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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la sintesis de las pirroloisoquinolinas 4 y 5, las
cuales fueron preparadas en 6 pasos cada una, obteniéndose en rendimientos

globales del 4.8% y 5.8%,respectivamente.

Asimismo, los compuestos 4 y 5 fueron evaluados en cuanto a su actividad
citotdxica en seis lineas celulares neoplasicas determinando primero su porcentaje
de inhibicién de crecimiento celular (%IC) y después la concentracién inhibitoria

(ICs0) de aquellos compuestos que resultaron activos en el barrido primario.

Los resultados mostraron que el compuesto 5 no presenta actividad frente a las
lineas evaluadas, en tanto que el compuesto 4 presenta actividad en tres lineas
celulares, PC-3, U-251, K-562, en las cuales después se realizaron pruebas de

ICs0.
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INTRODUCCION

El cancer constituye un grupo de enfermedades de los organismos multicelulares
complejos. Esta caracterizada por alteraciones en la expresion de multiples genes,
que tienen como consecuencia la desregularizacion de la programacion celular
normal referente a la divisién y la diferenciacién celular.” Este padecimiento es una
de las principales causas de muerte en todo el mundo, y tan solo en el afno 2012
caus6 8.2 millones de defunciones.? En lo que concierne a México, el cancer
provocé 6.7 millones de defunciones de 2000 a 2008, siendo el cancer de
prostata en hombres y el cancer de mama en mujeres las neoplasias malignas
mas comunes.® Existen diferentes tipos de tratamiento que se emplean en base al
grado de avance de la enfermedad, el tipo de cancer y el sitio afectado, siendo los
mas socorridos la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia. La quimioterapia es el
uso de cualquier medicamento para el tratamiento contra el cancer. La desventaja
de utilizar este paliativo recae en la falta de especificidad de los compuestos hacia
las células neoplasicas lo que puede llevar a dafos permanentes a érganos y

tejidos sanos.*

Los farmacos con actividad citotdxica selectiva son el pinaculo de la Quimica
Medicinal, por esta razon los esfuerzos se centran en sintetizar compuestos que

reunan las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas adecuadas para

! Ruddon W. R.; Cancer Biology 4™ ed. New York: Oxford University Press; 2007,pp 4.

? Cancer facts and figures 2012, American Cancer Society.

? Sistema Nacional de Informacién en Salud [Internet]. Secretaria de Salud, México:
http.//www.sinais.salud.gob.mx/indicadores/index.html|

* American Cancer Society [Internet]. USA: http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/002996-pdf.pdf (15-julio-
2014).
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reducir o eliminar los efectos secundarios, todo esto con el fin de garantizar un

tratamiento eficiente en el combate contra el cancer.

Un grupo destacado de moléculas citotoxicas, tanto sintéticas como naturales, son
las que contienen en su estructura el sistema de la pirrolo[2,1-a]isoquinolina, de
las cuales se han informado diversos métodos de sintesis.>®’ Una metodologia
corta y eficiente fue documentada por Martinez y colaboradores en el 2010, bajo la
cual se lograron preparar diversas dihidropirroloisoquinolinas a partir de pirroles
tetrasustituidos, empleando una reaccién tipo radical oxidativa aromatica como
etapa clave del proceso. Siguiendo esta ruta de sintesis, se prepararon las
pirrolosioquinolinas 1 y 2, en las cuales el sistema pirroloisoquinolinico es el
mismo, y unicamente cambia un sustituyente en uno de los anillos bencénicos,
adicionalmente se determin6 su actividad citotoxica en seis lineas celulares, la
cual resulté ser muy destacada.? En un trabajo posterior, se opté por combinar las
funcionalidades que se encontraban presentes en los triciclos 1 (amida) y 2
(amina). Fue asi que se realiz6 la sintesis de las ureas 3? y 3b, cuya actividad
citotoxica fue equiparable con respecto a 2 en la linea celular de cancer de mama

y SNC, y mejor en el cancer de prostata.’

También fue preparada y evaluada la pirroloisoquinolina 3b, la cual mostré una
pobre actividad citotdxica en comparacion con 3a, haciendo notar la importancia

del fragmento de ciclohexilmetanamino (Tabla 1).

5Tominaga, Y.; Shirosta, Y.; Kurokawa, T.; Gotou, H.; Matsuda, Y.; Hosomi, A. J. Heterocyclic Chem. 1989, 26, 477-487.

® EP 303446 (Chem. Abstr. 1990, 112, 178703a); EP 319336 (Chem. Abstr. 1989, 111, 232896u).

7 Bridge, A. W.; Fenton, G.; Halley, F.; Hursthouse, M. B.; Lehmann, C. W.; Lytgoe, D. J. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1,1993, 2761-2772
8 Reyes-Guitérrez, P. E.; Camacho, J.; Ramirez-Apan, T.; Osornio, M. Y.; Martinez, R. Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 4374-4382.

° Marlene Hernandez Sanchez, Tesis de Licenciatura, UNAM, 2012.
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Tabla 1. Valores de IC5sy (UM) para el compuestos 1-3 en seis lineas celulares.

o) —\ o ,—
N N N
__/ AN
MeO
MeO
3b
Valores de IC5y (uM)
PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
Compuesto
(prostata)  (SNC) (leucemia)  (colon) (mama) (pulmon)
1 0.16+£0.01  0.05+0.01 0.16+0.01 0.02+0.01 5.58+0.04 0.02+0.01
2 21.2+1.20 5.96+0.50 2.5+0.80 0.01+0.01 1.3£0.100 0.10+0.01
3a 8.2910.4 7.111£0.1 11.03+1.1 0.055+0.001 1.64+0.3 1.13+0.01
3b 11.57+1.0 11.47+11 25.0+1.6 6.6+0.7 13.72£0.8 11.7£1.1
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En funcion de que aun se necesita informacién adicional acerca del papel que
juega el fragmento ciclohexilmetilpiperazinilo con respecto a la actividad bioldgica
en las moléculas de tipo 3, en este trabajo se planteo la sintesis y evaluacion de
dos nuevas ureas cuyas variaciones ocurran en el fragmento antes mencionado.
La primera propuesta consiste en preparar el compuesto 4, el cual deriva del
cambio de los sustituyentes etilo en el fragmento de la urea 3b por un anillo de
pirrolidina, lo anterior con la finalidad de determinar si un fragmento rigido en esta
posicion hace que la actividad citotoxica se incremente. Por otra parte, también
sera evaluada la importancia del residuo de ciclohexilmetilo en 3a, para lo cual
este se removera, manteniendo unicamente el anillo de piperazina, siendo el

compuesto 5 el representante de esta modificacion estructural (Esquema 1).

Esquema 1. Estructura de los compuestos a sintetizar 4

16
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ANTECEDENTES

Cancer

El cancer se define como el crecimiento anormal de las células causado por
cambios en la expresién de genes, provocando un desequilibrio en la proliferaciéon
de las células y la apoptosis celular, que pueden evolucionar en una poblacion de
células e invadir tejidos provocando metastasis hasta lugares distantes, causando
morbilidad significante y, sin tratamiento, la muerte del paciente. El cancer es una
enfermedad de los organismos multicelulares, lo cual implica que hay un error
inherente en la habilidad de las células de realizar la apoptosis lo cual provoca
cumulos celulares o0 movimiento a través del cuerpo a sitios de organogénesis que
es la clave para el proceso de tumorogénesis. El cancer puede ser provocado por
factores externos como el tabaquismo o la radiacién y por factores internos como

mutaciones u hormonas.’

Los tratamientos contra el cancer son muy diversos y se deben de adaptar al tipo
de cancer y al paciente, pero los mas comunes son la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia. La primera consiste en extirpar el tumor quirirgicamente, con el fin
de eliminar la totalidad de células anormales; sin embargo, existe un porcentaje de
reapariciéon del neoplasma, aunado a que el procedimiento quirurgico implica un
riesgo a la salud. La radioterapia implica el uso de ondas o particulas de alta
energia para la eliminacion o dafio de células cancerosas. Este tratamiento
también puede conllevar al deterioro de tejido saludable, trayendo consigo una

serie de efectos secundarios como otros canceres y, ademas, la cantidad de

——
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radiaciéon que una persona puede recibir durante su vida es limitada. Por su parte,
la quimioterapia es el uso de medicamentos antineoplasicos que provocan la
destruccion o dafio de las células tumorales bloqueando o interrumpiendo
funciones celulares. Se utiliza principalmente en pacientes con canceres sensibles
a la radioterapia o con metastasis.’® En la quimioterapia es imperativo el uso de
farmacos con selectividad elevada (caracteristicas farmacocinéticas vy
farmacodinamicas adecuadas), ya que esto implicaria la destruccion unicamente
de la células afectadas por el cancer dejando asi intactas a las sanas y reduciendo
los efectos secundarios de este tratamiento. Un ejemplo de moléculas que estan
en investigacion por su actividad citotoxica, y que son el principal objeto de estudio

de este trabajo, son las pirroloisoquinolinas.

Pirrolo[2,1-alisoquinolinas

Este tipo de compuestos son sistemas triciclicos que contienen en su esqueleto un
anillo de pirrol (rojo) y otro de isoquinolina (azul). Un ejemplo de molécula natural

que contiene este esqueleto es la Crispina A (7) (Figura 1).

