UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

“Sintesis de 5,6-dihidropirrolo [2,1-3]

isoquinolinas y su evaluacién citotéxica”

TESIS PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS
PRESENTA:

M. en C. Rosa Maria Chavez Santos
TUTOR: DR. Roberto Martinez

Instituto de Quimica

Ciudad Universitaria, CD. MX. Noviembre 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se realizo en el laboratorio 2-11 del Instituto de Quimica de
la Universidad Nacional Autonoma de México bajo la asesoria del Dr. Roberto
Martinez, con el apoyo economico de la beca de doctorado otorgada por el
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (No. de becario 223441) y el
financiamiento del proyecto No. 131295 de CONACyT.

Los resultados de este trabajo fueron presentados en el:

e 46° Congreso Mexicano de Quimica organizado por la Sociedad Quimica de

Meéxico llevado a cabo en Querétaro 2011.
o Simposio interno del Instituto de Quimica, UNAM en los afios 2011, 2012 y 2014.

o  “QUIMIUNAM” organizado por el posgrado en Ciencias Quimicas de la UNAM
en el aiio 2013.

e [1° Reunion de la Academia Mexicana de Quimica Organica llevado acabo en

Chihuahua 2015.

Los resultados de este trabajo de investigacion fueron publicados en la revista Chemical
and Pharmaceutical Bulletin con el titulo: 5,6-dihydropyrrolo[2,1-a]isoquinolines as
alternative of new drugs with cytotoxic activity.

Chem. Pharm. Bull. 2017, 65, 973.

http://doi.org/10.1248/cpb.c17-00409

ii



Agradecimientos

A la UNAM por ser mi casa de estudios y permitirme desarrollar mi posgrado.
Al Dr. Roberto Martinez por la oportunidad de incorporarme en su grupo de
investigacion, por su paciencia, perseverancia y constante exhortacion hacia la
excelencia.

Mi comité tutor Dr. Mario Ordofiez Palacios y Dr. Sebastian Lira Rocha por
todos sus aportes y consejos que fueron esenciales para la culminacion de este
trabajo.

Al personal técnico del Instituto de Quimica por su apoyo en la realizacion de las
técnicas de IR, RMN, EM en especial a la Q. Rocio Patifio, Q. Angeles Pena, M.
en C. Elizabeth Huerta, Dra. Beatriz Quiroz, 1.Q Luis Velasco, Dr. Javier Pérez,
Dra. Carmen Garcia y Dra. Ma- Teresa Ramirez por las prubas de citotoxicidad.
Al Dr. Rubén Omar Torres Ochoa por todo su esmero, dedicacion, paciencia y
asesoria técnica para transmitirme sus conocimientos y acompafiarme en el
desafio de la investigacion.

Al Dr. Paul E. Reyes G y el M. en C. José Solano B. Por toda la asesoria técnica
brindada en el desarrollo de mi tesis.

Al CONACYyYT por la beca otorgada 223441, el financiamiento del proyecto
131295 y DGAPA por el financiamiento del proyecto PAPIIT IN213407.

Al Jurado que con sus comentarios enriquecieron mi trabajo de tesis.

A mis Padres, Hermanos y Familiares por todo su apoyo y amor incondicional
en cada etapa de mi vida, por ser ejemplo de tenacidad y perseverancia.

A mis amigos y compafieros del posgrado que con su grata compaiiia volvieron

cada dia dentro del aula, un acumulo de suefios conquistables.

1ii



Lista de abreviaturas y formulas

ATC acido tricloroacético

°C Grados Celcius

cAMP Adenosin monofosfato ciclico

cGMP Guanosin monofosfato ciclico

ccf Cromatografia en capa fina

CDI 1,1-carbonildiimidazol

CML Leucemia Mieloblastica Crénica

0 Desplazamiento quimico

DCM Diclorometano

DCC Diciclohexilcarbodiimida

DCU Diciclohexilurea

DLP Peréxido de dilaurilo

DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

EMAR Espectrometria de masas de alta resolucion
EMIE Espectrometria de masas por impacto electronico
g gramos

h hora



HCT-15
ICs
INEGI

IR

K-562
M]*
MCF-7
Me

MeTosMIC

MHz
mg
min
mL
pM
m/z
nM
OMS
PC-3

Pd/C

linea celular de carcinoma de colon

concentracion inhibitoria 50

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

infrarrojo

Constante de acoplamiento

Linea celular de Leucemia Mieloblastica Cronica.

[6n molecular

linea celular de carcinoma mamario

metilo

1 - ((1-isocianoetil) sulfonil) -4-metilbenceno

Megahertz

miligramos

minutos

mililitros

micromolar

relacion masa carga

nanomolar

Organizacién Mundial de la Salud

linea celular de carcinoma prostatico

Paladio sobre carbono



PDE

Ph;P

ppm

RMN-2C

RMN-'H

SKLU-1

SNC

t.a.

TEA

TEBAI

T™MS

uv

U-251

VHB

VHC

VPH

fosfodiesterasa

Punto de fusidén

Trifenilfosfina

partes por millon

Resonancia magnética nuclear de carbono 13

Resonancia magnética nuclear de proton

linea celular de carcinoma pulmonar

Sistema nervioso central

Temperatura ambiente

Trietilamina

Toduro de tetrabutilamonio

Trimetilsilano

Radiacion ultravioleta

linea celular de carcinoma proveniente del sistema nervioso central

virus de hepatitis B

virus de la hepatitis C

virus del papiloma humano



Resumen

El presente trabajo se llevo a cabo la sintesis de 15 andlogos de la pirrolo[2,1-
alisoquinolina, con buenos rendimientos, en tres pasos de reaccién utilizando ésteres a,3-
insaturados como materia de partida. Ademas, estos compuestos se evaluaron en seis
lineas celulares PC-3 (prostata), U-251 (SNC), K-562 (leucemia), HCT-15 (colon), MCF-
7 (mama), y SKLU-1 (pulmon) para analizar si existe una relacion entre la actividad
citotoxica que presentan y las propiedades electronicas, asi como la aromaticidad del
sustituyente en la posicion C-2 de la pirroloisoquinolinas. Aunque los resultados no
mostraron claramente si las propiedades electrodonadoras o electroatractoras de los
sustituyentes unidos al fenilo en la posicion C-2 de las pirroloisoquinolinas, disminuyen
el crecimiento de las células tumorales, la investigacion permitid determinar que los
compuestos 3-hidroxi (4d) y 3-cloro (4j) tienen actividades citotdxicas considerables.
También, se encontrd que los valores de ICsy de estos compuestos eran comparables a los
de los farmacos comerciales como el Topotecan, Irinotecan, Etoposido, Tamoxifeno y
Cisplatino. El compuesto 4d, mostrd ser un excelente agente anti-prostatico, anti-cancer
de colon y anti-cancer de pulmon, mientras que el compuesto 4j destaca como un agente

anti-leucémico y anti-cancer de mama



Abstract

In this study, the pyrrolo[2,1-a]isoquinolines 4a-n were synthesized in good yields in a
three steps synthesis from the corresponding o,B-unsaturated esters as starting materials.
These compounds were tested on six human cancer cells lines to measure the cytotoxic
activity as a function of the electronic properties and aromaticity of the substituent at the
C-2 position of the pyrroloisoquinoline. Although our results did not clearly reveal
whether electron-donating or electron-withdrawing substituents at the C-2 position of the
phenyl substituent in the isoquinolines 4a—d enhanced or inhibited tumor cell line growth,
this study identified novel 3-hydroxy (4d) and 3-chloro (4j) derivatives with powerful
cytotoxic activities. The ICsy values of these compounds were found to be comparable to
those commercially available Topotecan, Irinotecan, Etoposide, Tamoxifen, and
Cisplatin. The lead compound, derivative 4d, was selected for additional development
toward novel anti-prostate, anti-colon, and anti-lung cancer agents, whereas compound

4j shows promise as an anti-brain, anti-leukemia, and anti-breast cancer agent.
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1.1 El cancer en México

En México el cancer es la tercera causa de muerte y segin estimaciones de la Union
Internacional contra el Cancer, cada afio se suman mas de 128,000 casos de mexicanos,
segun las cifras mas recientes del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI),
existen diferentes tipos de cancer [1][2] y en nuestro pais las 5 tipologias mas
diagnosticadas segun cifras de Globocan y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

son: prostata, mama, cervicouterino, pulmon y colon.

