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RESUMEN

El sistema (1S,4S) -2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano (DBH), descrito por primera vez
en 1966, es una diamina quiral de simetria C2 con un equilibrio conformacional
restringido. Este sistema biciclico tiene algunas de las cualidades tipicas de un
catalizador asimétrico tales como: ser una diamina con una estructura rigida y dos
centros estereogénicos, ademas de la capacidad de coordinacién. A pesar de su
potencial como catalizador, hay pocas publicaciones sobre la aplicacion de este
sistema en la sintesis asimétrica. También se ha utilizado como el equivalente
estructural de piperazina en la sintesis de algunos andlogos de farmacos
diazabiciclicos y en algunos casos ha mostrado buenos resultados en términos de su
actividad antineoplasica, antiinflamatoria y analgésica.

Esta tesis describe la sintesis de nuevas tioureas que incorporan el sistema DBH y
su aplicacibn como organocatalizadores en diferentes reacciones de adicion de
Michael, encontrandose una pobre induccion asimétrica. Simultaneamente, se realizo
la sintesis de un nuevo analogo diazabiciclico de Ranolazina, y su evaluacion
bioldgica mostré un mayor efecto relajante que el de la ranolazina original. Actividad
qgue fue mediada por dos mecanismos diferentes. También se sintetiz6 un hibrido
diazabiciclico de erlotinib y tandutinib, y se evalué biolégicamente como agente
anticancerigeno en varias lineas celulares de céancer, mostrando un efecto menor
gue el erlotinib.



PARTE 1. SINTESIS DE ORGANOCATALIZADORES

1.1. Sintesis de Compuestos Enantiopuros

Los compuestos enantiopuros son los mas importantes constituyentes de una amplia
variedad de medicamentos, agroquimicos, saborizantes y fragancias. En la
actualidad la Agencia de Farmacos y Alimentos de los Estados Unidos de América
(FDA por sus siglas en inglés) sélo aprueba nuevos farmacos quirales en forma de
su enantdbmero activo, debido a que esta clase de compuestos interactla con
receptores biolégicos para ejercer su actividad; s6lo el enantiomero que tiene la
capacidad de unirse con el receptor presentara la actividad farmacologica deseada, y
en el caso de sabores y fragancias los enantiomeros presentan diferentes aromas o
sabores. Son ejemplos de ello el limoneno, la talidomida, el naproxeno y la
penicilamina.!, Por esta razén es necesario buscar métodos de sintesis eficientes
para obtener compuestos enantioméricamente puros. Entre los métodos que

permiten obtener sustancias quirales enantiopuras destacan:

1.1.1. Sintesis enantioselectiva estequiométrica

En este tipo de sintesis, cada molécula del reactivo quiral genera una molécula de
producto quiral. Este procedimiento suele ser impractico, ya que requiere que el
sustrato sea un compuesto quiral, lo que obliga a contar con un acervo de quiralidad
(chiral pooal), y ello a su vez implica partir de compuestos que se obtienen en la

naturaleza.

1.1.2. Catdlisis asimétrica

Con este método se alcanza un aumento de la quiralidad debido a que una molécula
de catalizador quiral puede generar cientos o miles de moléculas quirales. Este
procedimiento es mas practico, pues permite aprovechar los reactivos requeridos de
manera mas eficiente y sustentable.?

Existen diversos catalizadores apropiados para este método, como las enzimas que
se conocen desde mediados del siglo XIX, los catalizadores organometalicos



desarrollados desde la segunda mitad del siglo XX y los organocatalizadores que han

tenido un auge en la dltima década.

Gréafica 1.1. Publicaciones referentes a tioureas como catalizadores obtenido de la Web Of Sience

1.1.3. Organocatalisis

Es el empleo de pequefias moléculas organicas para catalizar reacciones organicas.
Si bien sus primeras aplicaciones partieron de compuestos aquirales que en
consecuencia generaron productos racémicos, afios mas tarde se descubrié que los
organocatalizadores enantioméricamente puros no sélo promueven la reaccion sino
que pueden inducir enantioselectividad.>® Debido a ello, en la Gltima década el
desarrollo en este campo ha sido muy amplio. Ademas, ofrecen diversas ventajas
comparado con los otros catalizadores. Destacan:
e No requiere de condiciones inertes como los compuestos organometalicos,
que usualmente son sensibles a la humedad y al oxigeno.
¢ No es necesario usar disolventes anhidros.
e Las moléculas organicas pequefias presentan mayor estabilidad, a diferencia
de las enzimas, que generalmente se degradan a temperaturas superiores a

los 37 grados centigrados.



Bajo costo en comparacion con las enzimas, algunos metales de transicion y
complejos con propiedades cataliticas.

Son facilmente accesibles, ya sea aprovechando sustancias naturales
abundantes (acervo quiral) como los aminoacidos y los carbohidratos, o
porque su preparacion es sencilla.

Amplia variedad de aplicaciones, ya que pueden actuar sobre una gran
cantidad de sustratos.

Proteccion del medio ambiente al evitar el empleo de metales que pueden ser
intolerables en

la produccion de farmacos, alimentos y derivados

agroquimicos.

Debido al éxito de la organocatalisis, en los ultimos afios surgieron diversos

mecanismos de activacion para los diferentes catalizadores. McMillan® propone la

clasificacion de la Tabla 1, donde se observan los catalizadores mas representativos

para cada modo de activacion, asi como algunos ejemplos de reacciones en que se

aplican.
Tabla 1.1. Tipos de organocatalizadores y sus vias de activacion
_ Modo de Ejemplos de nuevas
Sustrato Catalizador L . .
activacion variantes de reaccion
Catalizadores e Condensacion
via enaminas aldélica
o - -7
[ ] -
R/\i a-Alquilacion
+ intramolecular
X=Y O\ ~—N .y .
e COOH ' = e Reaccion de Mannich
R= Alquilo, arilo N X H
X=C,\N,0,S H Z 9] ., .
Y=Atomo organico genérico (@) e Reaccion de MIChae|
Z= Alquilo, H
e a-Aminacion
e a-Oxigenacién
¢ a-Halogenacion




Catalisis

e Reaccion de Strecker

mediante Activacién LUMO e Reaccion de Mannich
enlaces de e e Cianosilacion de
. L, t-Bu S N =
hidrégeno B - NTONT
9 N NN S b h cetonas
(@] H H N X" R R ., .. .
<N g e Reaccion de Biginelli
X ., .
Py N j N eReaccion de Pictet-
R™ R
Spengler
X=0,NR ., .
R,R',R"=Alquilo, arilo e Aminacion reductiva
Catalisis de eReaccién de Friedel-
iminio Crafts
eReaccion de Diels-
) Alder
H e Reaccion exo-
Activacién LUMO
R - - selectiva Diels-Alder
O  /

R= Alquilo, Arilo

o /
Ph\jN
N)\t-Bu
H

P

N
h\/t@)\t-Bu
I
I
R

e Reaccion
Mukaiyama-Michael

e Aminacion Conjugada

e Oxigenacion
conjugada

¢ Cyclopropanacion

e Epoxidacion

e Aziridinaciéon

Activacion
SOMO
o)

ﬁH

R = alquil, aril

o 7/

Activacion SOMO

e a-Alilaciéon
e a-Enolacion
e a-Vinilacion
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Contraion * Reaccion de Pictet—
T Activacion LUMO
catalisis . e Spengler
| i | e
CI N- /N )k R _ ~ s .« s e
LR Co” N HKE MCous Nv\g*g * Reaccion de adicion
R7OX: (g < ()
R" Nu:\yxw de Oxocarbenio
R
X=0, NR
R, R, R", R"™ = glquil, aril

1.1.4. Catalisis mediante enlaces de hidrogeno

La importancia de los enlaces de hidrogeno en los sistemas quimicos y biolégicos ha
sido ampliamente destacada en los Ultimos afios. Esta interaccion es de gran
importancia en los sistemas bioldgicos como el plegamiento de las proteinas o la
transferencia y expresidon de la informacion genética. Siendo este tipo de
interacciones débiles como unidad, sin embargo cuando se juntan varias de éstas

adquieren gran fuerza.”
1.1.4.1. Enlace de hidrégeno

El término enlace de hidrégeno fue establecido por Huggins® en 1936 en referencia al
fendbmeno de la asociacion entre moléculas que contienen enlaces polares X-H,
electrones desapareados de atomos Z de otras moléculas, caracterizados por sus
relativamente altas energias de interaccion. Estas interacciones conectan atomos X y
Z a través de interacciones electrostaticas y se hacen mas fuertes al aumentar el
momento dipolar de H-X, o bien por la disponibilidad del par de electrones libres del
atomo donador. Este tipo de interacciones son de gran importancia debido a que
promueven la catalisis de diversas reacciones que tienen la capacidad de funcionar

como acidos de Bronsted o Lewis.

1.1.4.2. Tioureas como catalizadores

El interés de las tioureas como organocatalizadores se inicié6 cuando Etter y col.®
descubrieron que las diaril ureas con sustituyentes elecroatractores podian tener
interaccion con diferentes grupos funcionales mediante enlaces de hidrégeno y

cocristalizaban con una amplia gama de aceptores de protones.



En este hecho se inspiraron Curran y col. " para la aplicacién de las tioureas como
catalizadores, en uno de los primeros reportes que describen la alilacion de
sulfoxidos catalizada con la urea mostrada en el Esquema 1.1. Curran propone que
la formacion de enlaces de hidrégeno con la urea que estabilizan los estados de
transicion y al aumentar cantidades de la urea en el seno de la reaccion se

observaba el aumento en la diastereoselectividad.

O
- /\/SnBu3 (') C')
> Seph s WIN= + > —
s cat J =
CF; CF;
_ o _
O Ar Ar
)J\ \N)J\N/
CgH170,C N“ON CO,CgHy7 -
S'\O/
Eq.de Cat. trans/cis Rendimiento (%) Y
0.025 7.11 70 i A
0.5 11.3/1 72
1 14.1/1 72

Esquema 1.1. Reaccién de alilacion esteroeselectiva

Porsteriomente Wittkopp y col. reportaron que el uso de grupos electroatractores

fuertes en el arilo de la tiourea, que aceleran las reacciones de tipo Diels-Alder.®

Cat. 1% mol

(@)
O
CDCl,
CF, CF; K
Q I ﬁl
F5C NJ\N CF,
HoH

Esquema 1.2. Ejemplo de tioureas con grupos electroatractores fuertes en el arilo.

Y
N

X0
rel = 4.8



Este tipo de activacion bidentada fue propuesta por diversos autores con otros
compuestos y se observdé que de igual manera promueven o aceleran diversas
reacciones. Sin embargo las tioureas presentan diversas ventajas en comparacion
con otros compuestos como son:

e La acidez de la tiourea (pKa 21) es mayor a la de la urea (pKa 26).

e Tienen alta solubilidad en una gran variedad de disolventes organicos.

¢ No se observa autoasociacion entre sus moléculas.
Por estas ventajas, el uso de las tioureas como organocatalizadores es amplio,
teniendo hoy en dia una amplia variedad de aplicaciones en diversas reacciones en

sintesis asimétrica.

1.1.4.2.1. Tiourea de Jacobsen

Entre los primeros reportes del uso de tioureas en reacciones asimétricas se
encuentran los trabajos de Jacobsen y col.? Son ellos los pioneros en el campo de
estos organocatalizadores. Descubrieron que el uso de tioureas quirales catalizaban
reacciones sin la necesidad de un metal en el medio de reaccion. A partir de este
descubrimiento encuentran el uso diversas tioureas como catalizadores en
reacciones de tipo Strecker, Mannich y aza-Morita-Baylis-Hillman asimétricas

(Esquema 1.3).201
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H 1) 24h, Tolueno, -78 "N
2) TFAA
78 %
\V 92 % ee
S
H
B Ph N_A A\
H H
HO (0]
OTBS
(@] NHBoc
B
o OC\N 1) Tolueno 8 O>/ <
+ J\ O Ph
PN H”>Ph 2) TFA 2 min PY
95 %
\1/ 97 % ee
* S
C oy
\/ Y\ —
[¢]
HO tBu
Ns N
N- o) SS\NH ©

| B :
H + OMe OMe
‘ DABCO, malla 3 A, xileno, 4 °C

49%
95% ee

Esquema 1.3. Aplicaciones de las tioureas quirales

1.1.4.2.2. Tiourea bifuncional de Takemoto

La adicion de nucledfilos a nitrolefinas son reacciones apreciadas debido a la

funcionalidad que se les puede dar a estos productos. Takemoto y col.?

reportaron
el uso de tioureas en este tipo de reacciones obteniendo rendimientos moderados y

altos excesos enantiomeéricos (Esquema 1.4)

s _NO, + Cat. 8 %mol EtO,C_ _CO,Et
X2 PN .
Ph EtO,C” “CO,Et T oliens N NG,
CF;
83 %
S 93 % ee
FsC N)J\N“\
I
PN

Esquema 1. 4. Adicién de nucledfilos a nitrolefinas catalizadas por la tiourea de Takemoto.

Takemoto fue el primero en definir el término bifuncional para este tipo de
organocatalizadores debido a que presentan una doble funcién: la de activar al

electrofilo y al nucledfilo mediante enlaces de hidrogeno para de este modo controlar
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la induccion asimétrica. Ademas, los estudios de difraccion de rayos X revelan que la
tiourea y el grupo amino se encuentran en la misma cara del plano, lo que facilita la

adicion del nucledfilo por una de las caras del electréfilo. Esquema 1.5

CF3
/@\ I
)J\ W
FsC N N*
H H _N

0N
5.6 T

+ O/ \\O
I
K/ Eto)\/kOEt
Esquema 1.5. Mecanismo de adicion estereoselectivo catalizado con una tiourea.

1.1.4.2.3. Adicion de cetonas a nitroalcanos catalizadas por tioureas bifuncionales

La aplicacion de tioureas en reacciones de adicion asimétrica de compuestos
carbonilicos a nitrolefinas ha tenido un gran auge debido a la utilidad que presentan
estos aductos, primordialmente por su versatilidad para ser transformados en
diferentes grupos funcionales, que pueden ser utilizados como intemediarios de
sintesis. * Jacobsen * y Tsogoeva, *° pioneros en el desarrollo de tioureas
bifuncionales reportaron la adicion de cetonas a nitroolefinas encontrando
rendimientos buenos y excesos enantioméricos altos con un amplio niumero de
sustratos.

Me tBu S

|
N .
A Bn~ NJ\N“
0 Ho H o W
NO 2 Ph
P2 4 Me)J\Ph O,N
Tolueno 48 h h O

83 %
99 % ee

S

Ph :
Ph . R
o H, O Ph
0.15 eq z
)H ¥ Ph/\/NOZ )H/\/NOZ

H20 (2eq.)
AcOH (0.15 eq) 98 %
Tolueno 91 9% ee

Esquema 1.6. Aplicaciones de las tioureas en reacciones de adicion tipo Michael.



1.1.4.2.4. Reaccion de Morita-Baylis Hillman

La reaccién de Morita-Baylis Hillman (MBH) ha sido estudiada en los ultimos afios
debido a que permite obtener una amplia variedad de alcoholes alilicos
funcionalizados y es una de las reacciones donde la organocatalisis ha mostrado
mejores resultados en comparacién con los catalizadores metalicos.'® Nasagawa y
col.,'” pioneros en el uso de tioureas para esta reaccion, utilizaron la tiourea de

Schneider y propusieron el modelo mostrado en el Esquema 1.7.

Ar Ar
S \N/\N, S
| |
Ar Ar H H
\|}|)J\|}|’ \O/ AT\ITIJJ\’TI/AI’
H H BN oH H
o Ph H Sy o
(I LI OH O
- ] R,N7 )
.. 3
RN RsN

Esquema 1.7. Modelo de Nasagawa y colaboradores

Posteriormente disefiaron una bistiourea quiral con el fin de tener en la misma
molécula, un grupo que active a la cetona, otro que active al aldehido y ademas
indujera enantioselectividad con buenos rendimientos y excesos enantiomeéricos

moderados, como se muestra en el Esquema 1.8.

CF5
NJ\N
HH H CFs
S:<
NH
40% mol
o FaC OH O
O
DMAP 40% mol
-5°C, sin disolvente 72 %

ee 90%

Esquema 1.8. Aplicacion de bistioureas quirales.



Por otra parte, Wang y col.'® desarrollaron una tiourea bifuncional quiral que
contiene una amina terciaria, que evita la necesidad de usar una base en la reaccion

(Esquema 1.9).

CF,
S
g‘ NJLN/t\CF3
o) H H OH O
I ™
Ph
Ph/\)J\H +

CH4CN, 0 °C

80 %
ee 83%

Esquema 1.9. Aplicacion de una tiourea bifuncional.

1.1.4.2.5 Reacciéon de Henry

Una manera de formar enlaces C-C es generar B-nitroalcoholes mediante la reaccion
de Henry, que presentan la ventaja de ser transformados en otros grupos funcionales
que se pueden aplicar en importantes procesos industriales.'® Debido a esto, el
desarrollo de catalizadores asimétricos aplicables en esta reaccion ha tenido un
importante auge, *° ' ** donde las tioureas también han tenido contribuciones
importantes para la produccion de nitroalcoholes quirales.

22,23

Nasagawa y colaboradores prepararon una guanidino-tiourea y la evaluaron en la

reaccion de Henry utilizando aldehidos alifaticos, obteniendo rendimientos y excesos

enantioméricos moderados, como se muestra en el Esquema 1.10.

Cat 10%mol
0 OH

CH3-NO, (3 eq.) NO,

Tolueno - agua (1:1)
Kl (50 % moly 0°C
91%

ee 92 %
C|e C|:18H37
® NH

H H H H
FsC N_ N PR N_ N CF3
N~ >N
TNV
Ph Ph
Fs F3

Esquema 1.10. Uso de guanidin-tiourea en la reaccion de Henry



Tras los trabajos de Nasagawa, diversos grupos de investigacion han descrito la
aplicacion de tioureas como catalizadores para la reaccion de Henry reportando

buenos rendimientos y exesos enantiomeéricos variados (Esquema 1.11).

Ph-_-OH
H H
N._N CF5
X
(JIJ T
0 N oH
R)J\H * HzC—NO, Cat 10% CF3 R/'\/No2
. THF, -20 °C 90 - 99%
R= arilo ee 85-93 %
CF;
X Q
L AN
H H
H
O™y
o
i CF OH
3 =
| N H t H,C—NO, Cat. 10% mol | N NO,
R DIPEA 20 % mol R
THF -25 °C
R=H, Me, NO,, CI, Ph 500

Esquema 1.11. Aplicacion de tioureas como catalizadores

En los ultimos afos, el uso de tioureas como organocatalizadores ha tenido un alto
impacto, y en la ultima década el incremento en los trabajos de su empleo como
organocatalizadores ha sido considerable; en 2015 se encontraron mas de 2500

publicaciones, que demuestran que las tioureas cada vez tienen mas aplicaciones.



Grafica 1.2. Publicaciones referentes a tioureas como organocatalizadores obtenido de la Web Of

Science

1.1.5. Sistema diazabiciclo heptano

El sistema (1S5,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH), descrito por primera vez en
1966,* es una diamina quiral con simetria C. y equilibrio conformacional restringido.
Este compuesto ha sido utilizado como equivalente estructural de la piperazina en la
sintesis de algunos analogos diazabiciclicos de farmacos y en algunos casos ha

rendido buenos resultados en cuanto a su actividad antineoplasica, 2°* %° 2

28,29,30 31,32,33

antiinflamatoria, y analgésica.

HN:

H
Figura 1.1. Estructura del (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano

La primera sintesis de este compuesto fue publicada en 1966 por Portoghese y
col.?® Partieron de la trans-4-hidroxi-L-prolina, la cual, por proteccién de nitrégeno,
esterificacion, reduccion del éster, tosilacion, ciclacion con bencilamina y posterior
destosilacion e hidrogendlisis, produjo el sistema diazabiciclo con un rendimiento
global de 36% (Esquema 1.12).



HO HO HO,

2 TsClI 7 7
[ Mo - { om0 O— __LeH, UV
CO,H Hz0, E;0 N N THF

N . 92% . 0 N
H 95 % Ts O Ts O 86.% Ts
TsClI
Py
Tolueno
87 %
TsO
1) NaHSO4/ AgCl, HN HI, P, Bn- NH2 4
N OTs
2) HCI, H,, Pd/C ‘Bn AcOH Tolueno N
2HCI ETOH/ H,0 2HI 76 % 86 % Ts
85 %

Esquema 1.12. Sintesis del (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano por Portoghese

Una modificacién de esta metodologia fue publicada por Jordis®**en 1990. Consiste
en la reduccién directa del acido carboxilico con borano-THF, ademas de evitar el
uso de acido yodhidrico para la N-destosilacion del biciclo, como se muestra en el

Esquema 1.13. Esta estrategia tiene un rendimiento global de 46%

TsCl HO', TsClI TsO
O‘ NaOH OH BH3 THF OH Py "
CO,H Hy0, pH 7- “H,0, pH 78 3 N > OTs
93 % 88 % 78 - 83 % N
ts
ts
Bn-NH,
Tolueno

86 %

H,, Pd/C HBr48 96, Py Ts_

MeOH/ H O 88 % N

2HBr H 000, 2HBr BN 'Bn

Esquema 1.13. Sintesis del (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano por Jordis.

En afnos recientes se han desarrollado diversas estrategias basadas en las dos
anteriores y modificando algunas condiciones para obtener los biciclos
funcionalizados.®® Pero fue hasta 2013 que Beinat y col.*® publicaron la sintesis del
sistema diazabiciclo mediante la trasformacion del alcohol primario de diol N-Boc
protegido a la azida que por posterior funcionalizacion del alcohol secundario,
reduccion de la azida y ciclizacion les produjo el diazabiciclo N-boc protegido. Esta
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estrategia tiene como ventaja tener uno de los nitrégenos protegidos para poder

preparar derivados diazabiciclicos de manera mas sencilla (Esquema 1.14).