/ \ MeO
N N
= MeO
6 7

Figura 1. Esqueleto de la pirrolo[2,1-alisoquinolina (6) y de la Crispina A (7).

American Cancer Society. USA: http://www.cancer.org/espanol/servicios/tratamientosyefectossecundarios
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Dada la destacable actividad citotoxica de compuestos naturales tales como la

Crispinia A, se ha impulsado la sintesis de estructuras analogas.

El esqueleto de las pirrolo[2,1-a]isoquinolinas ha sido sintetizado desde mucho
antes de que se aislaran moléculas naturales de este tipo. La primera sintesis de
una pirrolo[2,1-a]isoquinolina (6), fue publicada en 1953 por el equipo de
Boekelheide y Godfrey'"; mientras que el aislamiento de una molécula natural de
este tipo fue reportado hasta 2002 por Zhang y colaboradores cuando describieron
cinco nuevos alcaloides extraidos de la Carduus crispus, entre ellos la Crispina A
(7). La sintesis de Boekelheide (Esquema 2) parte de la fenetilamina 8 y de la y-
butirolactona 9, las cuales al reaccionar dieron lugar a la lactama 10, quién a su
vez mediante el tratamiento con pentdxido de fosforo permitié la obtenciéon de la
tetrahidropirrolo[2,1-alisoquinolina 11. Finalmente, 11 se oxidé6 con Pd/C en

atmésfera de CO, para dar lugar a la pirrolo[2,1-a]isoquinolina 6.

@]

0
P20s
SN D .
NH, tetraleno, ta
10

8

Pd/C, CO,

~I ~I

ftal t
N naftaleno, ta N\_N.

11 6
Esquema 2. Sintesis de Boekelheide de la pirrolo[2,1-a]isoquinolina 6.

" Boekelheide, V.; Godfrey, J. C. J. Am. Chem. Soc. 1953, 75, 3679-3685.
2 Zhang, Q.; Tu, G.; Zhao, Y.; Cheng, T. Tetrahedron 2002, 34, 6795-6798.
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Otros métodos de sintesis se han enfocado en la preparacion de pirrolo[2,1-
alisoquinolinas y sus variantes hidrogenadas, ya que se ha visto que ambos tipos
de compuestos presentan actividad bioldgica sobresaliente.’®™ Ejemplos de

sintesis para estos triciclos son los siguientes:

e Mediante la cicloadicion 1,3-dipolar que involucra N-iluros de isoquinolinio
con alquinos, metodologia desarrollada por el grupo de investigacion de

Dumitrascu’® (Esquema 3).

Me
(o]
A 15 ~
©©\l + ArCOCH,Br + =R - N
Z COAr
12 13 14 \ /)

Esquema 3. Sintesis de Dumitrascu de la pirrolo[2,1-alisoquinolina 16.

e En 2007, Turner y colaboradores'® desarrollaron una desracemizaciéon de
aminas terciarias; en esta variacion se utilizd6 monoamino oxidasa de
Aspergillus niger (MAO-N), empleandose las mismas materias primas que
en la sintesis de Boekelheide y Godfrey. La ciclacion del compuesto 10 se
realizd con oxicloruro de fésforo y la subsecuente reduccion del
intermediario con borohidruro de sodio produjo 17. Después, la mezcla

racémica del compuesto 17, se sometid a una oxidacion con MAO-N, lo

B U. Niewohnher, et al. WO 02/48144 (Chem. Abstr., 2002, 137, 47106b).

' C.Zhang, et al. WO 03/051877 (Chem. Abstr., 2003, 139, 69161j).

» Dumitrascu, F.; Georgescu, E.; Georgescu, F.; Popa, M.M.; Dumitrescu, D. Molecules 2013, 18, 2635-2645.
® Turner, N.J; Bailey, K.R.; Ellis, A.J.; Reiss; R.; Snape, T.J. Chem. Commun. 2007, 3640-3642.
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cual permitié6 la obtencion del enantiomero (S)-(-)-18 por medio de la
oxidacion a la correspondiente sal de iminio (Esquema 4). El rendimiento
global de esta serie de reacciones fue de 25% en seis pasos, aun cuando el

rendimiento de la oxidacioén utilizando el MAO-N fue de 97%.

NH, (yo o
O | 120°C P20s
9 - N tetraleno, ta
SOCl,, CH,Cl,, ta Ej/v >
8 KO'Bu, EtOH, t a 10 NaBH,, ACOH

EtOH, 0°C

MAO-N
NHj, BH \

-

naftaleno, t a

25% en seis pasos 18

Esquema 4. Sintesis de Turner de (R)-(+)-1,2,3,5,6,10b-hexahidropirrolo[2,1-
alisoquinolina 18.

e Otro ejemplo es el trabajo de Chiou et al.' (Esquema 5) en donde se usé
un proceso de ciclohidrocarbonilacion-ciclacion de N-alilamidas catalizada
por rodio. La posterior reduccioén in situ del compuesto 21 con LiAlH4 generd

un complejo de alano-trietilamina dando como producto el compuesto 22.

7 Chiou, W.-H.; Lin, G.-H.; Hsu, C.-C.; Chaterpaul, S.J.; Ojima, I. Org. Lett. 2009, 11, 2659-2662.
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p-TsOH

OMe
oo . Y CO,Me CO/M, (1:1) OMe
NH AN Rh(acac)(CO),
+ > M
MeO " 520 AcOH, 60°C OMe
EtO” ) N
0
20 .
OMe
LiAIH,, EtN-HCI OMe
THF, 0°C OMe
76% N
22

Esquema 5. Sintesis de Chiou de la hexahidropirrolo[2,1-alisoquinolina 22.

Sintesis de ureas y su utilidad en la Quimica Medicinal

Las ureas por sus propiedades quimicas y estructurales son estables en
condiciones acidas y basicas, ademas pueden establecer puentes de hidrogeno, lo
que les permite formar parte de estructuras superiores, ligantes, catalizadores o
farmacos.”® Las ureas asimétricamente sustituidas son estructuras clave en
compuestos que presentan actividad biolégica como inhibidores enzimaticos o
pseudopéptidos.’® Como ejemplos de ureas bioactivas se tiene al compuesto 23,
el cual resulté ser un antimalarico eficaz desarrollado por Krajacik y colaboradores

(Figura 2).%°

'8 Ripka, S. A.; Diaz D., D.; Sharpless, B. K.; Finn, G. M. Org. Lett. 2003, 5, 15531-1533.

** Majer, P.; Randad, H.S. J. Org. Chem. 1994, 59, 1937-1938.

2 Krajacik B., M.; Peric, M.; Smith S., K.; Schonfeld I.; Z.; Ziher, D.; Fajdetic, A.; Kujundzic, N.; Schonfeld, W.; Landek, G.; Padovan, J.;
Jelic, D.; Ager,; Milhous K., W.; Ellis, W.; Spaventi, R.; Ohrt, C. J. Med. Chem. 2011, 54, 3595-3605.
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R = cladinosil, X =0 6 S, R' = alquil o aril, 23.

Figura 2. Ureas y tioureas de azalidos de 15 miembros.

Desde el punto de vista sintético, es posible preparar ureas por distintos métodos,

y a continuacion se detallan algunos ejemplos:

e En 2007 Zhu, y colaboradores prepararon la urea 26 a partir de la reaccion
entre la N,N-dimetilformamida, una amina secundaria y cloruro de tionilo?'
(Esquema 6). Este producto posteriormente fue evaluado contra la linea
celular de leucemia humana (K562) con resultados excelentes de Clsg

(0.25+0.15 uM).

! Zhu, H.-L.; Ruan, B.-F; Li, H.-Q.; Ge, H.-M.; Ding, H.; Huang, X.-F.; Cao, P. Chem. Biodiver. 2007, 4, 881-886.
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58% en cuatro pasos

Esquema 6. Sintesis de la carboxamida 26.

e En 2014, Lu y su equipo® sintetizaron un grupo de diaril ureas con
diferentes grupos funcionales los cuales después se probaron contra
diferentes lineas celulares cancerosas. Para ello, Lu sometid al
benzaldehido 27 a una reaccion de Knoevenagel con acido maldnico o con
acido metilmalonico. A continuacion el acido cinamico obtenido se acopld
con la feniletilamina, la posterior reduccion del grupo nitro con SnCl, dio
como resultado el intermediario 28. La condensacion de éste con el

arilisocianato 29 genero la diarilurea 30 (Esquema 7).

221y, C.; Tang, K; Li, Y.; Li, P.; Lin, Z.; Yin, D.; Chen, X. Eur. J. Med. Chem. 2014, 77, 351-360.
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a) Acido malénico, piperidina
piridina, 90 °C, 4-8 h

b) SOCI, reflujo, 2 h H,N
- H
¢) Feniletilamina, TEA AN
CH,Cl, ta, 4 h )
ON . d) SnCl,, HCI 28
EtOH-H,0, reflujo, 4 h
cl
CH,Cl,
F4C Nnco |t 12h
29
Y.
cl
0 NN
J :
30
87%

Esquema 7. Método de sintesis de ureas empleando isocianato.

e Mounetou en 2003% sintetizd nuevas N-aril-N-2-cloroetilureas con
citotoxicidad mejorada, desarrollados como antimicoticos pero con potencial
uso en la quimioterapia contra el cancer. Para ello emplearon 4-yodoanilina,
la cual protegieron con dicarbonato de diterbutilo (Boc),0, y posteriormente
el carbamato se llevd a reaccion con un aminoalcohol enantiopuro,

lograndose asi generar el grupo urea exitosamente. (Esquema 8).