Tabla 1: Estadisticas de casos mas comunes de cancer en México [3]

Tipo de cincer Numero de incidencias Nimero de muertes
Mama 20444 5680
Prostata 14016 6367
Cérvix 13960 4769
Colon y recto
(combinados) 8631 4694
Pulmon 8439 7608

Siendo el cancer un problema de salud publica, es esencial la busqueda de moléculas que
generen alternativas para el desarrollo de medicamentos que representen una alternativa

terapeutica.

Las pirrolo[2,1-a]isoquinolinas son compuestos heterociclicos [4] cuya estructura
proviene de la fusidon de un anillo de isoquinolina y uno de un pirrol y que comparten un

atomo de nitrogeno lo cual, puede generar 2 isomeros figura 1

| \
- N
©@@

Pirrolo[1,2-blisoquinolina  Pirrolo[2,1-alisoquinolina

Figura 1. Isomeros de Pirroloisoquinolina



Este nucleo esta presente en diversos productos naturales de tipo alcaloide [5] que han
mostrado diversas actividades bioldgicas como Antivirales [6], Antidepresivos [7],
Antinecroticos [8], Inhibidores de topoisomerasas [9], Antihiperglucémicos [10],
Antimicrobianos [11]. En la figura 2 se muestran algunos ejemplos de

pirroloisoquinolinas con actividad bioldgica.

[6]

Antiviral

Inhibidores de 0=y 0,
topoisomerasas
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Figura 2. Ejemplos de alcaloides que contienen el nucleo de pirroloisoquinolina y su
actividad biolégica.



En el afio 2004 [12][13], Niewohner propuso una ruta de sintesis para obtener derivados
de la dihidropirrolo [2,1-a] isoquinolina I (Figura 3), debido a que inhibia la
fosfodiesterasa PDE 10a, enzima que se caracteriza por estar expresada de forma
particular y destacada en areas especificas de diferentes organos, entre los cuales se
encuentran una amplia variedad de estirpes celulares y tejidos tumorales, a saber, del
pulmoén, mama, pancreas, cerebro, prostata y ovario, indicando que la PDE 10a puede
desempefiar un papel importante en el crecimiento y/o supervivencia de las células

tumorales en condiciones de generacion elevada de cAMP y/o cGMP.

Posteriormente, Martinez [ 14] describid una sintesis alterna de I, y sus analogos 11, II1 y
IV, en 4 pasos de reaccion, con mejores rendimientos (Figura 3). La evaluacion de su
actividad antiproliferativa, en las lineas celulares PC-3 (préstata), U-251 (SNC), K-562
(leucemia), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama), y SKLU-1 (pulmoén) (Tabla 2), permitié
establecer las siguientes relaciones estructura-actividad: el sustituyente etoxicarbonilo
(-CO;Et) unido a C-1 juega un papel importante en la actividad de este tipo de estructuras,
debido a que cuando fue cambiado por un grupo nitrilo (-CN), la actividad fue nula; el
fenilo unido a C-2 debe tener un sustituyente en la posicion meta, ya que se observo que
cuando esta posicion no esté sustituida (II), la actividad antiproliferativa disminuye; en
especial, cuando el sustituyente meta fue el grupo amino (III), la actividad en la linea
celular HCT-15 (colon) es del orden nanomolar. Otra observacion relevante fue que al
cambiar el grupo fenilo unido a C-2, por el grupo tiofenilo (-C4H;3S), generando el
compuesto IV, éste tiene una mayor actividad en las lineas celulares de PC-3 (proéstata),

K-562 (leucemia) y MCF-7 (mama) que su andlogo II (-C¢Hs).



EtO
MeO

MeO

Figura 3. Dihidropirrolo [2,1-a] isoquinolinas con actividad antiproliferativa.

Tabla 2: Valores de ICso (M) de las dihidropirroloisoquinolinas I, II, III, IV para la
inhibicion de crecimiento de las 6 lineas celulares evaluadas

K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
I 0.16+£0.01 | 0.05+0.009 0.16+0.01 0.02+0.010 | 5.58+0.040 | 0.02+0.001
11 18.15+0.60 | 4.86+0.600 | 76.78+7.30 0.14+0.060 | 25.2+2.000 | 0.59+0.005
I | 21.20+1.20 | 5.96+0.500 2.5+0.800 0.01+0.003 1.3+0.100 0.10+0.01
v 8.47+£0.23 | 6.99+0.670 | 4.07+0.490 0.59+£0.050 | 7.41+£0.090 | 2.13+0.030

Los resultados preliminares antes mencionados sugieren que, para saber cuales son los

sustituyentes mas adecuados para que se obtengan compuestos con mejor actividad

antiproliferativa que el compuesto I, se debe explorar la influencia que tiene sobre la

actividad el sustituyente ciclohexilmetilpiperazinilo unido al carbonilo de la amida en

posicion meta del 2-fenilo, los grupos electrodonadores, electroatractores y halogenos en

la posicion meta del 2-fenilo, y la aromaticidad del sustituyente unido a C-2.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por el crecimiento [15] y
diseminacion incontrolados de células que pueden pertenecer a cualquier parte del cuerpo.
El conjunto de éstas es conocido como tumor y suele invadir el tejido circundante
desencadenando la metastasis en diferentes puntos del organismo. El proceso que lleva a la
generacion de esta enfermedad se conoce como carcinogénesis, durante el cual una o mas
células adquieren capacidades con un potencial transformante (Figura 4) que pueden generar

neoplasia [16]
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Figura 4. Capacidades adquiridas en el proceso carcinégenico



El estudio del proceso carcinogénico [17] se divide en tres etapas (Figura 5): a) iniciacion,
que hace referencia a mutaciones no letales que sufren las células y pueden ser revertidas
mediante sistemas de reparacion del DNA; b) promocion, ocurre cuando las células iniciadas
evitan la muerte celular, producto de una acumulacion de mutaciones y mecanismos de
presion selectiva que provocan la proliferacion celular y generan una progenie de células en
estado pre-neoplasico, estas pueden ser controladas por eventos de senescencia o apoptosis;
esta etapa ya no es reversible pero si contenible; y ¢) Progresion, se refiere a las alteraciones
que soportan las células pre-neoplasicas las cules permitiran convertirse en células
neoplasicas generando una proliferacion anormal que origina un tumor con capacidad de

diseminarse por el proceso de metastasis.

e ~N
| miciacion | | promocion |
ERO rsnrin prensoplasico
\‘ Reversible
Dano al DNA ~ Pmlrfaraclon g\y
O F!pparnrlon F Apnpmsus / PROGRESION
Célula del DNA Celula
normal iniciada Irreversible
Célula neoplasica
Tumor
\ W,

Figura 5. Etapas del proceso carcinogénico.

