); 7,64 (dd, J = 2 Hz, J = 8 Hz, 1H, H-4); 7,71 (d, J = 2 Hz, 1H, H-2).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), §(ppm): 46,1 (CH3-N); 48,6 (CH2, CH2-N-Ar); 48,9 (CH,,
CH.-N-Ar); 54,9 (CH2, CH>-N-CHpg); 55,0 (CH2, CH>-N-CHs); 109,3 (CH, C-2); 112,8 (CH,
C-4); 118,5 (CH, C-6); 129,1 (CH, C-5); 144,9 (C, C-1); 151,6 (C, C-3).

Preparacié d’1-metil-4-(3-aminofenil)piperazina (97)

NO, NH,
/—\ @ H, cat. /\ @
—N N —N N
— Pd/C 10% ~—
98 MeOH 97

t.a., 24 h., 78%

Procediment

A un matras de coll llarg, emprat per a les reaccions d’hidrogenacid, s’hi introdueix el
producte de partida 98 (0,927 g, 4,388 mmol, 1 eq) dissolt en 30 mL de metanol. A
continuacio, s’hi addiciona una suspensié de pal-ladi carbé al 10% (p/p) (0,093 g) en el
mateix dissolvent i el matras es col-loca en un sistema d’hidrogenacié proveit amb una
columna d’1 L d’hidrogen. Es deixa reaccionar, sota agitacié constant i a temperatura

ambient, fins que s’observa que no queda producte de partida en la capa fina.

Final de reacci6
Es filtra el pal-ladi a pressido atmosférica amb doble paper de filtre i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

Purificacié
El producte final és un semisolid marré que no es purifica sind que es fa en l'etapa
seguent. El procés de purificaci6 per cromatografia de columna disminueix

considerablement el rendiment ja que el producte queda parcialment retingut a la silice.

Massa teorica: 0,838g
Massa obtinguda: 0,651 g
Rendiment: 78%

Dades analitiques

5 6 » 3 NH2
/ \ 1
—N N 4
AANEVAL
3 2 6 5
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R (AcOEt/MeOH (5:5)): 0,25

RMN-H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 2,36 (s, 3H, CH3-N); 2,57 (t, J = 5 Hz, 4H, CH2-N);
3,19 (t, J = 5 Hz, 4H, CH>-N-Ar); 3,6 (ba, 2H, NH»-); 6,20 (dd, J = 2 Hz, J = 8 Hz, 1H, H-
4); 6,26 (d, J = 2 Hz, 1H, H-2); 6,35 (dd, J = 2 Hz, J = 8 Hz, 1H, H-6); 7,04 (t, J = 8 Hz,
1H, H-5).

Preparacié d’1-(3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)-3-(3-nitrofenil)urea (33)

0]
>—NH
HN
=0 - O
—N N > —N N
_/ /

THF, 70 °C, 48 h., 46%
97 33
Procediment
A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitacid magneética i préviament flamejat
sota atmosfera d’argo, s’introdueix el producte de partida 97 (0,057 g, 0,298 mmol, 1 eq)
dissolt en 15 mL de THF i es deixa reaccionar a temperatura ambient fins que es forma
una solucié homogeénia. A continuacid, s’hi afegeix l'isocianat 75 (0,050 g, 0, 298 mmol,

1 eq) i la reaccio s’escalfa a 70 + 10 °C durant 48 hores.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb dietileter (3 x 15 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre Na SO, anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent

al rotavapor amb I'ajuda del buit.

Purificaci6
El residu obtingut es purifica mitjangant una columna de gel de silice en el CombiFlash®
Rr. El producte esperat 33 elueix amb una polaritat d’acetat d’etil/metanol (90:10) i s’obté

un solid taronja.

Massa teorica: 0,106 g
Massa obtinguda: 0,049 g
Rendiment: 46%
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Dades analitiques

(0)
>-N|-%' 2
, NH
Y 3 6 5 NO,
—N N Yo 4
_/
6 5

R (AcOEt/MeOH (5:5)): 0,35

Pf: 112-114 °C (Acetat d’etil/Metanol)

RMN-H (CDCls, 400 MHz), (ppm): 2,29 (s, 3H, CHs-N); 2,48 (t, J = 5 Hz, 4H, CH2-N);
3,09 (t, 4H, CH>-N-Ar); 6,58 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6); 6,96 (s, 1H, H-2); 7,08 (t, J = 8 Hz,
1H, H-5); 7,28 (t, J = 8 Hz, 1H, H-5’); 7,63 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4’); 7,73 (d, J = 8 Hz, 1H,
H-6"); 7,80 (ba, 1H, NH); 8,09 (s, 1H, H-2’); 8,18 (ba, 1H, NH).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 8(ppm): 45,8 (CHs-N); 48,4 (CH2-N-Ar); 54,8 (CH2-N-);
107,9 (CH, C-2); 111,3 (CH, C-4); 111,6 (CH, C-6); 113,7 (CH, C-2’); 117,1 (CH, C-4’);
125,0 (CH, C-6’); 129,5 (CH, C-5); 129,9 (C, C-3); 138,9 (C, C-1’); 140,2 (CH, C-5);
148,3 (C, C-3’); 151,8 (C, C-1); 153,6 (C, -CO).

Preparacio de (3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)carbamat d’etil (100)

0
/\O)J\O/\
K,COs, DMF o
A S
80 °C, 24 h. Vg
NH, /\ HN
e, e,
—N N —N N
_/ \\/ _/
97 100
o)
/\O)J\Cl

K,CO3, CH,Cl,
ta. 24 h., 97%

Condicions a):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitacié6 magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix I'anilina de partida 97 (0,134 g, 0,701 mmol, 1 eq) dissolta en 10
mL de DMF. A continuacié, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,116 g, 0,839

mmol, 1,2 eq). La mescla resultant s’agita constantment a temperatura ambient durant
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30 minuts i, posteriorment, s’afegeix el dietilcarbonat (0,094 mL, d = 0,975 g/mL, 0,770
mmol, 1,1 eq). La mescla s’escalfa a 80 + 10 °C i es deixa reaccionar un total de 24
hores.

Final de reaccio

S’afegeix aigua al cru de reaccio i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el
dissolvent a sequedat. No s’observa el producte final esperat 100 en I'espectre d’RMN-

H siné que el producte obtingut correspon al producte de partida.

Condicions b):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi afegeix I'anilina de partida 97 (0,105 g, 0,549
mmol, 1 eq) dissolta en 10 mL de diclorometa i es refreda amb un bany extern de gel i
aigua. A continuacid, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,091 g, 0,658 mmol,
1,2 eq) i el cloroformiat d’etil (0,063 mL, d = 1.135 g/mL, 0,658 mmol, 1,2 eq) i es deixa

reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacié constant, durant 24 hores.

Final de reaccio

S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides es renten amb 20 mL d’aigua destil-lada (3 x 20 mL). La fase
organica resultant s’asseca sobre sulfat sodic anhidre, que posteriorment es filtra i

s’evapora el dissolvent a sequedat.
Purificacié
El producte final 100 s’obté amb una puresa suficient per seguir amb la seqiiéncia

sintetica i, per tant, no requereix purificacié posterior.

Massa tedrica: 0,145 g
Massa obtinguda: 0,140 g
Rendiment: 97%

Dades analitiques

o] S
>0
5 6 2 H3N
/N
—N N 4
AN _ /T
3 2 6 5

R (ACOEt/MeOH (5:5)): 0,42
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RMN-H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 1,30 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CHs-); 2,35 (s, 3H, CHs-N);
2,56 (t, J =5 Hz, 4H, CH2-N-); 3,22 (t, J = 5 Hz, 4H, CH2-N-Ar); 4,20 (g, J = 6,8 Hz, 2H,
CH»2-O-); 6,58 (s, 1H, H-2); 6,62 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6); 6,72 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4); 7,18
(t, J =8 Hz, 1H, H-5).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 14,6 (CHs-, CH3-CHy); 46,0 (CH3-N); 48,8 (CHa,
CH.-N-Ar); 48,8 (CH, CH2-N-Ar); 55,0 (CHz, CH>-N-CHs); 14,6 (CH>-, CH,-CHs); 109,9
(CH, C-2); 110,8 (CH, C-4); 123,2 (CH, C-6); 129,4 (CH, C-5); 139,0 (C, C-1); 151,9 (C,
C-3); 153,8 (C, C=0).