 Mounetou, E.; Legult, J.; Lacroix, J.; C.-Gaudreault, R. J. Med. Chem. 2003, 46, 5055-5063.
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33
40%

Esquema 8. Sintesis de la (R)-1-(1-cloropropan-2-il)-3-(4-yodofenil)urea 33.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una enfermedad de los organismos multicelulares, lo cual implica que
hay un error inherente en la habilidad de las células de realizar la apoptosis lo cual
provoca cumulos celulares. El cancer puede ser provocado por factores externos y

por factores internos.

Los tratamientos contra el cancer son muy diversos y se deben de adaptar al tipo
de cancer y al paciente, pero los mas comunes son la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia. La quimioterapia es el uso de medicamentos antineoplasicos que
provocan la destruccion o dano de las células tumorales bloqueando o

interrumpiendo funciones celulares.

En la quimioterapia es imperativo el uso de farmacos con selectividad elevada, ya
que esto implicaria la destruccion unicamente de las células afectadas por el
cancer dejando asi intactas a las sanas y reduciendo los efectos secundarios de
este tratamiento. Por esta razén en este trabajo se propone sintetizar dos
compuestos del tipo pirroloisoquinolinas, las cuales como se presentd
anteriormente presentan una citotoxicidad elevada, los cuales se espera que sean

potentes y selectivos.
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HIPOTESIS

La modificacién de la urea 3b, al pasar de una estructura abierta a un sistema
rigido, asi como la eliminacion del fragmento ciclohexilmetilo de Ila
pirroloisoquinolina (3a), permitira que los compuestos 4 y 5 tenga una mejor

actividad citotoxica.

(o] Y
N
o (i
EtO
|\
MeO ! N
MeO
3b
(@)
0 ()
EtO
[\
M
eO l N
MeO
4 5
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Comprobar que las modificaciones estructurales realizadas en los

compuestos finales resultaran en un incremento en su actividad citotéxica.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar el 8,9-dimetoxi-3-metil-2-(3-(pirrolidina-1-carboxamido)fenil)-5,6-

dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-1-carboxilato de etilo (4).

Sintetizar el 8,9-dimetoxi-2-(3-(piperazina-1-carboxamido)fenil)-5,6-

dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-1-carboxilato de etilo (5).

Evaluar la actividad citotdxica in vitro de los compuestos 4 y 5 en seis lineas
celulares neoplasicas: U-251 (SNC), PC-3 (Carcinoma Prostatico Humano),
K-562 (Leucemia Humana), HTC-15 (Cancer de Colon), SKLU-1

(Adenocarcinoma de Pulmén Humano) y MCF-7 (Cancer de Mama).
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RUTA DE SINTESIS PROPUESTA

8 2
_P
Me-TosMIC, NaH EtO
H 35 ’
5 NaH, DMF, 8 éter/DMSO (2:1), |\
0°C luego 40°C 36 4h, t. a. N
34 H
37
MeO OTs
NaH,
Kj\/\/ DMSO, t. a.
MeO Br
38
(o) NO,
EtO
NO,
PPhs, Pd(AcO), ]\
TEA N
MeCN, reflujo
Br
OMe
OMe
DIEA, trifosgeno, 47 39
CH,Cl,, 9.4mL/h,
“%a 7\
s HN NH
\__/
48
\/ 0
R
o (O e
EtO

Esquema 9. Ruta de sintesis propuesta.
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Se propuso que la sintesis de la molécula objetivo iniciaria con la obtencién del
cinamato 36 a través de una reaccion de Horner-Emmons® entre el 3-
nitrobenzaldehido (34) y el trietilfosfonoacetato de etilo (35). A continuacion, se
prepararia el pirrol trisustituido 37 por medio de una reaccion de van Leusen,
seguida de la N-alquilacion del pirrol resultante, empleando para esto ultimo el
agente alquilante 38. Después, se procederia a realizar la reaccién de ciclacion
mediada por paladio con el objetivo de acceder al sistema pirroloisoquinolinico 40,
en el cual mas adelante, el grupo nitro seria reducido con H; catalizado con Pd/C,
accediendo asi al derivado de anilina 41. Por ultimo, el acoplamiento de la
pirrolidina 47 y la piperazina 48 se efectuaria a través de la formacion del

correspondiente isocianato empleando trifosgeno y DIPEA en CH,Cl,.

2 Wadswoth, W. S., Emmons W. D. J. Am. Chem. Soc. 1961, 83, 1733.
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DISCUSION DE RESULTADOS

REACCION DE HORNER-EMMONS

De acuerdo con el esquema general de sintesis (Esquema 9), el primer reto fue la
formacion del éster ¢, f-insaturado 36. Para la sintesis del dicho cinamato, se hizo
reaccionar el 3-nitrobenzaldehido (34) con el trietilfosfonoacetato de etilo (35) en
presencia de una base.”®> En esta reaccién, se forman iluros de fdsforo
estabilizados por medio de la reaccion acido-base entre el NaH y el
fosfonoacetato, el anion resultante después lleva a cabo un ataque nucleofilico
hacia el carbono carbonilico del 3-nitrobenzaldehido; a continuacion, se forma un
oxafosfetano que después se rompe dando como resultado el cinamato 36
deseado con un buen rendimiento (72%) después de su purificacidn por

cromatografia en columna.

0]

0
EtO. «»
P
/ \)kOEt

EtO
H 35 o
Et
02N > 02N =
NaH/DMF

o o)
34 36

Esquema 10. Sintesis del 3-nitrocinamato de etilo (36).

> Wang, P.; Liu, C.; Sun, X.; Chen, S.; Li, J.; Xie, Z.; Tang, Y. Chem. Commun., 2012, 48, 290-292.
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La estructura de 36 fue corroborada al comparar el punto de fusion del producto
(74 °C), con el valor descrito en la literatura para el mismo compuesto (lit. 71 — 72

0026)'

OBTENCION DEL PIRROL 2,3,4-TRISUSTITUIDO 37 MEDIANTE LA REACCION

DE VAN LEUSEN

Para llevar a cabo la sintesis del pirrol 37 por medio de la reaccién de van Leusen
(Esquema 11), fue necesario efectuar primero la alquilacion del isocianuro, y esto
se logré empleando una metodologia ya reportada,?” obteniendo en un principio un
rendimiento de ~50%; sin embargo, la eficiencia de la reaccion pudo elevarse
hasta un 85% por medio de un ajuste de la temperatura de reaccion, elevandola a
un rango entre 5y 10 °C. Esta reaccion siempre fue monitoreada con ccf con el fin
de determinar el momento en el que toda la materia prima se hubiera consumido.
Es importante hacer mencion que una vez obtenido el producto, era imperativo
que este fuera tratado y purificado lo mas rapido posible ya que de lo contrario,
comenzaba a descomponerse. El proceso de descomposicion se podia observar a
simple vista con el obscurecimiento repentino del producto. Un aspecto importante
por mencionar es que el yoduro de tetrabutilamonio se emplea en la reaccion ya

que es un agente de transferencia de fases, el cual facilité que ocurra la reaccion

2 Strawn, L. M.; Martell, E. R.; Simpson, U. R.; Leach, L. K.; Counsell, R. E. J. Med. Chem. 1989, 32, 2104-
2110.
" van Leusen, A. M.; Siderius, H.; Hoogenboom, B. E.; van Leusen, D. Tetrahedron Lett. 1972, 52, 5337-5340.
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acido-base entre el NaOH (presente en la fase acuosa) y el TosMIC (presente en
la fase organica). El anion asi preparado posteriormente se alquila al reaccionar
con el Mel; para lo cual es importante mantener una concentracion baja de Mel en
la reaccién, ya que de lo contrario, se puede favorecer la formacion del compuesto
de dialquilacion. Lo anterior se logra haciendo adiciones de Mel del alquilante
cada hora y media asegurandose de que la agitacion sea vigorosa promoviendo la
colision de las moléculas. Repitiendo las modificaciones se obtuvieron los
rendimientos de hasta 85% del producto de monoalquilacion con solo trazas del

producto dialquilado.

e ©
o ,C  CHsl, NaOH 30% ©,C
o N’ NBuyl O N
—< >—s—/ > —< >—§—<
I
o 42 CH,Cl, o 43

76%

Esquema 11. Sintesis del Me-TosMIC.

Después de la obtencidn y purificacion del Me-TosMIC, este fue empleado junto
con el alqueno 36 en la sintesis del pirrol trisustituido 37, de acuerdo al
procedimiento descrito por van Leusen y colaboradores.?’ La reaccion fue
relativamente limpia obteniéndose solo trazas de impurezas que después se
eliminaron mediante purificacion por cromatografia en columna. De esta forma, el

compuesto deseado se obtuvo en un rendimiento del 76% (Esquema 12).
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0] NO,
EtO Me-TosMIC, NaH‘ EtO
A NO, — >
J éter/DMSO (2:1), |\
36 4h, t. a. H

37

Esquema 12. Sintesis del pirrol trisustituido 37.