En el 2012, se inform6 que hubo 14 millones de personas diagnosticadas con cancer, de las
cuales 8,2 millones fallecieron a causa de esta enfermedad. Estos datos prevén que el numero

de casos por cancer aumentara a 22 millones en las siguientes dos décadas.



En la actualidad existe 3 terapias mas comunmente utilizadas para tratar el cancer y son:
cirugia, radioterapia y quimioterapia [18]. Para algunos tipos de canceres diseminados, la
quimioterapia es la Unica terapia eficaz porque distribuye los farmacos anticancerigenos a
través del sistema circulatorio y/o linfatico [19]. Por lo tanto, uno de los grandes retos de los
grupos de investigacion en el area quimico-biologica es la de sintetizar compuestos quimicos
que reunan una serie de caracteristicas tales como aumento de la respuesta farmacologica
deseada a menores dosis, selectividad, disminucion de los efectos secundarios y disminucion

de costos [20].

2.2 DISENO DE FARMACOS

El disefio de farmacos es una herramienta que ayuda en el proceso de descubrimiento de
nuevas drogas [21] mediante el uso de informacion estructural sobre una respuesta biologica
en dianas terapeuticas esto se da con ensayos de tamizaje. Aquellas moléculas que muestran
actividad bioldgica son nombradas como “hits” y posterior a esto se procede a mejorar la
actividad biologica encontrada generando compuestos que tengan propiedades farmacéuticas
notables, incluyendo baja toxicidad, solubilidad acuosa adecuada asi; como facilitar una

formulacion via oral, estos compuestos son conocidos como “lideres o cabezas de serie” [22].

Usualmente los hits son encontrados por un ensayo de tamizaje en un nimero extenso de
moléculas, mientras que los compuestos lideres son descubiertos a partir de modificaciones
estructurales de los hits. Las modificaciones pueden llevarse a cabo mediante los siguientes

métodos:



e M¢étodo tradicional
o Pruebas de ensayo y error
o Azar
e M¢étodo racional
o Blanco terapéutico o enfermedad
o Compuestos quimicos destinados a una funciéon molecular
= Modificacion estructural
e Variacion de sustituyentes
e Cambio en la longitud de cadenas laterales
e Expansion o contraccion de anillos aromaticos
e Simplificacion estructural

e Bioisosterismo [23].

En la actualidad encontramos que muchos alcaloides naturales sirven de inspiracion para el
disefio de nuevos heterociclos [24], que mediante las manipulaciones moleculares mejoran
la actividad bioldgica de los ya existentes, tal es el caso de la Camptotecina la cual, es
conocida por su relevante actividad citotdxica. Sin embargo, la baja solubilidad genero la
necesidad de crear andlogos conduciendo a la sintesis del Exatecan, Irinotecan y Topotecan
(Figura 6) el cual, es un inhibidor de la topoisomerasa-1 y tiene una potente actividad contra

carcinoma pancreatico, ademas no presenta problemas de solubilidad [25].

10
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Figura 6. Variaciones estructurales sobre la Camptotecina.

El disefio de farmacos es una excelente herramienta para mejorar las interacciones entre los
sitios receptores y los farmacos permitiendo una mejor absorcion en el organismo. Otro
ejemplo que ilustra la importancia de esto, son los farmacos inhibidores de la anhidrasa
carbonica II [26] que estd vinculada a los problemas con glaucoma, donde el medicamneto
Metazolamida fue mejorado mediante el cambio estructural de un grupo acetamida por una
sulfonomida ciclica generando la Dorzolamina facilitando con esto la formulacion
oftalmoldgica y su absorcidn, posterior a esto se realizd una extension de cadena sobre la
Dorzolamida para generar Brinzolamida, cambio que potencializé su efecto inhibitorio de 31

nM a 3.1 nM. (Figura 7)

11
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Figura 7. Modificacién estructural de Metazolamida.

El esquema 1 muestra algunas de las rutas de sintesis mas relevantes, descritas a la fecha,
para obtener pirrolo[2,1-a]dihidroisoquinolinas, y como se puede observar hay dos
estrategias: 1) construccion del anillo de pirrol al final de la sintesis 6 2) construccion del

anillo de isoquinolina también al final de la sintesis.

Debido al interés biologico que tiene el anillo de pirroloisoquinolina, diferentes grupos de
investigacion se han centrado en el desarrollo de metodologias que permitan acceder a este

triciclo, en el esquema 1 se muestran algunos métodos reportados en la literatura.

12
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Esquema 1. Sintesis para el sistema pirrolo[2,1-a]dihidroisoquinolina.

Dumitrascu y colaboradores [4b] describieron la sintesis de compuestos tipo pirrolo[2,1-a]
isoquinolina haciendo una reaccién de cicloadicion 1,3-dipolar de 3 componentes, que
permitié acceder a una gran variedad de pirroloisoquinolinas en un solo paso de
reaccion, logrando la adiciéon de diferentes bromoacetofenonas en el anillo de

isoquinolina para posteriormente formar los triciclos.
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Esquema 2. Sintesis de pirrolo[2,1-a]isoquinolinas mediante una reaccion de cicloadicion
1,3-dipolar de 3 componentes.

Varlamov y colaboradores [27] realizaron la sintesis de andlogos de la pirrolo[2,1-
aldihidroisoquinolina ~ mediante  la  reaccion de  multicomponentes  de
1-arildihidroisoquinolinas con alquinos y alcoholes activados, que inicia con la adicién de
Michael entre el alquino correspondiente sobre el nitrogeno de la isoquinolina,
desencadenando una reaccion en cascada que concluye con la pérdida de agua y la formacion

de los compuestos triciclicos correspondientes.
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Esquema 3. Sintesis de pirroloisoquinolinas mediante reacciones multicomponente.
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Anderson y colaboradores [28], iniciaron la sintesis de los compuestos tipo bis(carbamato)
con Acetilendicarboxilato de dimetilo (DMAD) y los dioles correspondientes en anhidrido
acético a 80°C para que posteriormente, mediante el uso de reacciones de cicloadicion 1,3-

dipolar, accedieran a los triciclos correspondientes.

e N
o o] H.COOC COOCH,4
3
HO W — /]
H;CO~ ™~ ~OCH, I\
NH 3  CHs N
0O o
COOH 80°C 070
A
\ y,

Esquema 4. Sintesis pirrolo[2,1-a]isoquinolinas utilizando una reaccion de cicloadicion

1,3-dipolar

Por otra parte, Danodia y colaboradores [29] utilizaron una reaccion tipo tindem catalizada
por Cu, que se caracteriza por la activacion de sistemas , que facilitan el ataque nucleofilico
intramolecular entre grupos arilo y alquino, para formar enlaces C-C y obtener asi las

pirroloisoquinolinas correspondientes.
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Cul (5 mol%) / L(10%)

KO-t-Bu/ DMSO
110°C

Indolo-pirrolo[1,2-alisoquinolina

Esquema 5. Sintesis Indolo-pirrolo[1,2-aJisoquinolinas mediante una reaccion tipo tandem.

Niewoehner y colaboradores, [12] [13] patentaron la sintesis de una serie de derivados de la

pirrolodihidroisoquinolina a partir de la adicion de Michael de enaminas a nitroalquenos, en

algunos casos, se forma in situ a partir del carboxibenzaldehido correspondiente y el

nitroalcano.

MeO

MeO

\

EtO

MeO

EtO

J

Esquema 6. Sintesis pirrolo[2,1-a]isoquinolinas utilizando la reaccion de Nef.
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Posteriormente en el 2010 Martinez y colaboradores [14] describieron la sintesis del

compuesto I, y analogos, en donde la construccion del triciclo se inicia con la formacion del

pirrol trisustituido seguido de una reaccion de N-alquilacion y se concluye con un cierre

intramolecular via radicales libres, que favorece la formacion del enlace C-C.