HO, HO, 1)Boc,0 HO,
{~com o= {mcome —o— [ ) or
N~ TCOH  MeOH N TCOMe e N
H 100% H ol 4 Boc
' 91 %
1) TsCl
Py
2) TMSN,
TBAF
0,
MsO, HO 53 %
HN- PPhs Z—>\/ MsCI “
Ns O\/N
N H20 N Et:N N s
Boc 71% Boc 95% Boc

Esquema 1.14. Sintesis del (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano por Beinat.
1.1.5.1Sistema diazabiciclo[2.2.1]heptano en sintesis asimétrica

Este sistema tiene las cualidades necesarias de un catalizador asimétrico como son:
ser una diamina con estructura rigida, dos centros estereogénicos, ademas de la
capacidad de coordinacién, no obstante su potencial, existen pocas publicaciones
acerca de la aplicacion de éste en sintesis asimétrica. Jordis en 1999° publicé la
sintesis de un compuesto diazabiciclico aplicado a reacciones de adiciéon de
dietilzinc a benzaldehido, obteniendo excesos enantioméricos considerables.
Posteriormente reportaron la aplicacién del mismo diazabiciclo en reacciones de
reduccion estereoselectiva de cetonas, generando la correspondiente borolidina in
situ con la diamina; demostrando que habia induccién asimétrica moderada como se

muestra en el Esquema 1.15.3®
Etzzn
cat 10% mol
Tolueno
B) o B(OMe);

BH3 Me,S
cat 10% mol

Esquema 1.15. Reacciones de reduccién estereoselectiva de cetonas.

50%
ee 78 %

45%
ee 27 %



1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la demanda de compuestos enantiopuros para la industria quimica, es
necesario desarrollar una nueva generaciéon de catalizadores asimétricos con
ventajas estructurales que favorezcan la induccién asimétrica. ElI desarrollo de
nuevas tioureas bifuncionales que incorporen el sistema diazabiciclo heptano podria

dar pauta a una nueva generacion de catalizadores que mejoren a los ya existentes.

1.3. OBJETIVOS

e Sintetizar y caracterizar las tioureas 1-4 mostradas en la Figura 1.2, que
incorporan el sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano
e Evaluar los compuestos 1-4 como catalizadores asimétricos en diversas

reacciones de adicién tipo Michael.

F
CFs CF,
N S
SN Wy s
o A
N~ N CF3 N
OoH H WOKH N CF3
1
3
CF3 CF3

Figura 1.2. Estructura de la de las tioureas propuestas

1.4 METODOLOGIA

Los reactivos y materias primas necesarios para la sintesis provienen de Aldrich. La
pureza de los disolventes requeridos fue grado reactivoy fueron destilados
previamente.

El curso de las reacciones se monitored por cromatografia en capa fina, empleando
como fase estacionaria gel de silice (cromatofolios ALUGRAM® SIL-G/UV254
Macherey-Nagel) y como reveladores radiacion ultravioleta 254/366 nm y vapores de
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yodo. Para las columnas de cromatografia, se empleé como fase estacionaria gel de
silice de malla 70 — 230 (0.063 — 0.2 mm).

Los productos se caracterizardn por espectroscopia de resonancia magnética nuclear
de *H y C, mediante un equipo JEOL Eclipse a 300 y 400 MHz, empleando
tetrametilsilano como referencia interna. Los espectros de masas fueron
determinados en un equipo JEOL mod. JMS — SX102A.

La cuantificacion de exceso enantiomérico de realizé en un cromatégrafo de liquidos
Waters 600E con un detector UV Waters 486, utilizando una columna Chiralcel OJ-H

y los célculos fueron realizados utilizando el programa Chrom Perfect Spirit.

1.4.1. Sintesis de los compuestos 10-13

. 1) )&m
H
HO)EN\Cbz CHoCl VEV\K

2 VIER ‘N-Cbz
5.R=H N 10. R=H 85 %
6.R=CHj 9 11.R=CH; 82%
7. R=iPr 12. R=iPr 78 %
8. R= SecBu 13.R= SecBu 70 %

Esquema 1.16. Sintesis de los compuestos 10-13.

En un matraz de 50 mL provisto de agitacion magnética, se adicionaron 4 mmoles
del aminoacido Cbz protegido 5-8 (Esquema 1.16) y 8 mmoles de trietilamina en 30
mL de diclorometano seco. Esta solucion se enfrié entre 0-5 °C. Se adicionaron 1.1
eqg de cloruro de pivaloilo y se agité durante media hora a la misma temperatura.
Posteriormente se adicionaron 4 mmoles de (1S,4S)-2-metil-2, 5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano (9) y la mezcla se agitdO a temperatura ambiente durante
24 h verificando el término de la reaccion por CCF (DCM-MeOH 9:1). La mezcla se
lavd con salmuera (3 x 10 mL), se seco6 sobre Na,SO,4, se evapor6 hasta sequedad y

el residuo se purificd por cromatografia en columna.



1.4.2. Sintesis de los compuestos 14-17

H
N 2
ﬂEW R Pd/C 5% N R
N MeOH ,

10. R=H
11. R= CH, 14.R=H  98%
12. R=iPr 15.R=CH; 98 %
13.R= SecBu 16.R=/Pr  96%

17.R= SecBu 95 %

Esquema 1.17. Sintesis de los compuestos 14-17.

En un frasco de hidrogenacion de vidrio de 250 mL, se disolvieron 2 mmoles de la
amina 10-13 (Esquema 1.17) en 20 mL de metanol y se adicionaron 50 mg de
Pd(OH), /C al 20%. El frasco de hidrogenacién se purgd tres veces con nitrégeno, se
presurizé con hidrogeno a 50 psi y se agitdé durante 1h verificando el término de la
reaccion por CCF (DCM-MeOH 9:1). La mezcla se filtr6 sobre Solka-Floc para
eliminar el catalizador y se concentr6 hasta sequedad. El residuo fue usado

inmediatamente en la siguiente reaccion.

1.4.3. Sintesis de las tioueas 1-4

ol
N S
R N R
ﬂEV CF, VEV =L
"NH, > N” >N CF3
CH,Cl, H H

CF;

14. R=H 1.R=-H 60 %
15. R=CHj, 2.R=-CH 56%
16. R=jPr 3.R= jPr 47%
17.R= SecBu 4. R= secBu 48%

Esquema 1.18. Sintesis de las tioureas 1-4.
En un matraz de 100 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 3 mmoles de
la correspondiente amina 14-17 (Esquema 1.18) y 3 mmoles de isotiocianato de
(3,5-bistrifluorometil)-fenilo en 20 mL de diclorometano. La mezcla se agité durante
24 h a temperatura ambiente. Se siguio el curso de la reaccién mediante CCF (DCM-
MeOH 8:2), posteriormente se concentrd hasta sequedad y el residuo se purificd por

cromatografia en columna.



1.5. RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1. Sintesis (1S,4S)-2-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.

La sintesis del (1S,4S)-2-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano, precursor clave en la

sintesis de las tioureas 3-7 (Figura 1.2) se llevd a cabo siguiendo la metodologia
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publicada por Melgar y col.”” (Esquema 1.19). Se obtuvo un rendimiento global de

36% a partir de la trans-4-hidroxi-L-prolina (1).

HO TsCl (1 equiv) HO NaBH, HO
Na,COj 2 BF;EL,0 Z_>V
_H,0,48h OH THF, TA, 12 h OH
<_>~co2 94 % Q‘g 85%  °N
Ts Ts
18 19 20
TsCl (2.2 equiv)

Et;N, Tol.

Reflujo, 1 h

83 %

HBr 48% PhCH,NH, TSO

Ph Tol
h/\yl}ﬁ gef##r? VI}R reflciuuoenloh U\/OTS
96 % Ts®S— (50— N
96 % Ts
22
1
CH,0
HCO,H
73%
Ph > EER H, Pd/C HﬂIEW
_—
N MeOH Ny
24 80% 9

Esquema 1.19.. Sintesis de (1S,4S)-2-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (8) a partir de la trans-4-
hidroxi-L-prolina (1).

1.5.2. Sintesis de las tioureas 1-4

La sintesis de las tioureas 1-4 se llevo a cabo a partir del anhidrido mixto de la Cbz-
glicina (carbobenciloxiglicina) y la posterior reaccion con el diazabiciclo 9, como se
muestra en el Esquema 17. Ello permitid obtener la amina protegida que por
hidrogendlisis produjo la diamina 14. La optimizacion de este método permitid
obtener las diaminas 14-17 necesarias para la preparacion de las tioureas 1-4
(Esquema 1.20).



1 Ha
0 H ) Pd/C 5% N R
Ho)‘\gN\Cbz CHZCIZ _ MeOH %
“N-Cbz NH
2) O
10. R=H 85 % 14.R=H 98 %

5.R=H

6. R=CHj 9 H 11.R=CH, 82% 15.R=CH; 98 %
7.R=iPr 12.R=iPr 78 % 16.R=iPr 96 %
8. R= SecBu 13.R= SecBu 70 % 17.R= SecBu 95 %

Esquema 1.20. Sintesis de los compuestos 14-17

Debido a que los compuestos 10-17 presentaban descomposicion y los espectros de
RMN mostraron sefales complejas que no permitieron la asignacion clara de las
sefales, solo se realizé la caracterizacion de las tioureas.

La sintesis de la tioureas 1-4 se llevé a cabo por reaccion de las diaminas 14-17 con
bis-3,5(trifluorometil)-fenilisotiocianato a temperatura ambiente como se muestra en

el Esquema 1.21.
CF;

SCN
AN
R
ﬂb : QF )ER ?
NH 3 -
2 > NJ\N CF,
CH,Cl, H H

14. R=-H 58-78% 1.R=-H
15.R= :QH3 2. R=-CHj4
16. R= iPr 3. R= jPr
17. R= secBu 4. R= secBu

Esquema 1.21. Reaccion de las diaminas 14-17 con bis(trifluorometil)-fenil isotiocianato.

Debido al alto costo del bis-3,5-(trifluorometil)-fenilisotiocianato 25, materia prima
necesaria para la sintesis de las tioureas 1-4, se realiz0 la sintesis de éste a partir

de la bis-trifluorometilanilina como se describe en el esquema 1.22.%°

S
FsC FsC
c e
NH, - NCS
THF 0°C
Fs 75% Fs



Esquema 1.22. Sintesis del bis-3,5-(trifluorometil)-fenil isotiocianato 25.

1.5.3. Caracterizacion de las tioureas

La caracterizacion de las tioureas 1-4 se llevd a cabo mediante espectrometria de
masas y analisis elemental debido a que, al realizar los espectros de RMN, se
observaron sefiales muy complejas que no permitieron la elucidacién de los
correspondientes compuestos. Este fenomeno puede deberse al efecto de los las
formas canodnicas de la amida (Esquema 1.23), que provocan un desdoblamiento de
las sefiales de los hidrégenos presentes en la molécula. A este efecto se suma el
equilibrio endo-exo presente en el sistema diazabiciclico, debido a la inversién

piramidal del nitrogeno, que puede influir del mismo modo que el efecto de la amida.

a)

b)
o 8
R\N)J\R - > R\ﬁ/)\R
R R

Esquema. 1.23. a) Efecto endo-exo del sistema diazabicicloheptano b) Estructuras canonicas del

grupo amida.
Para caracterizacion mediante espectrometria de masas, se buscaron fragmentos
gue definieran el ibn molecular, asi como fragmentos que definieran la estructura del
grupo tiourea, el trifluorometilfenilo, el fragmento del aminoacido del que provienen y

el sistema DBH como se muestra en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Fragmentos de la tiourea 2 encontrado en el espectro de masas.

Tabla 1.2. Propiedades del compuesto 1.

CF;

S
N
\N?f W/\N)k'\' .
H H
0]

1-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-3-(2-((1S,4S)-5-metil-2,5-diaza-
bicyclo[2.2.1]heptan-2-il)-2-oxoetil)tiourea (1)

Cristales ligeramente amarillos con p. f. 92-96 °C .

Rendimiento 60%

EM (IE) m/z (%)( M%) 440(12), 359(50), 329(10), 271(100), 213(55),
111(30), 82(100).

IR vmax KBr (cm™): 3308, 3064, 2969, 2875, 1616, 1544, 1471, 1383, 1274,
1171, 1122, 950, 880, 680.




Tabla 1.3. Propiedades del compuesto 2.

3

I Q
N N\”/\N)J\N CF
H H
0

1-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-3-((S)-1-((1S,4S)-5-metil-2,5-diaza-
biciclo[2.2.1]heptan-2-il)-1-oxopropan-2-il)tiourea (2)

Cristales incoloros con p.f. de 151-153°C

Rendimiento 56%

EM (IE) m/z (%): (M")454, 373 (10), 342 (15), 271 (30), 213 (15), 166 (5),
82 (100), 44 (20), 28 (12)

IR vmax KBr (cm™): 3308, 3262, 3058, 2977, 2869, 1615, 1539, 1473,
1382, 1331, 1274, 1168, 1120, 985, 877, 697, 678.

Analisis Elemental: C, 47.58; H, 4.44; F, 25.08; N, 12.33; O, 3.52; S, 7.05

Tabla 1.4. Propiedades del compuesto 3.

<

3

S /é\
N B
H H
o)

1-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-3-((S)-3-metil-1-((1S,4S)-5-metil-2,5-diaza-
biciclo[2.2.1]heptan-2-il)-1-oxobutan-2-il)tiourea (3)

Cristales incoloros con p.f. de 155-157°C

Rendimiento 47%

EM (IE) m/z (%):( M") 482, 401 (5), 370 (20), 271 (45), 213 (15), 195 (5),
82 (100), 44 (5), 28 (20).

IR vmax KBr (cm'l): 3313, 2965, 2854, 2792, 1637, 1610, 1585, 1546, 1471,




1382, 1166, 1120, 963, 876, 697, 677.

Tabla 1.5. Propiedades del compuesto 4.

k/ CF;
S /@\
N c
— \H/\N)J\N CE
H H
o

1-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-3-((2S,3R)-3-metil-1-((1S,4S)-5-metil-2,5-
diaza-biciclo[2.2.1]heptan-2-il)-1-oxopentan-2-il)tiourea (4)

3

Cristales incoloros con p.f. de 92-94°C

Rendimiento 48%

EM (FAB +) m/z (%):( M" +1) 497 (75), 385 (30), 357 (10), 272 (10), 113
(95), 82 (100), 69 (15), 42 (15).

IR vmax KBr (cm™):3303, 3095, 3055, 2967, 161, 1542, 1467, 1383, 1275,
1174, 1126, 954, 879, 722, 699, 679.

1.5.4. Evaluacion de las tioureas 1- 4 como catalizadores asimétricos

Estas tioureas fueron evaluadas como inductores asimétricos en los siguientes tipos
de reaccion:

1. Reacciones de adicién de tipo Michael*

descritas en el Esquema 1.24. Se
observé en todos los casos la formacion de un producto principal, que fue aislado y
caracterizado para cada reaccion; sin embargo, al intentar realizar la cuantificacion
del exceso enantiomérico mediante HPLC quiral, los productos sufrieron
descomposicion parcial en la columna utilizada (Chiralcel OD-H), impidiendo el

analisis.
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Esquema 1.24. Reacciones de adicion de tipo Michael

2. Reaccién asimétrica de Strecker,* Se intentd la adicién de &cido cianhidrico
sobre la imina bencilica del benzaldehido, como se ilustra en el Esquema 1.25. Bajo
todas las condiciones probadas se observo una mezcla compleja de productos de

reaccion, de la cual no fue posible aislar ningun producto puro.

S~
N~ "Ph KCN, AcOH, H,O A~
J Cat 0.5% mol HN™ "Ph
Ph Tolueno P~ CN

Esquema 1.25. Reaccion asimétrica de Strecker

3. Reaccién de Henry.**'* Como se muestra en el Esquema 1.26, al utilizar
benzaldehido como sustrato, se observo una reaccion incompleta que generé una
mezcla compleja de productos de reaccién; sin embargo, al utilizar p-
nitrobenzaldehido como sustrato, se observé una reaccion completa y se logré la

obtencion del compuesto 26.
o) /\NOZ

OH
a Cat 0.5% mol *

EtOH

Y

O ——NO, OH
b) H Cat 0.5% mol L " _NO,
EtOH
60-85% O2N

Y

O,N
26

Esquema 1.26. Reaccion de Henry catalizada por las tioureas diazabiciclicas

Para cuantificar el exceso enantiomérico del compuesto 26, se desarrollé6 un método

por cromatografia de liquidos de alta resolucion (Figura 1.3). Probando las columnas



quirales Chiralcel OD-H, Chiralcel AD-H y Chiralcel OJ-H con diferentes fases, se

encontré una buena separacion con la columna Chiralcel OJ-H con la fase hexano-

etanol 8:2 con un flujo de 0.8 mL/min.

Figura 1.3. Cromatograma del compuesto 26.

Sin embargo, en todas las muestras s6lo se observd un exceso diastereomérico

(Tabla 1.6). La escasa induccion asimétrica puede deberse al efecto endo-exo del

sistema diazabiciclico, el cual evitd la formacion de un estado de transicion que

permitiera la interaccidon estereoespecifica de las moléculas en la adicién.

Tabla 1.6. Resultados de la evaluacion de las tioureas 1-4 en la reaccién de Henry

Catalizador Rendimiento (%) | Exceso diasteromérico
1 85 60
2 78 S
3 75 5
4 60 5




1.6 CONCLUSIONES

Al evaluar las tioureas 1 a 4 como organocatalizadores en las reacciones de adicion
tipo Michael de nitroetano a 4-nitrobenzaldehido, se encontré muy baja induccion
asimeétrica debido a que el sistema diazabiciclico en la estructura de las tioureas
presenta equilibrio endo-exo debida a la inversion piramidal del nitrdgeno en el

estado de transicién que impide la adicion estereoespecifica.



PARTE 2. SINTESIS DE COMPUESTOS CARDIOVASCULARES

2.1. Cardiopatia Isquémica

La cardiopatia isquémica (Cl) es un padecimiento que consiste en un desequilibrio en
la demanda de oxigeno y nutrientes en los tejidos del corazon. Las causas son
variadas; sin embargo, la principal suele ser la obstruccion temporal de las arterias
coronarias (ateroesclerosis). La manera mas frecuente de tratar este padecimiento
se basa en un cambio en la dieta para controlar niveles de triglicéridos y colesterol
aunado a un tratamiento farmacoldgico con “agentes betabloqueadores”, logrando
reducir la deficiencia de oxigeno al corazén, lo cual reduce el riesgo de que se
presenten episodios isquémicos y mejora en la calidad de vida del paciente; sin
embargo, existe un numero creciente de pacientes que presentan tolerancia a los

tratamientos farmacolégicos disponibles para este tipo de sindrome.*

2.1.1. Clasificacion

Existen tres tipos de cardiopatias isquémicas: Angina de pecho crénica estable,

angina inestable e isquemia coronaria silenciosa.

e Angina de pecho cronica estable

Se manifiesta como un malestar doloroso localizado en el pecho o en sus areas
adyacentes debido a la baja en el suministro de oxigeno, pero sin generar necrosis
en el tejido del miocardio; este padecimiento es acompafiado por sintomas como
mareos, debilidad y angustia. EI malestar dura entre 5 y 20 minutos y puede ser
provocado por esfuerzos, respiracion profunda, movimiento del torso o del brazo
izquierdo y desaparece con reposo.

e Angina inestable

Consiste en la presencia de dolor en el area donde se localiza el corazén; el dolor no

estd relacionado con el ejercicio y puede haber o no antecedentes de infarto.



Aungue el dolor es semejante al de la angina de pecho crénica estable, la angina
inestable se caracteriza por una mayor intensidad y duracion; el tratamiento con
reposo soélo produce mejoria temporal e incompleta, lo cual requiere de un
tratamiento farmacologico especifico para eliminar los sintomas.

e [/squemia coronaria silenciosa

Existen dos tipos de isquemia coronaria silenciosa: la denominada tipo 1, la cual se
presenta en pacientes con dafio grave en las arterias coronarias, y la tipo 2, que se
presenta en pacientes con angina cronica, inestable o variable. Ambos tipos

presentan episodios de isquemia indolora.’ *°

2.1.2. Incidencia

En los ultimos afios, la cardiopatia isquémica es la primera causa de muerte en los
paises desarrollados, donde causo la muerte de 6.3 millones de personas en 1990, y
se prevé que para 2020 los indices de incidencia en muchos paises en vias de

desarrollo sean similares.*’

En México, es la segunda causa de mortalidad debido al estilo de vida de sus
habitantes. Su incidencia podria aumentar en los siguientes afios, ya que
enfermedades, como la obesidad, diabetes mellitus e hipertension son cada vez mas
frecuentes y son factores de riesgo para el desarrollo de la cardiopatia isquémica.*El
70% de los pacientes que presentan angina son varones y se encuentran entre los
50 y 70 afos. Los factores de riesgo asociado a este padecimiento son, entre los
mas comunes, el tabaquismo, diabetes mellitus, obesidad y estrés.*?

2.1.3. Tratamiento

El tratamiento depende del tipo de cardiopatia isquémica y de la combinacion con
otros padecimientos que presente el paciente, que debe ser valorado individualmente

con respecto a cuatro areas:

1. Correccion de los factores de riesgo coronario
Valoracion y tratamiento de los padecimientos vinculados a la cardiopatia isquémica.

2. Medidas generales y correccion del estilo de vida



Se refiere a la mejora en el tipo de alimentacion y la implementacion de medidas que
mejoren el funcionamiento del sistema cardiovascular (disminuir el estrés, realizar
ejercicio, etc.).

3. Angioplastia coronaria o cirugia de puente coronario

Procedimientos quirdrgicos correctivos.

4. Medicacion farmacoldgica

Nitroglicerina: Induce la relajacion del musculo cardiaco, lo que provoca
vasodilatacién de las arterias coronarias y de la red venosa.*®

Bloqueadores de canales de calcio: Impiden la entrada de calcio en las células del
corazon. Esto disminuye el estrechamiento de las arterias coronarias y el esfuerzo
gue realiza el corazén, lo que reduce sus necesidades de oxigeno.

Beta bloqueadores: Bloquean los efectos de la adrenalina en el cuerpo, en particular
el efecto estimulante sobre el corazén, provocando que el corazon lata despacio y
con menos fuerza, requiriendo menos oxigeno.

Cirugia: En caso de angina inestable o angina estable que se resiste al tratamiento
con medicamentos, puede conseguir corregir la obstruccién de los vasos coronarios,
bien mediante by-pass (derivacion) o, en algunos casos, mediante angioplastia

coronaria.