La elucidacion estructural del pirrol 37 se llevé a cabo por métodos usuales de
espectroscopia y espectrometria, asi, el espectro RMN-"H mostré en 10.50 ppm
una sefal ancha que propia de H-N4; H-C9 se observé en 2.09 ppm como un
singulete que integré para 3H; en 1.01 ppm (J = 7.1 Hz) apareci6 el triplete que
corresponde a H-C8 cuya integracion fue para 3H; H-C7 se observd como un
cuadruplete en 3.95 ppm (J = 7.2 Hz) que integré para 2H; en 7.33 ppm (J = 3 Hz)
se observo el doblete propio de H-C5 que integré para 1H. En cuanto al anillo de
nitrobenceno, todas las senales de H se observaron codmo doble doble doblete. La
primera de ellas aparecié en 7.49 ppm (J, = 0.6 Hz, J, = 8.1 Hz) y correspondio a
H-C14, la segunda se observé en 7.59 ppm (J, = 1.2 Hz, J» = 1.8 Hz, J, = 7.6 Hz)
y fue para H-C15, en tanto que H-C12 se encontré en 7.99 ppm, por ultimo H-C11

se posicion6 en 8.01 ppm (Jp, = 0.6 Hz, Jn, = 2.1 Hz).

La informacion antes descrita se complementd con las sehales del espectro de
RMN-'3C en el cual se observaron tres sefiales alifaticas en 11.4 ppm, 13.8 ppm y
58.8 ppm; que corresponden a C9, C8 y C7 respectivamente. También se
observaron diez senales aromaticas, de los cuales cinco correspondieron a

metinos y cinco a carbonos cuaternarios, los desplazamientos fueron los
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siguientes: 113.9 ppm, 119.5 ppm, 120.6 ppm, 123.6 ppm, 123.8 ppm, 125.5 ppm,
127.7 ppm, 128.5 ppm, 136.9 ppm y 137.8 ppm. Por ultimo el carbono de carbonilo

(C12) aparecio en 164.0 ppm.

Por otra parte, en el espectro de IR se observaron bandas caracteristicas para los
grupos funcionales presentes en la molécula, la banda que aparece en 3281 cm’™”
corresponde al vibracion de alargamiento del enlace NH, en 1511 cm™ el
estiramiento de NO,y en 1676 cm™ el estiramiento del carbonilo del éster. En tanto
en el espectro de masas se observd un ion molecular a m/z 274, que es el que se

espera para esta molécula.

FIGURA 3. Caracterizacién del compuesto 37.
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ALQUILACION DEL PIRROL TRISUSTITUIDO 37 CON EL AGENTE

ALQUILANTE 38

Con el fin de obtener el producto de N-alquilacion 39, primero se preparé el agente
alquilante 38, el cual fue obtenido reduciendo el acido 2-(3,4-dimetoxifenil)acético
(44), hasta el correspondiente alcohol (45), posteriormente se bromé el anillo
aromatico con NBS y finalmente se tosilé con cloruro de p-toluensulfonilo. Las
reacciones fueron muy limpias, obteniéndose solo trazas de impurezas en cada
paso. Al final se logro preparar el éster sulfonico en un rendimiento total de 32%
(tres pasos). El compuesto 38 se caracterizd mediante p.f. el cual concordé con lo

encontrado en la literatura (66 °C).

MeO OH LiAIH, Meojg/\/OH
m THF MeO

MeO 0 °C, luego t. a. 43
44
CH,CI, NBS
M60:©\/\/OTS pTsCl, TEA M60:©\/\/OH
MeO Br CH,Cl, MeO Br
38 32% (tres pasos) 46

Esquema 13. Sintesis del agente alquilante 38.

38

——
| —



Después de sintetizar el compuesto 38, éste fue utilizado en la N-alquilacién del
pirrol 37, en presencia de NaH y DMSO anhidro como disolvente bajo agitacion
continua a temperatura ambiente (Esquema 14). La reaccion fue muy limpia y
unicamente se observaron trazas de materia prima sin reaccionar. Algo importante
que se debe mencionar es que el agente alquilante se adicion6 después de una
hora de colocar en reaccion el pirrol 37 con el NaH en DMSO. El producto
deseado 39 se purificd por cromatografia en columna, y se obtuvo con un

rendimiento del 71%.

EtO

EtO 38

/ \ > Br
NaH/DMSO, t.a.

Iz

37 OMe
OMe

39

Esquema 14. Adicion del agente alquilante 38.

El espectro de RMN-"H del compuesto alquilado 39, muestra en campo alto a H-
C8 como un triplete en 1.15 ppm (J = 6.9 Hz) que integré para 3H; H-C18 y H-C19
se mostraron como dos singuletes en 3.75 ppm y 3.87 ppm respectivamente e
integraron para 3H cada uno; H-C9 aparecié como un singulete en 1.96 ppm que
integré para 3H; H-C10 y H-C11 aparecieron como dos tripletes en 4.13 ppm (J =

7.2 Hz) y 3.11 ppm (J = 7.2 Hz) e integraron cada uno para 2H; H-C7 aparecio
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como un cuadruplete en 4.13 ppm (J = 7.2 Hz) que integré para 2H. En campo
mas bajo aparecio H-C13 y H-C16 como dos singuletes en 6.40 ppm y en 7.04
ppm integrando para 1H cada uno; H-C5 aparecio en 7.33 ppm como un singulete
cuya integracion fue para 1H; H-C24 se observd cada uno como una sefal doble
de triples en 7.55 ppm (J;, = 1.5 Hz, J, = 7.5 Hz), en tanto que H-C25 se observo
como un multiplete de 7.53 a 7.46 ppm; H-C21 se presenté como un doble de
dobles en 8.14 ppm (Jn = 1.5 Hz, J, = 2.4 Hz) e integrd para 1H; por ultimo H-C23
aparecio como un multiplete de 8.12 a 8.10 ppm cuya integracion correspondio a

1H.

El espectro de carbono 13 mostro siete sefales para carbonos alifaticos; en 9.9
ppm, 14.2 ppm, 37.8 ppm, 47.1 ppm, 56.0 ppm, 56.2 ppm y 60.0 ppm; que
corresponden a C9, C8, C11, C10, C19, C18 y C7 respectivamente. Ademas, se
presentaron dieciséis carbonos aromaticos, de los cuales siete fueron metinos y
las restantes nueve correspondieron a carbonos cuaternarios 113.3 ppm, 113.4
ppm, 114.2 ppm, 115.6 ppm, 120.8 ppm, 121.2 ppm, 125.6 ppm, 126.4 ppm, 128.2
ppm, 128.4 ppm, 128.5 ppm, 136.9 ppm, 137.3 ppm, 147.7 ppm, 148.5 ppm y

148.8 ppm. Por ultimo, el carbono carbonilico (C6) se observé en 164.3 ppm.

En lo que respecta al espectro de IR, se observd la desaparicion de la seial del
estiramiento de NH lo cual indica que el pirrol 37 se alquil6 satisfactoriamente, y se
siguieron observando tanto el estiramiento de NO, en 1514 cm™ como el
estiramiento del carbonilo del éster en 1706 cm™. En el espectro de masas se
detectd la presencia del ion molecular esperado a m/z 516, asi como la

contribucién isotépica hecha por el atomo de bromo a m/z 518.
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FIGURA 4. Caracterizaciéon del compuesto 39.

CIERRE DEL ANILLO PARA LA OBTENCION DE LA PIRROLO[2,1-

allISOQUINOLINA 40

Con el pirrol trisustituido alquilado de manera exitosa se procedidé a realizar el
cierre del anillo para obtener el compuesto 40, mediante una reaccién de Heck
empleando como catalizador Pd(AcO),.?® Este método fue seleccionado ya que

reacciones de este tipo son muy socorridas para la creacién de enlaces carbono-

8 Chen, W.; Li, R.; Han, B.; Li, B. J.; Chen, Y. C.; Wu, Y.; Ding, L. S.; Yang, D. Eur. J. Org. Chem. 2006, 1177-
1184.
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carbono®; ademas, ya se tenia la experiencia de haber trabajado con este

proceso para la obtencion de moléculas similares® (Esquema 15).

EtO NO,
/- \ PPhs, Pd(AcO),
N TEA
CH5CN
Br Reflujo
74%
OMe 40
OMe
39

Esquema 15. Reaccion de Heck para la obtencion de la pirroloisoquinolina 40.

En la reacciéon unicamente se observo la formacion del producto deseado, aunque
es importante sefalar que la materia prima no se consumié por completo al
monitorearla con ccf, incluso ni al incrementarse el tiempo de reaccion. Después
de purificar la mezcla de reaccion, el compuesto 40 se obtuvo en 74% de

rendimiento, considerando la materia prima que fue recuperada.