Preparaci6 de 4-metil-N-(3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)piperazina-1-carboxamida
(120)

EtsN, CH,Cl,
ta., 4d.
S~

0 SUNVAR
0 N N—
HN HN
9 9
—N N + —N_ NH —N N
N / /
100

t-BuO™K*, THF
100 °C, 4 d.

Condicions a):

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, préeviament flamejat sota atmosfera d’argd, s’hi
introdueix I'N-metilpiperazina (0,046 mL, d = 0,903 g/mL, 0,418 mmol, 1,1 eq) dissolta
en 20 mL de diclorometa i, a continuacio, s’hi afegeix la trietilamina (0,064 mL, d = 0,726
g/mL, 0,456 mmol, 1,2 eq) i el carbamat de partida 100 (0,100 g, 0,380 mmol, 1 eq). La
mescla es deixa reaccionar, sota agitacié constant, durant 3 dies. Passat aquest temps,
s’observa en el control de reaccié que encara queda producte de partida en el cru de
reaccié. S’hi afegeixen 0,064 mL (0,456 mmol) més de trietilamina i 0,046 mL (0,418

mmol) de piperazina i es deixa reaccionar durant 24 hores més.

Final de reaccio

S’afegeix aigua destil-lada al cru de reaccié i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x
20). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4 anhidre, que es filtra i
s’evapora el dissolvent a sequedat. No s’observa el producte final esperat 120 en

I'espectre d’RMN-H siné que el producte obtingut correspon al producte de partida.
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Condicions b):

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, préeviament flamejat sota atmosfera d’argo, s’hi
introdueix el terc-butoxid potassic (0,085 g, 0,760 mmol, 2 eq) dissolt en 20 mL de THF
i es deixa agitant a temperatura ambient durant 1 minut. A continuaciod, s’hi afegeix el
carbamat 100 (0,100 g, 0,380 mmol, 1 eq) i I'N-metilpiperazina (0,042 mL, d = 0,903
g/mL, 0,380 mmol, 1 eq) a la mescla i es deixa reaccionar, a temperatura ambient i amb

agitacié constant, durant 24 hores.

Passat aquest temps, s’observa en el control de reaccié que encara no s’ha format
producte. S’hi afegeix 0,042 mL (0,380 mmol) de piperazina i la reacci6 s’escalfa a 100

+ 10 °C. Es deixa reaccionar la mescla amb aquestes condicions durant 72 hores més.

Final de reaccio

S’evapora el dissolvent de reaccié al rotavapor. El residu obtingut es dissol amb 15 mL
d'aigua i s’extreu amb acetat d'etil (3 x 15 mL). Les fases organiques reunides
s’assequen sobre Na,SO4 anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent al rotavapor
amb l'ajuda del buit. No s’observa el producte final esperat 120 en I'espectre I’ RMN-!H

sin6 que el producte obtingut correspon al producte de partida.

Preparacio d’1-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)-3-(3-(4-metilpiperazin-1-il)
fenil)urea (34)

o
Ve &
0
/\ 47 —\
—N N —N N
— NaH, DMF —

120°C,5d., 31%
100 34

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnética i previament flamejat
sota atmosfera d’argd, s’hi addiciona I'1,4-benzodioxa-6-amina (47) (0,077 g, 0,505
mmol, 1,1 eq) dissolt en 10 mL de DMF i 'NaH (0,014 g, 0,597 mmol, 1,3 eq) i es deixa
reaccionar a temperatura ambient durant 30 minuts. A continuacié, s’hi afegeix el
carbamat 100 (0,121 g, 0,459 mmol, 1 eq) i la mescla es deixa reaccionar durant 7 dies

a temperatura ambient.
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No s’observa la formacié de producte. Per tal d’afavorir la reaccié, s’augmenta la
temperatura a 120 °C i s’afegeix EtsN i CDI en quantitats catalitiques. Es mantenen
aguestes condicions durant 5 dies, fins la formacié d’'una nova taca en el control de

reaccio per CCF.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccio i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a

sequedat.

Purificaci6
El producte final 34 es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice
manualment, eluint amb una polaritat d’acetat d’etil/metanol (80:20). S’obté un semisolid

maurro.

Massa teorica: 0,174 g
Massa obtinguda: 0,054 g
Rendiment: 31%

Dades analitiques

8 O_>3
7 0,
O &6 5
MNH
2 HN
O
—N N 4'
/
6 5
R: (AcOEt/MeOH (5:5)): 0,34
RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 2,37 (s, 3H, CHs-N-); 2,58 (t, J = 5 Hz, 4H, CH-N-
); 3,18 (t, J = 5 Hz, 4H, CH>-N-Ar); 4,21 (s, 4H, CH2-O (x2)); 6,59 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6");

6,77 (s, 1H, H-2'); 6,78-6,82 (m, 2H, H-4’, H-5); 6,95 (d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 7,05 (d, J =
8 Hz, 1H, H-7); 7,13 (t, J = 8 Hz, H-5).
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Preparacio de 2-bromo-N-(3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)acetamida (121)

O

NH, HO/M\V/Br

ta., 5d.
97

Procediment

CDI, Et3N, CH,Cl,

(0] Br
HN
4@
—N N
___/

121

A un matras de 50 mL de capacitat s’hi introdueix I'acid bromoacétic (0,120 g, 0,863

mmol, 1,3 eq) dissolt en 20 mL de diclorometa i, a continuacio, s’hi afegeix el CDI (0,140
g, 0,863 mmol, 1,3 eq) i la trietilamina (0,112 mL, d = 0,726 g/mL, 0,797 mmol, 1,2 eq).

La mescla es deixa reaccionar sota agitacié constant durant 30 minuts. Finalment, s’hi

afegeix la piperazina 97 (0,127 g, 0,664 mmol, 1 eq) i la mescla resultant es deixa

reaccionar durant 5 dies a temperatura ambient.

Final de reaccio6

S’afegeix aigua destil-lada al cru de reaccié i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x

20). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO,4 anhidre, que es filtra i

s’evapora el dissolvent a sequedat. No s’observa el producte final esperat 121 en

I'espectre d’RMN-H siné que el producte obtingut correspon al producte de partida.

Preparacio de 3,4,5-trimetoxi-N-(3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)benzamida (123)

COOH

H,CO OCH,
OCH,

122

////ngt;EEE\\\

ta., 24h

EtsN, CH,Cl,

t.a., 24 h., 36%

COCI

NH,
OO0
—N N
/
97

H,CO OCH;
OCH,

124
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OCH;
0
OCH;
HN
—\ OCH;
—N N
N
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Condicions a):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb agitaci6 magnética, s’hi introdueix
I'acid 3,4,5-trimetoxibenzoic (122) (0,438 g, 2,065 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL de
diclorometa i, a continuacid, s’hi afegeix I'N,N-carbonilimidazole (0,335 g, 2,065 mmol,
1 eq). La mescla resultant s’agita constantment a temperatura ambient durant 30 minuts
i, posteriorment, s’hi afegeix I'anilina 97 (0,395 g, 2,065 mmol, 1 eq). La mescla es deixa

reaccionar sota agitacié constant durant 24 hores.

Final de reaccio

S’afegeix aigua destil-lada al cru de reacci¢ i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x
20). Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO, anhidre, que es filtra i
s’evapora el dissolvent a sequedat. No s’observa el producte final esperat 123 en

I'espectre d’RMN-H siné que el producte obtingut correspon al producte de partida.