2.1.4. Ranolazina

La ranolazina es un farmaco introducido en los Estados Unidos de América en la
década pasada para su empleo en el tratamiento de las Cl. Fue aprobado por la FDA
en junio de 2006 para el tratamiento de angina de pecho cronica debido a los
prometedores resultados en ensayos clinicos, que demostraron que este farmaco
presenta una mayor actividad anti-anginosa y anti-isquémica que los farmacos hasta
entonces utilizados. *° Actualmente se administra como diclorhidrato en forma
racémica por via oral, en dosis que van de 90 a 120 mg por dia y por via intravenosa,
50 a 250 pg por dosis.**



2.1.4.1. Propiedades

El diclorhidrato de ranolazina [N-(2,6-dimetilfenil)-4-[2-hidroxi-3-(2-
metoxifenoxi)propil]-1-piperazinileacetamida 2HCI] (Figura 2.1) es un compuesto

cristalino blanco soluble en agua, con punto de fusién de 164-166 °C.*?

d

%{OWO

" 2HCl

Figura 2.1. Estructura de ranolazina 27.

2.1.4.2. Método de sintesis

La revision de rutas sinteticas para la ranolazina, realizada mediante SciFinder,
evidencia un resultado de méas de 30 fuentes, donde la mayoria son patentes con
alrededor de diez afios de antigledad. Existen pocos reportes en revistas indexadas;
la mayoria describe la obtencién de los enantidmeros a través de resoluciones
enzimaticas. Entre estas publicaciones se encontr6 un método sencillo de
preparacion del racemato y los enantibmeros de ranolazina, publicado por Riise y
col.>® Emplearon como material de partida a la 2,6-dimetilanilina, que mediante una
serie de reacciones genero la ranolazina racémica con buen rendimiento (Esquema
2.1).
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Esquema 2.1. Sintesis del racemato de ranolazina reportado por Riise y col.”®

2.1.4.3. Mecanismo de accién

Aunque el mecanismo de accién de la ranolazina no ha sido completamente descrito,
hay evidencia de que inhibe la corriente tardia de sodio en las células del masculo
cardiaco, provocando un incremento en la entrada de Ca** a través de las bombas
de Na‘/Ca?*, esto tendria como consecuencia una inestabilidad eléctrica y una
disfuncion mecanica del musculo cardiaco que provocan una disminucion en la

contraccién y un aumento en la presion diastélica.>*

La ranolazina también podria tener otro mecanismo de accion: se ha sugerido que
puede inhibir parcialmente la oxidacion de &cidos grasos, lo cual provocaria un
cambio en el metabolismo al dirigirlo hacia el aprovechamiento de glucosa durante la
isquemia, aunque no se sabe qué influencia tendria este efecto a favor de la

actividad anti-anginosa de la ranolazina. *°

2.1.5. Sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano

Una de las areas mas estudiadas y desarrolladas de la quimica organica ha sido la
heterociclica, debido a las propiedades estructurales y biolégicas que induce la
presencia de heteroatomos en las moléculas ciclicas. El sistema (1S,45)-2,5-

diazabiciclo[2.2.1]heptano, descrito por primera vez en 1966,** es estructuralmente
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equivalente a una piperazina pero con equilibrio conformacional restringido. El
sistema diazabiciclico ha sido incorporado en algunas moléculas de caracter
medicinal, como ciertas quinolinas con actividad antibacteriana. Tal es el caso de la

danofloxacina, un analogo diazabiciclico de la ciprofloxacina (Figura 2.2).3° 5637

o
F COOH
E //\N !
HN :
Ciprofloxacina Danofloxacina

Figura 2.2. Estructuras quimicas de la ciprofloxacina y danofloxacina, esta ultima
sustituye el fragmento de la piperazina por el sistema diazabiciclo.

Otro compuesto que integra el sistema diazabiciclico en su estructura es el analogo

de la dietilcarbamazina, el cual presenta actividad antifilarica (Figura 2.3).®

_______

Dietilcarbamazina Analogo diazabiciclico

Figura 2.3. Estructuras de la dietilcarbamazina y su
analogo diazabiciclico.

La ranolazina (Esquema 2.2a), cuenta con un anillo de piperazina, el cual sufre
cambios de conformacion como resultado de dos tipos distintos de procesos: la
inversion piramidal de los sustituyentes del nitrégeno (inv-N) y la inversién del anillo
(inv-Anillo) (Esquema 2.2b).>°
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Esquema 2.2. a) Estructura quimica de la ranolazina, farmaco utilizado en el tratamiento
de angina de pecho, que incorpora un anillo central de piperazina. b) equilibrio

conformacional de la ranolazina.

El sistema diazabiciclo no sufre la inversion del anillo debido al puente de metileno
que le confiere rigidez, aunque sigue presentando la inversion piramidal del nitrdgeno
(Esquema 2.3a), ademas de integrar dos centros estereogénicos. Con base en estas
caracteristicas, el disefio de compuestos que integren el sistema diazabiciclo en
sustitucion del fragmento de la piperazina es la puerta a un campo amplio de
investigacion.*®® Un ejemplo es el nuevo anélogo diazabiciclico de la ranolazina

sintetizado como uno de los objetivos de este proyecto (Esquema 2.3b).
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Esquema 2.3. (a) Estructura quimica del analogo biciclico de la ranolazina 28 (b) Equilibrio
conformacional del sistema diazabiciclico.

2.2. OBJETIVO

2.2.1. Objetivo general

Sintetizar y enviar a evaluacion farmacolégica la mezcla epimérica del analogo
diazabiciclicos de ranolazina en los que se sustituya el fragmento de piperazina
por el sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano 28, asi como los epimeros
puros (S,S,S)-28 y (S,S,R)-28.

2.2.2. Objetivos particulares

1.

Sintetizar (t)-ranolazina 27.

Sintetizar la mezcla epimérica de un analogo de ranolazina en el que se sustituya
el fragmento de piperazina por el sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano
{[(S)SIS)-(S)SIR)]- }-28

Sintetizar los epimeros analogos de ranolazina (S,S,S)-28 y (S,S,R),-28 en los
gue se sustituye el fragmento de piperazina por el sistema (1S,4S)-2,5-

diazabiciclo[2.2.1]heptano.

Caracterizar y enviar a evaluacion farmacoldgica los compuestos puros.
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2.3. PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1. Sintesis de Ranolazina (Rac-7)

O
HN)K/Br HHBn HN)K/'\/D\IBn

NH,
Br)K/Br
Et3N CHCI; Et3N, CH2C|2
88% 90%

a) Pd/C, H2
30 HCI/H,0/MeOH
b)NaOH
99%
~ ~ O
O @]
O
HO a) L\)/IeOH, KOH O . HN)K/I\/_\\IH
0,
82% rac-31
32
MeOH
70%
OH ™SO

\©/ rac-27

Ranolazina

Esquema 2.4. Sintesis de Ranolazina para su empleo como referencia en la evaluacion farmacolégica
de los analogos diazabiciclicos.

2-Bromo-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (29)

En un matraz de 500 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 19.19 g
(158.4 mmol) de 2,6-dimetilanilina en 200 mL de cloroformo y se adicionaron 22.1 mL
(16.02 g, 158.4 mmol, 1 equivalente) de trietilamina. Se enfrié la mezcla a -10 °C; se
dejé agitar durante 15 minutos y se adicionaron durante 2 horas 13.8 mL (31.97 g,
158.4 mmol, 1 equivalente) de bromuro de 2-bromoacetilo disuelto en 80 mL de



cloroformo. Terminada la adicién, se dejo agitando durante 15 minutos, se verificé el
término de la reaccion por CCF (Hexano/MTBE 7:3) y se lavl con agua (3 x50 mL) y
HCI 1 N (2 x 20 mL), verificando pH acido en la fase acuosa. La fase organica se
secO sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion reducida. El residuo
sélido se recristalizé de metanol obteniendo 33.8 g (88.25%) del compuesto 2, como
cristales blancos. Pf: 158-160 °C; IR (KBr, cm™) v: 3212, 3041, 2973, 1637, 1527,
1469, 1213, 1119, 758, 512; RMN *H (300 MHz, CDCls, 8, ppm): 2.22 (s, 6H), 4.03 (s,
2H), 7.05-7.13 (m, 3H), 7.78 (br, 1H); RMN *C (75 MHz, CDCls, 3, ppm): 18.2, 29.0,
127.8, 128.3, 132.9, 135.3, 164.0.

2-(4-Bencilpiperazin-1-il)-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (30)

En un matraz de 50 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 1.76 g (7.3
mmol) del compuesto 29, 1.12 mL de trietilamina (0.81 g, 8 mmol) y 1.29 g de N-
bencilpiperazina (7.3 mmol) en 25 mL de cloruro de metileno; se dejé con agitacion
durante 24 h, verificando el término de la reaccion por CCF (AcOEt/MeOH/NH,OH
85:15:10). Se lavo con agua (3 x 10 mL). La fase organica se sec6 sobre sulfato de
sodio anhidro y se concentré a sequedad. El residuo sélido se recristalizé6 de hexano
para obtener 2.21 g del compuesto 30, como cristales blancos (90%).Pf: 114-116 °C.

2-(Piperazin-1-il)-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (32)

En un frasco de hidrogenacién de 500 mL se disolvieron 6.24 g (18.5 mmol) del
compuesto 30 en 37 mL (37 mmol) de HCI 1 N, se adicionaron 63 mL de agua, 100
mL de metanol y 624 mg de Pd/C al 10%. Se hidrogeno a 60 psi hasta que ceso el
consumo de hidrogeno, aproximadamente en 2 h, verificando el término de la
reaccion por CCF (CHCI3/MeOH/NH4OH 8:2:1). Se adicionaron 37 mL (37 mmol) de
NaOH 1N, se extrajo con CH,Cl, (3 x 25 mL). La fase organica se seco sobre sulfato
de sodio anhidro y se concentr6 a presion reducida. Se obtuvieron 4.53 g del
compuesto 32, como cristales blancos (99%). Pf: 125-126 °C. El producto se empled

en el siguiente paso sin previa purificacion.



(£)-2-[(2-Metoxifenoxi)metilloxirano (rac-31)
En un matraz de 250 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 6.17 g (110

mmol) de hidroxido de potasio en 100 mL de metanol y se adicionaron 12.41 g (100
mmol) de guayacol, se agitdo durante 30 minutos y se concentro a presion reducida.
Se adicionaron 124.1 mL (10 equivalentes) de (z)-epiclorohidrina y se mantuvo con
agitacion a temperatura ambiente por 24 h, verificando el término de la reaccion por
CCF (Hex/AcOEt 8:2). La mezcla de reaccion se destildo (30 °C/0.005 mmHg); el
residuo se resuspendié en 100 mL de acetato de etilo y se lavd con agua (3 x 50
mL). La fase organica se secO sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré a
presion reducida, obteniendo 16 g de crudo, el cual se purificé por cromatografia en
columna (360 g de gel de silice flash, Hex/AcOEt 9:1) obteniendo 14.77 g (82%) de
rac-31 como un sélido ligeramente amarillo. Pf: 38-40 °C; RMN *H (300 MHz, CDCls,
5, ppm): 2.73 (dd, 1H, J, = 5.1 Hz, J; = 2.4 Hz), 2.86-2.89 (m, 1H), 3.35-3.40 (m, 1H),
3.86 (s, 3H), 4.03 (dd, 1H, J, = 11.4 Hz, J; = 5.4 Hz), 4.23 (dd, 1H, J, = 11.4 Hz, J; =
3.6 Hz), 6.88-6.95 (m, 4H); RMN **C (75 MHz, CDCls, 3, ppm): 44.8, 50.1, 55.8, 70.1,
112.0, 114.3, 120.8, 121.8, 148.0, 149.6.

(¥)-Ranolazina (rac-27)
En un matraz de 250 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 4.36 g (17.64

mmol) del compuesto 32 y 3.18 g (17.64 mmol) de rac-31 en 100 mL de metanol; la
mezcla se calenté a reflujo por 6 h, verificando el término de la reaccion por CCF
(Hex/AcOEt 8:2 para rac-31 y CHCIl3/MeOH/NH,OH 8:2:1). Se concentrd a presion
reducida y se recristalizé de acetato de etilo, se obtuvieron 5.3 g de producto puro
(70%) como un solido blanco. Pf 164-166 °C RMN *H (300 MHz): & 2.05 (s, 6H), 2.33
(d, 2H), 3.59 (br, 2H), 3.67 (br, 2H), 3.73 (s, 2H), 3.98 (m, 2H), 4.17 (br, 2H), 4.39 (m,
1H), 6.9-7.12 (m, 7H); RMN *3C (300 MHz): 5 18.07, 50.12, 50.33, 56.51, 57.96,
59.31, 64.69, 71.01, 113.33, 114.49, 122.43, 123.23, 129.08, 129.31, 132.94, 136.72,
147.78, 149.18, 165.83; Espectrometria de Masas (EM) (EI") (% m/z): 427 [i6n
molecular (C24H33N304), 3%], 321, 379, 260 [pico base (C15H22N30), 100%)].



2.3.2.Sintesis del Analogo [(S,S,S)-(S,S,R)]-28
o) o)
HN
HNJJ\/Blr Vl}gn HNJ\/VEV Hé‘l/lﬁjc/)(/:MSOH HN)J\/ﬂEV
H

__ bNaOH
Et3N CH,Cl, — o9%
90%

29 (S'S)-34 (S'S)-35

S

[(S,S,5)-(S,S,R)]-28
Esquema 2.5. Sintesis del analogo diazabiciclico de ranolazina 28.

2-{5-Bencil-(1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il}-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida
(S,5)-34
En un matraz de 250 mL provisto de agitacibn magnética se disolvieron 4.84 g (20

mmol) del compuesto 29, 3.77 g (20 mmol) de 2-bencil-(15,4S5)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano 33 y 2.79 mL (2.02 g, 20 mmol) de trietilamina en 100 mL
de diclorometano; se agitd durante 24 h, verificando el término de la reaccion por
CCF (AcOEt/MeOH/NH4,OH 85:15:10). Se lavé con agua (3 x 50 mL), la fase
organica se secO sobre sulfato de sodio anhidro y se concentr6 a sequedad. Se
recristalizd de hexano para obtener 6.29 g (90%) de (S,S)-34 como cristales
blancos. Pf: 126-128 °C; [a]2° = +2.6 (c 1, MeOH); IR (KBr, cm™) Vmax 3240, 2972,
2844, 1662, 1496, 762, 721, 696, 501; *H RMN (300 MHz, CDCls, 5, ppm): 1.73 (d,
1H, J=9.9 Hz), 1.86 (d, 1H, J = 9.9 Hz), 2.23 (s, 6H), 2.73-2.78 (m, 2H), 2.81 (d, 1H,
J =24 Hz), 3.05 (d, 1H, J = 9.6 Hz), 3.33 (d, 1H, J = 16.8 Hz), 3.4 (s, 2H), 3.45 (d,
1H, J = 16.8 Hz), 3.72 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 7.05-7.10 (m, 3H), 7.21-7.37 (m, 5H), 8.72
(br, 1H); *3C RMN (75 MHz, CDCls, 5, ppm): 18.5, 33.9, 57.7, 58.1, 58.4, 59.4, 61.5,
63.8, 126.9, 127.1, 128.1, 128.3, 128.4, 133.7, 135.1, 139.4, 169.4; HRMS (FAB"):
m/z Calculada para Cy,H2sNsO [M+H]": 350.2232, encontrada: 350.2216.



2-{5-H-(1S,4S)-2,5-Diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il}-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (S,S)-
35
En un frasco de hidrogenacion de 500 mL se disolvieron 6.48 g (18.5 mmol) de (S,S)-

34 en 37 mL de HCI 1 N; se adicionaron 63 mL de agua, 100 mL de metanol y 648
mg de Pd/C al 10%. Se hidrogené a 60 psi por 2 h, se verificd el término de la
reaccion por CCF (CHCIl3/MeOH/NH4OH 8:2:1). Se adicionaron 37 mL de NaOH 1N,
se extrajo con diclorometano (3 x 25 mL), la fase organica se sec6 sobre sulfato de
sodio anhidro y se concentré a presion reducida. Se obtuvieron 4.76 g (99%) de
(S,S)-35 como cristales blancos.pf: 131-132 °C; [a]2° = +25.1 (c 1, MeOH); IR (KB,
cm™) Vmax: 3208, 2962, 2856, 1658, 1492, 767, 518; RMN *H (300 MHz, CDCls, 5,
ppm): 1.68 (d, 1H, J = 9.9 Hz), 1.83 (d, 1H, J = 9.9 Hz), 2.22 (s, 6H), 2.76 (d, 1H, J =
10.2 Hz), 2.84 (br, 1H), 2.96 (dd, 1H, J, = 10.5 Hz, J; = 2.1 HZz), 3.01 (dd, 1H, J, =9.9
Hz, J; = 2.4 Hz), 3.13 (dd, 1H, J, = 10.5 Hz, J; = 0.6 Hz), 3.31 (d, 1H, J = 16.8 Hz),
3.42 (d, 1H, J = 16.8 Hz), 3.47 (s, 1H), 3.65 (s, 1H), 7.05-7.09 (m, 3H), 8.65 (br, 1H);
RMN *3C (75 MHz, CDCls, 5, ppm): 18.5, 36.0, 49.7, 57.1, 59.2, 62.7, 63.2, 127.1,
128.1, 133.6, 135.0, 169.2; HRMS (FAB"): m/z calculado para CisH2,N3O [M+H]™:
260.1763, encontrado: 260.1773.

2-{(1S,4S)-5-[3-(2-Metoxifenoxi)-2-hidroxipropil]-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il}-N-
(2,6-dimetilfenil)acetamida [(S,S,S)-(S,S,R)]-28
En un matraz esférico de 100 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 4.7 g

(18 mmol) de (S,S)-35 y 3.2 g (18 mmol) de rac-31en 40 mL de metanol ; la mezcla
se calentd a reflujo por 12 h, verificando el término de la reaccién por CCF
(Hex/AcOEt 8:2 para rac-31 y CHCIl3/MeOH/NH,OH 8:2:1 para (S,S)-35 vy [(S,S,S)-
(S,S,R)]-28). Se concentrd hasta sequedad, se adicionaron 35.2 mL de HCI 1 N y se
lavd con acetato de etilo (3 x 20 mL). Se adicionaron 35.2 mL (35.2 mmol) de NaOH
1 N, se extrajo con acetato de etilo (3 x 25), la fase organica se seco sobre sulfato de
sodio anhidro y se concentré a sequedad. El residuo fue recristalizado de acetato de
etilo para obtener 6.1 g (77%) de [(S,S,S)-(S,S,R)]-28 como polvo blanco. Pf: 135-
136 °C; IR (KBr, cm™) vmax 3253, 2864, 1633, 1504, 1253, 1230, 1025, 769, 734;
RMN *H (300 MHz, CDCls, 5, ppm): 1.76-1.82 (m, 2H), 2.23 (s, 6H), 2.61-2.89 (m,
4H), 2.93 (dd, 1H, J, = 9.9 Hz, J; = 2.4 Hz), 3.01 (dd, 1H, J, = 10.2 Hz, J; = 4.5 Hz),
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3.31 (d, 1H, J = 16.5 Hz), 3.41 (s, 2H), 3.42 (d, 1H, J = 16.5 Hz), 3.59 (br, 1H), 3.83
(s, 3H), 3.93-4.07 (m, 3H), 6.87-6.95 (m, 4H), 7.05-7.09 (m, 3H), 8.64 (br, 1H); °C
RMN (75 MHz,CDCls, 5, ppm): 18.5, 34.3, 34.9, 55.8, 57.3, 57.5, 58.0, 58.6, 58.7,
59.4, 63.0, 63.2, 63.6, 67.7, 72.0, 72.1, 111.9, 114.7, 120.9, 121.8, 127.1, 128.2,
133.7, 135.0, 148.2, 149.8, 169.1.

2.3.3. Sintesis de (S,S,S)-28 y (S,S,R)-28

o OMe

o H
e NT(\N OH OMe
o e s-31 — 3 A0
MeO o (R 85% H
NT(\N _IPA_| (S.S.R)-28
o H 56 %
OMe

H
N
d (S,9)-35 L OH OMe
© ?)Q/O\:/K @ﬂb&o\ :/L

R-31
90%

(5.5.5)28
Esquema 2.6. Sintesis de los andlogos (S,S,S)-28 y (S,S,R)-28

(25)-2-[(2-Metoxifenoxi)metil]oxirano (S)-31

En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 200
mg (3.55 mmol) de hidroxido de potasio en 3 mL de metanol y se adicionaron 400 mg
(3.22 mmol) de guayacol, se agitd durante 30 minutos, y se concentré a presion
reducida. Se adicionaron 4 mL (10 equivalentes) de (R)-epiclorohidrina y la mezcla
se agitdé a temperatura ambiente por 24 h, verificando el término de la reaccion por
CCF (Hex/AcOEt 8:2). Se destilé al alto vacio (30 °C/0.005 mmHg); el residuo se
suspendio en 5 mL acetato de etilo y se lavé con agua (3 x 3 mL). La fase organica
se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presion reducida, obteniendo
510 mg de crudo, el cual se purificd6 por cromatografia en columna (6 g de gel de
silice flash, Hex/AcOEt 9:1) obteniendo 476 mg (82%) de (S)-31 como un aceite
incoloro que solidific. Pf: 55-56 °C; [a]%’ = +15.9 (c 1, MeOH), RMN *H (300 MHz,
CDCls, 8, ppm): 2.72 (dd, 1H, J, = 4.9 Hz, J; = 2.6 Hz), 2.87 (dd, 1H, J, = 4.9 Hz, J; =
4.1 Hz), 3.35-3.40 (m, 1H), 3.86 (s, 3H), 4.03 (dd, 1H, J, = 11.4 Hz, J; = 5.5 Hz), 4.23



(dd, 1H, J, = 11.4 Hz, J; = 3.6 Hz), 6.85-6.98 (m, 4H); RMN *3C (75 MHz, CDCls, d,
ppm): 44.8, 50.1, 55.8, 70.4, 112.0, 114.4, 120.8, 121.9, 148.0, 149.7.