El espectro de protén de la isoquinolina 40 mostré H-C5 y H-C6 como dos tripletes
que integraron para 2H para cada una en 3.96 ppm (J = 6.3 Hz), (traslapado con la

senal del metoxilo H-C15) y 3.02 ppm (J = 6.6 Hz); H-C10 y H-C7 se observaron

*° Lauer, M. G.; Thompson M. K.; Shcaughnessy, K. H. J. Org. Chem. 2014 (DOI: 10. 1021/j0501840u).
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como dos singuletes en 8.03 ppm y 6.74 ppm, respectivamente, que integraron
cada uno para 1H; para H-C12 y H-C13 el espectro mostré un cuadruplete en 4.04
ppm (J = 7.2 Hz) que integré para 2H y un triplete en 0.89 ppm (J = 7.2 Hz) que
integro para 3H; el metilo H-C14 se mostré como un singulete que integré para 3H
en 217 ppm; en tanto que las sefiales para los metoxilos H-C15 y H-C16
aparecieron como dos singuletes grandes que integraron para 3H cada uno en
3.94 ppm y 3.92 ppm respectivamente; H-C18 se mostré como un doble de
dobletes en 8.16 ppm (Jm = 1.2 Hz, Jn = 2.4 Hz) que integré para 1H; en cuanto a
H-C20, este se presentd como una sefal multiple, de 8.18 a 8.14 ppm que cuya
integracion fue para 1H; H-C21 se observo en 7.52 ppm (Jm = 0.9 Hz, Jo = 7.5 Hz)
como un triple doblete con una integral de 1H; y por ultimo H-C22 se encontr6 en

7.59 ppm (Jm = 1.5 Hz, Jo = 7.5 Hz) como un doble triplete integrando para 1H.

La informacion antes descrita se complemento6 con el espectro de RMN-">C de 40,
en el que se identificaron siete sefales alifaticas en 10.3 ppm, 13.7 ppm, 29.1
ppm, 41.3 ppm, 55.9 ppm, 56.0 ppm y 59.9 ppm; que correspondieron a C14, C13,
C6, C5, C16, C15 y C12, respectivamente. También se observaron dieciséis
senales aromaticas, de las cuales seis fueron carbonos metinicos vy
correspondieron a 110.5 ppm, 110.8 ppm, 120.9 ppm, 125.1 ppm, 128.3 ppm y
136.4 ppm; asimismo, se observaron diez carbonos cuaternarios presentes en
109.5 ppm, 120.8 ppm, 121.5 ppm, 125.5 ppm, 126.1 ppm, 132.1 ppm, 138.7 ppm,
147.6 ppm, 147.8 ppm y 148.8 ppm. Por ultimo, el carbono carbonilico C12

aparecio en 166.0 ppm.
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El espectro de IR de la isoquinolina 40 mostro la sefial del estiramiento del grupo
nitro en 1517 cm™, en tanto que en 1709 cm™ se distinguid la correspondiente al
carbonilo del éster. Por ultimo, en el espectro de masas se observd un ion

molecular de m/z 436 que es el que se esperaba para esta molécula.

Figura 5. Estructura de la pirroloisoquinolina 40.

REDUCCION DEL GRUPO NITRO PARA OBTENER LA

PIRROLOISOQUINOLINA SUSTITUIDA CON UNA AMINA PRIMARIA 41

Después de realizar el cierre del ciclo de la pirroloisoquinolina 40, se procedio a
reducir el grupo nitro presente en dicha molécula, mediante una hidrogenacién
catalitica con Pd/C en MeOH como disolvente. En esta reaccion se pierden dos
moléculas de agua y se adicionan dos hidrégenos al nitrégeno. De esta manera,

se obtuvo la amina primaria 41 en un rendimiento regular de tan solo el 60%
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(Esquema 16); dado que en el experimento se observé una gran cantidad de

subproductos.

40 a1

Esquema 16. Reduccion del grupo nitro para obtener la pirroloisoquinolina 41.

La caracterizacion de 41, se logré utilizando los meétodos espectroscopicos
usuales: su espectro de RMN de protéon mostré los H del grupo amino como un
singulete ancho que integré para 2H en 3.46 ppm; H-C10 se observé como una
senal simple en 7.95 ppm; en tanto que H-C7 apareciéo como un multiplete de 6.60
a 6.71 ppm, integrando ambos para 1H; las senales para H-C12 y H-C13 se
observaron en el espectro como un cuadruplete en 4.05 ppm (J = 7.2 Hz) y como
un triplete en 0.96 ppm (J = 7.2 Hz), integrando la primera de ellas para 2H, en
tanto que la segunda integré para 3H; los metoxilos H-C16 y HC15 se observaron
como singuletes en 3.90 ppm y 3.91 ppm e integraron para 3H cada uno; el metilo

H-C14 se mostr6 como un singulete, cuya integracion correspondié a 3H en 2.18

ppm.

——
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La informacion antes descrita fue complementada con su espectro de RMN-"3C,
identificando en este siete sefiales alifaticas en 10.3 ppm, 13.7 ppm, 29.1 ppm,
41.1 ppm, 55.9 ppm, 56.0 ppm y 59.9 ppm; que correspondieron a C14, C13, C6,
C5, C16, C15 y C12 respectivamente. También se observaron dieciséis senales
aromaticas, de las cuales seis fueron para CH aromaticos (110.0 ppm, 110.6 ppm,
112.9 ppm, 116.9 ppm, 120.7 ppm y 128.5 ppm), y nueve correspondieron a
sefales de carbonos aromaticos cuaternarios (121.4 ppm, 123.6 ppm, 125.1 ppm,
125.4 ppm, 130.4 ppm, 137.5 ppm, 145.7 ppm, 147.7 ppm y 147.9 ppm). Por
ultimo, la presencia del carbono carbonilico C12 fue manifiesta por la sefal en

167.2 ppm.

En su espectro de IR se logré identificar el estiramiento de NH en 3455 cm™, y la
banda correspondiente al carbonilo del éster en 1691 cm™. Por Gltimo, el espectro
de masas mostré la presencia del ion molecular de a m/z 406 que era el esperado

para esta molécula.

Figura 6. Caracterizacion del compuesto 41.
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SINTESIS DE LAS UREAS NO SIMETRICAS 4Y 5

Una vez preparada la amina primaria 41, se continué con la formacién de las
ureas no simétricas 4 y 5, utilizando el método reportado por Majer,19 el cual es un
proceso one-pot donde se hacen reaccionar dos aminas en presencia de
trifosgeno, utilizando como disolvente diclorometano. De acuerdo con el
mecanismo de esta reaccion, primero ocurre la formacion de un isocianato® por la
reaccion entre la amina primaria con el trifosgeno en presencia de una amina
terciaria (DIPEA); a continuacién, la amina secundaria correspondiente reacciona
con el carbono electrofilico del isocianato dando la correspondiente urea. La
reaccion se hizo en dos ocasiones, en el primer experimento se empleé como
amina secundaria la piperazina (48), lo cual gener6 la urea 5 con un rendimiento
bajo (35%). En tanto que en el segundo caso, la amina secundaria fue la
pirrolidina (47), dando como resultado el compuesto 4 con 28% de rendimiento.
Una posible explicacién para los rendimientos bajos de ambas transformaciones,
es que no toda la materia prima se consumio lo que puede implicar que, en las
condiciones en que se realizd la reaccion, es poco reactiva. No se intentd
optimizar las reacciones por cuestiones de tiempo, aunado a que se habian
obtenido cantidad suficiente de los productos tanto para su caracterizacion como

para la determinacion de su actividad citotoxica.

30 Nowick, J. S.; Powell, N. A.; Nguyen, T. M.; Noronha, G. J. Org. Chem. 1992, 57, 7365-7366.
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Esquema 17. Sintesis de las ureas no simétricas 4 y 5.

La elucidacién estructural del compuesto 4 comenzd examinando su espectro de
RMN-'H en el cual se pudo apreciar que los hidrogenos del anillo de la pirrolidina,
H-C26 y H-C29, dan un solo triplete en 3.46 ppm (J = 6.0 Hz) y que integrd para
4H; en tanto que H-C27 y H-C28 se observaron como un unico doble triplete en
1.97 ppm, que integra para 4H. En 0.93 ppm (J = 7.2 Hz) se observo un triplete
que correspondio a H-C13 e integré para 3H. El hidrégeno del grupo urea (H-N23)
se observé como un singulete pequeno a 6.17 ppm e integré para 1H. Para el
caso de H-C22, esta senal aparecid6 como un doble triplete en 6.92 ppm (Jo = 7.8
Hz, Jn = 1.5 Hz) e integré para 1H; H-C21 se encontré como un triplete en 7.26

ppm (Jo = 8.1 Hz) que integrd para 1H; H-C18 también se mostré como un triplete
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pero en 7.15 ppm (Jm = 1.8 Hz); H-C20 se observé como un doble doble doblete
en 7.49 ppm (Jo = 8.1 Hz, J, = 2.3 Hz, J, = 1.2 Hz) cuya integracion fue para 1H.
En lo que respecta a H-C14, este se present6 en 2.15 ppm como un singulete que
integro para 3H; H-C12 se encontré como un cuadruplete en 4.04 ppm (J = 7.2 Hz)
con una integracién para 2H. De 3.96-3.85 ppm se observé una sefial multiple que
integro para 8H, en esta se encuentran presentes H-C16, H-C15 y H-C5; para H-
C10 y H-C7 se observaron dos singuletes, el primero en 7.97 ppm y el segundo en
6.72 ppm, los dos integrando para 1H; finalmente H-C6 se presentd como un

triplete en 2.98 ppm (J = 6.6 Hz) e integr6 para 2H.