Condicions b):

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi afegeix I'anilina de partida 97 (0,212 g, 1,108
mmol, 1 eq) dissolta en 20 mL de diclorometa i la mescla es refreda amb un bany extern
de gel i aigua. A continuacid, s’hi addiciona la trietilamina (0,186 mL, d = 0,726 g/mL,
1,326 mmol, 1,2 eq) i el clorur d’acid 124 (en excés), préviament format a través de I'acid
corresponent i el clorur de tionil. La mescla resultant es deixa temperar i es fa reaccionar,

a temperatura ambient i sota agitacié constant, durant 24 hores.

Final de reaccio

S’evapora el dissolvent a sequedat i el residu s’extreu tres cops amb 15 mL de dietiléter
i 15 mL d’una dissolucié d’HCI (2N). La fase aquosa es basifica amb NaOH (2N) fins a
pH =8-9 i s’extreu amb diclorometa (3 x 15 mL). A continuacid, la fase organica resultant
s’asseca sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es filtra i s’evapora el dissolvent

a sequedat.
Purificaci6
El producte 123 s’obté en forma de solid marré i amb un grau de puresa elevat, per tant,

no requereix purificacié posterior.

Massa teorica: 0,427 g
Massa obtinguda: 0,155 g
Rendiment: 36%
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Dades analitiques

, 5 0CHs

SN

4 OCH,4
5

! HN 6
/\ 3 2 1 OCH;4
—N N 6'
/
4 5

Rr (AcOEt/MeOH (5:5)): 0,39

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 2,36 (s, 3H, CHs-N); 2,57 (t, J = 5 Hz, 4H, CHx>-N
(x2)); 3,24 (t, J = 5 Hz, 4H, CH2-N-Ar (x2)); 3,90 (s, 3H, CHs-O-); 3,91 (s, 6H, CHs-O-
(x2)); 6,72 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4); 6,95 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6'); 7,08 (s, 2H, H-2, H-6);
7,22 (t, J = 8 Hz, 1H, H-5); 7,47 (s, 1H, H-2); 7,82 (s, 1H, NH-).

RMN-23C (CDCls, 100,6 MHz), 8(ppm): 46,0 (CHs-N); 48,8 (CH,, CH2-N-Ar (x2)); 55,0
(CHaz, CH»-N-); 56,2 (CHs-O- (x2)); 60,9 (CHs-O-); 104,5 (CH, C-2, C-6); 107,9 (CH, C-
2’); 111,3 (CH, C-4); 112,1 (CH, C-6’); 129,4 (CH, C-5'); 130,5 (C, C-1); 138,9 (C, C-1’);
141,0 (C, C-4); 151,9 (C, C-3’); 153,2 (C, C-3, C-5); 165,7 (C, C=0).

Preparacio6 de 2-((3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)amino)benzonitril (125)

CN
Br\© NC
—N N —N N
— Cs,COs 7
Pd(P(o-tolil)s),Cl,
97 (+)-BINAP, tolué 125

150 °C, 24 h., 31%

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb tap de rosca especial per a les
reaccions d’acoblament i préviament flamejat sota atmosfera d’argd, s’hi introdueixen
I'anilina 97 (0,114 g, 0,596 mmol, 1 eq), el 2-bromobenzonitril (74) (0,108 g, 0,596 mmol,
1 eq), el carbonat de cesi (0,233 g, 0,715 mmol, 1,2 eq), el pal-ladi i el (£)-BINAP
(quantitat catalitica) en el si de tolue (20 mL). El matras es tanca i la mescla es deixa
reaccionar, amb agitacié constant, a 150 + 10 °C durant 24 hores. Passat aquest temps,

s’observa en el control de reaccio la formacié d’'una nova taca.

250



Final de reaccio

S’evapora el dissolvent a sequedat i el residu s’extreu tres cops amb 15 mL de dietileter
i 15 mL d’una dissolucié d’HCI (2N). La fase aquosa es basifica amb NaOH (2N) i
s’extreu amb diclorometa (3 x 15 mL). A continuacio, la fase organica resultant s’asseca
sobre sulfat sodic anhidre, que posteriorment es filtra i s’evapora el dissolvent a

sequedat.

Purificacio
El producte 125 s’obté en forma de solid marré i amb un grau de puresa elevat, per tant,

no requereix purificacié posterior.

Massa teorica: 0,174 g
Massa obtinguda: 0,054 g
Rendiment: 31%

Dades analitiques
NC

2 3
;

G
—N N 4

n_/
6' 5'

R (AcOEt/MeOH (5:5)): 0,41
Pf: 79-81 °C (Diclorometa)
RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 2,35 (s, 3H, CHs-N); 2,55 (t, J = 5 Hz, 4H, CH.-N-
); 3,21 (t, J = 5 Hz, 4H, CH>-N-Ar); 6,32 (s, 1H, H-2); 6,78-6,83 (m, 2H, H-4’, H-6); 6,81
(t, J =8 Hz, 1H, H-5’); 7,22-7,27 (m, 2H, H-4, H-6); 7,38 (d, J = 8 Hz, 1H, H-3); 7,51 (t, J
= 8 Hz, 1H, H-5).
RMN-3C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 46,1 (CHs-N); 48,8 (CH2, CH2-N-Ar (x2)) ; 55,0
(CH2, CH2-N- (x2)); 98,2 (C, C-2); 109,3 (CH, C-2); 111,9 (CH, C-6’); 112,8 (CH, C-4’);
114,4 (CH, C-4); 115,5 (C, C=N); 119,0 (CH, C-6); 129,7 (CH, C-5’); 133,0 (CH, C-3);
133,9 (CH, C-5); 140,7 (C, C-3%); 147,5 (C, C-1); 152,5 (C, C-1").
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Preparacio de 4-((3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)amino)benzonitril (127)

NH, CN HN@—CN
o Ty S
—N N -~ —N N
/

C32CO3
Pd(P(0-tolil)3),Cl,
97 (+) BINAP, tolué

140 °C, 48 h., 19%

127

NC

NOCN
O
—N N
__/
128

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb tap de rosca especial per a les
reaccions d’acoblament i préviament flamejat sota atmosfera d’argd, s’hi introdueixen
I'anilina 97 (0,075 g, 0,392 mmol, 1 eq), el 4-bromobenzonitril (126) (0,071 g, 0,392
mmol, 1 eq), el carbonat de cesi (0,153 g, 0,470 mmol, 1,2 eq), el pal-ladi i el (£) BINAP
(quantitat catalitica) en el si de tolué (20 mL). El matras es tanca i la mescla es deixa
reaccionar, amb agitacié constant, a 140 = 10 °C durant 48 hores. Passat aquest temps,
s’observa en el control de reaccié la formacié d’'una nova taca corresponent al producte
disubstituit 128.

Final de reaccio
S’afegeix aigua destil-lada al cru de reaccio i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 15 mL). Les
fases organiques reunides es renten amb aigua (3 x 15 mL) i, posteriorment, s’assequen

sobre Na,SOa anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié

El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry. El producte obtingut 128 és un solid groc que elueix amb una polaritat
d’hexa/acetat d’etil (20:80).

Massa teorica: 0,075 g
Massa obtinguda: 0,030 g
Rendiment: 19%
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Dades analitiques
NC

2' 3
2 3
1 6' 5
—N N 4
__/
6 5

Rt (AcOEt/MeOH (5:5)): 0,51

Pf: 90-92 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 2,33 (s, 3H, CHs-N); 2,54 (t, J = 5 Hz, 4H, CH,-N-
); 3,15 (t, J = 5 Hz, 4H, CH>-N-Ar); 6,52 (d, J = 8 Hz, H-4); 6,62 (s, 1H, H-2); 6,81 (d, J =
8 Hz, 1H, H-6); 7,11 (d, J = 8,8 Hz, 4H, H-3’, H-5'(x2)); 7,25 (t, J = 8 Hz, 1H, H-5); 7,52
(d, J =8,8 Hz, 4H, H-3’, H-4’(x2)).