(2R)-2-((2-Metoxifenoxi)metil)oxirano (R)-31
En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 250

mg (4.4 mmol) de hidroxido de potasio en 3 mL de metanol y se adicionaron 500 mg
(4 mmol) de guayacol, se agitd durante 30 minutos, y se concentré a presion
reducida. Se adicionaron 4 mL (10 equivalentes) de (S)-epiclorohidrina y la mezcla se
agité a temperatura ambiente por 24 h, verificando el término de la reaccion por CCF
(Hex/AcOEt 8:2).. Se destild el exceso de (S)-epiclorohidrina al alto vacio (30
°C/0.005 mmHg); posteriormente el residuo se suspendié en 5 mL AcOEt y se lavd
con agua (3 X 3 mL). La fase organica se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentro a presion reducida, obteniendo 654 mg de crudo, el cual se purificé por
cromatografia en columna (13 g de silice flash, hexano/AcOEt 9:1) obteniendo 555
mg (90%) de (R)-31 como un sélido ligeramente amarillo. Pf: 56-57 °C; [a]3=-14(c 1,
MeOH), RMN "H (300 MHz, CDCls, 5, ppm): 2.72 (dd, 1H, J; = 4.9 Hz, J; = 2.6 Hz),
2.87 (dd, 1H, J, = 4.9 Hz, J; = 4.3 Hz), 3.35-3.40 (m, 1H), 3.86 (s, 3H), 4.03 (dd, 1H,
J;=11.4 Hz, J; =5.5 Hz), 4.23 (dd, 1H, J, = 11.4 Hz, J; = 3.6 Hz), 6.85-6.98 (m, 4H);
RMN *3C (75 MHz, CDCls, 5, ppm): 44.8, 50.2, 55.8, 70.2, 112.0, 114.4, 120.8, 121.9,
148.0, 149.7.

2-{(1S,4S)-5-[(2S)-3-(2-Metoxifenoxi)-2-hidroxipropil]-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-
il}-N-(2,6-dimetilfenill)acetamida (S,S,S)-28
En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 545

mg (2.1 mmol) de (S,S)-35 y 378 mg (2.1 mmol) de (S)-31 en 10 mL de Isopropanol;
la mezcla se calentd a reflujo por 12 h. Se concentré hasta sequedad, obteniendo
850 mg de crudo, el cual se purificé por cromatografia en columna (17 g de de silice
flash, CH,Cl,/MeOH 95:5) obteniendo 748 mg (81%) de (S,S,S)-28 como un sdélido
blanco. Pf: 142-143 °C; [a]%® = (c 1, MeOH); +8.57 (c 1, MeOH); IR (KBr, cm™) Vmax:
3388, 3254, 2865, 2805, 1634, 1505, 1253, 1026, 769, 734, 608, 457 RMN *H (300
MHz, CDCls, 8, ppm): 1.77 (d, 1H, J = 9 Hz), 1.82 (d, 1H, J = 9 Hz), 2.22 (s, 6H),
2.75-2.89 (m, 4H), 2.92 (d, 1H, J = 9 Hz), 3.03 (d, 1H, J = 9 Hz), 3.29 (d, 1H, J = 15
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Hz), 3.42 (d, 1H, J = 15 Hz), 3.44 (d, 2H, J = 18 Hz), 3.83 (s, 3H), 3.97-4.03 (M, 3H),
4.18 (br, 1H), 6.86-6.97 (m, 4H), 7.08-7.09 (m, 3H), 8.66 (br, 1H); RMN **C (75 MHz,
CDCls, 3, ppm): 18.6, 34.3, 55.9, 57.7, 58.5, 58.8, 59.4, 63.5, 63.6, 67.6, 72.0, 112.0,
114.6, 121.0, 121.9, 127.3, 128.3

2-{(1S,4S)-5-[(2S)-3-(2-Metoxifenoxi )-2-hidroxipropil]-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-
il}-N-(2,6-dimetilfenill)acetamida (S,S,R)-28
En un matraz esférico de 25 mL provisto de agitacion magnética se disolvieron 545
mg (2.1 mmol) de (S,S)-35 y 378 mg (2.1 mmol) de (R)-31 en 10 mL de Isopropanol;

se calento a reflujo por 12 h. Se concentré hasta sequedad, obteniendo 815 mg de

crudo, el cual se purificdé por cromatografia en columna (16 g de silice flash,
CH.CI,/MeOH 95:5) obteniendo 766 mg (83%) de (S,S,R)-28 como un polvo blanco.
Pf: 110-112 °C; []Z = +3.58 (c 1, MeOH); IR (KBr, cm™) Vma: 3257, 2990, 2861,
1645, 1504, 1252, 1228, 770, 731:; RMN *H (300 MHz, CDCls, 5, ppm): 1.78 (dd, 2H,
J, =15 Hz, J; = 9 Hz), 2.22 (s, 6H), 2.72-2.90 (m, 5H), 3.01 (d, 1H, J = 9 Hz), 3.30 (d,
1H, J = 15 Hz), 3.40-3.42 (m, 3H), 3.42 (d, 2H, J = 15 Hz), 3.84 (s, 3H), 3.97-4.04 (m,
3H), 6.87-6.97 (m, 4H), 7.07-7.09 (m, 3H), 8.64 (br, 1H); RMN **C (100 MHz, CDCls,
0, ppm): 18.51, 34.31, 55.82, 57.56, 58.69, 58.79, 59.41, 63.28, 63.64, 67.75, 72.12,
112.03, 114.82, 120.84, 121.88, 127.12, 128.17, 133.71, 135.71, 148.30, 149.86,

169.17; HRMS (FABY):

encontrado: 440.2566.

2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1. Tabla de Resultados

Tabla 2.1 Rendimientos, apariencia y puntos de fusion de los compuestos

m/z calculado para CosH3sN304 [M+H]™:

preparados.
Combuesto Rendimiento Apariencia Punto de fusion
P (%) P (°c)
29 88 Cristales blancos 158-160
30 90 Cristales blancos 114-116
32 99 Soélido amorfo blanco 125-126

440.2549,



rac-31 82 Sélido blanco 38-40

(S)-31 82 Sdlido blanco 55-56

(R)-31 90 Salido blanco 56-57
rac-27 90 Solido amorfo blanco 164-166
(S,5)-34 90 Cristales blancos 126-128
(S,5)-35 99 Cristales blancos 131-132
[(S,S,S)-(S,S,R)]-28 77 Sdlido amorfo blanco 135-136
(S,S,5)-28 81 Sdlido amorfo blanco 142-143
(S,S,R)-28 83 Solido blanco 110-112

2.4.2 Ranolazina

Para realizar los ensayos farmacologicos de los compuestos obtenidos para este

trabajo,

fue necesario emplear

(x)-ranolazina (rac-27) como compuesto de

referencia. Debido a que en México no se encuentra comercialmente disponible, fue

necesario prepararlo mediante una modificacion de la ruta sintética reportada por

Riise y col.>

NH,

(@]
@) )K/Br
Py, e
— >
\©/ PdiC

—_—
b) "H,

como se muestra en el Esquema 2.7.

(6]
WO

32

OH ~o
HNLO\NO\@

rac-27

Esquema 2.7. Sintesis modificada para la Ranolazina (rac-27)

El primer paso fue obtener 2-(piperazin-1-il)-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (32). Para

ello se sintetizé la 2-bromo-N-(2,6-dimetilfenil)acetamida (29) mediante la reaccién

del bromuro de bromoacetilo con 2,6-dimetilanilina, obtenido con un rendimiento de

88%. Comparado con lo publicado por Moen,*? que emplea 20% de exceso de
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cloruro de cloroacetilo y obtiene 95% de rendimiento de la cloroamida 29’ (Esquema
2.8). El cambio de agente acilante tuvo la ventaja de reducir la cantidad a un
quivalente molar y mantener el rendimiento en un nivel aceptable (Esquema 2.8),

obteniendo la bromoamida 29 con un mejor grupo saliente.

O (@]
Br Cl
HN )J\/ 1 equivalente HNJ\/

1.2 equivalentes
- molar de molares de
[ j Br)]\/Br cl )l\/C'

88 % 95 %
Esquema 2.8. Comparacién de métodos de sintesis de las acetamidas.

El compuesto 29 fue caracterizado por *HRMN vy el intercambio con D,O en este
analisis permitio la identificacion inequivoca del hidrégeno enlazado al nitrégeno de
la amida.

El bromo presente en el compuesto 29 fue desplazado mediante una reaccion tipo
SN, con N-bencilpiperazina, para generar la diamina N-bencilada intermediaria que
por posterior hidrogendlisis produjo 32 con un rendimiento del 90%. Las ventajas de
este método, en comparacioén con el reportado por, Riise y col® fueron el empleo de
cantidades equimolares de reactivos y un rendimiento de 90%, contra el reportado de

63%, aun con un paso adicional de hidrogendlisis (Esquema 2.9).
9 '\(_\‘ 0 1 I\{_\I
H 1 equivalente X equivalente H
63 %

Hl\/_\lsn H
b) Palc \©/ \©/
Esquema 2.9. Comparacién de métodos de sintesis para el compuesto 4.

32 90 %

La diamina 32 se llevé sin aislar a la segunda etapa de la sintesis de rac-27, que
consisti6 en obtener (1)-2-[(2-metoxifenoxi)metilJoxirano (rac-31) mediante la
apertura del oxirano de la (£)-epiclorohidrina por el 2-metoxietil-fenolato de potasio
formado in situ a través de la reaccion de 2-metoxietil fenol con hidroxido de potasio,
con lo que se obtuvo rac-31 con un rendimiento de 82% (Esquema 2.10). La
caracterizacion de rac-31 re realizé mediante la comparacién del punto de fusion

descrito en la literatura.



La tercera etapa en la estrategia sintética consistié en la apertura del oxirano rac-31,
mediante la diamina 29, para producir la (x)-ranolazina (rac-27) con un rendimiento
de 70% (Esquema 2.10). El rendimiento global reportado por Moen,*? en cinco pasos
de sintesis para la obtencién de rac-27, es de 43%, mientras que el obtenido en este
trabajo fue de 46% (Esquema 2.10).

~o

KO f
Ruta descrita en este Trabajo o
Rendimiento global del 46 %. N
o o N
(o] B H ~0
arA_Br HN)K/ I.a) AN NBn HN)K/ —/ o) o
A LN
— _— + —
b PdC 32 rac»3l\©
) H, o) OH ~o
NH, 2 AN N o i
HN N
\@/
rac-27
) LU LHH OH ™o
X el HiY W NH HN N, o
— 32 + | rac-31
29° a) OQ\/CI
Ruta descrita por Riise Moen b)CuClz, LiCl
Rendimiento global del 43 %.
~o

-

Esquema 2.10. Comparacion de estrategias sintéticas para la obtencion de ranolazina (rac-27).
La ranolazina (rac-27) se caracteriz6 mediante RMN *H (300 MHz): & 2.05 (s, 6H),

2.33 (d, 2H), 3.59 (br, 2H), 3.67 (br, 2H), 3.73 (s, 2H), 3.98 (m, 2H), 4.17 (br, 2H),
4.39 (m, 1H), 6.9-7.12 (m, 7H); RMN *C (300 MHz): 5 18.07, 50.12, 50.33, 56.51,
57.96, 59.31, 64.69, 71.01, 113.33, 114.49, 122.43, 123.23, 129.08, 129.31, 132.94,
136.72, 147.78, 149.18, 165.83; Espectrometria de Masas (EM) (EI") (% m/z): 427
[i6n molecular (C,4H33N304), 3%], 321, 379, 260 [pico base (C15H22N30), 100%)].

Las ventajas del método desarrollado en este trabajo son: a) Un moderado
incremento en el rendimiento global de la (x)-ranolazina empleando el mismo namero
de pasos, b) el empleo de cantidades estequiométricas en cuatro de los cinco pasos

realizados para la obtencion de la (x)-ranolazina.



2.4.3.[(S,S,9)-(S,S,R)]-10 y [(S,S,S)-(S,S,R)]-28

Para la preparacion del compuesto diazabiciclico [(S,S,S)-(S,S,R)]-28 se sintetiz6 el
(1S,45)-2-bencil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano 33, analogo rigido de N-
bencilpiperazina, partiendo de trans-hidroxi-L-prolina, segun el método publicado por

Melgar y col.®* obteniendo un rendimiento global del 61%(Esquema 2.11).

HO TsCl (1 equiv) HO NaBH, HO
2 Na,CO, . BF,EL,0 .
[ Vot o () onmrmciey [} on
N~ YCO, 94.% N 85 % N
H ts © Ts
TsCl (2.2 equiv)
Et;N, Tol.
Reflujo, 12 h
83 %
TsO
HBr 48% 2
2HBr  Reflujo PhCH,NH U\/
L] 2 2
Ph"™N 30 min Ph/\MER Tol, Reflujo, 12h N OTs
96 % TS 96 % TS

33
Esquema 2.11. Ruta de sintesis de (1S,4S)-2-bencil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano 33.

Para la obtencion de la mezcla epimérica del analogo diazabiciclico [(S,S,S)-
(S,S,R)]-28 (Esquema 2.12), se parti6 de la bromoacetamida 29. Esta, mediante el
desplazamiento del bromuro con (1S,45)-2-bencil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano,
genero la diamina diazabiciclica (S,S)-8 con rendimiento de 90%. La diamina (S,S)-9
se prepard6 de forma cuantitativa mediante la hidrogendlisis. La obtencion de
[(S,S,S)-(S,S,R)]-28 se logré mediante la apertura nucleofilica del oxirano en rac-31
con la diamina (S,S)-35, con un rendimiento de 58%. La sintesis global de [(S,S,S)-

(S,S,R)]-28, partiendo de 2,6-dimetilanilina, se logré con un rendimiento de 37.3%.
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Esquema 2.12. Ruta de sintesis de [(S,S,S)-(S,S,R)]-28.

Las sefiales observadas en el espectro de RMN *H para [(S,S,S)-(S,S,R)]-28 (Figura
2.4) que hicieron posible la caracterizacion del mismo fueron: el doble de dobles que
aparece en 1.7(hidrégeno 9 figura 2.4) ppm corresponde a los hidrégenos del puente
de metileno del sistema diazabiciclico presente en la molécula; la sefial simple en 2.2
(hidrogenos 1 y 2 figura 2.4) ppm corresponde a los hidrégenos de los dos metilos
del anillo aromatico en el nitrégeno de la acetamida; la sefial multiple que aparece
entre 2.7 y 2.9 ppm corresponde a los hidrégenos de de los metilenos en posicion
alfa a los centros asimétricos del sistema diazabiciclico y al metileno de la cadena de
propilo enlazado al nitrégeno del diazabiciclo (hidrogenos 5,7,10 figura 2.4) ; la seial
multiple que aparece entre 3.2 y 3.4 ppm corresponden a los hidrégenos del metileno
de la acetamida y los hidrégenos del metileno de la cadena de propilo (hidrogenos 3
y 13 figura 2.4); la sefial simple de los hidrégenos del metoxilo (hidrogenos 14 figura
2.4 aparece en 3.83 ppm; la sefial multiple que aparece entre 4.0 y 4.1 ppm
corresponde a los hidrégenos del metileno de la cadena de propilo entre el carbono
asimétrico y el oxigeno del arilo junto con el hidrogeno del mismo carbono asimétrico;
los hidrégenos del sistema aromético provenientes del fenol aparecen entre 6.87 y
6.95 ppm; los hidrogenos del sistema aromatico unido al nitrdgeno de la acetamida

aparecen en 7.09 ppm; el hidrogeno acido de la acetamida aparece en 8.68 ppm. El



espectro de RMN *3C permitié observar el carbonilo de la amida, el cual aparece en
169.2 ppm.

Figura 2.4. Espectro de RMN 'H de [(S,S,5)-(S,S,R)]-28

Para la preparacion de los epimeros (S,S,S)-28 y (S,S,R)-28 se utilizaron los
epoxidos quirales S-31 y R-31, que por reacion con la acetamida (S,S)-35 en

isopropanol, produce cada uno de los epimeros con rendimientos aceptables
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Esquema 2.13. Sintesis de los epimeros (S,S,S)-28 y (S,S,R)-28



La sintesis de los epoxidos S-31 y R-31 se realiz6 mediante la reaccion del fenolato
proveniente de la reaccidon del guayacol con hidroxido de potasio y las

correspondientes epiclorhidrinas quirales(esquema 2.14).
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Esquem 2.14. Sintesis de los epoxidos S-31 y R-31

En la preparacion de los epoxidos quirales se observa inversién de configuracion en

el carbono asimétrico, esto puede explicarse debido al mecanismo de reaccion de la

epiclorhidrina en el cual Baldwin y col.® |. %2

y Nakanishi y co proponen en sus
publicaciones el ataque nucleofilico sobre el epdxido, seguido de una posterior

ciclacion mediante la sustitucion del cloro por parte del alcéxido intemediario.
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2.4.4. Evaluacion farmacologica

La evaluacion farmacologica de [(S,S,S)-(S,S,R)]-28 (S,S,S)-28 y (S,S,R)-28 fue
realizada en el laboratorio de fisiologia de la Facultad de Medicina de la UNAM bajo
la direccion de la Dra. Cristina Paredes Carvajal. La evaluacion se realiz6 en anillos
de aorta provenientes de ratas Wistar macho adultas. Para cada experimento se
utilizaron 2 anillos de 2 mm de ancho, uno con endotelio y otro sin endotelio, el cual

fue removido mediante friccibn manual. Ambos anillos fueron suspendidos, en una
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camara de érgano aislado (0.5 mL), entre un par de ganchos de acero inoxidable,
uno fijo a la pared de la camara y el otro fijado a un transductor isométrico de fuerza
(Grass, modelo FT03). Los anillos fueron perfundidos continuamente (1 mL/min) con
solucion de Tyrode oxigenada (95% 0,, 5% CO0,); el pH fue ajustado a 7.2 y la
temperatura fue mantenida a 37°C. Al inicio de cada experimento, se evalué la
respuesta a la fenilefrina (10 M) y al carbacol (10 M). La relajacion inducida por el
carbacol en los anillos precontraidos con fenilefrina se tom6 como evidencia de que
dichos anillos tienen preservado el endotelio, mientras que la ausencia de relajacién

confirmd la ausencia de endotelio funcional.

Para investigar el posible efecto relajante de los compuestos [(S,S,S)-(S,S,R)]-28,
(S,S,9)-28 y (S,S,R)-28, se analizaron, sobre los anillos precontraidos con fenilefrina
(10° M), los efectos de estos compuestos a concentraciones acumulativas
incrementantes (10°-10% M). Estos efectos fueron analizados en ausencia o en
presencia de indometacina (10° M) o el éster metilico de L- nitro arginina L-NAME
(300 pM).

Los resultados registrados en la Grafica 2.1 mostraron que la mezcla epimérica
[(S,S,S)-(S,S,R)]-28 tiene un mayor efecto relajante que la ranolazina. En los anillos
de aorta con endotelio. Al inhibir la liberacion de Oxido nitrico NO con L-NAME se
observa una reduccién en la relajacién producida por ranolazina demostrando que en
su efecto participa la liberacibn de NO endotelial; en contraste, al inhibir la
ciclooxigenasa con indometacina el efecto se observa ligeramente aumentado, lo que
da evidencia que su actividad también depende de la inhibicion de un prostanoide
vasoconstrictor. Al evaluar el efecto de indometacina y L-NAME sobre la mezcla
epimérica [(S,S,S)-(S,S,R)]-28 se observa que no hay efecto al inhibir la liberacién de
NO y un efecto al inhibir la ciclooxigenasa, lo que evidencia la inhibicién de un
prostanoide vasoconstrictor. Al evaluar el efecto en anillos sin endotelio se observa
que [(S,S,S)-(S,S,R)]-28 tiene un efecto relajante mayor a ranolazina y la adicion de

indometacina aumenta en ambos casos la relajacion, lo que implica que el efecto es



mediado por liberacion de un prostanoide vasoconstrictor independiente del

endotelio.

La evaluacién farmacologica de cada uno de los epimeros mostr0 que ambos
compuestos presentan actividad relajante por la liberacion de NO; sin embargo, el
compuesto (S,S,R)-28 induce ademas la liberacion de un prostaniode vasoconstrictor

de la via de la ciclooxigenasa.

Grafica 2.1. Efecto relajante sobre anillos de aorta de rata expresado en % de relajacion

H Sin Indometacina y sin L-NAME & Con Indometacina (10-6 M) & Con L-NAME (300 uM)

81.53
78.61 78.39
76.65

74.47 74.14
72.66
70.85

66.82
64.42

66.05 66.25
63.59

60.69 60.35
56.78
52.38
47.88

46.53
43.53 4353 43.88

34.94 33.81

© ) o0 o0 © o0 o0 )
£ o o o £ o o o
N — — — N — — —
s 3 wn e o 3 wn e
2 7y a v 9 @ “ W
< w L8 v < w L8 o
o - S )

Py g

(2} (2}

v, v,

() ()

Con Endotelio Sin Endotelio




2.5. CONCLUSIONES
Se demostrd que el reemplazo del anillo de piperazina en la ranolazina por el sistema

diazabiciclico conduce a compuestos con mayor actividad relajante que la propia
ranolazina, actividad probablemente mediada por la liberacion de o6xido nitrico
endotelial, que actla directamente sobre el musculo liso vascular, ademas de inducir
la liberacién de un prostanoide vasoconstrictor de la via de la ciclooxigenasa, el cual

es enmascarado por el efecto relajante producido por el mismo compuesto.



PARTE 3. SINTESIS DE COMPUESTOS ANTICANCERIGENOS
3.1. Cancer

Las células normales del cuerpo crecen, se dividen formando nuevas células y
mueren de manera ordenada. El cancer es un término genérico que abarca un
amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo.
Una caracteristica del cancer es la multiplicacion descontrolada de células anormales
que se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir otros 6rganos
del cuerpo, en un proceso conocido como metastasis. El crecimiento sin control y la
invasion a otros tejidos es lo que hace que las células se conviertan en cancerosas.
Independientemente de hacia donde se propague el cancer, siempre se le da el
nombre del lugar donde se origind. Los diferentes tipos de cancer se pueden
comportar de manera muy distinta. Por ejemplo, el cancer de pulmén y el cancer de
seno son dos enfermedades muy diferentes. Crecen a velocidades distintas y
responden a distintos tratamientos. Por esta razén, las personas requieren un
tratamiento especifico para cada tipo particular de cancer. El cancer se desarrolla por
la interaccion de factores ambientales, inmunoldgicos y genéticos especificos de
cada individuo y se puede clasificar a partir del tejido y el tipo de célula en el cual se

origina.
Carcinomas. Son aquellos tumores que se originan a partir de células epiteliales.

Sarcomas. Inician en hueso, cartilago, grasa, musculo, vasos sanguineos u otros

tipos de tejido conectivo o de sostén.
Leucemias. Empiezan en las células que dan origen a la sangre.
Linfomas. En células del sistema inmunologico.

Cénceres del sistema nervioso central. Comienzan en tejido cerebral y/o la

meédula espinal.