( )
(0]
EtO R 2 R
EtO
I\ n-BuzSnH T\
N DLP, Tol
ueno MeO : X N
reflujo P
MeO )
Br
OMe
OMe
. J

Esquema 7. Sintesis pirrolo[2,1-a]isoquinolinas mediante una ciclacion intramolecular via

radicales libres.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS




3. Hipotesis

La modificacion estructural de compustos lideres permitira la obtencion de moléculas con

mejor actividad antiproliferativa.
4. Objetivo

Sintetizar las pirroloisoquinolinas 4a-n y evaluar su actividad antiproliferativa en las lineas
celulares cancerosas PC-3 (prostata), U-251 (SNC), K-562 (leucemia), HCT-15 (colon),

MCF-7 (mama), and SKLU-1 (pulmon).
4.1 Objetivos particulares

e Llevar a cabo la sintesis de las pirroloisoquinolinas 4a’, 4a-4¢ (Figura 8) para evaluar

el efecto de modificar el grupo ciclohexilmetilpiperazinilo en la actividad

antiproliferativa.
4 R= )
4a -AMIAN\
)
N
H
|
4b [N]
o
4c % 'NHZ
\. J

Figura 8.

e Realizar la sintesis de las pirroloisoquinolinas 4d’, 4d-41 (Figura 9) para evaluar el
efecto de colocar grupos electrodonadores, electroatractores y haldgenos en la

posicion meta del grupo 2-fenilo, en la actividad antiproliferativa.
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O o O O
4k
4 4i 4h

J

Figura 9.

Sintetizar los compuestos 4m-40 (Figura 10) para evaluar el efecto de modificar la

aromaticidad del sustituyente unido al C-2, en la actividad antiproliferativa.

( )
R=
R= s N
\ 4m % N
(o) Y s H
MeO » an 3"Ng
N AN
\\ !
MeO E_Q z |
v 40 ‘2& \N
\_ /

Figura 10.
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5. Retrosintesis

La propuesta para sintetizar los compuestos 4a’, 4a-4n se muestra en el esquema 8, que indica
que el anillo triciclico de la dihidropirroloisoquinolina (A), provendria de la ciclacion
radicalaria intramolecular del pirrol tetrasustituido (B), el cual a su vez derivaria de una
reaccion de N-alquilacion entre el pirrol trisustituido (D) y el agente alquilante (C). El pirrol
(D) resultaria de una reaccion de Michael entre el reactivo Me-TosMIC (E) y el éster a, -
insaturado (F), y este ultimo de una reaccion de Horner entre el fosfonato de etilo y los

aldehidos correspondientes.

ciclacion
intramolecular
(0]
EtO R
/ \
N’ MeO oTs EtO’K__(R P
Br + Q )\
Br
OMe
OMe

MeO
(o]

sintesis de pirroles
reaccion de van Leusen

B
% 8
/©/ N©@ EtOJJ\u
SC R
E F
\_ J

Esquema 8. Analisis retrosintético.
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6. Discusion y Resultados

La preparacion de los compuestos 4a’, 4a-4¢ se inicio con la sintesis del éster o.,3-insaturado
5, para lo cual se emplearon las condiciones de la reaccion de Heck, [30] haciendo reaccionar
el acido m-iodobenzoico con acrilato de etilo, trifenilfosfina, acetato de paladio como
catalizador al 10% y TEA como base, en reflujo de acetonitrilo, obteniendo el éster a,3-
insaturado 5, como un sdlido de color amarillo, con rendimiento del 90%. Su espectro de

RMN de 'H mostr6 que la configuracion de la doble ligadura es E.

: 0 X~ okt
/
EtOJl\/

>
Pd(OAc),, PPhg, TEA,
(o) OH CH;CN, reflujo o) OH

5 90%

Esquema 9. Preparacion del éster 5

Una vez obtenido el obteniendo el éster a,B-insaturado 5 se utilizé para la preparacion de las
amidas [31] 1a’ y 1b, haciendo reaccionar el éster 5 con las aminas correspondientes, usando

diferentes condiciones de reaccion, las cuales se muestran en la tabla 3.
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0 N
NS OEt
OEt
P (o) N
(o) N
(0]
L_N_H -
b g 1b 85%
(0]
1a’ 80%
\_ J

Esquema 10. Preparacion de las amidas 1a” y 1b.

Tabla 3: Condiciones de reaccion usadas para la obtencion de los compuestos 1a’ y 1b

Experimento Agente disolvente Tiempo Temperatura Rendimiento 1b
acoplante (hrs) (%)
1 CDI THF 3 58°C—t. a 30
2 CDI THF 1 58-60°C Descomposicion
3 DCC DCM 4 0°C—t.a 80-85

Como se observa, al utilizar la diciclohexilcarbodimida (DCC) como agente acoplante y
diclorometano (DCM) como disolvente, se obtuvieron las amidas correspondientes en un
excelente rendimiento. En cada uno de los casos, la mezcla de reaccion se purificé por
cromatografia en columna flash, utilizando una fase movil 9:1 de DCM: acetona, para el caso

de la amida 1a’ y una fase movil 6:4 de hexano: AcOEt, para el caso de la amida 1b.
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La sintesis del compuesto 1c se inici6 con la preparacion de la amida 6, mediante la hidrolisis
del 3-cianobenzaldehido, en presencia de H,SO4 (4cido sulftrico) a 100 °C, por 1h, [32] en
buenos rendimientos. La incorporacion del éster a,f—insaturado al compuesto 6 se realizd
utilizando las condiciones de reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons, [33] haciendo
reaccionar con NaH en DMF, a una temperatura de 0°C; después se adiciono el fosfonato de
etilo, disuelto en DMF, y enfrio la reaccion a -40°C. Enseguida afiadir el aldehido 6, disuelto
en DMF, y se dejd reaccionar por 4h. La purificacion del crudo de reaccidon permitio obtener

el éster 1¢ en un 80% de rendimiento (Esquema 11).

( 0 )
X OEt
H,SO, DMF, NaH, 4h >
O O
80°C,1 hr 1"
CN P
7 )
L 75% 6 )

Esquema 11. Preparacion del éster a,fB-insaturado 1ec.

El siguiente paso de la ruta de sintesis para obtener las pirroloisoquinolinas 4a’, 4a-4c es la
formacion de los pirroles trisustituido 2a’, 2b y 2¢, utilizando las condiciones de reaccion de
Van Leusen, para lo cual fue necesario preparar el isocianuro de 1-metil-p-
toluensulfonilmetilo (Me-TosMIC), mediante la metilacion del reactivo comercial isocianuro
de p-toluensulfonimetilo (TosMIC) con yoduro de metilo, NaOH como base y una sal de
amonio cuaternaria como catalizador de transferencia de fase. E1 Me-TosMIC se obtuvo con

un 93 % de rendimiento (Esquema 12) [34].

En la Tabla 4 se muestran los ensayos realizados para la obtencion de E, en los cuales se
modificaron los equivalentes de CHsl y la temperatura, encontrando que las condiciones

idéneas para obtenerlo son 3 equivalentes del agente alquilante y una temperatura de 3-5°C.
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E

Esquema 12. Preparacion del reactivo Me-TosMIC (E).