Preparacio6 de 2-((3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)amino)-2-oxoacetat d’etil (129)

—N N —N N
— Et;N, CH,Cl, —/

o,
97 ta., 24 h., 70% 129

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat s’hi afegeix 'anilina de partida 97 (0,114 g, 0,596
mmol, 1 eq) dissolta en 10 mL de diclorometa i es refreda amb un bany extern de gel i
aigua. A continuacié, s’hi addiciona la trietilamina (0,125 mL, d = 0,726 g/mL, 0,894
mmol, 1,5 eq), el clorooxacetat d’etil (0,082 mL, d = 1,222 g/mL, 0,718 mmol, 1,2 eq) i

es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota agitacio constant, durant 24 hores.

Final de reaccio

S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides es renten amb 20 mL d’aigua destil-lada (3 x 20 mL). La fase
organica resultant s’asseca sobre sulfat sodic anhidre, que posteriorment es filtra i

s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El producte final 129 s’obté amb la puresa suficient per seguir amb la sequéncia

sintetica.
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Massa teorica: 0,174 g
Massa obtinguda: 0,121 g
Rendiment: 70%

Dades analitiques

(@) Vam
3o
5 6 2 HN

/ N\ s 0

—N N 4
4"\ /1

3 2 6 5
R (ACOEt/MeOH (5:5)): 0,32
RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 1,42 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CHs-); 2,42 (s, 3H, CH3-N);
2,68 (t, J = 5 Hz, 4H, CH2-N-); 3,29 (t, J = 5 Hz, 4H, CH,-N-Ar); 4,39 (g, J = 6,8 Hz, 2H,
CH2-O-); 6,74 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6); 6,99 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4); 7,22 (t, J = 8 Hz, 1H,
H-5); 7,39 (s, 1H, H-2); 8,82 (ba, 2H, NH,).

Preparacioé de I'acid 2-((3-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)amino)-2-oxoaceétic (130)

(e) oJ (@) OH
HN o) EtOH/NaOH 2N HN 0
—N N t.a., 24 h. -
\__/ a _/
129 130

Procediment

A un matras de 50 mL s'’introdueix la piperazina de partida 129 (0,100 g, 0,343 mmol, 1
eq) dissolta en 2 mL d’etanol. A continuacié, s’hi afegeixen 8 mL d’una dissolucié aquosa
de NaOH (2N) i la mescla es deixa reaccionar, sota agitacié constant i a temperatura
ambient, durant 2 hores. Passat aquest temps, s’evapora I'etanol al rotavapor amb
I'ajuda del buit i, a continuacio, s’acidifica amb una dissolucié aquosa d’HCI (2N) fins a
pH = 3-4.

Final de reaccio
El cru de reacci6 s’extreu amb diclorometa (3 x 15 mL). Les fases organiques s’ajunten
i s’assequen sobre Na,SO,4 anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat. Per

control de capa fina s’observa que s’ha hidrolitzat 'amida.
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Preparacio de 8-(3-nitrofenil)-1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]deca (102)

Br\©/ NO,
NO,
0] 99 0]
o0 A0
CSZCO3 0]

o}
Pd(P(o-tolil)3),Cl,
103 (£) BINAP, tolué 102
100 °C, 72 h., 100%

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb tap de rosca especial per a les
reaccions d’acoblament i préviament flamejat sota atmosfera d’argé, s’hi introdueixen
I'1,4-dioxa-8-azaspiro (103) (0,635 mL, d = 1,117 g/mL, 4,950 mmol, 1 eq), el 3-
bromonitrobenzé (99) (1,000 g, 4,950 mmol, 1 eq), el carbonat de cesi (1,774 g, 5,445
mmol, 1,1 eq), el pal-ladi i el (£)-BINAP (quantitat catalitica) en el si de tolue (20 mL). El
matras es tanca i la mescla es deixa reaccionar, amb agitacié constant, a 100 + 10 °C
durant 72 hores. Passat aquest temps, s’observa en el control de reaccié la formacio

d’'una nova taca.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccio i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 15 mL). Les fases
organiques reunides es renten amb aigua i s’assequen sobre Na,SO. anhidre, es filtra i

s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El producte obtingut 102, un semisolid vermell, s’obté amb elevada puresa, de manera
que no es procedeix a la purificacié del producte sind que s’utilitzara per dur a terme la

seguent etapa de sintesi.

Massa teorica: 1,308 g
Massa obtinguda: 1,308 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques
NO,

0 22
LX)

O 6 5

R: (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,57
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RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 1,84 (t, J = 5 Hz, 4H, CH»-C- (x2)); 3,43 (t, J =5
Hz, 4H, CHa-N- (x2)); 4,00 (s, 4H, CH2-O- (x2)); 6,29 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6); 6,30 (s, 1H,
H-2); 6,42 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4); 7,00 (t, J = 8 Hz, 1H, H-5).

Preparacio6 de 3-(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)anilina (101)

NO, NH,
o H, cat. o
C X - [ X
o Pd/C 10% o
MeOH
102 ta., 24 h., 97% 101

Procediment

A un matras de coll llarg no esmerilat, emprat per a les reaccions d’hidrogenacié, s’hi
introdueix el nitroderivat de partida 102 (1,300 g, 4,919 mmol, 1 eq) dissolt en 30 mL de
metanol. A continuacid, s’hi addiciona una suspensioé de pal-ladi carbé al 10% (p/p)
(0,130 g) en el mateix dissolvent i el matras es col-loca en un sistema d’hidrogenacio
proveit amb una columna d’'1 L d’hidrogen. Es deixa reaccionar, sota agitacio constant i
a temperatura ambient, fins que s’observa que no queda producte de partida en la capa

fina.

Final de reaccio

Es filtra el pal-ladi a pressido atmosférica amb doble paper de filtre i s’evapora el
dissolvent a sequedat.

Purificacié

L’espectre d’'RMN-*H confirma I'obtencié del producte desitjat 101, un solid marré amb

una puresa suficient per procedir amb la sequiéncia sintética.

Massa teorica: 1,153 g
Massa obtinguda: 1,120 g
Rendiment: 97%

Dades analitiques
NH,
3

0 12

LX)

0 6 5

Rr (hexa/AcOEt (5:5)): 0,14
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RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 8(ppm): 1,84 (t, J = 5 Hz, 4H, CH»>-C- (x2)); 3,31 (t, J =5
Hz, 4H, CH2-N- (x2)); 4,00 (s, 4H, CH,-O- (x2)); 6,20 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4); 6,30 (s, 1H,
H-2); 6,38 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6); 7,00 (t, J = 8 Hz, 1H, H-5).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 34,5 (CH2, CH»-C (x2)); 47,7 (CH2, CH2-N-(x2));
64,3 (CH,, CH,-O- (x2)); 103,5 (CH, C-2); 106,9 (CH, C-4); 107,2 (C, C-espiro); 107,3
(CH, C-6); 130,0 (CH, C-5); 147,3 (C, C-1); 152,0 (C, C-3).

Preparacio d’1-(3-(1,4-dioxa-8-azaspiro[4,5]decan-8-il)fenil)-3-(3-nitrofenil)urea
(35)

; N=C=0 NO,
O

NH, NO, HN

SOV, t . OO

THF, ta., 4 d., 68%

101 35

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnética i préviament flamejat
sota atmosfera d’argd, s’introdueix el producte de partida 101 (0,104 g, 0,444 mmol, 1
eq) dissolt en 20 mL de THF i es deixa reaccionar a temperatura ambient fins que es
forma una solucié homogénia. A continuacid, s’hi afegeix lisocianat 75 (0,073 g, 0,444

mmol, 1 eq) i es deixa reaccionar durant 24 hores a temperatura ambient.