3.1.1. Tumor

A diferencia de las células sanas, las células cancerosas contindan multiplicAndose
por un cumulo de causas aun desconocidas, en las que pueden influir factores
genéticos y exogenos (estilo de vida, medio ambiente, infecciones virales, etc.). Esta
continua division celular produce acumulacién de células o bultos anormales, que
son llamados tumores. Un tumor es cualquier alteracion de crecimiento celular que
produzca un aumento de volumen. En términos simples, un tumor es cualquier masa
causada por un aumento en el numero de células que lo componen. Los tumores en
general se caracterizan en dos tipos: benignos o no cancerosos, y malignos o

cancerosos:

Tumor benigno: es una masa celular producida por una alteracion en el crecimiento
celular, que no invade los tejidos de su derredor, no se disemina a otras partes del
cuerpo y generalmente no necesita operarse, aunque Su continuo crecimiento
aumenta la presion en el area, afectando a otros 6rganos cercanos, por lo que a

largo plazo es necesaria la cirugia para su extraccion.

Tumor maligno: las células que lo forman tienen capacidad para extenderse a otras
aéreas del organismo. lo que puede poner la vida en peligro. A esta diseminacién o
propagacion se le denomina metastasis. Comunmente se extirpa, pero algunas

veces vuelve a crecer.

La malignidad o benignidad del tumor radica en que los tumores benignos se limitan
0 encapsulan, y no invaden ni producen metastasis. La mayoria de los canceres
forman tumores, pero algunos, debido al tipo de las células que las originan, no

hacen dafio al organismo.

3.1.2. Estadisticas del cancer

3.1.2.1. Estadisticas de cancer a escala mundial

El cancer es una de las principales causas de muerte a escala mundial. Sélo en

2012 se reportaron 8,2 millones de muertes y se registraron 14 millones de casos

nuevos relacionadas con el cancer. Se estima que el cancer aumentara a 22 millones
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de casos en las siguientes dos décadas. Mas de 60 por ciento de los nuevos casos
de cancer en el mundo tienen lugar en Africa, Asia, Sudamérica y Centroamérica.
Los canceres con mayor incidencia son el de pulmén, mama, gastrico, y colonorectal
(Gréfica 3.11).%°
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Gréfica 3.1. Estadisticas del cancer a nivel mundial.

3.1.2.2. Estadisticas a Nivel Nacional

El cancer es la tercera causa de muerte en México, y segun estimaciones de la
Unidn Internacional Contra el Cancer, cada afio se suman mas de 128,000 casos de
mexicanos. En 2009, la tasa de mortalidad por cancer en México fue de 65 por cada
100,000 habitantes, segun las cifras mas recientes, del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI). El cancer de pulmén, gastrico y hepatico son los de

mayor mortalidad en México (Gréfica 3.2).
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Grafica 3.2. Datos estadisticos de cancer en México.

3.1.3. Tratamiento general de cancer

El plan de tratamiento es elegido por los pacientes en interaccion con el médico, con
base en factores tales como el estado general de salud del paciente, el tipo y la
etapa del cancer, y las preferencias personales. Las alternativas generales incluyen
uno o mas tratamientos, tales como cirugia, quimioterapia, radioterapia o terapia

farmacoldgica dirigida.
3.1.3.1. Cirugia

La cirugia es la extirpacion del tumor y del tejido circundante mediante una
operacion. Es el tipo mas antiguo de terapia contra el cancer, y en la actualidad sigue
siendo un tratamiento eficaz. Se usa con frecuencia para extirpar todo el tejido

canceroso o parte de éste después del diagndstico.

3.1.3.2. Radioterapia

La radioterapia es el uso de un tipo de radiacion como rayos X, rayos gamma,
electrones, protones, neutrones, iones de carbono, particulas alfa y particulas beta.
La radioterapia lesiona o destruye las células en el area que recibe tratamiento para
dafiar su material genético y hacer imposible que crezcan y se dividan. Aunque la

radiacion dafa tanto las células cancerosas como las normales, estas Ultimas



tienden a recuperarse de los efectos de la radiacion y a funcionar adecuadamente. El
objeto de la radioterapia es destruir el mayor nimero posible de células cancerosas y
limitar el dafio que sufre el tejido sano. En algunos casos, el objeto de la radioterapia

es la destruccion completa de un tumor o la reduccién de su tamafio.
3.1.3.3. Quimioterapia

La quimioterapia consiste en el uso de farmacos para eliminar las células
cancerosas. Estos farmacos pueden administrarse por via intravenosa o por via oral.
Normalmente se administra una combinacion de farmacos en una serie de
tratamientos que duran semanas 0 meses, con periodos de descanso entre uno y
otro para que el paciente pueda recuperarse. Generalmente se administra después
de la cirugia para eliminar las células cancerosas que podrian haber quedado y
también puede administrarse antes de la cirugia con el fin de reducir el tamafio del

tumor y facilitar su extirpacién.®

Dependiendo de cuando se administre la quimioterapia podemos hablar de:

e Quimioterapia neoadyuvante: Se administra en primer lugar, antes de cualquier
tratamiento local como la radioterapia o la cirugia. El objetivo es disminuir el
tamafo del tumor, lo que permite realizar tratamientos locales menos agresivos.

e Quimioterapia concomitante: Se administra de forma simultanea a la
radioterapia. Permite mejorar la eficacia del tratamiento.

e Quimioterapia adyacente: se realiza posterior a la cirugia, para prevenir la

enfermedad.

Las células normales también son propensas a verse afectadas por la quimioterapia,
lo que ocasiona ciertos efectos secundarios. Estos dependen del tipo y dosis de los
medicamentos administrados, asi como de la duracidbn del tiempo que se
administran. Algunos efectos secundarios comunes incluyen:®>®
e Ulceras en la boca

e Pérdida del apetito



e Nauseas y vomitos

e Diarrea o estrefiimiento

e Baja de defensas en el sistema inmune

e Facilidad para que se formen moretones o surjan sangrados (debido a la
reduccion del numero de plaquetas)

e Cansancio (debido a la disminucién en los glébulos rojos)

e Caida del cabello.

3.1.3.4. Terapia complementaria

Las terapias complementarias son una serie de diversas modalidades de tratamiento,
que tienen una serie de términos pobremente definidos, como por ejemplo,
alternativas no probadas, no cientificas, naturales y tradicionales. Por lo general, el
término terapias complementarias se refiere a las terapias que no se utilizan bajo la

atencion de un médico.
3.1.3.5. Tratamientos alternativos

La medicina alternativa o medicina natural son términos que designan diversos
procedimientos o terapias empleados con el fin de curar a las personas; no
pertenecen al campo de la medicina convencional por la falta de evidencias
cientificas de su eficacia. En muchas de ellas su efectividad no ha sido probada
consistentemente. Tales procedimientos no son reconocidos institucionalmente en la
gran mayoria de los paises. No se ha demostrado en estudios clinicos que estos
tratamientos sean seguros ni eficaces. Algunos de estos métodos pueden ser

peligrosos, o tienen efectos secundarios con riesgo para la vida.
3.1.3.6. Terapia dirigida

Las terapias dirigidas, también llamadas terapias target por su nombre en inglés, son
tratamientos mas novedosos para el cancer que apuntan contra ciertas anomalias
especificas en las células cancerosas. Para comprender la terapia dirigida, es

necesario comprender como se desarrollan las células cancerosas. Las células son
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los elementos fundamentales de todos los tejidos del cuerpo. El cancer comienza
cuando mutan genes especificos en células sanas. Estos contienen la informacion
genética que indican a las células como producir proteinas, muchas de las cuales
ayudan a que una célula funcione con normalidad. Si los genes mutan, las proteinas
también cambiaran, provocando que las células no lleven a cabo diversos procesos,
como la muerte celular programada o apoptosis. Esto hace que las células crezcan

de manera descontrolada y formen una masa denominada tumor.®”:®

Al estudiar las células cancerosas y la forma en que reaccionan a su entorno,
investigaciones han revelado que las mutaciones génicas especificas contribuyen al
desarrollo de tipos de cancer especificos. ® A partir de esta informacién, se han

desarrollando medicamentos que:

¢ Bloguean o desactivan las sefiales que indican a las células cancerosas que
crezcan y se dividan.
e Activan o promueven procesos que provocan la muerte celular natural.
¢ Administran sustancias toxicas selectivas para las células cancerosas con el
fin de destruirlas.
Una vez identificado el blanco, el siguiente paso es formular una terapia que lo afecte
de forma que interfiera con su habilidad de promover el crecimiento o la
supervivencia de las células cancerosas. La mayoria de las terapias dirigidas son
pequefias moléculas o anticuerpos. Los compuestos de moléculas pequefias se
disefian para blancos que estan ubicados dentro de las células porque tales
sustancias tienen la habilidad de entrar en ellas con relativa facilidad. Su objetivo es

eliminar las células cancerosas sin afectar a las células normales (Figura 3.1). "



Figura 3.1. Diferencias entre la quimioterapia y las terapias dirigidas.

Algunas terapias dirigidas solamente funcionan en pacientes que tienen ciertas
mutaciones genéticas en las células cancerosas. Por ello, en el laboratorio se
analizan las células cancerosas para determinar si estos farmacos podrian ser

atiles.”
3.1.3.6.1. Tipos de terapias dirigidas

Existen diversas terapias dirigidas para el tratamiento del cancer. Estas terapias se
dividen en terapias hormonales, inhibidoras de transduccion de sefales,
moduladores de la expresion de genes, inductores de apoptosis, inhibidores de
apoptosis, inhibidores de la angiogénesis, inmunoterapias y moléculas para depositar

toxinas.

3.1.3.6.2. Inhibidores de la transduccion

Los inhibidores de la transduccién intervienen en los mecanismos de sefializacion
celular. Estos compuestos intervienen mediante la union a diversos receptores
celulares, iniciando sefales que promueven el crecimiento y la supervivencia
celular. Este tipo de terapias es aplicado cuando las células cancerosas tienen

sobreexpresado algun receptor, lo que asegura selectividad ante células normales.



3.1.4. Cancer de pulmoén

El cancer de pulmén es un conjunto de enfermedades resultantes del crecimiento
maligno de células del tracto respiratorio, en particular del tejido pulmonar, y es uno
de los tipos de cancer mas frecuentes a escala mundial. Suele originarse a partir de
células epiteliales, y puede derivar en metastasis e infiltracion a otros tejidos del
cuerpo. Los sintomas mas frecuentes suelen ser dificultad respiratoria, tos,
incluyendo tos con sangre en ocasiones, y pérdida de peso, asi como dolor toracico,

ronquera e hinchazon en el cuello y la cara.

La carcinogénesis pulmonar o céncer pulmonar es el resultado final de la accion de
multiples factores que de forma aislada, aditiva o0 sinérgica, lesionan
irreversiblemente el epitelio bronquial. El principal agente ambiental implicado en la
carcinogénesis es el tabaco, por ende la causa mas comun de cancer de pulmén es
el tabaquismo, siendo 95% de pacientes con cancer de pulmén fumadores y ex
fumadores. En las personas no fumadoras, la aparicion del cancer de pulmén es
resultado de una combinacion de factores genéticos, exposicion al gas radon,
asbesto y contaminacion atmosférica, incluyendo humo secundario (fumadores

pasivos). % "3

3.1.4.1. Tipos de cancer de pulmon

El cancer pulmonar se divide en cancer pulmonar de células no pequefias y cancer
de pulmonar de células pequefas. Estos nhombres se basan en el aspecto de las
células al microscopio, como muestra la Figura 3.2. El cancer de pulmén de células

no pequefias es mucho mas frecuente que el cancer de pulmén de células pequenas.



Figura 3.2. Diferentes tipos de células pulmonares cancerosas.

Cancer pulmonar de células no pequenas

Este cancer se divide en diversas formas. Los tres tipos de cancer de pulmén mas
importantes son el carcinoma de células escamosas, el adenocarcinoma y el
carcinoma de células grandes. El diagndstico de estos canceres se realiza de

manera similar pero su tratamiento puede variar.’*

Cancer de células pequefias

También conocido como cancer de células en grano de avena, carcinoma de células
avenoides y carcinoma indiferenciado de células pequefias. Se denomina asi por el
tamafio de las células cancerosas observadas con un microscopio.
Aproximadamente de 10 a 15% de todos los canceres de pulmon son microciticos
(células pequeiias). Tiende a crecer y diseminarse mas rapido y puede causar

sintomas mas pronto que el cancer de células no pequefias (Figura 3.3).

El carcinoma microcitico de pulmon es un tumor extraordinariamente agresivo,
muchas veces con metastasis en el momento del diagnostico. Este tumor se trata
casi siempre con quimioterapia, y a veces se realizan tratamientos combinados con

quimioterapia y radioterapia. ElI cAncer de pulmon microcitico a menudo se origina en



los bronquios, cerca del centro del pecho, y tiende a propagarse ampliamente a

través del cuerpo muy temprano en el curso de la enfermedad.

Figura 3.3. Cancer de tipo microcitico.

3.1.4.2. Tratamiento para el cancer de pulmén

El tratamiento del cancer de pulmon depende de diferentes factores. EI médico
tendra en cuenta la edad, el estado general de salud, los antecedentes médicos
personales, el tipo de tumor (microcitico 0 no microcitico), el estadio de la
enfermedad, la tolerancia a los posibles efectos secundarios de cada uno de los
tratamientos y los deseos del paciente. Se pueden emplear distintas modalidades

terapéuticas: la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia.

Igual que otros tipos de cancer, el cancer pulmonar se puede tratar con cirugia,
guimioterapia, terapia de radiacibn o la combinacion de ellas. Su tratamiento
depende de su tipo y extension. La cirugia ofrece la mejor oportunidad para curar un
cancer pulmonar y es el tratamiento que se elige para la etapa temprana en un
cancer de células no pequefias; pero no es muy efectiva para canceres en etapas
avanzadas. Se lleva a cabo cuando el tumor esta confinado al pulmén y cuando el
procedimiento se puede realizar de forma segura. La cirugia involucra la extraccion
del cancer y los nédulos linfaticos del torax. La quimioterapia y la terapia de radiacion
son pocas veces un remedio. Las terapias dirigidas son usadas eficazmente hoy en

dia para el tratamiento de esta enfermedad.



3.1.4.3. Inhibidores de las tirosina-cinasas

Las cinasas (también llamadas quinasas en algunos paises de América Latina) son
un tipo de proteinas involucradas en el proceso de fosforilacion, que consiste en
transferir grupos fosfatos desde ATP a un sustrato especifico o diana. Las tirosina
cinasas actlan sobre una proteina activandola o desactivandola, por ello ocupan un

lugar central en los mecanismos de sefializacién celular.”

Las tirosina-cinasas juegan un papel critico en la regulacion de los procesos
celulares, fundamentalmente en el desarrollo celular, diferenciacion, proliferacion,
supervivencia, crecimiento, apoptosis, la forma celular, adhesion, migracién, control
del ciclo celular, angiogénesis, respuestas a estimulos extracelulares, sefializaciéon
de neurotransmisores, la activacion de las plaquetas, transcripcién y la captacion de
la glucosa. Dado su papel fundamental en la homeostasis normal, quiza no sea
sorprendente que han sido implicados en varios trastornos humanos incluyendo
anomalias de desarrollo, inmunodeficiencia, diabetes, arteriosclerosis, psoriasis,

enfermedad renal, trastornos neurolégicos, leucemias y tumores sélidos.

En los ultimos afios, diversos compuestos inhibidores de cinasas han sido aprobados
por la FDA para el tratamiento de distintos tipos de cancer. Ademas se han
desarrollado mas de 40 inhibidores de proteina cinasas que se encuentran en fase

de ensayos clinicos.”® ”’

3.1.4.3.2. Factores de crecimiento epidérmico

El factor de crecimiento epidérmico (EGF), es una sustancia de naturaleza proteica
gue junto con las hormonas y los neurotransmisores desempefian una importante
funcién en la comunicacion intercelular y utilizan el mismo receptor EGFR, que tiene
capacidad mitogénica sobre una amplia variedad de células epiteliales, hepatocitos y
fibroblastos. Esta actividad es importante en la cicatrizacién de heridas, situacion en
la que los macrofagos, los queratinocitos y otras células inflamatorias que migran a la
zona dafada segregan EGF, que se distribuye ampliamente en secreciones tisulares

y fluidos. Esta implicado en la proliferacion, asi como en procesos de transformacion



tumoral y diversas enfermedades en los casos en que estos factores actian de modo

alterado o en los que sus receptores actlian de manera anémala (Esquema 3.1).”® "

Aumento de la proliferacion celular, la inhibicion _ Activacion de moléculas de

de la anantnsis |a anninnénesis nennlasicas sefializacidn infracelilar
Esquema 3.1. Mecanismo de accién de los receptores de EGFR en la proteina y la activacion de las

fosforilacion.

3.1.4.3.3. Factor de Crecimiento Epidérmico y cancer de pulmon

El EFGR regula vias del ciclo celular y en la practica clinica es una diana especifica
para los farmacos. Juega un papel crucial en la regulacion de procesos celulares
fundamentalmente como el metabolismo, la proliferacion celular, la diferenciacion
celular y la muerte celular. Estas proteinas transmembrana se activan después de la
unién con factores de crecimiento peptidicos de la familia de estas proteinas. La
evidencia sugiere que el EGFR esta implicado en la patogénesis y progresion de
diferentes tipos de carcinoma. La amplificaciéon del gen EGFR y las mutaciones del
dominio de EGFR han demostrado que se producen en pacientes con carcinoma. En
los Ultimos afios se han desarrollado y aprobado para uso clinico, diversos
inhibidores de tirosina-cinasas (Figura 3.4) y por ende se ha llevado al desarrollo de
nuevas terapias contra el cancer; tal es el caso del Erlotinib Gefitinib, y el Tandutinib
(Figura 3.4) .5 8!



Figura 3.4. A) Erlotinib utilizado para el cancer de pulmén, B) Gefitinib sirve para la metastasis de

cancer de pancreas avanzado. C) Tandutinib estudiado para cancer de rifion

3.1.5. Sintesis de quinazolinas y quinazolinonas

La quinazolina (Figura 3.5) es un sistema heterociclico formado por dos anillos
aromaticos fusionados, uno de benceno y otro de pirimidina, sus derivados suelen
ser considerados compuestos quinazolicos. Derivados de la quinazolina han sido
empleados en varios campos de la terapéutica médica. (Algunas quinazolinas se

muestran en la Figura 3.4.)

5 4
7 N/)Z
8 1

Figura 3.5. Estructura de la quinazolina.

La introduccion de un atomo de nitrdgeno en un anillo aromatico tiende a hacer a
estos compuestos menos volatil. Cuando existen dos nitrégenos en el anillo (Figura
3.5), cada uno de ellos con idéntica afinidad electronica, el valor del momento dipolar
aumenta, haciendo que la protonacion se lleve a cabo en los dos nitrdgenos, por lo

tanto su basicidad es menor (Tabla 3.1).%% 83



TABLA 3.1. De comparacion de propiedades fisicoquimicas

PUNTO DE
ESTRUCTURA NOMBRE QUIMICO SOLUBILIDAD pKa
EBULLICION
@ Benceno inmiscible en agua 43 80°C
| = miscible en agua 5.16 115°C
~ Piridina
N
| = quinolina miscible en agua 4.85 258-260 °C
—
N
N N . . .. °
| Quinazolina miscible en agua 3.51 241°C
@

3.1.5.1. Sintesis de quinazolinas de Niementowski

La sintesis de quinazolinas de Niementowski emplea derivados del acido antranilico
y amidas, que al condensarse permite obtener derivados de quinazolinona (Esquema

3.6).84' 85 86

O
N COOH
| R"CONH, N NH
> —— R{ PN
NH; R'=H 0 CHj N~ R

90%
Esquema 3.6. Sintesis de quinazolinonas utilizando el acido antranilico.

3.1.5.2. Sintesis de 2-arilquinazolinas

En el Esquema 3.7 se muestra una facil y eficaz sintesis de 2-arilquinazolinas que
emplea 2-aminofenilcetonas, bencilaminas y catdlisis con nitrato cérico amoniacal en

acetonitrilo.®’



R CAN(10mol9%b) R
2 R tBUOOH (70mmol) 2 N
L+ HN X
2 | Ry MecN ~
R3 NH; = 80°C, 7-9h R3 N | \—R4
80-93 % Z
R;= Me, Ph

R,= Cl, Br,NO,, OMe
R3= OCH,0 =R,
R,= Me, OMe, CI, Br, F, CF5

Esquema 3.7. Sintesis de quinazolinas utilizando arilaminas.

3.1.5.3. Sintesis de quinazolinonas 2-sustituidas
La ciclacion de 1-aril-4-dimetilamino-2-fenil-1,3-diaza-1,3-butadienos y fenil
isocianato fue reportada por Croce y col,® la reaccion la llevaron a cabo bajo una
atmosfera de nitrégeno en tolueno a reflujo, para producir quinazolinonas 2-
sustituidas con buenos rendimientos (Esquema 3.8).

R

_0 O
N//C/ R MezN
N NH \L
=

N Ph

N lll Tolueno 110°C
2N
R=H 84%
R= Me 88%
R=NO, 70%

Esquema 3.8. Sintesis de Croce utilizando fenilisocianato.

3.1.5.4. Sintesis de quinazolinonas via insercion de ter-butil-isocianuro

La reaccién de 2-aril-aminobenzamidas, halogenuros de arilo, y ter-butil-isocianuro
catalizada con paladio es un método eficiente para la preparacion de 4(3H)-

quinazolina (Esquema 3.9).%°



5 mol 9% PdCl,

|
NHy v o@®,. °Oled dopp, 2eqCaCl NH
C=N=tBu »
NH, 4 eq NaOtBu N/

tolueno, 145°C 8 h
90%

Esquema 3.9. Sintesis de quinazolinonas utilizando paladio como catalizador.
3.1.6. Quinazolinas y el cancer

Las quinazolinas han sido objeto de un amplio estudio durante muchos afios debido
a la amplia variedad de propiedades biolégicas como hipnoéticos, sedantes,
antimalaricos, antipiréticos, antipsicéticos, analgésicos, anticonvulsionantes,
antitusigenos, antibacterianos, hipoglucemiantes, antiinflamatorios, antitumorales,
entre otras (Figura 3.5). Debido a este hecho, las quinazolinas son estructuras
privilegiadas en el campo de la quimica medicinal. Diversos farmacos contienen en
Su estructura una quinazolina, tal es el caso de los inhibidores de la tirosina cinasa
como el Erlotinib y Tandutinib, que son una alternativa en el tratamiento de diversos
tipos de canceres. Actualmente el Erlotinib es un tratamiento de eleccion contra el

cancer de pulmén.®

Figura 3.5. Algunos medicamentos que incorporan a las quinazolinas, A) Fluproquazone antipirético ,

B) Lapanitineb antitumoral.