Tabla 4: Optimizacién de las condiciones de reaccion para obtener el Me-TosMIC (E)

TEMPERATURA CH;l RENDIMIENTO
“C) (eq) (%)
7-10 3 70
7-10 5 55
355 3 95
3-5 5 80

El Me-TosMIC recién preparado se le hizo reaccionar con los ésteres o,B-insaturados 1a’, 1b
y 1e¢, de acuerdo al protocolo de reaccion de Van Leusen, utilizando NaH como base y una
mezcla de disolventes 2:1 de éter: DMSO, y después de 30 minutos de reaccion se obtuvieron

los pirroles trisustituidos 2a’, 2b y 2¢, en buenos rendimientos (Esquema 14) [35]

Para la N-alquilacion [36] de los pirroles 2a’, 2b y 2¢, se usdé como agente alquilante el
tosilato (C), el cual se preparé adicionando NBS (N-bromosuccinimida) al 3,4-
dimetoxifeniletanol, en DCM, a 0-5 °C. Una vez terminada la adicion, la mezcla de reaccion
se lleva a temperatura ambiente por 4 horas, y después de corroborar que la materia prima se
habia consumido, se adicion6 el TsCl. El crudo de reaccion obtenido fue purificado por
cromatografia en columna, con una fase movil 6:4 de hexano:AcOEt, obteniendo el 2-(2-

bromo-4,5-dimetoxifenil)etanol (C), con un 83% de rendimiento. [37] (Esquema 13).
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DCM MeO OH MeO OTs
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—_— s- e
MeO 2. ta/3h Meo™ S ~Br Fae c o
2.ta/3h

83%

Esquema 13. Preparacion del agente alquilante C.

La reaccion del agente alquilante (C) con cada uno de los pirroles trisustituidos 2a’, 2b y 2c¢,
utilizando NaH como base y DMSO como disolvente, por 6 horas y a temperatura ambiente,
produjo los pirroles tetrasustituidos 3a’, 3b y 3c los cuales se obtuvieron con rendimientos

moderados (Esquema 14).

Por tultimo, se llevd a cabo la preparacion de los triciclos 4a’, 4a-4¢, sometiendo a los
compuestos 3a’, 3b y 3¢ a las condiciones de ciclacion radicalaria oxidativa con hidruro de

tributilestafio (n-BuzSnH) y perdxido de dilaurilo (DLP), en tolueno (Esquema 14).

Por otra parte, el triciclo 4a, se prepar6 mediante la desformilacién de la

dihidropirroloisoquinolina 4a’ utilizando hidrato de hidracina en EtOH [38].
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N
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OEt
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1a’ R=formilpiperazinilo
1b R=morfolinilo
1c R=NH,

4a’ R=formilpiperazinilo 78%
4a R=piperazinilo 90%
4b R=morfolinilo 80%
4c R=NH, 82%

DLP, Tolueno
B S

NaH Me-TosMIC
Eter/DMSO
2:1

2a’ R=formilpiperazinilo 90%
2b R=morfolinilo 93%
2c R=NH, 80%

MeO OTs
]@(\' NaH /DMSO
MeO Br
(©)
(o}
(0)
EtO A
/I \
N
n-BuzSnH
Br
reflujo
(o)
3a’ R=formilpiperazinilo 60%

3b R=morfolinilo 63%
3c R=NH, 65%

Esquema 14. Sintesis de las pirroloisoquinolinas 4a’, 4a-4c.
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6.1.2 Sintesis de las pirroloisoquinolinas 4d-4k.

Para la sintesis de estas pirroloisoquinolinas se utilizaron como materia de partida los
benzaldehidos comerciales 11, 12 y 13, y los aldehidos 9 y 10 se tuvieron que sintetizar. Asi,
el m-hidroxibenzaldehido se hizo reaccionar con el bromuro de bencilo para generar 9,
empleando dos condiciones de reaccion, como se muestra en la Tabla 5, obteniendo el
compuesto 9 con un rendimiento del 95% cuando se utilizo K,CO; como base y acetona como
disolvente. Una vez que fueron optimizadas las condiciones de reaccion para la obtencion
del aldehido 9, fueron utilizadas para acceder al 3-metoxibenzaldehido 10, mediante la

metilacion del 3-hidroxibenzaldehido con excelente rendimiento (Esquema 15).

e N
o]
H
OH
©/\Br 1eq.
CH,l
A 1.5 eq.
cetona
1.5 eq. Reflujo, 3h
(¢ o]
H H
95%
97%
o\/@ o._
9
Y 10 y,

Esquema 15. Sintesis de los aldehidos 9 y 10.
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Tabla 5: Variaciones sobre la metodologia de obtencion del aldehido 8.

DISOLVENTE TIEMPO TEMPERATURA RENDIMIENTO
DMF [39] 4 80°C 88%
Acetona [40] 3 reflujo 95%

Los aldehidos 8-12 se sometieron a las condiciones de reaccion de Horner-Wadsworth-
Emmons para preparar los esteres a,B-insaturados 1d’, 1e-1h, con excelentes rendimientos
(Esquema 16). Los espectros de RMN de 'H de cada uno de los esteres mostré que la doble

ligadura E es favorecida sobre la Z, en una proporcion 3:1.

o} o}
H S
NaH, DMF OEt
—_
0 o
R P

EtO'l\)LOEt R 4d’R=0Bn 81%
9 R=0Bn OEt 1e R=OMe 83%
10 R=OMe 1f R=CN 85%
11 R=CN 1g R=NO, 90%
12 R=NO, 1h R=CF, 96%
13 R=CF,

Esquema 16. Sintesis de los ésteres o, insaturados 1d’, 1e-1h.

Los esteres a,B-insaturados 1d’, 1e-1h, se hicieron reaccionar con Me-TosMIC, bajo las
condiciones de reaccion de van Leusen, para producir los pirroles 2d’, 2e-2h en buenos
rendimientos (Esquema 17). La alquilacion de cada uno de los pirroles 2d’, 2e-2h con (C),
utilizando NaH como base y DMSO como disolvente, por 6 horas y a temperatura ambiente,

produjo los pirroles tetrasustituidos 3d’, 3e-3h en rendimientos moderados (Esquema 17).

Finalmente, la preparacion de los triciclos 4d’, 4e, 4f y 4h se llevo a cabo sometiendo a los
compuestos 3d’, 3e, 3f y 3h, a las condiciones de ciclacion radicalaria oxidativa con hidruro

de tributilestafio (n-BusSnH) y perdxido de dilaurilo (DLP), en tolueno (Esquema 17).
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Por otra parte, la sintesis del triciclo 4d se logré mediante la hidrogenodlisis del compuesto

4d’ con Pd/C 30%, en EtOH como disolvente. [41][42]

( ~
o)
S
OEt 0 R 0 R
EtO
NaH, Me-TosMic  EtO MeO OTs &
. — ] \ @(\»
R Eter/DMSO N MeO Br N
1d’ R=0Bn 2:1 H (c)
1e R=OMe o
1f R=CN 2" R=OBn 80% _>NaH P
1 R=NO 2e R=OMe 80%
1h R-CF. 2f R=CN 90% Br
e 2g R=NO, 85%
2h R=CF, 96% Olle

OMe

3d’ R=0Bn 50%
3e R=OMe 53%
3f. R=CN 49%
3g R=NO, 55%
3h R=CF3; 83%

4d’ R=OBn 68%
Ho, PA/CLS 44 R=OH 95%
4e R=OMe 71%

n-BuzSnH
4f R=CN 70% DLP, Tolueno
4g R=NO, X reflujo
4h R=CF; 89%
\_ J

Esquema 17. Sintesis de las pirroloisoquinolinas 4d’,4d-4h.