Passat aquest temps, es realitza control per cromatografia de capa fina i s’observa
encara la presencia d’isocianat. Es deixa reaccionar, mantenint les mateixes condicions,

durant 72 hores més.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccid i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques reunides s’assequen sobre Na SO, anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent

al rotavapor amb I'ajuda del buit.
Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el

CombiFlash® Ry. El producte esperat 35 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil
(60:40) i s’obté un sdlid daurat.
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Massa teorica: 0.177 g
Massa obtinguda: 0,120 g
Rendiment: 68%

Dades analitiques

5 4

—NO,

&

o "

M—NH

) HN
0 =
LX)
0]
6 5

R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,20
Pf: 198-200 °C (Hexa/Acetat d’etil)
RMN-H (Acetona, 400 MHz), 8(ppm): 1,77 (t, J =5 Hz, 4H, CH>-C (x2)); 3,32 (t, J=5
Hz, 4H, CH2-N- (x2)); 3,96 (s, 4H, CH2-O- (x2)); 6,67 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6); 6,87 (d, J =
8 Hz, 1H, H-4); 7,12 (t, J = 8 Hz, 1H, H-5); 7,31 (s, 1H, H-2); 7,55 (t, J = 8 Hz, 1H, H-5);
7,81 (d, J =8 Hz, 1H, H-4’); 7,85 (d, J = 8 Hz, 1H, H-6’); 8,14 (s, 1H, NH-); 8,54 (s, 1H,
NH-); 8,65 (s, 1H, H-2').
RMN-3C (CDCls, 100,6 MHz), &(ppm): 35,3 (CH2, CH2-C (x2)); 48,2 (CHa, CH2-N (x2));
64,9 (CHz, CH.-O- (x2)); 107,7 (CH, C-2); 110,6 (CH, C-6); 111,7 (CH, C-4); 113,4 (C,
espiro); 113,7 (CH, C-27); 117,3 (CH, C-6’); 125,1 (CH, C-4’); 130,1 (CH, C-5); 130,7
(CH, C-5"); 141,2 (C, C-3"); 142,4 (C, C-1); 149,7 (C, C-3’); 152,6 (C, C-1); 153,3 (C,
CO).

Preparacié d’1-(3-nitrofenil)-3-(3-(4-oxopiperidin-1-il)fenil)urea (36)

N02 NOZ
0] (0]

D—NH HCI 2N/EtOH D—nH

HN HN
0
[ ><:/\N 85°C, 5d. O:CN
o
35 36

Procediment
A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitacié magnética i refrigerant de reflux,
s’hi introdueix el producte de partida 35 (0,056 g, 0,141 mmol, 1 eq) dissolt en 3 mL
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d’etanol. A continuacio, s’addicionen 7 mL d’acid clorhidric aquds (2N) i es deixa

reaccionar, sota agitacié constant, a 85 + 10 °C durant 5 dies.

Final de reaccio

S’evapora l'etanol a sequedat i el cru de reaccido es basifica amb NaOH (2N).
Posteriorment, s’extreu tres cops amb diclorometa (3 x 15 mL). Les fases organiques
s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a
sequedat. No s’observa el producte final esperat 36 en I'espectre d’RMN-H siné que el

producte obtingut correspon al producte de partida.
Preparacié d’1-(3-aminofenil)piperidin-4-ona (131)

HCI 2N/EtOH
t.a., 2 h.

NH, /\ NH,
OO o~
101 \*/ 131

HCI 2N/Isopropanol
85°C, 24 h.

Condicions a):
Procediment
A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnética, s’hi introdueix el
producte de partida 101 (0,145 g, 0,619 mmol, 1 eq) dissolt en 2 mL d’etanol. A
continuacio, s’addicionen 8 mL d’acid clorhidric aquds (2N) i es deixa reaccionar, a

temperatura ambient i sota agitacié constant, durant 2 hores.

Final de reaccio

S’evapora l'etanol a sequedat i el cru de reacci6 es basifica amb NaOH (2N).
Posteriorment s’extreu tres cops amb diclorometa (3 x 15 mL). Les fases organiques
s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a
sequedat. No s’observa el producte final esperat 131 en I'espectre d’RMN-'H siné que

el producte obtingut correspon al producte de partida.

Condicions b):

Procediment
A un matras de 50 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magneética, s’hi introdueix el
producte de partida 101 (0,145 g, 0,619 mmol, 1 eq) dissolt en 5 mL d’isopropanol. A
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continuacio, s’addicionen 5 mL d’acid clorhidric aquds (2N) i es deixa reaccionar, a

temperatura ambient i sota agitacio constant, durant 24 hores.

No s’observa la formacié de producte. Per tal d’afavorir la reaccio, es sotmet la mescla

a una temperatura de 85 °C durant 24 hores.

Final de reaccio

S’evapora l'isopropanol a sequedat i el cru de reaccié es basifica amb NaOH (2N).
Posteriorment, s’extreu tres cops amb diclorometa (3 x 15 mL). Les fases organiques
s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el dissolvent a

sequedat. L'espectre d’RMN-!H confirma que no s’ha produit la hidrolisi de I'acetal.

Preparaci6 de  2,2,2-trifluoro-1-(6-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,3,8,9-tetrahidro-[1,4]
dioxino[2,3-glisoquinolin-7(6H)-il)etan-1-ona (107)

O~ _H

H,CO OCH, o

2
N
0 NH, 110 ¢} \ﬂ/
So i ~ :
o 1. EOH, reflux, 16 h. O
HsCO

Dean Stark, reflux, 24 h. OCH
2. CF3COOH, (CF5C0),0 OcH 3
reflux, 16 h., 16% 3

109

107

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, préviament flamejat i equipat d’agitacié magnética
i refrigerant de reflux, s’hi introdueix el producte de partida 109 (0,250 g, 1,395 mmol, 1
eq) dissolt en 20 mL d’etanol, 0,1 mL d’HCl i el 3,4,5-trimetoxibenzaldehid (110) (0,410
g, 2,092 mmol, 1,5 eq), sota atmosfera inert. A continuacio, s’addiciona trietilamina fins
assolir pH = 6-7 i la mescla es manté a reflux i sota agitacié constant durant 16 hores.
Passat aquest temps, s’evapora el dissolvent a sequedat i el residu es dissol en acetat
d’etil (20 mL), es neteja amb NaOH 2N (3 x 20 mL), es filtra i s’evapora el dissolvent al
rotavapor. Posteriorment, s’afegeixen 3 mL de I'acid trifluoroacétic i 3 mL de I'anhidrid
trifluoroacetic i la mescla es deixa reaccionar, a temperatura de reflux i sota agitacié

constant, durant 16 hores més.
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Final de reaccio
S’hi addicionen 20 mL de NaOH 2N i es fa una extraccié amb acetat d’etil (3 x 20 mL).
Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO. anhidre, que es filtra i

s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R:. El producte esperat 107 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(70:30) i s’obté un semisolid marré.

Massa teorica: 0,638 g
Massa obtinguda: 0,102 g
Rendiment: 16%

Dades analitiques

Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,75

IR (film) v (cm™): 1686 (C=0), 1504 (Ar-H), 1299 (Ar-O), 1127 (C-0).

MS (El) (m/z, %): 453,2 (M*, 71), 438,2 (M*-CHjs, 100); 286,1 (M*-CgH1103, 32).
RMN-H (CDCls, 300 MHz), 5(ppm): 2,75-2,82 (m, 1H, H-9); 2,94-3,05 (m, 2H, H-9, CH.-
N); 3,18-3,25 (m, 1H, CHx-N); 3,77 (s, 6H, CHs-O- (x2)); 3,83 (s, 3H, CH,-O); 4,20-4,25
(m, 4H, CH2.0); 6,45 (s, 2H, H-2', H-6"); 6,57 (s,1H, H-5); 6,62 (s, 1H, H-6); 6,70 (s, 1H,
H-10).

RMN-3C (CDCls, 75,5 MHz), 8(ppm): 28,4 (CH,, CHaN); 39,5 (CHa, CH.-Ar); 56,2 (CH,
C-6); 60,8 (CH3, OCHj3 (x2)); 64,4 (CH3, OCHj3); 106,2 (CH, C-2’, C-6’); 116,5 (CH, C-5);
116,3 (C, J = 287 Hz, CF3); 116,8 (CH, C-10); 126,0 (C, C-1’); 136,5 (C, C-5a); 137,8 (C,
C-9a); 142,3 (C, C-10a); 142,9 (C, C-4a); 152,9 (C, C-4’); 153,0 (C, C-3’, C-5); 156,4
(C, C=0).
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Preparaci6 de 6-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,3,6,7,8,9-hexahidro-[1,4]dioxino[2,3-g]

isoquinolina (105)

[O O ’
N_ CF [ O
o) 3 NaOH 2N, MeOH NH

g o)

0
O 80 °C, 24 h., 94% O
HsCO OCHs HsCO OCHs

OCHj,4 OCH3,

107 105

Procediment
La isoquinolina-N-protegida 107 (0,285 g, 0,629 mmol, 1 eq) es dissol en MeOH (10 mL)
en un matras de 100 mL i s’hi addicionen 30 mL de NaOH 2N. La mescla es deixa

reaccionar, sota agitacié constant, a 80 + 10 °C durant 24 hores.