El Erlotinib (Figura 3.4) es usado para el tratamiento del cdncer de pulmoén que se
propaga a tejidos cercanos. Este medicamento pertenecen a una clase llamada

inhibidores de la tirosina-cinasa, que actiuan blogueando la accién de una proteina
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anormal que les indica a las células cancerosas que deben multiplicarse. Esto ayuda
a retardar o detener la propagacion de dichas células. Por otro lado el Tandutinid
(Figura 3.4) fue usado en el tratamiento de diversos tipos de cancer siendo un
excelente candidato en el tratamiento de cancer cerebral, renal y leucemia mieloide;

sin embargo, fue descontinuado durante la fase clinica Il.
3.1.5.3. Sintesis de Erlotinib y Tandutinib
3.1.5.3.1. Sintesis de Erlotinib

Algunas de las estrategias sintéticas para la preparacion de Erlotinib emplean un

91
l.

intermediario quinazolinico 4-cloro sustituido. Petr Knesl y col.” realizaron la sintesis

de la correspondiente cloroquinazolina (Esquema 3.10) con un rendimiento de 85%.

- SN
o) HN S
NH,  So~ P

5 o cl
o N :@\)J\o/\ “HJLNHZ \O/\/O Y 0 N
O o NH, O i~o N/) Py O~ N/)

2)POCls iProH

Esquema 3.10. Reaccion de obtencion de la cloroquinazolina clave para la sintesis de Erlotinib.”’

3.1.5.3.2. Sintesis del Tandutinib

Para la sintesis del Tandutinib se emplea una estrategia similar a la descrita, con el

1.%*  realizaron la

empleo de un intermediario 4-cloroquinazolinico. Petr Knesl y co
sintesis de la correspondiente cloroquinazolina (Esquema 3.11) con un rendimiento

de 85%.
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Esquema 3.11 Reacciéon reportada por Knesl y col. para sintesis del intermediario clave

Cloroquinazolina, la cual por varios pasos de sintesis produce Tandutinib. B.

3.1.6. Sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH)

Una de las areas mas estudiadas y desarrolladas de la quimica organica ha sido la
guimica heterociclica, debido a las propiedades quimicas y biolégicas promovidas
por la presencia de heterodtomos en moléculas ciclicas. El sistema (1S,4S)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano, descrito por primera vez en 1966, es estructuralmente
equivalente a una piperazina (Figura 3.6 A), pero con equilibrio conformacional
restringido; por un lado, la piperazina presenta dos tipos de inversiones, la inversion
piramidal de los sustituyentes del nitrégeno (inv.-N) y la inversion del anillo (inv.-
Anillo) (Figura 3.6A) El sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano no sufre la
inversion del anillo, debido al puente de metileno que le confiere rigidez, aunque
sigue presentando la inversion piramidal del nitrégeno, ademas de integrar dos
centros estereogénicos (Figura 3.6B).>° Esta propiedad abre un amplio campo de
investigacion, ya que existen diversos farmacos que contienen en su estructura a la
piperazina; por lo que el desarrollo de analogos diazabiciclicos de estos farmacos
podria contribuir al descubrimiento de nuevos compuestos con una mayor actividad o

con menores efectos adversos.
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Figura 3.6. Equilibrio conformaciones de la A) piperazina y Equilibrio conformaciones del sistema B)
(1S,4S)-2,5-diazabiciclo [2.2.1] heptano.

La importancia del nitrégeno como heteroatomo se debe a las interacciones de su
par libre de electrones con los receptores biolégicos. Por esta razon, los heterociclos
nitrogenados representan mas de 89% de los farmacos. Algunas de las aplicaciones
del sistema diazabiciclo[2.2.1]heptano en la quimica medicinal, es como el homologo
de la piperazina. Algunos ejemplos destacados del intercambio de la piperazina por
el sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano son aquellos que incluyen los
antibidticos como la danofloxazina, que es administrado en medicina veterinaria
(Figura 3.7).%°

pmmmmm -

FIGURA 3.7. Estructura de la danofloxacina.
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3.1.7. Farmacos hibridos

Durante el siglo pasado, el descubrimiento de nuevos farmacos fue realizado

mediante busqueda aleatoria, de ahi que su desarrollo fue limitado. En la actualidad,

el descubrimiento de nuevos farmacos se lleva a cabo mediante la sintesis racional,

que toma en cuenta la diana o sitio de accion. Dentro del disefio racional se

encuentran los farmacos hibridos, que son la fusién de dos farmacos conocidos con

el objetivo de ser usados en el tratamiento de dos padecimientos distintos, mejorar la

selectividad o potenciar la actividad sobre un sitio de acciéon. Los farmacos hibridos

se clasifican dependiendo de la manera en que estan unidos entre si. Dos farmacos

pueden estar unidos de manera directa o a través de un espaciador o enlazador.*

Farmacos hibridos enlazados de manera directa. Se caracterizan por
estar conectados mediante un grupo funcional, frecuentemente un grupo
éster, amida o carbamato que puede ser hidrolizado enzimaticamente durante
su metabolismo a los compuestos originales. Tal es el caso de la estramustina

utilizada en el tratamiento de cancer de prostata (Figura 3.8).

Farmacos hibridos unidos por un es paciador. Dos fragmentos unidos
mediante un fragmento espaciador, que puede ser o no hidrolizable quimica o
enzimaticamente: Un ejemplo de estos hibridos es la NO-aspirina (Figura 3.8),
gue tiene el mismo efecto que la aspirina pero presenta un menor dafo

géstrico.*

Farmacos hibridos f usionados o s uperpuestos. Se obtienen por
superposicion estructural de dos farmacos o fragmentos de éstos. Se
diferencian significativamente de los compuestos de los que provienen y

mantienen las propiedades farmacoforicas .
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| Estramustina NO-aspirina Azatoxina

Figura 3.8.Ejemplos de compuestos hibridos con actividad biolégica

3.2. OBJETIVO

Sintetizar un nuevo hibrido que incorpore fragmentos estructurales de Erlotinib y
Tandutinib, que contenga como anillo central el sistema (1S,4S)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano (Figura 3.9).

“Nﬁy
O\/\O/

>’— k R R

36

Figura 3.9. Estructura del Hibrido diazabiciclo de Erlotinib y Tandutinib 36 (la conformacién del biciclo

mostrada en esta figura solo es para fines ilustrativos).

3.3. METODOLOGIA

Los reactivos necesarios para la sintesis fueron adquiridos de Aldrich. Los
disolventes empleados fueron grado reactivo. El curso de las reacciones se
monitore6 por cromatografia en capa fina, empleando como fase estacionaria gel de
silice (cromatofolios ALUGRAM® SIL-G/UV254 Macherey-Nagel) y como reveladores
radiacion ultravioleta 254/366 nm y vapores de yodo. Para las columnas de
cromatografia, se empleé como fase estacionaria gel de silice de malla 230-400
(0.063 — 0.2 mm). Los productos se caracterizaron por espectroscopia de resonancia
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magnética nuclear de *H y *3C, la cual se realizé en un equipo JEOL Eclipse a 300 y
400 MHz, empleando tetrametilsilano como referencia interna. Los espectros de

masas fueron determinados en un equipo JEOL mod. JMS — SX102A.
3.3.1. Sintesis general

Para la sintesis del hibrido de Erlotinib y Tandutinib se partio del 3,4-
dihidroxibenzaldehido. Este, mediante la reaccion de eterificacion de ambos fenoles
empleando el 2-metoxietanol-4-metilbencensulfonato en acetona a reflujo en
presencia de carbonato de potasio, produjo el compuesto 37. Su posterior oxidacion
con permanganato de potasio permitio la obtencion del acido 38, el cual se esterificd
con metanol y acido sulfurico para producir el éster 39. Posteriormente, se llevo a
cabo la nitracién para introducir el grupo nitro en la posicion 2 del anillo aromatico y
obtener el compuesto 40. Este se hidrogené en presencia de Pd(OH),/C para
generar la amina 41, que por posterior reaccion con formamida produjo la
quinazolinona 42,que fue tratada con oxicloruro de fésforo para producir la

cloroquinazolina 43 (Esquema 3.12).
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Esquema 3.12. Ruta sintética para la cloroquinazolina 8



Posteriormente, la cloroquinazolina 43 se hizo reaccionar con el (1S,4S5)-2-
terbutoxicarbonil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano en una reaccion de sustitucion
nucleofilica aromatica SNA promovida por microondas como fuente de calor,
posteriormente se realizé la remocion del Boc para finalmente hacer reaccionar el

compuesto 45 con el isocianato 46 para generar el hibrido 36 (Esquema 3.13).
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Esquema 3.13. Ruta sintética para el hibrido de Erlotinib y Tandutinib

3.3.1.1. Preparacion del 3,4-bis(2-metoxietoxi)benzaldehido (37)

En un matraz de 250 mL provisto con agitacibn magnética se suspendieron 2.04 g
(14.76 mmol) de 3,4-dihidroxibenzaldehido, 6.82g (29.62 mol) de 4-metil-
bencensulfonato de 2-metoxietilo y 8.74g (59.07 mmol) de carbonato de potasio en
70 mL de acetona,. Esta mezcla se calenté a reflujo durante 24 horas, verificado el
término de la reaccion por CCF (cromatografia en capa fina). La mezcla fue filtrada y
el solido obtenido se lavo con 20 mL de acetona. El filtrado fue evaporado a
sequedad. El residuo se purificé por cromatografia en columna (20 partes de silice y
como fase mavil heptano-acetato de etilo (8:2) obteniendo 2.05 g del compuesto 37

con un rendimiento de 85%.



3.3.1.2. Preparacion del acido 3,4-bis(2-metoxietoxi)benzoico (38)

En un matraz 250 mL provisto con agitacibn magnética se disolvieron 2 g (7.04
mmol) del compuesto (37) en 100 mL de metanol y se adicion6 una solucion de 2 g
(5.58 mmol) de bifosfato de sodio en 100 mL de agua y posteriormente se
adicionaron lentamente 1.2 g (7.59 mmol) de permanganato de potasio; la mezcla se
agité durante 12 horas a temperatura ambiente, verificando el término de la reaccion
por CCF. La mezcla se filtr6 sobre Celita, se lavé con 20 mL de agua y el filtrado se
acidificé hasta pH 2; el sdlido obtenido se filtré y se lavé con 10 mL de agua, se seco
hasta peso constante, obteniendo 1.7 g del compuesto 38 con un rendimiento de
90%.

3.3.1.3. Preparacion del 3,4-bis(2-metoxietoxi)benzoato de metilo. (39)

En un matraz provisto con agitacion magnética se disolvieron 1.5 g (6.23 mmol) de
38, 0.5 mL (6.23 mmol) de acido sulfurico en 15 mL de metanol y se calent6 a
reflujo durante 48 h, verificando el término de la reaccion por CCF. Se enfrié a 25°C,
se neutralizd con NaHCOs;. La suspension resultante se filtro, el sélido se lavo con
10 mL de metanol y el filtrado se concentré a sequedad, obteniendo 1.7 g del éster

39 con un rendimiento de 85%.
3.3.1.4. Preparacion del metil 4,5-bis(2-metoxietoxi)-2-nitrobenzoato (40)

En un matraz provisto con agitaciéon magnética se disolvieron 1.7 g (7.75 mmol) del
compuesto 39, en 2.95 mL de anhidrido acético, en un bafio de hielo. A la mezcla se
adicionaron 158 pL (5 mmol) de acido nitrico fumante, dejando agitar durante 10
minutos. Posteriormente se calentd a 70°C durante 48 horas, verificando el término
de la reacciéon mediante CCF. La mezcla se neutralizdO con solucion saturada de
bicarbonato de sodio, observando la formacién de un precipitado el cual se filtré y se
secO hasta peso constante, obteniendo 1.6 g del nitroéster 40 con un rendimiento de
90%.



3.3.1.5. Preparacion del 2-amino-4,5-(2-metoxietoxi) benzoato de metilo (41)

En un frasco de hidrogenacion de 250 mL se disolvieron 1.6 g (4.85 mmol) del
nitroéster 40, en 50 mL de metanol, se agregaron 75 mg de Pd(OH),/C al 20%. Se
hidrogen6é a 60 psi, hasta consumo total de hidrogeno, se verifico el término de la
reaccion por CCF. La mezcla se filtr6 sobre Celita y se concentr6 a sequedad,

obteniendo 1.9 g del aminoester 41 con un rendimiento de 99%.
3.3.1.6. Preparacion de la 6,7-bis-(2-metoxietoxi)-quinazolin-4(3H)-ona (42)

En un matraz provisto con agitacion magnética se disolvieron 1.9 g (6.34 mmol) del
aminoester 41 con 3.3 g (31.73 mmol) de formamida, se calent6 a 120°C, durante 2
dias verificando el curso de reaccion mediante CCF. La mezcla se virtio sobre 100 g
agua y se extrajo con diclorometano (5 x 30 mL) La fase organica se concentré a
sequedad y posteriormente se recristalizé de acetato de etilo, obteniendo 1 g de la

guinazolona 42 con un rendimiento del 70%
3.3.1.7. Preparacion de 4-cloro-6,7-(2-metoxietoxi)quinazolinona (43)

En matraz provisto con agitacion magnética se disolvi6 1g (4.01 mmol) de la
quinazolinona 42, en 2.5 mL (4.0112 mmol) de oxicloruro de fosforo. La mezcla se
calentd a 70°C durante 3 horas, siguiendo el curso de la reaccion por CCF. Al
término de la reaccion se vertié en 10 g de hielo, se adiciono hidroxido de amonio
hasta pH 11 y se extrajo con diclorometano (3 x 30 mL). La fase orgénica se seco
sobre Na,SO, y se concentr6 hasta sequedad obteniendo 700 mg de la

cloroquinazolina 43 con un rendimiento de 79%.

3.3.1.8. Preparacion de ter-butil (1S,4S)-2-terbutoxicarbonil-5-(6,7-bis-(2-

metoxietoxi)quinazolin-4-il)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-carboxilato (44)

En un tubo de teflon del equipo de microondas se disolvieron 938 mg ( 3 mmol )
compuesto 43, 785 pL (4.5 mmol ) N,N-diisopropiletilamina, 1g (3 mmol ) del
(1S,4S)-2-terbutoxicarbonil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano, en 20 mL de
dimetilformamida esta mezcla se calenté a 130°C durante 80 min verificando el
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término de la reaccion mediante CCF 8:2 (AcOEt:MeOH). La mezcla de reaccion
fue vertida en 100 mL de salmuera y se extrajo con diclorometano (3 x 60 mL). La
fase organica de secO sobre Na,SO, y se concentré hasta sequedad, obteniendo
2.10 g de producto crudo, el cual se purific6 por cromatografia en columna (AcOEt:
Hexanol:1 en 20 partes silice) y se recristaliz6 de Eter: Hexano (1:1) obteniendo

800 mg del compuesto 44 con un rendimiento de 79%.

3.3.1.9. Preparacion de 2-((1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano)-6,7-bis-(2-

metoxietoxi) quinazolina (45)

En un matraz bola con agitacion magnética se agregaron 800 mg del compuesto, 44,
8 mL de una solucién de HCIl en AcOEt al 3% y se dejo agitar a temperatura
ambiente por 24 horas; se verifico el término de la reaccion por CCF (DCM: MeOH:
NH,OH (9:1:1)). Se agreg6 una solucién de NH,OH hasta pH 11 y, se filtraron las
sales. Se lavo con diclorometano (3 x 5mL), se concentré hasta sequedad y se
recristalizé de acetona obteniendo 700 mg del compuesto 45 con un rendimiento del
70%.

3.3.1.10. Preparacion de (1S, 4S)-5-(6,7-bis-(2metoxietoxi)-quinazolin-4-il)-N-(4-

isopropoxifenil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano-2-(4-isopropoxi)carboximida (36).

En un matraz bola provisto con agitacion magnética se disolvieron 700 mg (3.30 mol)
del compuesto 45 en 20 mL de THF. Desde un embudo de adiciébn se agregd
lentamente una mezcla de 500 mg (3.30 mmol) de isocianato (46) y 1.98 mL (14.19
mol) DIPEA. Terminada la adicion, se dejé a 80°C durante otras 17 horas; al cabo de
este tiempo, se verificd el término de la reaccién por CCF empleando como fase
movil AcOEt. Se concentr6 hasta sequedad, se purificO por cromatografia en
columna de 20 partes de silice fase 8:2 (AcOEt: MeOH ), se obtuvieron 300 mg del

compuesto 36 con un rendimiento de 30%.



3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3.2 se presentan los resultados obtenidos por cada uno de los

compuestos obtenidos .

Tabla 3.2. Propiedades de los compuestos

Liquido ligeramente amarillo.
RMN'H(300 MHz) & (ppm): 3.42(s,6H), 3.77(m, 4H), 4.18(m, 4H), 6.96(d, 1H, J =
12 Hz), 7.4(m, 2H,), 9.79(s, 1H).

RMN *C(300 MHz) & (ppm): 59.1, 59.2, 111.7,112.46, 126.7, 130.2,
149.1,154.3, 190.8

Sélido Blanco

P.f. 177-180°C

RMN 'H(300 MHz) & (ppm): 3.46(s,3H), 3.47(s, 3H), 3.81(m, 4H), 4.22(m, 4H),
6.92-6.94(d, 1H J=8.7 Hz), 7.62-7.63(d, 1H J= 1.8Hz), 7.72-7.75 (dd, 1H J= 2.1,
8.4 Hz),10.94(b,1H).

RMN *3C(300 MHz) & (ppm): 59.14, 59.20, 68.38, 68.61, 70.67, 70.79, 112.45,
115.13, 122.08, 124.81, 148.20, 153.51, 171.42.




Liquido ligeramente amarillo
RMN'H(200 MHz) & (ppm):3.40(s, 6H), 3.74-3.78(m, 4H), 3.85(s, 3H), 4.17(m,
4H)

0
So >0 NH
~O"0 N/)
Solido ligeramente amarillo
Pf. 200-203 °C
Cl
\O/\/O N
/O\/\O N/)

Soélido Blanco
P.f. 215-220° C
RMN'H(300 MHz) & (ppm): 3.38(s, 6H),3.72-3.75 (m, 4H), 4.16-4.18(m, 4H),

7.05(s, 1H), 7.43(s, 1H)
Boc
ﬂﬁy

N7 Ou~0"
I
k N7 o/\/o\

Liquido viscoso ligeramente amarillo

RMN*H(300 MHz) & (ppm): 1.41-1.45 (d, 9H), 1.82-2.00(m,2H), 2.13-2.17(m, 1H),
3.47(s, 7H), 3.61-3.64(d, 1H J= 10.5 Hz), 3.70-3.72(m, 1H), 3.80-3.89(m, 5H),
4.14-4.15(d, 1H J=8.4), 4.21-4.29(m; 4H), 4.57(d, 1H J=42.9), 5.18-5.3(m, 1H),
7.2(s, 1H), 7.4(s,1H), 8.49(s, 1H).

RMN *3C(300 MHz) & (ppm): 28.18, 28.53, 36.08, 36.79, 52.68, 56.89, 57.63,
59.43, 59.98, 67.0, 69.0, 70.0, 71.0, 107.25, 107.98, 108.68, 110.42, 147.18,




147.33, 149.14, 153.37, 154.08, 154.26, 159.36.

o)
HN
"qﬂb

N
>/ mN/ o™~

Sélido Blanco

Pf. 235-237 °C

RMN*H(300 MHz) & (ppm): 8.49 (s, 1H), 7.39 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.22 (s, 1H),
7.18 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 5.91 (s, 1H), 5.31 (s, 1H), 4.92
(s, 1H), 4.44 (h, 1H), 4.30 — 4.11 (m, 6H), 3.97 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 3.87 — 3.74 (m,
6H), 3.62 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H), 3.46 (s, 6H), 2.18 — 1.93 (m, 2H), 1.28 (d, J =
6.1 Hz, 6H).

RMN **C(300 MHz) & (ppm): 162.35, 159.40, 154.36, 154.11, 154.02, 153.08,
149.03, 147.33, 131.64, 122.08, 116.52, 110.45, 108.53, 106.90, 71.20, 70.53,
70.44, 69.36, 68.17, 60.20, 59.66, 59.34, 59.29, 57.09, 52.19, 36.05, 22.10.

Para la sintesis del éster 39, Knesl y col.*

como material de partida para la sintesis de la quinazolinona 43; sin embargo, para

este trabajo se partid del 3,4-dihidroxibenzaldehido disponible en el laboratorio,

usaron el 3,4-dihidroxibenzoato de etilo

el

cual, por reacciéon de Williamsom se introdujo las cadenas de 2-metoxietilo a los

fenoles usando el 4-metil-benzensulfonato de 2-metoxietilo preparado previamente.

La posterior oxidaciéon de 37 con permanganato de potasio produjo el acido 38 que

por esterificacion con metanol en medio acido genero el éster metilico 39 necesario

para la sintesis de los compuestos planteados, obteniendo rendimientos aceptables

comparados con los que reportan Knesl y col.** (Esquema 3.14).
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Esquema 3.14. Ruta A: Sintesis desarrollada en el presente trabajo, Ruta B: Sintesis reportada por

Knesl y col. 94

Una vez obtenido 39, se realizaron diversas pruebas para la nitracion en la posicion 2
del anillo aromatico, ya que al reproducir las condiciones publicadas (Esquema 3.15
Ruta A) se obtuvieron bajos rendimientos, ademas de mezclas complejas de
reaccion que dificultaron su purificacion. Se encontr0 que las condiciones que
permitieron obtener 40 con buenos rendimientos fueron el uso de la mezcla de acido
nitrico fumante en anhidrido acético a 60°C (Esquema 3.15 Ruta B). Ademas, una
vez verificado el término de la reaccién, fue vertida en agua y neutralizada
rapidamente con NaHCOj; lo que permitid aislar el nitroester 40 facilmente.
(Esquema 3.15).

o o) o
~o O o~ HNO; o P 0~ HNO3 fm. ~o O o~
o ACOH oL~ o~
~IN0 NO, c - 0 Ac,0 - 0] NO,
- 0,
40 30- 50% 90% 40
A B

Esquema 3.15. A) Sintesis reportada por Knesl y col.” B ) Sintesis desarrollada en este trabajo.