Debido a que la reaccion de ciclacion radicalaria oxidativa del pirrol 3g no procedio, se
recurri6 a ciclarlo utilizando acetato de Pd(II), trifenilfosfina y dietilamina, en acetonitrilo
(condiciones tipo Heck), lo que permitio acceder al compuesto 4g en rendimiento aceptable

(Esquema 18).
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Esquema 18. Sintesis de la pirroloisoquinolina 4g.

6.1.3 Sintesis de las pirroloisoquinolinas 4i-41

La sintesis de las pirroloisoquinolinas halogenadas en la posicién meta del sustituyente 2-
fenilo 4i-41, se inici6 haciendo reaccionar los benzaldehidos comerciales 14-17 en las
condiciones de Horner-Wadsworth-Emmons, lo que permitié obtener los cinamatos de etilo
1i-11, en excelentes rendimientos. Después, los compuestos 1i-11, se hicieron reaccionar con
el Me-TosMIC, bajo las condiciones de reaccién de van Leusen, para dar los pirroles 2i-2l,

en excelentes rendimientos (Esquema 19).

La reaccion del agente alquilante (C) con cada uno de los pirroles 2i-21, utilizando NaH como
base y DMSO como disolvente, por 6 horas y a temperatura ambiente, generd los pirroles N-

alquilados 3i-31, en rendimientos moderados (Esquema 19).

La preparacion de los triciclos 4i y 4j, procedio sin ninglin inconveniente sometiendo a los
compuestos 3i y 3j a las condiciones de ciclacion radicalaria oxidativa del hidruro de
tributilestafio (n-BusSnH) y el perdxido de dilaurilo (DLP), en reflujo de tolueno (Esquema

19)
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Esquema 19. Sintesis de las pirroloisoquinolinas 4i-41.

Sin embargo; utilizando estas condiciones no fue posible acceder a los triciclos 4k y 41, a
partir de los pirroles tetrasustituidos 3k y 31, debido a que, en ambos casos, la reaccion

produjo varios compuestos que no se lograron separar, por lo que se procedio a explorar otras

rutas alternas para su obtencion.

La primera alternativa fue utilizar la reaccion de Sandmeyer con la aminopirroloisoquinolina

111, la cual se prepard, en buenos rendimientos, siguiendo la secuencia de reacciones que se

muestran en el esquema 20 (Esquema 20).
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Esquema 20. Sintesis de la pirroloisoquinolina 4k’.

Una vez preparada la amina IIT se le traté con el nitrito de tertbutilo en acetonitrilo, a 0 °C

para generar la sal de diazonio correspondiente, que al adicionarle bromuro de cobre (II)

produjo [43] el triciclo 4k, en rendimiento aceptable (Esquema 21). Sin embargo, cuando se

agrego ioduro de cobre (I), no se obtuvo la pirroloisoquinolina 41, a pesar de que se hicieron

modificaciones a las condiciones de reaccidn.
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0°C, 1-2 hr

Esquema 21. Sintesis de las pirroloisoquinolinas 4k y 41.

6.1.4 Sintesis de las pirroloisoquinolinas 4m-4o.

Para la sintesis de estas pirroloisoquinolinas se planted utilizar como materia de partida los
aldehidos comerciales 18, 21 y 22, pero debido a la reactividad del hidrogeno unido al
nitrégeno del pirrol 18 en la secuencia de reacciones que se realizarian, se decidio protegerlo.
Asi, el compuesto 18 se hizo reaccionar con el dicarbonato de di-fer-butilo [(BOC),0)], en
DCM. El seguimiento de la reaccion indicd que estd habia procedido satisfactoriamente, pero
cuando la mezcla de reaccion se tratd de purificar por cromatografia en columna, sélo se
obtuvo el pirrol 18. El método alterno de proteccion de pirroles con Cbz-Cl (cloroformiato
de bencilo), en DMF por 16 horas a temperatura ambiente, resulté una buena opcion ya que

produjo el pirrol 20, en buen rendimiento (Esquema 22).
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Esquema 22. Preparacion del aldehido 20.

Los aldehidos 20, 21 y 22 se sometieron a las condiciones de reaccion de Horner-Wadsworth-
Emmons para preparar los esteres a,p-insaturados 1m’-1o, con excelentes rendimientos,
como se muestra en el esquema 23. Los espectros de RMN de 'H de cada uno de los esteres

mostr6 que la doble ligadura E es favorecida sobre la Z, en una proporcion 3:1.

s N
0o o »
NaH, DMF
| N " ’ EtO NS N ,
H N + Eto»gEt)LOEt > n ‘CbZ 1m’ 98%
20 o Cbz
I\ il \
P NaH, DMF I
H g T EtO'(')Et)LOEt i 1n 90%
21 o 0
5 N o o X
H N P NaH, DMF
Z Et0’ 6E)L0Et — a  EO |\ 1091%
22 o N
0
\ y,

Esquema 23. Preparacion de los ésteres 1m’-1o0.



Una vez sintetizados los esteres o,B-insaturados 1m’, 1n y 1o, se les hizo reaccionar con
Metil-TosMIC, bajo las condiciones de reaccion de van Leusen, para producir los pirroles
2m’, 2n y 20, en buenos rendimientos (Esquema 24). La reaccion del agente alquilante (C)
con cada uno de los compuestos 2m’, 2n y 20, utilizando NaH como base y DMSO como
disolvente, por 6 horas y a temperatura ambiente, produjo los pirroles tetrasustituidos 3m’,
3n, y 30 en rendimientos moderados (Esquema 24).

La preparacion de los triciclos 4m’, 4n y 40, procedid sin ningin inconveniente sometiendo
a los compuestos 3m’, 3n, y 30 a las condiciones de la ciclacion radicalaria oxidativa con el
hidruro de tributilestafio (#-Bu3zSnH) y el peroxido de dilaurilo (DLP), en tolueno (Esquema
24). Por otra parte, la sintesis del triciclo 4m se logré6 mediante la hidrogendlisis del
compuesto 4m’ con Pd/C al 30%, en EtOH como disolvente y bajo atmosfera de hidrogeno,

por 6 horas, obteniendo el triciclo en buenos rendimientos.
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Esquema 24. Sintesis de las pirroloisoquinolinas 4m-4o.
ESPECTROSCOPIA

Los datos espectroscopicos de IR, EM, RMN de 'H y "C de todos los compuestos

sintetizados concuerdan con su estructura y estan descritos en la parte experimental.
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6.2 Parte bioldgica
Evaluacion de la actividad citotoxica

Las pruebas de actividad citotoxica se efectuaron en el Laboratorio de Pruebas Biologicas
del Instituto de Quimica de la UNAM. Las pruebas se realizaron utilizando el método de
tincion de proteinas con Sulforodamina B (SBR) que se fundamenta en el porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular. Las lineas celulares evaluadas fueron las siguientes: U-
251: Sistema Nervioso Central (SNC), PC-3: Carcinoma prostatico humano, K562:
Leucemia Mieloblastica Crénica (CML), CT-15: Cancer de colon, MCF-7: Cancer de mama,
SKUL: Céncer de pulmon. Se emplearon como referencia los siguientes farmacos
comerciales: Topotecan, Irinotecan, Etoposido, Tamoxifeno y Cisplatino. La primera
evaluacion se realizo a una concentracion de 50 pM con el objetivo de hacer una primera
clasificacion de los compuestos en activos o inactivos, en funcion del porcentaje de
inhibicion del crecimiento. Se consideran activos todos aquellos compuestos que a la
concentracion utilizada presentan mas del 50 % de inhibicion del crecimiento celular; los
compuestos que presenten un porcentaje menor al especificado anteriormente se consideran
inactivos. Para una mejor comprension de los resultados obtenidos, la discusion que a

continuacion se describe se organizé de acuerdo a los objetivos planteados.
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6.2.1 Efecto en la actividad antiproliferativa cuando se modifica el grupo

metilciclohexilpiperazinilo

Asi, la primera discusion se centra en el efecto que tuvo la modificacion del grupo
piperazinilo en la actividad mostrada (Figura 11), mediante el analisis de los valores

determinados para cada una de las variantes propuestas (Tabla 6).