Final de reacci6
S’evapora el metanol al rotavapor i la fase aquosa s’extreu amb éter dietilic (3 x 20 mL).
La fase organica resultant s’asseca sobre sulfat sodic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El producte final obtingut 105, és un solid de color marr6 que s’obté amb la puresa
suficient per seguir amb la seqiiéncia sintética i, per tant, no requereix purificacio

posterior.

Massa teorica: 0,225 g
Massa obtinguda: 0,212 g
Rendiment: 94%

Dades analitiques

Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,10
Pf: 131-133 °C (eter dietilic)
IR (KBr) v (cm™): 3100 (NH), 1589 (C=C), 1297 (Ar-O), 1125 (C-0).
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RMN-'H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 2,66-2,73 (m, 1H, H-9), 2,94-3,09 (m, 2H, H-9, CH.-
N), 3,26-3,29 (m, 1H, CH,-N), 3,82 (s, 6H, CHsO (x2)), 3,84 (s, 3H, CHz0), 4,21 (m, 4H,
CH20 (x 2)), 4,91 (s, 1H, H-6), 6,29 (s, 1H, H-5), 6,53 (s, 2H, H-2', H-6"), 6,64 (s, 1H, H-
10).

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 8(ppm): 28,9 (CH2, C-9); 43,1 (CHz, CH:N); 56,0 (CHs,
OCHs (x2)); 60,7 (CHs, OCHs); 62,4 (CH, C-6); 64,2 (CH,, OCH,); 64,3 (CHz, OCHy);
105,6 (CH, C-2", C-6'); 115,9 (CH, C-5); 116,6 (CH, C-10); 128,1 (C, C-5a); 131,3 (C, C-
9a); 140,1 (C, C-1'); 141,4 (C, C-4a); 141,9 (C, C-10a); 152,8 (C, C-4’); 152,9 (C, C-3,
C-5).

Preparaci6o d’N-(3-nitrofenil)-6-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,3,8,9-tetrahidro-[1,4]dioxino
[2,3-glisoquinolina-7(6H)-carboxamida (38)

N=C=0
0 0
(1) no: SOOW:
NH N_ _N NO
(@) 75 O \n/ 2
- 0
O THF, 50 °C, 48 h., 20% O
H4CO OCHs H4CO OCH,

OCH, OCHs

105 38

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitaci6 magnetica, s’hi introdueix el
producte de partida 105 (0,167 g, 0,467 mmol, 1 eq) dissolt en 20 mL de THF. A
continuacio, s’hi afegeix el 3-nitrofenilisocianat (75) (0,077 g, 0,467 mmol, 1 eq) i es

deixa reaccionar durant 24 hores a temperatura ambient.

Passat aquest temps, per CCF s’observa que ha comengat a formar-se un nou producte,
tot i que no ha reaccionat de manera completa degut a la presencia de producte inicial.
Per tal d’afavorir la reaccid, s’escalfa la mescla a 50 £ 10 °C i es mantenen aquestes

condicions durant 24 hores més.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reacci6 i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO. anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 38 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(70:30) i s’obté un solid taronja.

Massa teorica: 0,244 g
Massa obtinguda: 0,048 g
Rendiment: 20%

Dades analitiques

R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,35

Pf: 98-100 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-1H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 2,92 (m, 2H, H-9); 3,78 (m, 2H, CH,-N); 3,81 (s,
6H, CHs-O- (x2)); 3,83 (s, 3H, CH3-0-); 4,25 (s, 4H, CH>-O(x2)); 6,17 (s, 1H, H-6); 6,53
(s, 2H, H-2’, H-6); 6,68 (s, 1H, H-10); 6,71 (s, 1H, H-5); 6,76 (s, 1H, NH); 7,41 (t, J = 8,2
Hz, 1H, H-5”); 7,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-6"); 7,85 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-4"); 8,18 (s, 1H,
H-2").

RMN-23C (CDCls, 100,6 MHz), 8(ppm): 27,8 (CH,, C-9); 40,4 (CH,, C-8); 56,2 (CHs,
CH3-O- (x2)); 57,2 (CHs, CHs-0O-); 60,4 (CH, C-6); 60,8 (CH,, CH»-O- (x2)); 104,9 (CH,
C-2’, C-6); 114,4 (CH, C-5); 116,5 (CH, C-10); 116,6 (CH, C-2”); 17,5 (C, C-4"); 125,6
(CH, C-6”); 127,5 (C, C-9a); 128,4 (C, C-6a); 129,5 (CH, C-5”); 137,1 (C, C-1”); 138,1
(C, C-1'); 140,5 (C, C-4’); 142,2 (C, C-10a); 142,9 (C, C-4a); 148,4 (C, C-3”); 153,4 (C,
C-3, C-5'); 154,6 (C, C=0).
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Preparaci6 de 2,2,2-trifluoro-1-(6,7-dimetoxi-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-dihidro
isoquinolin-2(1H)-il)etan-1-ona (106)

H,CO OCHj
OCHs

HsCO:I:::]/A\V/NHz 110
H,CO 1. APTS-tolué

Dean Stark, reflux, 24 h.

2. TFA, TFAA
108 ta., 24 h, 33%

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat amb Dean-Stark i refrigerant de reflux, es
disposen la fenetilamina 108 (2,000 g, 11,036 mmol, 1 eq), el 3,4,5-trimetoxibenzaldehid
(110) (2,380 g, 12,140 mmol, 1,1 eq) i una punta d’espatula d’APTS, dissolts en tolué
anhidre. La mescla es manté a reflux i sota agitacié constant durant 24 hores. Passat
aquest temps, per control de capa fina s’observa la formacié de I'imina corresponent. Es
filtra el cru de reaccid i s’afegeixen 7 mL d’acid trifluoroacéetic i 7 mL d’anhidrid
trifluoroacétic. La mescla es deixa reaccionar, sota agitacié constant i a temperatura

ambient, durant 24 hores.

Final de reaccio
S’hi addicionen 20 mL de NaOH 2N i es fa una extraccié amb acetat d’etil (3 x 20 mL).
Les fases organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO. anhidre, que es filtra i

s’evapora el dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® Ry. El producte esperat 106 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(50:50) i s’obté un semisolid marré clar.

Massa teorica: 5,023 g
Massa obtinguda: 1,670 g
Rendiment: 33%
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Dades analitiques

H3CO.6

CF

H,CO™ 7 N 3
0

OCHj

Rr (Hex&/AcOEt (5:5)): 0,75

RMN-H (CDCls, 300 MHz), &(ppm): 2,70-2,85 (m, 1H, H-4 ax); 2,90-3,10 (m, 1H, H-4
eq); 3,35-3,50 (M, 1H, H-3 ax); 3,68 (s, 3H, CH3-O (x2)); 3,71 (s, 3H, CHs-O-); 3,77 (s,
3H, CHz-0-); 3,83 (s, 3H, CHs-0-); 3,85-3,95 (m, 1H, H-3); 6,43 (s, 2H, H-2’, H-6"); 6,46
(s, 1H, H-5); 6,61 (s, 1H, H-1); 6,62 (s,1H, H-8)

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 28,9 (CHa, C-4); 39,6 (CH,, C-3); 56,1 (CHs,
CH3-0); 56,3 (CHs, CHs-O): 56,4 (CHs, CH3-O- (x 2)); 56,8 (CHs, CH3-0); 61,0 (CH, C-
1): 106,5 (CH, C-2’, C-6); 111,2 (CH, C-8); 111,3 (CH, C-5); 116,5 (C, J = 288 Hz, CF);
125,1 (C, C-4a); 125,9 (C, C-8a); 136,8 (C, C-1'); 148,1 (C, C-7); 148,8 (C, C-6); 153,5
(C, C-3', C-4’, C-5'); 156,0 (C, J = 36 Hz, CO).