La informacién descrita arriba fue corroborada por el espectro de RMN-"C de 4,
en el cual fue posible observar 27 sefiales, de las cuales nueve correspondieron a
carbonos alifaticos, dos a carbonos carbonilicos, seis carbonos metinicos
aromaticos y diez a carbonos cuaternarios aromaticos. Después del analisis
minucioso del espectro, la asignacién quedd establecida de la forma en que se

presenta en la Tabla 2.

En el espectro de IR del compuesto 4, se pudo identificar la sefal del estiramiento
del C-N en 1211 cm™, la banda correspondiente al grupo carbonilo del éster en
1654 cm™ y el estiramiento N-H en 3382 cm™. Finalmente, en su espectro de
masas se observd un ion molecular a m/z 504, que corresponde a su peso

molecular.
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Tabla 2. Caracterizacion del compuesto 4

C aromaticos C alifaticos C=0

147.9 ppm C8 | 123.4 ppm C22 59.9 ppm C12 167.1 ppm (éster)
147.7 ppm C9 | 121.4 ppm C10’ 55.96 ppm C15 153.9 ppm (urea)
138.6 ppm C2 | 121.1 ppm C20 55.91 ppm C16
137.1 ppm C17 | 117.3 ppm C18 | 45.8 ppm C26, C29
130.7 ppm C19 | 110.6 ppm C1 41.1 ppm C5
128.2 ppm C21 | 110.3 ppm C7 | 29.7 ppm C27, C28
125.7 ppm C10” | 110.1 ppm C10 25.6 ppm C6
125.2 ppm C6’ 13.7 ppm C13

124.7 ppm C3 10.3 ppm C14

En lo concerniente al triciclo 5, en su espectro de RMN-'H se observa el
desplazamiento quimico de los metilenos de la piperazina en 3.52 (H-C26 y H-
C30) y 3.32 ppm (H-C27 y HC29), los cuales fueron dos singuletes anchos, que

integraron para 4H cada uno; H-N28 se observé como un singulete ancho en 1.99
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ppm que integré para 1H; H-N23 apareci6 como un singulete en 8.54 ppm cuya
integral también fue para 1H; para el sistema aromatico se tiene que H-C22 se
observo como un doblete en 6.75 ppm (J = 7.5 Hz) cuya integracion fue para 1H;
H-C21 se encontré en 7.20 ppm (J = 7.8 Hz) como un triplete que integr6 para 1H.
El espectro también mostré en 7.38 ppm a H-C20 como un doblete (J = 7.5Hz)
cuya integracion fue para 1H, esta sefal se encontrd traslapada con el singulete
perteneciente a H-C18 en 7.35 ppm cuya integral fue para 1H. En lo que respecta
al esqueleto de la isoquinolina y sus sustituyentes: H-C14 apareci6 como un
singulete en 2.18 ppm que integr6 para 3H; H-C13 se mostré como un triplete en
0.90 ppm (J = 6.9 Hz) con una integracion para 3H; H-C12 fue un cuadruplete en
4.01 ppm (J = 6.9 Hz) que integré para 2H; para H-C15 y H-C16 se observaron
dos singuletes en 3.75 ppm y 3.81 ppm integrando cada uno para 3H; para H-C10
y H-C7 se observaron dos singuletes, el primero a 7.74 ppm y el segundo en 6.92
ppm, integrando ambos para 1H; finalmente H-C6 y H-C5 aparecieron en el
espectro como dos tripletes, el primero en 2.97 ppm (J = 6.6 Hz) y el segundo en
3.94 ppm (J = 6.0 Hz), este ultimo traslapado con H-C12, cada uno de ellos integrd

para 2H.

La informacion descrita arriba fue corroborada con el espectro de RMN-"3C de 5,
en el cual fue posible observar 27 senales de carbonos distintos, nueve de los
cuales correspondieron a carbonos alifaticos, dos a carbonos carbonilicos, seis
carbonos metinicos aromaticos y diez carbonos cuaternarios aromaticos. Después
de analizar minuciosamente de cada una de las senales, estas fueron asignadas

de acuerdo a lo expresado en la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracterizacién del compuesto 5.

C aromaticos C alifaticos C=0
147.7 ppm C8 | 120.8 ppm C22 57.4 ppm C12 164.4 ppm (éster)
145.2 ppm C9 | 119.2 ppm C10’ 53.6 ppm C15 153.1 ppm (urea)
137.9 ppm C2 | 118.7 ppm C20 53.55 ppm C16

134.2 ppm C17
127.6 ppm C19
125.5 ppm C21
123.7 ppm C10”
123.5 ppm C6’

121.3 ppm C3

115.1 ppm C18
109.5 ppm C1
108.1 ppm C7

107.6 ppm C10

43.9 ppm C27, C29
41.8 ppm C26, C30
27.1 ppm C5
26.4 ppm C6
11.6 ppm C13

8.1 ppm C14

Su espectro de IR mostrd la sefial para el estiramiento de N-H en 3415 cm™, la del

carbonilo del éster en 1644 cm™y la del estiramiento del N-C en 1223 cm™.En
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tanto que su espectro de masas exhibié un ion molecular a m/z 518, que

corresponde al peso molecular de 5.

PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD

Una vez preparados los compuestos deseados, estos se evaluaron en cuanto a su
actividad citotoxica en seis lineas celulares neoplasicas, primero se determind el
porcentaje de inhibicién de crecimiento celular micromolar (%IC) para clasificar a
las estructuras como activas o inactivas, y después se determind la concentracion
inhibitoria 50 (ICs0) de las moléculas en las lineas celulares en las que hayan sido
activas. El %IC se determiné utilizando placas de microcultivo de 96 pozos cada
una, en las cuales se colocaron por duplicado 100 puL de la linea celular
correspondiente junto con un blanco; estas se incubaron por 24 horas a 37 °C en
atmdsfera con 5% de CO,. A continuacion, se adicioné 100 uL de los compuestos
quimicos a evaluar, y después se volvio a incubar por 48 horas a 37 °C.
Posteriormente se fijaron las células neoplasicas con acido tricloroacético, se
trataron con sulforrodamina B y se ley6 la densidad oOptica. Esto se realizé con un
lector de microplaca Bio Kinetis a una absorbancia de 515 nm. La intensidad del

color es directamente proporcional al numero de células vivas.

En la siguiente tabla se tienen contenidos los resultados obtenidos para las

pirroloisoquinolinas evaluadas a una concentracién de 50 uM:
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Tabla 4. Valores de % de inhibicion del compuesto 4 y 5§ en seis lineas celulares

cancerosas.

EtO
MeO ! /N\
MeO
4 5
Compuesto PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCF-7 | SKLU-1
(prostata) (SNC) | (leucemia) | (colon) (mama) | (pulmon)
4 71.8 50.4 54.2 SA SA SA
5 12.1 211 SA SA 39.5 39.9

Como puede observarse, el compuesto 5 no presentd un porcentaje de inhibicidn
mayor al 50% en ninguna linea celular por lo que fue considerado inactivo. De esta
manera se concluyd que el incremento de la rigidez en el fragmento de la urea,
hizo que se perdiera completamente la actividad en comparacion con 3b,

posiblemente al inhibir el establecimiento de interacciones débiles.

Con respecto al compuesto 4, este presentd una inhibicion mayor al 50% en tres
lineas celulares, razon por la cual se procedié a determinar el ICso. Para obtener
la ICsp de los compuestos a evaluar se utilizaron también placas de microcultivo y

se adiciona en cada pozo 100 pulL de los compuestos evaluados, en
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concentraciones de 3.1, 10, 31 y 100 pL, y se incuban a 37 °C durante 48 horas
en atmésfera con 5% de CO,. Posteriormente se fijaron las células, se adiciono la
sulforrodamina B y se leyo la densidad 6ptica igualmente como en el %IC. Una
vez con los datos de ICsy se construyeron curvas de concentraciéon donde los
valores de la dosis son “X” y %IC son “Y”. Los resultados se obtuvieron mediante
la ecuacion obtenida por tratamiento de los datos con una regresion lineal. Dichos

resultados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 5. Valores de concentracion inhibitoria (ICsp) del compuesto 4 en tres lineas

celulares.
PC-3 U-251 K-562
Compuesto (prostata) (SNC) (leucemia)
4 21.52+1.2uM | 42.99 £ 3.8 uM | 29.61 £ 1.1 uM

En la Tabla 5 se observa que la pirroloisoquinolina 4 fue mas activa para la linea
celular PC-3 ya que su concentracion inhibitoria fue la menor de las tres, en tanto
que en la linea de SNC se obtuvo el valor mas elevado, y por consiguiente el
menos activo de los 3. Al comparar los resultados con los del compuesto 3a, se
puede observar que la presencia del fragmento de ciclohexilmetilo en el sistema
pirroloisoquinolinico incrementa la actividad citotoxica, posiblemente mediante el

establecimiento de interacciones importantes (van der Waals) con el sitio de union.
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CONCLUSIONES

Se realizd la sintesis del 8,9-dimetoxi-3-metil-2-(3-(pirrolidina-1-
carboxamido)fenil)-5,6-dihidropirrolo[2,1-alisoquinolina-1-carboxilato de etilo
(4), con un rendimiento global de 4.8%, en una sintesis de 6 pasos de
reaccion.