7

\_ J

Figura 11. Compuestos sintetizados para evaluar el efecto en la actividad antiproliferativa
del grupo metilciclohexilpiperazinilo.
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Tabla 6: Valores de ICso (LM) obtenidos para los compuestos 4a’, 4a, 4b y 4¢ en las 6 lineas
celulares cancerosas utilizadas

Comp. PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
(prostata) (SNO) (leucemia) (colon) (mama) (pulmon)
I 0.16+0.01  0.05+0.009 0.16+0.010  0.02+0.01 5.58+0.04  0.02+0.001

4a’ 10.20+1.40 11.10+0.70  8.12+0.70 11.44+0.70 8.32+0.90  7.98+0.40
4a 6.39+£0.50  6.89+0.80  3.45+0.20 5.234£0.50 7.26£0.60  6.28+0.70
4b N.A N.A N.A N.A N.A N.A

4c 1.23£0.10  1.42+0.10  1.07+0.08 1.34+0.30 1.09+0.10  1.13%0.10

Los resultados se expresan como valores de ICsy en unidades de uM en un tiempo de 48 h. Los
valores indican la media calculada a partir de experimentos realizados en triplicado. Los niimeros
en negrita representan las actividades mas altas de los compuestos ensayados.

La eliminacién del grupo metilciclohexilo del compuesto lider I, provoco que la actividad
antiproliferativa del compuesto generado 4a, disminuyera en todas las lineas celulares
utilizadas en valores desde 1.2 (MFC-7) hasta 314 veces (SKLU-1) con respecto a I [Tabla
6, renglon 3], lo que parece indicar que el mencionado grupo es necesario para que I tenga
la actividad mostrada. Para averiguar si el -NH de la piperazina influia en la actividad
mostrada por 4a se concibio el compuesto morfolinilo 4b que no exhibi¢ actividad alguna en
las lineas celulares ensayadas (Tabla 6, renglon 4). Sin embargo, cuando se evaluo la
actividad antiproliferativa de la N-formilpiperazina 4a’, los valores mostrados resultaron
muy parecidos a los presentados por el compuesto 4a aunque menores, lo que hace evidente
que el grupo -NH de la piperazina juega un papel importante en la actividad mostrada tanto

por el compuesto I como el 4a, probablemente formando un ion piperidinio in situ.

El analisis de la influencia del grupo metilciclohexilpiperazinilo finaliz6 con la preparacion

de la amida 4c¢ y la evaluacion de su actividad antiproliferativa, misma que mostro los

41



mejores valores de inhibicién con respecto a los compuestos propuestos en esta serie, en
todas las lineas celulares, incluso 8 veces mejor que el compuesto lider I en la linea celular

MCF (mama) [1.09+0.1 vs 8.32+0.9].

6.2.2 Efecto en la actividad antiproliferativa cuando se introducen grupos

electrodonadores y electroatractores en la posicion meta del sustituyente 2-fenilo.

En esta seccion se discute la actividad antiproliferativa mostrada (Tabla 7) por los
compuestos II, III, 4d-4h (Figura 12), en cada una de las lineas celulares cancerosas
utilizadas, tratando de encontrar alguna correlacion entre las caracteristicas electronicas de

los sustituyentes y la actividad exhibida.

En la linea celular cancerosa de prostata (PC-3) todos los compuestos nuevos [4d, 4e, 4f, 4g
y 4h] fueron mas activos que el compuesto sin sustituyente II, siendo 4d (3-OH) el que
mostréd mayor actividad con un ICspde 0.76+0.5 uM. En el caso de la linea celular cancerosa
del sistema nervioso central U-251 (SNC) el compuesto mas activo fue 4j (-CI) con un valor
de 1Cs0.37+0.04 uM. En cuanto a la linea celular cancerosa de leucemia (K-562), también
todos los compuestos nuevos nuevos [4d, 4e, 4f, 4g, 4h y 4j] fueron mas activos que II,
destacando el compuesto 4j (3-Cl, ICs00.33£0.03 uM). El compuesto III (3-NH;) exhibi6 la
mejor actividad en la linea celular cancerosa de colon (HTC-15) aunque el compuesto 4d (3-
OH) mostré un valor muy cercano [0.01£0.003 vs 0.017£0.001]. De nuevo, el compuesto 4j
(3-C) fue el mas activo en la linea celular cancerosa MCF (mama) con un valor de 1Cs, de
0.8810.09 uM. Finalmente, en la linea celular cancerosa de pulmon (SKLU-1) el compuesto
mas activo fue 4d (3-OH, ICsy 0.054+0.01 uM) seguido por el compuesto IIT (3-NH;

0.10+0.001 uM).
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Figura 12. Compuestos generados para evaluar el efecto en la actividad antiproliferativa de
grupos electrodonadores y electroatractores.
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Tabla 7: Valores de 1Cso (uM) obtenidos para los compuestos 4d-4k en las 6 lineas celulares
cancerosas utilizadas

Comp. PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
(prostata) (SNO) (leucemia) (colon) (mama) (pulmén)
11 18.15£0.60  4.86+0.600 76.78+7.30  0.14+0.06 25.242.00 0.59+0.005

III-NH,  21.20+1.20 5.96+0.50 2.5+0.800  0.01+0.003 1.3£0.10  0.10+0.001
4d-OH 0.76+0.50 6.12+0.40 5.47£0.70  0.017+£0.001 5.72+0.40  0.054+0.01
4e-OMe  3.26+0.10 3.31+£0.40 2.65+0.10 0.69+0.05 2.35£0.20  0.77£0.08
4f-CN 3.86x0.10 3.17+£0.30 1.98+0.05 2.53+0.20 4.08+£0.20  2.93+0.08
4g-NO,  8.26+1.00 12.66+0.50  8.28%+1.10 0.10£0.04  13.98+0.70 1.26%0.30
4h-CF3 2.30+0.20 2.5+0.40 3.3+0.20 1.9+0.20 3.1+0.30 1.7£0.10

4i-F 2.20x0.09 3.1£0.20 1.3£0.2 2.5£0.3 1.7£0.07 3.310.1
4j-Cl1 0.91£0.01 0.37+0.04 0.3310.03 0.25%0.02 0.88+0.09  0.76+0.07
4k-Br 22.90+0.90 23.6+0.90 5.2+1.2 5.6+0.2 57.7£1.0 3.6+£0.6

Los resultados se expresan como valores de ICsy en unidades de uM en un tiempo de 48 h. Los
valores indican la media calculada a partir de experimentos realizados en triplicado. Los niimeros
en negrita representan las actividades mas altas de los compuestos ensayados.

El analisis anterior no permite hacer una clara diferenciacion en cuanto a las propiedades
electrénicas de los sustituyentes unidos al grupo 2-fenilo (electroatractores y
electrodonadores) y la actividad mostrada por los compuestos que los contienen. No obstante,
la presencia de los grupos NH, y OH en la posicion meta del grupo 2-fenilo hace que los
compuestos que los contienen sean los mas activos en relacion a cuatro de las seis lineas
cancerosas. Por lo cual, cabe la posibilidad de que formacion de puentes de hidrogeno en el

sitio receptor también coadyuve a que estos compuestos sean mas activos.
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6.2.3 Efecto en la actividad antiproliferativa cuando cambia la aromaticidad en los

sustituyentes unidos a la posicion C-2.