Preparaciéo de 6,7-dimetoxi-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina
(104)

H,CO O H,CO
Vo ®
H,CO NH

3 ° NaOH2N,MeOH  HyCO
o) >
O 80 °C, 24 h., 100% O
HsCO OCHj HsCO OCHj
OCHj OCHj
106 104

Procediment
La isoquinolina substituida 106 (0,639 g, 1,403 mmol, 1 eq) es dissol en MeOH (10 mL)
en un matras de 100 mL i s’hi addicionen 30 mL de NaOH 2N. La mescla es deixa

reaccionar, sota agitacié constant, a 80 + 10 °C durant 24 hores.

Final de reaccio
S’evapora el metanol al rotavapor i la fase aquosa s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL).
La fase organica resultant s’asseca sobre sulfat sodic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
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Purificacio
El producte final 104 és un solid de color granat que s’obté amb la puresa suficient per

seguir amb la seqiiéncia sintética i, per tant, no requereix purificacié posterior.

Massa tedrica: 0,504 g
Massa obtinguda: 0,504 g
Rendiment: 100%

Dades analitiques

HsCO_6

R (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,05

Pf: 95-97 °C (AcOEt).

IR (film) v (cm): 3310 (NH); 3002-2828 (C-H); 1736 (C=0); 1590; 1515; 1504; 1461;
1420 (Ar-H); 1251; 1226; 1214 (Ar-O); 1123; 1111 (C-0O).

EM, ESI (+) m/z: Calculat per a C20H2sNOs: 359,1733. Trobat: 360,1851.

RMN-'H (CDCls, 300 MHz), &(ppm): 2,73-2,93 (m, 2H, H-4); 3,05-3,25 (m, 2H, H-3);
3,68 (s, 3H, CH3-0); 3,81 (s, 6H, CHs-O (x2)); 3,85 (s, 3H, CHs-0); 3,88 (s, 3H, CHs-0O);
5,29 (s, 1H, H-1); 6,31 (s, 1H, H-5); 6,49 (s, 2H, H-2’, H-6’); 6,63 (s, 1H, H-8).

RMN-13C (CDCls, 75,5 MHz), &(ppm): 29,0 (CH,, C-4); 39,7 (CH,, C-3); 56,2 (CH3, CHs-
0); 56,3 (CHs, CH3-0); 56,5 (CHs, CHz-O (x2)); 56,8 (CHs, CH3-0); 61,1 (CH, C-1); 106,6
(CH, C-2’, C-6"); 111,3 (CH, C-5); 111,4 (CH, C-8); 125,2 (C, C-4a); 126,1 (C, C-8a);
136,8 (C, C-1"); 148,2 (C, C-7); 148,9 (C, C-6); 153,5 (C, C-3’, C-4’, C-5).
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Preparacié de 6,7-dimetoxi-N-(3-nitrofenil)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-dihidroiso
quinolina-2(1H)-carboxamida (37)

N=C=0
H5;CO ©/ H,CO
H
L O

H,CO NO:
3 75 H;CO

O THF, t.a., 24 h., 49% O
H,CO OCHj H,CO OCH,

OCH, OCH,

104 37

Procediment

A un matras de 100 mL de capacitat, equipat d’agitacid magnética, s’hi introdueix la
isoquinolina de partida 104 (0,154 g, 0,428 mmol, 1 eq) dissolta en 20 mL de THF. A
continuacio, s’hi afegeix el 3-nitrofenilisocianat (75) (0,070 g, 0,428 mmol, 1 eq) i es

deixa reaccionar durant 24 hores a temperatura ambient.

Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccio i s’extreu amb acetat d’etil (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na SO, anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.

Purificacié
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R;:. El producte esperat 37 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(60:40) i s’obté un sdlid taronja.

Massa teorica: 0,224 g
Massa obtinguda: 0,110 g
Rendiment: 49%

Dades analitiques

H3CO._6
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R: (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,21

Pf: 107-109 °C (Hexa/Acetat d’etil)

RMN-H (CDCls, 400 MHz), 5(ppm): 2,71 (t, J = 6 Hz, 1H, H-4 ax); 2,75 (t, J = 6 Hz, 1H,
H-4 eq); 2,94 (m, 1H, H-3 ax); 3,45 (m, 1H, H-3 eq); 3,69 (s, 6H, CHs-O (x2)); 3,74 (s,
3H, CH3-0-); 3,76 (s, 3H, CHs-0O-); 3,83 (s, 3H, CH3-O-); 6,43 (s, 1H, H-1); 6,46 (s, 2H,
H-2’, H-6’); 6,56 (s, 1H, H-5); 6,64 (s, 1H, H-8); 7,34 (t, J = 8 Hz, 1H, H-5"); 7,41 (d, J =
8 Hz, 1H, H-4"); 7,59 (ba, 1H, NH-); 7,82 (dd, J: = 2 Hz, J> = 8 Hz, 1H, H-6"); 8,21 (d, J
= 2 Hz, 1H, H-2").

RMN-13C (Acetona, 100,6 MHz), 5(ppm): 28,2 (CH,, C-4); 39,7 (CH,, C-3); 55,2 (CHj,
CH3-0O (x2)); 55,6 (CHs, CH3-O (x2)); 58,7 (CH, C-1); 59,9 (CH3, CH3-0O-); 105,9 (CH, C-
2’, C-6’); 112,8 (CH, C-8); 113,0 (CH, C-5); 113,9 (CH, C-2"); 116,5 (CH, C-4"); 124,5
(CH, C-67); 127,0 (C, C-4a); 129,5 (CH, C-5"); 138,1 (C, C-8a); 140,5 (C, C-1"); 142,0
(C, C-1"); 148,1 (C, C-3”); 149,1 (C, C-6); 149,6 (C, C-7); 152,8 (C, C-4"); 153,2 (C, C-
3, C-5’); 155,3 (C, CO).

Preparacio de 2-bromo-1-(6,7-dimetoxi-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-dihidro
isoquinolin-2(1H)-il)etan-1-ona (132)

HsCO
O NH i
HsCO o AN B

‘ Et;N, CH,Cl,
HsCO OCH,

ta., 48 h., 22%
OCH,

104 132

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat s’hi afegeix la isoquinolina de partida 104 (0,250 g,
0,696 mmol, 1 eq) dissolta en 10 mL de diclorometa i la trietilamina (0,146 mL, d = 0,726
g/mL, 0,836 mmol, 1,2 eq). A continuacio, es refreda el matras amb un bany extern de
gel i aigua i s’hi addiciona el bromur de bromoacetil (0,073 mL, d = 2,317 g/mL, 0,836
mmol, 1,2 eq). La mescla resultat es deixa reaccionar, a temperatura ambient i sota

agitacié constant, durant 48 hores.

Final de reaccio
S’afegeix gel al cru de reaccid i, tot seguit, s’extreu amb diclorometa (3 x 20 mL). Les
fases organiques reunides s’assequen sobre sulfat sddic anhidre, que posteriorment es

filtra i s’evapora el dissolvent a sequedat.
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Purificacio

El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el
CombiFlash® R:. El producte esperat 132 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil
(50:50). Es tracta d’'un semisolid marré que no es purifica ni es caracteritza al final de

reaccio, sind que s'utilitza directament per dur a terme la seguent etapa de sintesi.