Se realizd6 con éxito la sintesis del derivado del 2-(3-aminofenil)-8,9-
dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2,1-alisoquinolina-1-caboxilato de etilo
(5), con un rendimiento global del 5.8%, empleando una sintesis de 6
etapas de reaccion.

El compuesto 4 resultd tener una actividad citotoxica para la linea celular
U251 de 42.99 + 3.8 uM, para K562 de 29.61 £+ 1.1 uMy de 21.52 + 1.2 uM
para la linea celular PC-3.

El compuesto 5 resultd tener una actividad citotoxica nula al no inhibir mas
del 50 % del crecimiento celular en las lineas celulares probadas.

Los cambios propuestos para los compuestos 3a y 3b no dieron los
resultados esperados, ya que las moléculas planteadas presentaron una

disminucién considerable de la actividad bioldgica.
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SECCION EXPERIMENTAL

CONSIDERACIONES GENERALES

» EIl seguimiento de la reacciones se realizé con cromatofolios Alugram (gel
de silice 60 con indicador fluorescente UVys4). Estas fueron reveladas
haciendo uso de luz ultravioleta, ninhidrina, vainillina, yodo y permanganato
de potasio.

» Para las cromatografias en columna se utilizé gel de silice 230-400 mallas,
empleando como eluyentes mezclas de hexano y acetato de etilo, o bien de
acetona y metanol de polaridad variada.

» Los puntos de fusion estan reportados en °C, fueron determinados en un
aparato Melp-Temp Il y no estan corregidos.

» Los espectros de IR se obtuvieron en un espetrofotdmetro Bruker FT-IR
Tensor 27, usando las técnicas de pastilla de KBr o pelicula.

Los espectros de RMN-'H y ®C se adquirieron en un equipo Eclipse 300
MHz JEOL utilizando cloroformo deuterado (CDCI3) como disolvente y
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna (O ppm), o bien empleando
dimetilsulféxico (DMSO-dg). El desplazamiento quimico esta expresado en
partes por millén (ppm), la terminologia utilizada es: s = singulete, d =
doblete, t = triplete, ¢ = cuadruplete, m = multiplete, dd = doble doblete, ddd

= doble doble doblete y td = triple doblete, y las constantes de acoplamiento
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(J) se reportan en Hertz (Hz). Las sefiales en los espectros de '*C fueron
identificadas con ayuda de experimentos tipo DEPT.

Los espectros de masas se colectaron en los espectrémetros JEOL JMS
AX-505 HA, JEOL SX 102 A y JEOL JMS-T100LC por medio de las
técnicas de ionizacion de impacto electronico (IE), bombardeo por atomos

rapidos (FAB+) y analisis directo en tiempo real (DART).
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PARTE SINTETICA

PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE UREAS NO

SIMETRICAS

PROCEDIMENTO GENERAL

En un matraz bola de 25 mL, acondicionado con agitacion magnética y una aguja
para escape de gases, se prepard una solucién formada por 0.015 g (0.51 mmol)
de trifosgeno en 1.1 mL de CH,Cl,. Luego, con una bomba de adicién se afiadio a
esta mezcla una solucion compuesta por 0.049 g (0.121 mmol) de la amina
primaria (41) y 0.05 mL (16 mmol) de DIPEA en 1.8 mL de CH)Cl;, a una
velocidad de 9.4 mL/h. Al terminar el tiempo de adiccién, se retiré la bomba y se
dejo agitar por 10 min mas, a continuacion se afadidé en una sola adicion una
mezcla de 22 mmol de la amina secundaria de interés diluida en 1.1 mL de
CHCl,. La reaccion se agité por aproximadamente 30 min y fue monitoreada por
ccf. El producto crudo se extrajo con CH,Cl,, la fase organica se secd con Na;SOq
anhidro para después ser purificado por cromatografia en columna con gel de

silice, utilizando mezclas de hexano y acetato de etilo como eluyentes.
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8,9-Dimetoxi-2-(3-(piperazina-1-carboxamido)fenil)-5,6-dihidropirrolo[2,1-

alisoquinolina-1-carboxilato de etilo (5)

Fue obtenida, a partir del método general para la obtencibn de ureas no
simétricas, usando la pirrolo[2,1-alisoquinolina (41) como amina primaria y
piperazina (48) como amina secundaria como un solido blanco en 35% de

rendimiento.

RMN-"H (300 MHz, CDCl3) §0.90 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 1.99 (s, 1H), 2.18 (s, 3H),
2.97 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.32 (s, 4H), 3.52 (s, 4H), 3.75 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.94
(t, J = 7.2 Hz, 2H) 4.01 (c, J = 6.9 Hz 2H), 6.75 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.92 (s, 1H),
7.20 (t, J = 7.8 Hz, 1H),7.35 (s, 1H) 7.38 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.74 (s, 1H), 8.54 (s,
1H); RMN-3C (75 MHz, CDCl5) § 8.1, 11.6, 26.4, 27.1, 41.8, 43.8, 53.5, 53.6, 57.4,
109.4, 109.8, 111.4, 117.0, 120.6, 121.0, 122.6, 123.4, 125.3, 125.6, 127.3, 129.5,
136.0, 139.7, 147.0, 147.7, 155.0, 166.3; EM (DART) m/z (%) 518 M* (6), 435 [M-
83]" (11), 433 [M-85]" (100), 434 [M-84]" (31), 432 [M-86]" (17), 117 [M-401]" (42),
89 [M-429]" (22); IR (Pastilla-KBr) vmax (cm’") 3415, 2921, 1644, 1531, 1223, 1146,

1077; p. f. 254-256 °C.

=
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8,9-Dimetoxi-3-metil-2-(3-(pirrolidina-1-carboxamido)fenil)-5,6-dihidropirrolo

[2,1-a]isoquinolina-1-carboxilato de etilo (4)

O
EtO

(@]
a bl
[\

MeO
BOS
MeO

Fue obtenida a partir del método general para la obtencion de ureas no simétricas

usando la pirrolo[2,1-alisoquinolina (41) como amina primaria y pirrolidina (47)
como amina secundaria como un sélido amarillento que se funde a 84 °C en 28%

de rendimiento.

RMN-"H (300 MHz, CDCl3) 5 0.93 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.97 (dt, J = 6 Hz, J = 3 Hz,
4H), 2.19 (s, 3H), 2.98 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.46 (t, J = 6 Hz, 4H), 3.96-3.85 (m, 8H),
4.04 (c, J = 7.2 Hz, 2H), 6.17 (s, 1H), 6.72 (s, 1H), 6.92 (dt, Jo = 7.8Hz, Jm = 1.5
Hz, 1H), 7.15 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 7.26 (t, J = 8.1 Hz, 1H), 7.49 (ddd, Jo = 8.1 Hz, Jm
= 2.3 Hz, J, = 1.2 Hz, 1H), 7.97 (s, 1H); RMN-"*C (75 MHz, CDCls) FALTAN 2
CARBONOS §10.3, 13.7, 25.6, 29.7, 31.9, 45.8, 55.91, 55.96, 59.9, 110.1, 110.3,
110.6, 117.3, 121.1, 121.4, 123.4, 124.7, 125.2, 125.7, 128.2, 130.7, 137.1, 138.6,
147.7,147.9 , 153.9, 167.1; EM (DART) m/z (%) 504 M* (12), 434 [M-70]" (30), 433
[M-71]* (100), 225 [M-279]" (41), (12), 72 [M-432]" (30); IR (KBr) vmax (cm™) 3382,

2916, 2848, 1685, 1654, 1529, 1211, 1137, 1025; p. f. 191-193 °C.
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Sintesis del 3-nitrocinamato de etilo (36)

OEt
N02/©\/\[(

O

En un matraz bola de 25 mL se colocaron 3.04 g (20.1 mmol) de 3-
nitrobenzaldehido (34) y 4.56 mL (22.8 mmol) de fosfonoacetato de trietilo,
enseguida se disolvieron en 17 mL de DMF anhidra, la mezcla se llevé a 0 °C y
bajo atmésfera de N, se adiciond una suspension de 0.74 g (44.5 mmol) de NaH
en 17 mL de DMF via canula. La mezcla se agit6, y al cabo de aproximadamente 2
h, la reaccion habia terminado, siendo monitoreada con ccf. La mezcla se trasvaso
a un vaso de precipitados de 50 mL y se adiciond agua para precipitar el producto
crudo, el cual se filtr6 al vacio obteniéndose 3.6 g de un sélido blanco con un

rendimiento de 76% y un punto de fusién de 74 °C (lit.'® 71-72 °C).