Posteriormente se realiz6 una reduccion del grupo nitro mediante hidrogenacion
empleando Pd/C al 5% para obtener 41 y tomando en cuenta que este tipo de
aminas tienden a oxidarse rapidamente, se realizé la ciclacion con formamida de
manera inmediata, obteniendo de esta manera un rendimiento considerable de la
quinazolinona 42, la cual por medio de una cloracion con oxicloruro de fosforo a

120°C permitio obtener la cloroquinazolina 43.( Esquema 3.16)

O H, O
~o P o~  Pdic ~o P o~
(0]
/O\/\O NO, AcOEt SO0 NH,
40 99% 41
0]
0,
y )J\NHz 70%
180°C
2h
Cl ')
~o O SN POCI ~o
3 O NH
/O\/\o N/) 79% /O\/\O N/)
43 42

Esquema 3.16. Obtencién de quinazolina 43.

La sustitucion del cloro de la quinazolina 43, por el sistema (1S,4S)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano (Esquema 3.17) se intentd en un principio empleando
calentamiento convencional; sin embargo, se obtuvieron bajos rendimientos y
mezclas complejas de reaccion. Por este motivo, se empleo una metodologia a base
de microondas como fuente de calentamiento, con lo que se logr6 mejorar los
rendimientos y disminuir la proporcion de productos colaterales para llegar asi a la
obtencion de 44, el cual, por posterior desproteccion con cloruro de hidrégeno,
permitié obtener la quinazolina 45.



H
o) CH4CN
~ >0 3 @]
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43 .HCI
45

Esquema 3.17. Introduccién del (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano a la cloroquinazolina 43.

Finalmente la quinazolina 45 se hizo reaccionar con el isocianato 46, lo que permitid
la formacién del producto esperado 36 (Esquema 3.17). Sin embargo en los diversos

experimentos los rendimientos fueron mayores al 30 %.

o)
O—Q—Nco
o) —
\/\ e
I\i\ 8 46 NS O\/\O/
= 30% |
N o O L _ o)
DIPEA >’ N 07T
45
THF 36

Esquema 3.18. Sintesis del Hibrido 36.

La caracterizacion del hibrido 36 se realiz6 mediante RMN *H, RMN*3C con ayuda de
los experimentos en dos dimensiones HETCOR y COSY, donde se asignaron las
sefales correspondientes al sisema biciclico, la quinazolinona, y las cadenas

alifaticas como se muestra en la Figura 3.10



Figura 3.10. Espectro de RMN "H del hibrido 36.



Para mejorar la solubilidad del compuesto 36 y facilitar su estudio farmacoldgico, se
prepard su correspondiente tartrato, que se envié para su evaluacion farmacolégica
en diversas lineas celulares encontrando que el hibrido 36 muestra menor actividad

antiproliferativa en comparacion con el erlotinib (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Resultados de los ensayos preliminares en diversas lineas celuares.

Erlotinib | Hibrido
Linea Celular

IC50 uM | IC50 uM

Leucemia mieloide U937 7.98 28.65

Leucemia mieloide cronica K562 13.01 31.55

Leucemia mieloide aguda HL60 15.77 32.73

Leucemia macrofagica aguda J774 | 53.05 69.32

Cancer de mama MC7 67.88 84.65

Cancer de pulmon A549 8.8 137.31

3.5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que un hibrido obtenido al
reemplazar al anillo de piperazina en la estructura del Tandutinib por el sistema
(1S,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano e introducir un fragmento de Erlotinib,
conduce a un compuesto que mantiene la actividad anticancerigena de ambos
farmacos, pero una baja actividad en lineas celulares de cancer de pulmén. Sin

embargo, este nuevo compuesto mostré mayor actividad en otras lineas celulares.
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Synthesis of Ranolazine Derivatives Containing the
(15,45)-2,5-Diazabicyclo[2.2.1]Heptane Moiety and
Their Evaluation as Vasodilating Agents
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Two diazabicyclic analogues of ranolazine, (S,S,S)-5
and (S,S,R)-5, and their epimeric mixture were synthe-
sized. Furthermore, their vasomotor effects on rat aorta
rings precontracted with phenylephrine were analyzed.
These compounds showed vasodilating effects signifi-
cantly greater than ranolazine. The vasodilating activi-
ties of these analogues have two components, one that
depends on the endothelium, due to the release of NO,
and another one due to a direct effect on the vascular
smooth muscle. The compounds [(S,S,S)(S,S,R)]-5 and
(S,S,R)-5 induce, in a manner similar to ranolazine, the
release of a prostanoid from the cyclooxygenase path-
way, whose vasoconstrictor effect is masked by the pre-
dominant vasodilation induced by these compounds.
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Ranolazine (Figure 2A) is a compound employed in the treat-
ment for chronic stable angina pectoris. It was approved by
the FDA in 2006 and was the first drug authorized over
20 years in USA for this disease (1). The mechanism of
action of this drug involves the inhibition of the entrance of
Na* through the Na* slow channels, thus avoiding the intra-
cellular overload of Ca®* and avoiding damage to the myo-
cardial cells, dysfunction, and instability of the electrical
activity (2). Recently, Paredes-Carbajal and co-workers
(8) reported that this drug has a vasodilating effect on rat
aorta rings, which is mostly endothelium independent.
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The (15,4S5)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptane (DBH) system,
described for the first time in 1966 (4), is structurally equiv-
alent to a piperazine, but it has a conformationally
restricted equilibrium. This system has been incorporated
to some compounds of medicinal character, that is, ben-
zothiazoles A and B, with antianginal activity (Figure 1; 5).

In the search for improving the quality of life of patients
with cardiovascular diseases, the development of more
efficient pharmacological treatments takes a greatly impor-
tant role due to the need of new and more active cardio-
vascular drugs with fewer side-effects.

In WO 01/62744 A2, Zablocki et al. (6) described the
preparation of a wide number of ranolazine analogues,
including some bicyclic compounds such as (S,S,S)-5,
although they do not include any physical or spectroscopic
data, nor the pharmacological assessment. Our research
group, which has found interesting results in the substitu-
tion of the piperazine ring on diverse drugs by the dia-
zabicyclic moiety (7), synthesized and evaluated the
pharmacological activity, as antianginal agents, of the epi-
meric mixture of the ranolazine analogue in which the
piperazine ring is replaced by the (1S,4S)-2,5-diazabicyclo
[2.2.1]heptane moiety (Figure 2B), and of both epimers of
this compound (Figure 2C).

Experimental Section
Synthesis

General experimental conditions
All starting materials were purchased from Aldrich, while
the solvents used were purified by distillation prior to use.
Solvent mixtures employed in chromatography were
reported as volume-to-volume ratios.

Melting points were determined in open capillaries in a
Buchi SMP 20 melting point apparatus. The products were
characterized by 'H and '*C NMR in a 300-MHz JEOL
Eclipse equipment using tetramethylsilane as an internal
standard and CDCl3 as a solvent; the chemical shifts (9) are
reported in parts per million (ppm) from tetramethylsilane;
the signals were assigned according to the following

© 2014 John Wiley & Sons A/S. doi: 10.1111/cbdd.12285



A
Figure 1: Chemical structures of
diazabicyclic benzothiazoles A and
B.

C

Figure 2: (A) Ranolazine, (B)
epimeric mixture of the ranolazine
analogue 5, and (C) epimers of
ranolazine analogue.

abbreviations: s = singlet, d = doublet, dd = doublet of
doublets, t = triplet, m = multiplet, br = broad singlet.

High-resolution mass spectra (HRMS) were determined in a
MStation JMS-700 equipment. The infrared spectra were
obtained in an infrared Bruker tensor 27 spectrometer. Opti-
cal rotations were determined in a Perkin-Elmer 341 polarim-
eter using a 1-dm cell length. Measurements were carried out
using the sodium D-line (589 nm), at a sample compartment
temperature of 20 °C and a concentration of 1% m/v. The
specific rotations are reported along with the solvent used.

2-Bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)acetamide (2)

In a 500-mL round-bottom flask equipped with magnetic
stirrer, 19.2 g (158 mmol) of 1 was dissolved in 200 mL of
CHClz and 25.2 mL (16 g, 158 mmol) of EtsN was added.
The reaction mixture was cooled to —10 °C, stirred for
15 min and then 14.1 mL (82 g, 158 mmol) of bromoace-
tyl bromide, previously dissolved in 80 mL of CHCls, was
added slowly (for 2 h). Stirring was continued for 15 min,
and the mixture was washed with water (3 x 50 mL) and
with 1N HCI (2 x 20 mL) until acidic pH in the aqueous
phase. The organic phase was dried over anhydrous
sodium sulfate and concentrated under reduced pressure
on a rotary evaporator. A solid product weighing 39 g was
obtained and crystallized in five parts of MeOH to give
33.8 g (88% vyield) of 2 as white crystals. Mp: 158-
160 °C; IR (KBr per cm) v: 3212, 3041, 2973, 1637,
1527, 1469, 1213, 1119, 758, 512; 'H RMN (300 MHz,
CDClg, o, ppm): 2.22 (s, 6H), 4.03 (s, 2H), 7.05-7.13 (m,
3H), 7.78 (br, 1H); '*C RMN (75 MHz, CDClg, &, ppm):
18.2, 29.0, 127.8, 128.3, 132.9, 135.3, 164.0.
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(S,S,R)-5 (S,8,5)-5

2-[5-Benzyl-(1S,4S)-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptan-
2-yl]-N-(2,6-dimethylphenyl) acetamide [(S,S)-3]

In a 250-mL round-bottom flask equipped with magnetic
stiring were dissolved 5g (21 mmol) of 2, 39g
(21 mmol) of 2-benzyl-DBH, and 3.3 mL (2.5 g, 21 mmol)
of EtsN in 100 mL of CH,Cl,; the mixture was then stirred
for 24 h. It was rinsed with water (3 x 50 mL); the organic
phase was dried over anhydrous sodium sulfate and con-
centrated under reduced pressure to give 7.8 g of crude
product which was heated under reflux, with stirring, in
hexane (40 mL) for 1 h, allowed to cool to room tempera-
ture and filtered to give 6.5 g (90% vyield) of (S,S)-3 as
white crystals. Mp: 126-128 °C; ]2 = +2.6 (c 1, MeOH);
IR (KBr, Cm_1) Vmax: 3240, 2972, 2844, 1662, 1496, 762,
721, 696, 501; 'H RMN (300 MHz, CDCls, 8, ppm): 1.73
(d, 1H, J =9.9 Hz), 1.86 (d, 1H, J = 9.9 Hz), 2.23 (s, 6H),
2.73-2.78 (m, 2H), 2.81 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 3.05 (d, 1H,
J=96Hz), 833 (d, 1H, J=16.8 Hz), 3.4 (s, 2H), 3.45
(d, 1H, d = 16.8 Hz), 3.72 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 7.05-7.10
(m, 3H), 7.21-7.37 (m, 5H), 8.72 (br, 1H); *C RMN
(75 MHz, CDCls, 6, ppm): 18.5, 33.9, 57.7, 58.1, 58.4,
59.4, 61.5, 63.8, 126.9, 127.1, 128.1, 128.3, 128.4,
138.7, 135.1, 139.4, 169.4; HRMS (FAB*): m/z calculated
for CooHogN3zO [M+H]*: 350.2232, found: 350.2216.

2-[(1S,4S)-5-H-2,5-diazabicyclo[2.2.1]heptan-2-yl]
-N-(2,6-dimethylphenyl) acetamide [(S,S)-4]

In a 500-mL hydrogenation flask, 6.5 g (19 mmol) of (S,S)-3
was dissolved in 38 mL (38 mmol) of 1N HCI; then 62 mL of
H>0O, 100 mL of MeOH and 650 mg of 10% Pd/C were
added. Hydrogenation at 60 psi was carried out for 2 h.
MeOH was evaporated under vacuum and 38 mL (38 mmol)
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of 1IN NaOH was added; the mixture was extracted with
CH.Cl> (3 x 25 mL); the organic phase was dried over
anhydrous sodium sulfate and concentrated under reduced
pressure to obtain 4.8 g (99% yield) of (S,S)-4 as white crys-
tals. Mp: 131-132 °C; [4]5’ = +25.1 (c 1, MeOH); IR (KBr
per cm) vmax: 3208, 2962, 2856, 1658, 1492, 767, 518; 'H
RMN (300 MHz, CDCls, 6, ppm): 1.68 (d, 1H, J = 9.9 Hz),
1.83 (d, 1H, J=9.9Hz), 2.22 (s, 6H), 2.76 (d, 1H,
J=10.2 Hz), 2.84 (bor, 1H), 2.96 (dd, 1H, J, = 10.5 Hz,
Jy=21Hz), 301 (dd, 1H, J, =9.9 Hz, Jy = 2.4 Hz),
3.18 (dd, 1H, J, = 10.5 Hz, J; = 0.6 Hz), 3.31 (d, 1H, J =
16.8 Hz), 3.42 (d, 1H, J = 16.8 Hz), 3.47 (s, 1H), 3.65 (s,
1H), 7.05-7.09 (m, 3H), 8.65 (bor, 1H); '°C RMN (75 MHz,
CDCl3, o, ppm): 18.5, 36.0, 49.7, 57.1, 59.2, 62.7, 63.2,
127.1,128.1, 133.6, 135.0, 169.2; HRMS (FAB*): m/z cal-
culated for C45H2oNzO [M+H]*: 260.1763, found: 260.1773.

General procedure for the synthesis of
compounds 7

In a round-bottom flask, equipped with a magnetic stirrer,
a 0.7 m solution of 6 in epichlorohydrin was stirred at room
temperature for 24 h. The excess epichlorohydrin was dis-
tilled off (30 °C/0.005 mmHg); the residue was suspended
in AcOEt and rinsed with water. The organic phase was
dried over anhydrous sodium sulfate and concentrated on
a rotary evaporator, affording the crude product which
was purified by column chromatography (20 parts of flash
silica, hexane/AcOEt 9:1).

(£)-2-[(2-Methoxyphenoxy)methyl]oxirane (rac-7). Acc-
ording to the general procedure, from 30 mL of 0.7 M solu-
tion of 6 (21 mmol) in (£)-epichlorohydrin was obtained
3.5 g of rac-7, as a light yellow solid (95% yield). Mp: 38 °C,
[Lit. (9) Mp: 38-40 °C]; '"H RMN (300 MHz, CDCls, 8, ppm):
2.73 (dd, 1H, Jo» = 5.1 Hz, J; = 2.4 Hz), 2.86-2.89 (m, 1H),
3.35-3.40 (m, 1H), 3.86 (s, 3H), 4.08 (dd, 1H, J> = 11.4 Hz,
Ji =5.4Hz), 428 (dd, 1H, Jo=11.4 Hz, J; = 3.6 Hz),
6.88-6.95 (m, 4H); 'C RMN (75 MHz, CDCls, 6, ppm):
44.8, 50.1, 55.8, 70.1, 112.0, 114.3, 120.8, 121.8, 148.0,
149.6.

(S)-2-[(2-Methoxyphenoxy)methyl]oxirane [(S)-7]. Acc-
ording to the general procedure, 4.9 mL of 0.7 m solution of
6 (3.4 mmoal) in (R)-epichlorohydrin afforded 530 mg of
(S)-7, as a slightly yellow solid (86% yield). Mp: 55-56 °C;
méo =+15.9 (c 1, MeOH), {Lit. (8) Mp: 59-60 °C;
MDO = +13.0 (c 0.61, EtOH)}; "H RMN (300 MHz, CDCl, 8,
ppm): 2.72 (dd, 1H, J> = 4.9 Hz, J; = 2.6 Hz), 2.87 (dd,
1H, Jo = 4.9 Hz, J; = 4.1 Hz), 3.35-3.40 (m, 1H), 3.86 (s,
3H), 4.08 (dd, 1H, Jo, = 11.4 Hz, J; = 5.5 Hz), 4.23 (dd,
1H, Jo = 11.4 Hz, J; = 3.6 Hz), 6.85-6.98 (m, 4H); '°C
RMN (75 MHz, CDCls, 6, ppm): 44.8, 50.1, 55.8, 70.4,
112.0,114.4,120.8, 121.9, 148.0, 149.7.

(R)-2-[(2-Methoxyphenoxy)methyl]oxirane [(R)-7]. Acc-
ording to the general procedure, from 4.9 mL of 0.7 m solu-
tion of 6 (8.4 mmol) in (S)-epichlorohydrin there was
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obtained 555 mg of (S)-7, as a light yellow solid (90% yield).
Mp: 56-57 °C; [0’ = —14.2 (c 1, MeOH), {Lit. (8) Mp: 59—
60 °C; [2]2) = —12.9 (c 0.53, EtOH)}; 'H RMN (300 MHz,
CDCls, 6, ppm): 2.72 (dd, 1H, J, = 4.9 Hz, J; = 2.6 Hz),
2.87 (dd, TH, J, = 4.9 Hz, J; = 4.3 Hz), 3.35-3.40 (m, 1H),
3.86 (s, 3H), 4.03 (dd, 1H, J, = 11.4 Hz, J; = 5.5 Hz), 4.23
(dd, 1H, J, = 11.4 Hz, J; = 3.6 Hz), 6.85-6.98 (m, 4H); '*C
RMN (75 MHz, CDCls, 6, ppm): 44.8, 50.2, 55.8, 70.2,
112.0, 114.4,120.8, 121.9, 148.0, 149.7.

General procedure for the synthesis of

analogues 5

In a round-bottom flask were dissolved (S,S)-4 and the cor-
responding oxirane 7 in MeOH. The reaction mixture was
stirred under reflux for 12 h, it was concentrated under
reduced pressure on the rotary evaporator, one equivalent
of IN HCI was added, and the aqueous solution was
washed with AcOEt. One equivalent of 1N NaOH was
added to the aqueous solution and it was extracted with
AcOEt; the organic phase was dried over anhydrous sodium
sulfate and concentrated on the rotary evaporator to obtain
the crude product, which was recrystallized from AcOEt or
purified by column chromatography (20 parts of flash silica,
CH,Clo,/MeOH 95:5) to afford the pure product.

2-{(1S,4S)-5-[3-(2-methoxyphenoxy)-2-hydroxypropyl]
-2,5-diazabicyclo[2.2.1] heptan-2-yl}-N-(2,6-dimethyl
phenyl)acetamide {[(S,S,S)(S,S,R)]-5}. According to the
general procedure, 6.1 g (13.9 mmol) of [(S,S,S)(S,S,R)]-
5 was obtained from 4.7 g (18 mmoal) of (S,S)-4 and 3.2 g
(18 mmol) of rac-7, as a white powder (77% vyield). The
reaction was purified by recrystallization with AcOEt. Mp:
135-136 °C; IR (KBr, cm™") vmax 3253, 2864, 1633,
1504, 1253, 1230, 1025, 769, 734; 'H RMN (800 MHz,
CDClg, 8, ppm): 1.76-1.82 (m, 2H), 2.23 (s, 6H), 2.61-2.89
(m, 4H), 2.93 (dd, 1H, J> = 9.9 Hz, J; = 2.4 Hz), 3.01 (dd,
1H, Jo = 10.2 Hz, J; = 4.5 Hz), 3.31 (d, 1H, J = 16.5 H2),
3.41 (s, 2H), 3.42 (d, 1H, J = 16.5 Hz), 3.59 (br, 1H), 3.83
(s, 3H), 3.93-4.07 (m, 3H), 6.87-6.95 (m, 4H), 7.05-7.09
(m, 3H), 8.64 (br, 1H); '°C RMN (75 MHz, CDCls, §, ppm):
18.5, 34.3, 34.9, 55.8, 57.3, 57.5, 58.0, 58.6, 58.7, 59.4,
63.0, 63.2, 63.6, 67.7, 72.0, 72.1, 111.9, 114.7, 120.9,
121.8, 127.1, 128.2, 133.7, 135.0, 148.2, 149.8, 169.1.

2-{(1S,4S)-5-[(2S)-3-(2-methoxyphenoxy)-2-hydroxypro-
pyll-2,5-diazabicyclo [2.2.1]heptan-2-yl}-N-(2,6-dimeth-
ylphenyl)acetamide [(S,S,S)-5]. According to the
general procedure, 748 mg (1.7 mmol) of (S,S,S)-5 was
obtained from 548 mg (2.1 mmol) of (S,S)-4 and 378 mg
(2.1 mmol) of (S)-7, as a white powder (81% vyield). The
reaction was purified by column chromatography. Mp: 142-
143 °C; [o)2° = +8.57 (c 1, MeOH); IR (KBr, cm™") vmax:
3388, 3254, 2865, 2805, 1634, 1505, 1253, 1026, 769,
734, 608, 457; "H RMN (300 MHz, CDCls, 8, ppm): 1.77 (d,
1H, J =9 Hz), 1.82 (d, 1H, J = 9 Hz), 2.22 (s, 6H), 2.75-
2.89 (m, 4H), 2.92 (d, 1H, J = 9 Hz), 3.038 (d, 1H, J = 9 H2),
3.29 (d, 1H, d =15 Hz), 3.42 (d, 1H, J = 15 Hz), 3.44 (d,
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2H, J = 18 Hz), 3.83 (s, 3H), 3.97-4.03 (m, 3H), 4.18 (br,
1H), 6.86-6.97 (m, 4H), 7.08-7.09 (m, 3H), 8.66 (or, 1H);
3G RMN (75 MHz, CDClg, 8, ppm): 18.6, 34.3, 55.9, 57.7,
58.5, 58.8, 59.4, 63.5, 63.6, 67.6, 72.0, 112.0, 114.6,
121.0, 121.9, 127.3, 128.3, 133.8, 135.2, 148.2, 149.8,
169.3; HRMS (FAB*): m/z calculated for CosHzaNzO4
[M+H]*: 440.2549, found: 440.2539.