Massa teodrica: 0,334 g
Massa obtinguda: 0,074 g
Rendiment: 22%

Dades analitiques

H3CO. 6

R: (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,27

Preparacio6 de 1-(6,7-dimetoxi-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-3,4-dihidroisoquinolin-2(1H)-
il)-2-(naftalen-2-iloxi)etan-1-ona (133)

OH
HsCO O HsCO

N O
H,CO 66 N

Br _ HsCO 0
o)
K,CO3, DMF, KI ©
150 °C, 24 h., 40%
H3CO OCHj H5CO OCHs
OCH;, OCHj
132 133

Procediment

A un matras de 50 mL de capacitat, equipat amb agitacié magnética i un refrigerant de
reflux, s’hi introdueix el B-naftol (66) (0,023 g, 0,162 mmol, 1 eq) dissolt en 10 mL de
DMF. A continuacid, s’hi addiciona el carbonat de potassi anhidre (0,027 g, 0,194 mmol,
1,2 eq), Kl (quantitat catalitica) i la isoquinolina substituida 132 (0,078 g, 0,162 mmol, 1

eq). La mescla s’escalfa a 150 £ 10 °C i es deixa reaccionar un total de 24 hores.
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Final de reaccio
S’afegeix aigua al cru de reaccié i s’extreu amb dietiléter (3 x 20 mL). Les fases
organiques s’ajunten i s’assequen sobre Na,SO4 anhidre, que es filtra i s’evapora el

dissolvent a sequedat.
Purificacio
El residu obtingut es purifica mitjancant cromatografia de columna de gel de silice en el

CombiFlash® R:. El producte esperat 133 elueix amb una polaritat d’hexa/acetat d’etil

(50:50) i s’obté un solid groc.

Massa tedrica: 0,088 g
Massa obtinguda: 0,035 g
Rendiment: 40%

Dades analitiques

H,CO™ 7 jﬁo - "

Rt (Hexa/AcOEt (5:5)): 0,30

Pf: 172-174 °C (Eter)

RMN-!H (CDCls, 400 MHz), &(ppm): 3,01 (m, 2H, H-4); 3,47 (t, J = 6 Hz, 2H, H-3); 3,64
(s, 6H, CHs-O- (x2)); 3,77 (s, 3H, CHs-O-); 3,81 (s, 3H, CH3s-O-); 3,88 (s, 3H, CH3-O-);
4,87 (s, 2H, CH,-0O-); 6,46 (s, 2H, H-2', H-6"); 6,52 (s, 1H, H-1); 6,65 (s, 1H, H-5); 6,79
(s, 1H, H-8); 7,22 (d, J = 8 Hz, 1H, H-3"); 7,27 (s, 1H, H-1"); 7,35 (t, J = 8 Hz, H-7"); 7,43
(t, J=8Hz, H-6"); 7,70 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4"); 7,75 (m, 2H, H-5", H-8").

RMN-13C (CDCls, 100,6 MHz), 5(ppm): 28,9 (CH,, C-4); 39,2 (CH,, C-3); 55,2 (CHs,
CHs-0-); 55,9 (CHs, CH3-0-); 56,0 (CH3, CHs3-O-); 56,1 (CH3, CHs-O- (x2)); 60,8 (CH, C-
1); 68,0 (CH, CH,-O-); 106,2 (CH, C-2’, C-6’); 107,3 (CH, C-1"); 111,3 (CH, C-8); 111,4
(CH, C-5); 118,4 (CH, C-3"); 124,0 (C, C-4a); 124,1 (CH, C-6"); 124,1 (CH, C-7"); 126,9
(C, C-8");127,0 (C, C-7"a); 127,6 (CH, C-5"); 129,3 (C, C-4"a); 129,7 (CH, C-4"); 134,3
(C, C-87a); 137,7 (C, C-4’); 137,8 (C, C-1"); 147,1 (C, C-6); 147,9 (C, C-7); 153,0 (C, C-
2”); 155,9 (C, C-3, C-5'); 166,4 (C, C=0).
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5. CONCLUSIONS

Una vegada dut a terme el treball de laboratori i després d’analitzar amb detall els

resultats obtinguts, s’obtenen una série de conclusions rellevants, tant respecte a la

sintesi dels nous compostos com pel que fa als resultats procedents de I'avaluacio

bioldgica.

1.

La condensacioé entre I'oxindole 39 i l'arilcarbaldehid corresponent, en medi basic
i a reflux de metanol, condueix amb éxit a les arilmetilidenindolin-2-ones. Per
técniqgues d'RMN que posen de manifest I'efecte NOE ha estat possible

determinar I'estereoquimica Z/E de les arilmetilidenindolin-2-ones preparades.

Pel que fa a la reduccio de larilnitro 1 a la corresponent anilina 2, la utilitzacié de
Fe® en el si d’acid acétic presenta millors rendiments que d’altres condicions
assajades. Mentre que en el cas del nitroderivat 5, resulta més adient la

hidrogenaci6 catalitica emprant Pd-C en el si de metanol.

La condensacio del 3-indolecarbaldehid (41) amb l'oxindole 39 seguit de I'N-
arilacio de l'arilmetilidenindolin-2-ona 4 amb el 4-nitrobromobenzé condueix a 5
amb un 49% de rendiment global. En canvi, l'alternativa que contempla en primer
lloc I'N-arilaci6 del 3-indolecarbaldehid (41) i posterior condensacié de I'aldehid-
N-arilat 42 amb l'oxindole, permet I'obtenci6 de 5 amb només un 7% de
rendiment global. L’N-arilacié del 3-indolecarbaldehid (41), emprant condicions
d’'acoblament catalitzada amb derivats de pal-ladi, constitueix [I'etapa

responsable del baix rendiment obtingut.

La reaccio conjunta de la ciclohexanona, malononitril i sofre en proporcié 1:1:3,
en condicions suaus d’agitacié en el si de metanol i en preséncia de piperidina,
constitueix una reaccié multicomponent que permet accedir amb éxit al 2-amino-
4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofé-3-carbonitril (61) amb rendiments excel-lents. Cal
posar de manifest que la reaccié multicomponent proporciona millor rendiment
(95-100%) que seguint una ruta sintética de dues etapes (9% de rendiment

global).

Per a la preparacio del tetrahidrobenzo[b]tiofé-3-carbonitrii 61 i de les
tetrahidrotieno[2,3-c]piridines 63 i 64 es va aplicar la reaccié6 multicomponent
(ciclohexanona o piperidina, malononitril i sofre) emprant tres técniques

diferents: a) agitacio classica, b) assisténcia d’ones d’ultrasons i c) irradiacio de
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microones. Els resultats indiquen una eficacia molt semblant dels 3 metodes en

uns casos i, en d’altres, resulta lleugerament superior I'aplicacio d’ultrasons.

El tractament de la 2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofé-3-carboxamida (80)
amb el bromur de 2-bromoacetil condueix a una barreja de diazepin-diones (81 i
82) impedint aixi I'obtencié de la 2-bromoacetamida esperada 79. Degut a aquest
problema, esdevingué necessaria la proteccié prévia de la funcié6 amida de la
posicié 3 de 'aminoamida 80. La proteccié prévia de la 2-cianoacetamida amb

BOC, permet assolir la preparacio de la diamida 20 amb rendiments acceptables.

L’addicié de I'anilina 94 al 3-nitrofenilisocianat, en el si de THF i a temperatura
ambient, condueix a la urea esperada 32, mentre que en aqguestes condicions,
I'addicio de les anilines 91 i 93 al mateix isocianat, no permet la formacié de les
urees corresponents. Aquestes Ultimes anilines requereixen de la presencia de
t-BuOK i alta temperatura i, tot i aix0, s’obtenen les urees 30 i 31 amb rendiments

baixos, fet atribuible a la poca reactivitat d’aquestes anilines.

Els resultats preliminars de determinacié de la inhibici6 de la G6PDH dels
compostos 12, 13, 16, 18, 24, 26, 27, 28 i 30 no han mostrat cap indici d’activitat
inhibitoria d’aquest enzim a les concentracions de 100 i 200 uM sense incubacio
prévia. Mentre que desprées de 72 h d’incubacid, el compost 13 mostra el mateix

grau d’inhibicié que el model emprat (DHEA).

Els compostos 16, 24, 26 i 30 presenten una elevada inhibicié del creixement
cel-lular de la linia metastasica de prostata (PC-3) amb valors d’ICso de 39, 21,
14§12 uM, respectivament.
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