5-Metil-4-(3-nitrofenil)-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (37)

EtO

Iz

En un matraz redondo de 25 mL acondicionado con agitacion magnética y con
atmosfera inerte de Ny, se colocaron 0.5 g (2.12 mmol) del éster a,B-insaturado
(36) y 0.578 g (2.76 mmol) de Me-TosMIC (43), en una mezcla 2:1 de Et,0O

anhidro/DMSO anhidro 15 mL. Esta soluciéon se adicion6 a una suspension
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formada por 0.186 g (4.66 mmol) de NaH en 10 mL Et,O anhidro a 0 °C con ayuda
de una canula. Al terminar la adicion, la reaccion se retird del bafio de hielo y se
continud con la agitacion a temperatura ambiente por aproximadamente 2 h. El
avance de la reaccién se monitored por ccf, una vez concluida se afadié un poco
de agua para desactivar el NaH remanente y luego el crudo se extrajo con AcOEt,
la fase organica se seco con Na;SO4 anhidro, y luego el producto se purificd por
cromatografia en columna con gel de silice usando una mezcla Hx:AcOEt (1:1),

dando un soélido color amarillo en 72% de rendimiento.

RMN-"H (300 MHz, CDCls) § 1.01 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 2.09 (s, 3H), 3.95 (c, J = 7.2
Hz, 2H), 7.33 (d, J = 3 Hz, 1H), 7.49 (ddd, J, = 0.6 Hz, J, = 7.8 Hz, 1H), 7.59 (ddd,
Jm = 0.6 Hz, Jm = 1.5 Hz, Jo = 7.6 Hz, 1H), 7.99 (ddd, Jm = 1.2 Hz, Jm = 2.4 Hz, Jo =
8.1 Hz, 1H), 8.01 (ddd, J, = 0.6 Hz, Jm = 2.1 Hz, 1H), 10.50 (s, 1H); RMN-"C (75
MHz, CDCls) & 11.4, 13.8, 58.8, 113.9, 119.5, 120.6, 123.6, 123.8, 125.5, 127.7,
128.5, 136.9, 137.8, 206.2 ; EM (IE, 70eV) m/z (%) 246 M*, 246 [M-28]" (15), 229
[M-45]* (70), 182 [M-92]" (20), 154 [M-120]" (30); IR (KBr) vmax (cm™) 3282, 1677,

1512, 1341, 1328, 1170, 1030, 733, 688, 601; p. f. 170 °C.
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1-(2-Bromo-4,5-dimetoxifenetil)-5-metil-4-(3-nitrofenil)-1 H-pirrol-3-carboxilato

de etilo (39)
o NO,
EtO
/\
N
Br.
OMe
OMe

En un matraz bola de 10 mL provisto de agitacion magnética, se disolvieron 0.12 g
(0.45 mmol) del pirrol 2,3,4-trisustituido 37 en 5 mL de DMSO anhidro. Después,
se afiadieron lentamente 0.043 g (1.11 mmol) de NaH y la reaccion se agité por 1
h. Al finalizar este tiempo, se agregaron 0.46 g (1.11 mmol) del agente alquilante
en porciones (0.28 mmol/ h) y la mezcla se mantuvo en agitacion toda la noche.
Una vez que se verificod la consumacion de la materia prima por ccf, la reaccion se
detuvo mediante la adicion de un poco de agua para eliminar el NaH restante,
luego el crudo se extrajo con AcOEt, la fase organica se secd con Na,SO4 anhidro
y finalmente el producto se purificd por cromatografia en columna con gel de silice

(hexano:AcOEt, 7:3) dando como producto un sélido amarillo (70%).

RMN-"H (300 MHz, CDCl3) §1.15 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 1.96 (s, 3H), 3.11 (t, J = 7.2
Hz, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 4.11 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 4.13 (c, J = 7.2 Hz, 2H),
6.40 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.55 (dt, Jo = 7.5 Hz, Jm = 1.5 Hz, 1H), 7.53

— 7.46 (m, 1H), 8.12-8.10 (m, 1H), 8.14 (dd, Jm = 2.4 Hz, Jm = 1.5 Hz, 1H); RMN-
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3¢ (75 MHz, CDCls) 5 9.9, 14.2, 37.8, 47.1, 56.0, 56.2, 60.0, 113.3, 113.4, 114.2,
115.6, 120.8, 121.2, 125.6, 126.4, 128.2, 128.4, 128.5, 136.9, 137.3, 147.7, 148.5,
148.8, 164.3; EM (IE, 70eV) m/z (%) 516 M* /518 M*2(3), 470 [M-46]" (5), 437 [M-
791" (100), 436 [M-80]" (35), 391 [M-125] (15), 364[M-152]" (60), 349 [M-167]" (20);
IR (KBr) vmax (cm’™") 2934, 1706, 1515, 1342, 1205, 1164, 1138, 1030, 742, 723,

688: p. f. 102 °C.

8,9-Dimetoxi-3-metil-2-(3-nitrofenil)-5,6-dihidropirrolo[2,1-a]lisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (40)

En un matraz bola de 25 mL con atmdsfera de nitrégeno y agitacion se colocaron
0.061 g (0.23 mmol) de PPh3; y 0.013 g (0.023 mmol) de Pd(AcO),. Se afiadieron
después 10 mL de MeCN anhidro y la mezcla se llevé a reflujo por
aproximadamente 1 h o hasta que la reaccion tomé un color naranja intenso.
Después se agregaron 0.3 g (0.58 mmol) del compuesto 39 disueltos en 10 mL de
MeCN anhidro, y por ultimo 0.145 mL (1.04 mmol) de TEA. La reaccién se
mantuvo a temperatura de reflujo por aproximadamente 4 h, y una vez que la
materia prima se consumié y la mezcla se llevo a temperatura ambiente, se filtré

sobre algodon, se elimind el disolvente, el crudo se extrajo con AcOEt, la fase
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organica se seco con NaySO, anhidro y luego el producto se purifico por
cromatografia en columna con gel de silice, usando una mezcla Hx:AcOEt de

polaridad variada, dando un sélido color amarillo en 74 % de rendimiento.

RMN-"H (300 MHz, CDCl3) §0.89 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 2.17 (s, 3H), 3.02 (t, J = 6.6
Hz, 2H), 3.92 (s, 3H). 3.94 (s, 3H), 3.96 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 4.04 (c, J = 7.2 Hz, 2H),
6.74 (s, 1H), 7.52 (td, Jo = 7.5 Hz, Jm = 0.9 Hz, 1H), 7.59 (dt, Jo = 7.5 Hz, Jm = 1.5
Hz, 1H) 8.03 (s, 1H), 8.16 (dd, Jm = 2.4 Hz, J, = 1.2 Hz, 1H), 8.18-8.14 (m, 1H);
RMN-"3C (75 MHz, CDCl3) § 10.3, 13.7, 29.1, 41.3, 55.9, 56.0, 59.9, 109.5, 110.5,
110.8, 120.8, 120.9, 121.5, 125.1, 125.5, 126.1, 128.3, 132.1, 136.4, 138.7, 147.6,
147.8, 148.8, 166.0; EM (IE, 70eV) m/z (%) 436 M* (100), 421 [M-15]" (20), 277
[M-159]* (18), 225 [M-208] (45), 84 [M-352]" (18); IR (KBr) vmax (cm™) 2923.8,

1709.7, 1517.8, 1347.2, 1258.3, 1140.3, 1079.7, 731.3; P. f. 108-110°C.

Sintesis del 2-(3-aminofenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2,1-

alisoquinolina-1-carboxilato de etilo (41)

En un matraz baléon se preparé una solucién formada por 0.087 g de la

pirroloisoquinolina 41 en 9 mL de EtOH, enseguida se afiadieron a la mezcla
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0.009 g del catalizador (Pd/C al 10%). Después , la suspension se hidrogend a 1
atm de presidn bajo agitacion por aproximadamente 24 h. Posteriormente, la
reaccion se filtr6 sobre celita enjuagando con AcOEt, las aguas madres se
concentraron en el rotavapor y el producto se purificé por columna dando el

producto deseado como un solido blanco en 60%.

RMN-"H (300 MHz, CDCl3) 8 0.96 (t, J =7.2 Hz, 3H), 2.18 (s, 3H), 2.98 (t, J = 6.6
Hz, 2H), 3.46 (s, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.91 (s, 3H, traslapado con un ftriplete, 2H),
4.05 (c, = 7.2 Hz, 2H), 6.60-6.71 (m, 4H), 7.10-7.15 (m, 1H), 7.95 (s, 1H); RMN-
3C (75 MHz, CDCl3) 10.3, 13.7, 29.1, 41.1, 55.9, 56.0, 59.9, 110.2, 110.6,112.9,
116.9, 120.7, 121.4, 123.6, 125.1, 125.4, 128.5, 130.4, 137.5, 145.7, 147.7, 147.9,
167.2; EM (IE, 70eV) m/z (%) 406 (M+, 100%); IR (KBr) vmax (cm™) 3455, 3369,

3232, 2933, 2842, 1691, 1608, 1531, 1494, 1467; P.F. 168 °C.?
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ANEXO 1
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ANEXO 2

RMN - 3C

L
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Eingle Pulse with Brosdbend Decoupling
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ANEXO 3
Espectrometria de masas
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