2-{(1S,4S)-5-[(2S)-3-(2-methoxyphenoxy)-2-hydroxypro-
pyl]-2,5-diazabicyclo [2.2.1]heptan-2-yl}-N-(2,6-dimeth-
ylphenyl)acetamide [(S,S,R)-5]. According to the gen-
eral procedure, 766 mg (1.7 mmol) of (S,S,R)-5 was
obtained from 548 mg (2.1 mmol) of (S,S)-4 and 378 mg
(2.1 mmol) of (R)-7, as a white powder (83% vyield). The
reaction was purified by column chromatography. Mp: 110-
112 °C; [#)3’ = +3.58 (c 1, MeOH); IR (KBr per cm) viax:
3257, 2990, 2861, 1645, 1504, 1252, 1228, 770, 731; 'H
RMN (800 MHz, CDClg, 4§, ppm): 1.76 (d, 1H, J = 9 Hz),
1.80 (d, 1H, J = 9 Hz), 2.22 (s, 6H), 2.72-2.90 (m, 5H), 3.01
d, 1H, J = 9 Hz), 3.30 (d, 1H, J = 15 Hz), 3.40-3.42 (m,
3H), 3.42 (d, 2H, J = 15 Hz), 3.84 (s, 3H), 3.97-4.04 (m,
3H), 6.87-6.97(m, 4H), 7.07-7.09 (m, 3H), 8.64 (br, 1H); '*C
RMN (75 MHz, CDCls, d, ppm): 18.5, 34.3, 55.8, 57.6,
58.7, 58.8, 59.4, 63.3, 63.6, 67.8, 72.1, 112.0, 114.8,
120.8, 121.9, 1271, 128.2, 133.7, 135.7, 148.3, 149.9,
169.2; HRMS (FAB+) m/z calculated for C25H34N304
[M+H]*: 440.2549, found: 440.2566.

Biological assays

General experimental conditions

Glucose was acquired from Merck (Darmstadt, Germany).
Ranolazine was prepared according to a procedure
described in the literature (9). All the other compounds
were acquired from Sigma (St. Louis, MO, USA). Indo-
methacin was dissolved in a 4% sodium carbonate solu-
tion. Ranolazine, L-phenylephrine hydrochloride, carbachol
(carbamoylcholine chloride), and the hydrochloride of No-
nitro-L-arginate methyl were dissolved in deionized water.

The experiments were carried out on Wistar male adult
rats from de strain. The animals were killed by cervical dis-
location and immediate exsanguination. The thoracic aorta
was extracted by means of a thoracotomy and taken to a
dissection chamber that contained Tyrode solution, contin-
uously aerated. The connective tissue that surrounded the
vessel was eliminated under a microscope with extreme
caution so as not to touch the innermost of the vessel in
order to avoid damaging the endothelium. There were
obtained small rings approximately 2 mm wide.

Two rings were selected (the endothelium was damaged
mechanically in one of them), and they were mounted in a
perfusion chamber between two stainless steel hooks; one
of each pair of hooks was attached to the perfusion cham-
ber, and the other was attached to an isometric force trans-
ducer (Grass FT03). Once the preparations were mounted
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in such device, basal tension of 2 g was applied and was
allowed to stabilize for a 60-min period at a temperature of
37 °C. In this way, it was possible to maintain under the
same experimental conditions both rings and simulta-
neously record the effects produced on the vascular smooth
muscle and those in which the endothelium was involved.

As a model to study the release of NO, the relaxation
effect of carbachol (107° M) was utilized in the rings with
the intact endothelium and precontracted with phenyleph-
rine (107° M), which when contrasted with the response
to carbachol of rings without endothelium is a reliable
physiological indicator of the release of NO.

Perfusion system

A peristaltic pump with polyethylene tubing was employed
to conduct the Tyrode and test solutions to the perfusion
chamber. The perfusion solutions continuously aerated
with carbogen entered through the bottom of the chamber
whose volume was 0.5 mL and were drained to the out-
side by overflow, through fluting on the upper edge of the
chamber, and provided with a cellulose wick which
avoided sudden changes in volume.

Temperature control

The polyethylene tubes that conducted the perfusion solu-
tion passed, forming a spiral, through a thermostatic sys-
tem adjusted to bring the temperature of the solution in
the perfusion chamber to the desired value.

Recording system

The tension developed by each ring was picked up by an
isometric force transducer (Grass FT03), and the signal
was taken to a polygraph Grass model 79.

Results and Discussion

Chemistry

The synthesis of the epimeric mixture of the target diazabi-
cyclic analogue is described in Scheme 1. Acetamide
(S,5)-4 was prepared from the aniline 1, which in the
presence of bromoacetyl bromide yielded the bromoaceta-
mide 2; this upon reaction with 2-benzyl-DBH [prepared
according to Melgar-Fernandez et al. (10)] afforded the
protected diamine (S,S)-3, which produced, by palladium-
catalyzed hydrogenolysis, the intermediate (S,S)-4, which
reacted with racemic epoxide 7 to give the epimeric
mixture of (S,S,8)-5 and (S,S,R)-5.

The synthesis of pure diasterecisomers (S,S,S)-5 and (S,
S,R)-5 is described in Scheme 2. The epoxides (S)-7 and
(R)-7 were obtained by the reaction of (R)-epichlorohydrin
and (S)-epichlorohydrin, respectively, with sodium 2-meth-
oxyphenolate (6). The condensation of (S,S)-4 with (S)-7
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and (R)-7 afforded the respective pure epimers (S,S,S)-5
and (S,S,R)-5.

Pharmacology

The pharmacological evaluation of compounds [(S,S,S)-
(S,S,R)1-5, (S,S,9)-5 and (S,S,R)-5 was carried out on
aorta rings from adult male Wistar rats. For each experi-
ment, two 2-mm rings were used, one with endothelium
and another without endothelium, which was removed by
manual friction.

Both rings were suspended in an miniature organ bath
(vol. 0.5 mL), between a pair of stainless steel hooks, one
attached to the wall of the chamber and the other
attached to an isometric force transducer (Grass, model
FTO3). The rings were continuously perfused (1 mL/min)
with an oxygenated Tyrode solution (95% O, 5% CO,);
the pH was adjusted to 7.2, and the temperature was
maintained at 37 °C.

At the start of each experiment, the response to phenyl-
ephrine (10~° M) and carbachol

(10° M) was evaluated. The relaxation induced by carba-
chol on the precontracted rings with phenylephrine was
taken as evidence that those rings have the endothelium
preserved, while the absence of relaxation confirmed the
absence of a functional endothelium.

To investigate a possible relaxant action of the epimeric
compound 5 and the mixture of them, the effects of these
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Scheme 1: Reagents: (A)
bromoacetyl bromide, EtsN,
CH,Cly; (B) 2-benzyl-DBH, EtgN,
CHCly; (C) Hp, Pd/C, MeOH; rac-
7, MeOH.
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Scheme 2: Reagents: (A) (R)-
epichlorohydrin; (B) (S,S)-4, MeOH;
(C) (S)-epichlorohydrin.

compounds at cumulatively increasing concentrations
(107-10=* ™) on phenylephrine (107° m)-precontracted
rings were analyzed. These effects were analyzed in the
absence and in the presence of either indomethacin
(107% M) or L-NAME (300 pwm).

Data analysis: The relaxations induced by these com-
pounds are expressed as the percent of the maximal ten-
sion induced by phenylephrine (107° ). ICsq (—log of the
mean molar concentration of the compound producing
50% of the maximal response) was determined with the
software package GrapH PAD PRiSM (v.5; San Diego, CA,
USA). Data are expressed as mean =+ DS for tension
development and as mean + SE for ICsq values.

Comparisons of means were made by one-way analysis of
variance (anova), and differences between the groups were
evaluated using Student-Newman-Keuls method [Graph
Pad Prism (v.5) software; St. Louis MO, USA)]; p value of
0.05 or less was considered significant.

Effects of compound [(S,S,S)-(S,S,R)]-5

In precontracted rings with phenylephrine (107° ), at
successively increasing concentrations (107°-10"* m) of
[(S,S,S)-(S,S,R)]-5, a relaxation effect was produced that
depended on the concentration and partially on the pres-
ence of the endothelium.

The maximum relaxation response was observed with
10~* M (78.61 & 5.79% in the rings with endothelium and

Chem Biol Drug Des 2014; 83: 710-720
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Figure 3: Concentration-response curve at successively increasing concentrations to [(S,S,S)-(S,S,R)]-5 in aorta rings with endothelium
(A) and without endothelium (B). The curves represent the relaxation response of the precontracted aorta rings with phenylephrine
(107° W), to [(S,S,S)~(S,S,R)]-5 (107°-10~* v) (@), in the presence of indomethacin (10~° w) (0), and in the presence of L-NAME (300 1)
(7). The data are expressed as the mean + DS, n = 5.

Table 1: IC5, and maximum tension in rat aorta rings induced by ranolazine, [(S,S,S)~(S,S,R)]-5. (S,S,S)-5 and (S,S,R)-5 in the pres-
ence and absence of indomethacin and L-NAME

With endothelium Without endothelium

Experiment Compounds ICs0 (log[M]) Max. Tension (%) ICs0 (log[M]) Max. Tension (%)
1 Ranolazine 4.61 £ 0.05 56.78 + 6.81 4.27 + 0.02 47.88 + 4.70
2 Ranolazine + A 5.39 + 0.172 66.05 + 10.70 4.61 + 0.04% 66.25 + 4.45°
3 Ranolazine + B 3.98 + 0.09%P 34.94 + 9.88%° 4.42 4+ 0. 03*P 52.38 + 9.76
4 [(S,S,9)-(S,S,R)]-5 478 + 0.03* 78.61 + 5.79* 4,55 + 0.03" 63.59 + 14.40
5 [(S,S,9)-(S,S,R)]-5 + A 5.47 + 0.09° 81.53 + 5.28 5.00 + 0.022 78.39 4+ 2.22
6 [(S,S,9)-(S,S,R)]-5 + B 4,53 + 0.042° 74.47 + 6.33 4,53 + 0.049°* 60.35 + 4.76°
7 (S,5,5)-5 4.85 + 0.03* 76.65 + 3.42* 4.55 + 0.05 64.42 + 12.15
8 (5,8,9)-5 + A 4.75 + 0.04%* 7414 + 9.67 4.46 + 0.09 66.82 + 8.57
9 (5,5,5-5+ B 3.96 + 0.09%P 33.81 + 15.143° 4.09 + 0.122P 4572 + 12.37°
10 (S,S,R)-5 4.47 +0.07 60.69 + 3.42 4.25 + 0.02 43.53 + 11.64
11 (S,S,R)-5+ A 5.09 + 0.122 72.66 + 8.28 4.69 + 0.02° 70.85 + 4.50°
12 (S,S,R)-5+B 4.21 + 0.05%0 46.53 + 3.08%° 417 + 0.03%b* 43.38 + 7.53°

ICs0: log of the mean molar concentration that causes 50% of the relaxation induced by ranolazine, [(S,S,S)-(S,S,R)]-5, (S,S,S)-5, and
(S,S,R)-5 (107°°-107* m). Maximum tension developed in response to phenylephrine (107° m). A: indomethacin (1076 v). B: L-NAME
(800 um). The percentage data from the maximum relaxation are presented as the mean + DS. The ICso data are presented as the
mean + ES #Pdenotes significant differences between the same group (2 versus. in absence of A or B, ° versus A) (p < 0.05). *Denotes

significant differences between the groups in their respective conditions (p < 0.05). n = 5 for all of the groups.

63.59 + 14.40% in the rings without endothelium; these
values were not significantly different; Figures 3A,B, experi-
ments 4-6, Table 1). Indomethacin (107° ) displaced the
concentration-response curve to the left (experiment 5,
Table 1).

In the rings with endothelium, in the presence of L-NAME
(300 uwm), when the concentrations were between 107 and
107° m of [(S,S,5)-(S,S,R)]-5, an additional increase in the
tension induced by phenylephrine was observed (experi-
ment 6, Table 1). These results show that [(S,S,S)-(S,S,
R)]-5 has primordially a direct relaxation effect over the vas-
cular smooth muscle and also acts on the endothelium
releasing NO as well as a vasoconstrictor prostanoid.

Chem Biol Drug Des 2014; 83: 710-720

When comparing the concentration-response curve of
[(S,S,5)-(S,S,R)]-5 with that of ranolazine, it was found
that the one from compound [(S,S,S)-(S,S,R)]-5 is dis-
placed to the left (ICsq 4.78 4+ 0.03 versus 4.61 + 0.05,
respectively, experiments 1 and 4, Table 1). In the aortic
rings with endothelium, [(S,S,S)-(S,S,R)]-5 produced a
maximum relaxation of greater magnitude than ranolazine
(78.61 + 6.33% versus 56.78 + 6.81%, respectively,
Figure 4A, experiments 1 and 4, Table 1).

In the presence of indomethacin (107° w), the relaxation
responses induced by this compound on the aortic rings
with or without endothelium were not significantly differ-
ent to the ones from ranolazine in similar experimental
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Figure 4: Concentration-response curve to [(S,S,S)-(S,S,R)]-5 and ranolazine at successively increasing concentrations, in aorta rings
with endothelium (A) and without endothelium (B). The curves represent the relaxation response of the aortic rings precontracted with
phenylephrine (107° m) to [(S,S,S)-(S,S,R)]-5 () and ranolazine (107°-107* m) (A), in the absence (closed symbols) and in the presence
of indomethacin (107 m) (open symbols). The data are expressed as the mean + DS, n = 5.
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Figure 5: Concentration-response curve to [(S,S,S)-(S,S,R)]-5 and ranolazine at successively increasing concentrations, in aorta rings
with endothelium (A) and without endothelium (B). The curves represent the relaxation response to the aortic rings precontracted with
phenylephrine (107° m) to [(S,S,S)-(S,S,R)]-5 () and ranolazine (107°-107* m) (A), in the absence (closed symbols) and in the presence

of L-NAME (300 um) (open symbols). The data are expressed as the mean + DS, n = 5.

conditions (Figure 4A,B, experiments 2 and 5, Table 1).
The inhibition of the synthesis of NO with L-NAME
(800 uM) decreased the maximum relaxation induced by
ranolazine, but not the one induced by [(S,S,S)-(S,S,R)]-5.
These results show that the relaxation induced by this
compound depends less on the synthesis of NO than the
one induced by ranolazine, even though the relaxation
effect is greater (Figure 5A,B, experiments 3 and 6,
Table 1).

Effects of compound (S,S,S)-5

In phenylephrine-precontracted rings, (S,S,S)-5 induced a
relaxation dependent on the concentration and partially
dependent on the presence of the endothelium (76.65 +
3.42% in the rings with endothelium and 64.42 + 12.15%
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in the rings without endothelium, Figure 6A,B, experiment 7,
Table 1).

No effect whatsoever was observed when blocking cyclo-
oxygenase with indomethacin (10’6 M;  Figure 6A,B,
experiment 8, Table 1). In the rings with endothelium, the
maximum relaxation induced by this compound decreased
significantly by the addition of L-NAME (300 uwm;
76.65 + 3.42% versus 33.81 + 15.14%, respectively, Fig-
ure 7A,B experiment 9, Table 1). These results suggest
that the relaxation induced by this compound is in part
caused by the release of endothelial nitric oxide.

When comparing the effects of (S,S,S)-5 with those of ra-
nolazine, it was observed that the compound (S,S,S)-5
induces on the aortic rings with endothelium a vasodilation

Chem Biol Drug Des 2014; 83: 710-720



120 A

100 A

80 1

60 A

40 4

% of max. tension

20 A

0 T T T T 1
-6.0 -55 -5.0 —4.5 -4.0

(S,S,S)-5 log [M]

Synthesis of Diazabicyclic Ranolazine

B 120

100 4
80 - E
60 -

40 A

% of max. tension

20 o

0 T T T T 1
-6.0 -5.5 -5.0 —4.5 -4.0

(S,8,5)-5 log [M]

Figure 6: Concentration-response curve to (S,S,S)-5 at successively increasing concentrations, in aorta rings with endothelium (A) and
without endothelium (B). The curves represent the relaxation response of the aorta rings precontracted with phenylephrine (10° w), to (S,
S,5)-5 (107-10* w) (e), in the presence of indomethacin (o) and in the presence of L-NAME (300 um) (A). The data are expressed as the

mean + DS, n = 5.

>

120 1

100

80 1

60 A

40

% of max. tension

20 ~

0 T T T T 1
-6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0

log [M]

o]

120 A

100 A

60 A

40 A

% of max. tension

20 A

0 T T T
-6.0 -55 -5.0

log [M]

-4.5 -4.0

Figure 7: Concentration-response curve to (S,S,S)-5 and ranolazine at successively increasing concentrations, in aorta rings with
endothelium (A) and without endothelium (B). The curves represent the relaxation response of the aortic rings precontracted with
phenylephrine (107° M), to (S,S,5)-5 (8) and ranolazine (107%-10~* m) (A), in the absence (closed symbols) and in the presence of
indomethacin (10~ m) (open symbols). The data are expressed as the mean + DS, n = 5.

of greater magnitude than the one from ranolazine
(76.65 4+ 3.42% versus 56.80 &+ 6.81%, respectively,
Figure BA, experiments 1 and 7, Table 1). In the rings with
endothelium, when cyclooxygenase was blocked with
indomethacin (1076 m), only the ranolazine curve was dis-
placed to the left (Figure 7A,B, experiments 2 and 8,
Table 1).

In the rings with endothelium, L-NAME (300 pum) dec-
reased the maximum relaxation induced by (S,S,S)-5 as
well as the induced by ranolazine (Figure 8A, experiments
3 and 9, Table 1). These results suggest that compound
(S,S,5)-5 shares with ranolazine the effect of inducing
the release of endothelial NO, but not the synthesis of
some vasoconstricting prostanoid. On the other hand,
these results show that in the relaxation induced by

Chem Biol Drug Des 2014; 83: 710-720

(S,S,S)-5, there is a greater participation of the endothelial
NO synthesis/release than in the one induced by ranol-
azine.

Effects of compound (S,S,R)-5

In the aortic rings precontracted with phenylephrine, (S,S,
R)-5 produced a relaxation response dependent on the
concentration and partially on the presence of endothelium
(60.69 + 3.42% in the rings with endothelium and
43.53 + 11.64% in the rings without endothelium,
Figure 9A,B, experiment 10, Table 1). The addition of
indomethacin (107® ) produced a displacement of the
concentration-response curve to the left (ICsq, 4.47 + 0.07
versus 5.09 + 0.02, in the rings with endothelium and
4.25 + 0.02 versus 4.69 + 0.02 in the rings without
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Figure 9: Concentration-response curve to (S,S,R)-5 at successively increasing concentrations, in aorta rings with endothelium (A) and
without endothelium (B). The curves represent the relaxation response to aortic rings precontracted with phenylephrine (1075 w), to (S,S,
R)-5 (107°-107* w) (e), in the presence of indomethacin (107° ) (0) and in the presence of L-NAME (300 um) (A). The data are expressed

as the mean + DS, n = 5.

endothelium) and an increase in the magnitude of the
maximum relaxation (60.69 + 3.42% versus 72.66 + 8.28,
in the rings with endothelium and 43.53 + 11.64% ver-
sus 70.85 + 5.50%, in the rings without endothelium,
Figure 9A,B, experiment 11, Table 1).

In the rings with endothelium, L-NAME (300 pwm) decreased
the maximum relaxation induced by this compound
(60.69 + 3.42% versus 46.53 + 3.08%, respectively, Fig-
ure 9A, experiment 12, Table 1). These results suggest that
the relaxation induced by (S,S,R)-5 is attributable to a direct
effect on the vascular smooth muscle as well as to the dis-
charge of endothelial NO and that this compound induces,
in addition, the release of some vasoconstricting prostanoid.

When comparing the effects of compound (S,S,R)-5 with
those of ranolazine, it was observed that (S,S,R)-5 induces
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on the aortic rings a maximum vasodilation similar in magni-
tude to that of ranolazine (60.69 + 3.42% versus 56.80 +
6.81%, in the rings with endothelium and 43.53 + 11.64%
versus 46.67 + 46.67 + 8.01% in the rings without endo-
thelium, experiments 1 and 10, Table 1).

When blocking cyclooxygenase with indomethacin
(107 M), no significant differences were observed with
regard to the concentration—-relaxation curves of ranolazine
in similar experimental conditions (Figure 10A,B, experi-
ments 2 and 11, Table 1).

In the rings with endothelium, L-NAME (300 uwv) partially
inhibited the relaxation induced by (S,S,R)-5 as well as
the one induced by ranolazine (60.69 + 3.42% versus
46.53 + 3.08 and 56.80 + 6.81% versus 34.94 + 9.88%,
Figure 11A, experiments 3 and 12, Table 1). These results

Chem Biol Drug Des 2014; 83: 710-720
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Figure 10: Concentration-response curve to (S,S,R)-5 and ranolazine at successively increasing concentrations, in aorta rings with
endothelium (A) and without endothelium (B). The curves represent the relaxation response of the aortic rings precontracted with
phenylephrine (107° m), to (S,S,R)-5 (e) and ranolazine (107°~107* m) (A), in the absence (closed symbols) and in the presence of
indomethacin (10~° m) (open symbols). The data are expressed as the mean + DS, n = 5.
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Figure 11: Concentration-response curve to (S,S,R)-5 and ranolazine at successively increasing concentrations, in aorta rings with
endothelium (A) and without endothelium (B). The curves represent the relaxation response of the aortic rings precontracted with
phenylephrine (107° v), to (S,S,R)-5 () and ranolazine (107°-107* m) (A), in the absence (closed symbols) and in the presence of
L-NAME (300 um) (open symbols). The data are expressed as the mean + DS, n = 5.

suggest that (S,S,R)-5 shares with ranolazine the effect of
inducing the release of endothelial NO.

Conclusions

The diazabicyclic analogues of ranolazine [(S,S,S)(S,S,
R)]-5, (S,S,S)-5, and (S,S,R)-5, were synthesized from
commercially available starting materials and applying
simple synthetic strategies.

In view of the pharmacological results obtained, it can be
stated that the epimeric mixture [(S,S,S)(S,S,R)]-5 has a
vasodilating effect induced by two components, one due
to the release of endothelial NO and another due to a

Chem Biol Drug Des 2014; 83: 710-720

direct effect on the vascular smooth muscle in addition to
inducing the release of some vasoconstricting prostanoid
from the cyclooxygenase pathway, which is independent
of the endothelium.

The compounds (S,S,S)-5 and (S,S,R)-5 have a vasodilat-
ing effect induced by two components, one due to the
release of endothelial NO and another one due to a direct
effect on the vascular smooth muscle. On the other hand,
(S,S,R)-5 induces the release of some vasoconstricting
prostanoid from the cyclooxygenase pathway. Comparing
these effects to those of ranolazine, it may be concluded
that both the epimeric mixture [(S,S,S)(S,S,R)]-5 and
compound (S,S,S)-5 have a higher vasodilating efficiency
due to the participation of NO in the endothelium.
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