El posible efecto de la aromaticidad del sustituyente unido al C-2 de la pirroloisoquinolinas
en la actividad antiproliferativa fue investigada analizando los valores obtenidos para los
compuestos II (C-2-C¢Hs), IV (C-2-tiofenilo), 4m (C-2-pirrol), 4n (C-2-furano) y 40 (C-2-

piridina) (Figura 13).

En tres de las lineas celulares cancerosas evaluadas, sistema nervioso central U-251(CNS),
colon (HTC-15) y pulmén (SKLU-1), todos los compuestos [IV, 4m, 4n y 40] resultaron con
menor actividad que II, observando una ligera tendencia hacia la menor actividad en funcion

de la menor aromaticidad del sustituyente unido a la posicion C-2 de la pirroloisoquinolina.

En las otras tres lineas celulares cancerosas evaluadas, leucemia (K-562) y mama (MCF-7)
los compuestos IV, 4m, 4n y 40 fueron mas activos que II, destacando el compuesto IV (C-

2-tiofenilo) en leucemia y mama, y 4m (C-2-furano) en prostata.
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Tabla 8: Valores de ICso (M) obtenidos para los compuestos 4m-4o0 en las 6 lineas celulares
cancerosas utilizadas

Comp. PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
(prostata) (SNO) (leucemia) (colon) (mama) (pulmén)
I 18.15+0.60  4.86+0.600 76.78+7.30  0.14+0.06 25.2+2.00 0.59+0.005

| AY 8.47+0.23 6.99+0.67  4.07£0.490 0.59+0.05 7.41£0.09 2.13+0.03
4m 10.50+£0.24  8.99+0.68 6.5£0.67  0.9£0.069 13.6£0.60  5.6+0.059
4n 2.97+0.10 8.67+0.10 8.54+0.5 1.7240.2  14.7+£1.0  6.76+0.09

40 21.70+£0.20  24.7+1.10 9.1+0.9 14.0£1.4  23.7£1.0 15.6+1.2

Los resultados se expresan como valores de ICsy en unidades de uM en un tiempo de 48 h. Los
valores indican la media calculada a partir de experimentos realizados en triplicado. Los nlimeros
en negrita representan las actividades mas altas de los compuestos ensayados.

\ J

Figura 13. Compuestos generados para evaluar el efecto de la aromaticidad en la actividad
antiproliferativa.
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En resumen, la evaluacién de la actividad antiproliferativa de los compuestos 4a-4l,
generados para tratar de conocer la influencia que tiene el sustituyente
ciclohexilmetilpiperazinilo unido al carbonilo de la amida meta del 2-fenilo, los grupos
electrodonadores, electroatractores y haldgenos en la posicion meta del 2-fenilo, y la
aromaticidad del sustituyente unido a C-2, sobre la actividad mostrada por el compuesto I,
indica que el grupo metilciclohexilo es necesario para que I tenga la actividad mostrada, si
bien la eliminacion de sustituyente ciclohexilmetilpiperazinilo genera la amida 4¢ con una
mejor actividad que I. Con respecto a la presencia de los grupos electrodonadores y
electroatractores en el fenilo unido a la posicidén 2 de las pirroloisoquinolinas 11, 4d-41, la
actividad exhibida por los mismos no muestra una diferencia clara en funcion de sus
propiedades electronicas aunque la presencia de los grupos NH; y OH en la posicion meta
del grupo 2-fenilo, hace que los compuestos que los contienen sean los mas activos en tres
de las seis lineas cancerosas, lo que probablemente se deba a la formacion de puentes de
hidrégeno en el sitio receptor. En cuanto a la presencia de los halégenos fluor, cloro y bromo
unidos a la posicion 3 del 2-fenilo, compuestos 4i, 4j y 4k respectivamente, tampoco fue
evidente una correlacion entre las propiedades electronicas de los sustituyentes halogenados
y su actividad mostrada, si bien el compuesto clorado 4j fue el que mostré mayor actividad
antiproliferativa en 3 lineas celulares cancerosas. Por ultimo, la aromaticidad del sustituyente
unido a la posicidon 2 de las pirroloisoquinolinas, compuestos II, IV, 4m, 4n y 40, influye
ligeramente en la actividad mostrada, dependiendo de la linea celular en la que fueron

evaluados.
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Los valores de la actividad citotoxica de los compuestos mas activos 4d y 4j se compararon
con los valores del Topotecan, utilizado para la terapia de cancer de colon, mama y pulmoén
[44], del Irinotecan usado para cancer de colon y pulmon [45], del Etoposido utilizado como
tratamiento en leucemia, cancer de pulmon y SNC [46], del Tamoxifeno utilizado contra
cancer de mama [47] y del Cisplatino comunmente utilizado para el tratamiento de cancer de

prostata y SNC [48].

Tabla 9 Comparacion de la actividad citotoxica de los compuestos que presentaron mayor

actividad 4d y 4j vs médicamentos comerciales.

Comp. PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
(prostata) (SNC)  (leucemia) (colon) (mama)  (pulmoén)
4d 0.76+0.50 0.017+0.001 0.054+0.01
4j 0.37£0.04 0.33£0.03 0.88+0.09
Topotecan 0.5+0.05 0.1+0.02 2.0+0.1
Irinotecan 33.09+3.4 34.62+2.3
Etoposido 1.7+0.3 11.3£2.5 4.1+£0.6
Tamoxifeno 12.8+1.1

Cisplatino 8.3+0.7 3.3+0.6

Los resultados se expresan como valores de ICsy en unidades de pM en un tiempo de 48 h. Los
valores indican la media calculada a partir de experimentos realizados en triplicado.

Como se muestra en la Tabla 9, el compuesto 4d (3-OH) fue diez veces mas activo que el
Cisplatino en la linea celular de PC-3 de proéstata (ICso = 0,76 + 0,50 uM Vs. I1Csp = 8,30 +
0,70 uM), casi dos mil veces mas activo que Irinotecan en la linea celular HCT-15 de colon
(IC50=10,017 £ 0,001 uM Vs. ICsp = 33,09 = 3,4 uM). En la linea celular de pulmon SKLU-

1, el compuesto 4d (3-OH) es treinta y siete veces mas activo que Topotecan (Clso = 0,054 £
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0,01 uM Vs. ICsp = 2,0 = 0,10 pM), seiscientas cuarenta veces mas activo que Irinotecan
(Clsp=0.054 £ 0.01 uM Vs. ICso = 34.62 £+ 2.30 uM), y setenta y seis veces mas activo que
Etoposido (ICsp = 0.054 = 0.01 uM Vs. ICsp = 4.10 = 0.60 uM). El compuesto 4j (3-Cl)
mostrd mejor actividad en la linea celular U-251 (CNS) (ICsp = 0.37 &+ 0.04 pM) y leucemia
K-562 (ICso = 0.33 + 0.03 uM) que el Etoposido (ICs5o = 1.7+ 030 uM y 11.3 + 2.5 uM,
respectivamente). Asimismo, el compuesto 4j (3-Cl) fue mas activo que el Tamoxifeno (ICs
=12.8 = 1.1 uM) en la linea celular de cancer de mama MCF-7 (Clso = 0.88 + 0.09 uM).

Finalmente, los compuestos mas activos en cada serie fueron evaluados en la linea celular de
macrofagos murinos J774 y la linea celular de linfocitos humanos MT2, ambas lineas no
cancerosas utilizando Topotecan como referencia (Tabla 10). La concentracion que se probo

fue de 25 uM y en el caso del compuesto 4¢ (-CONH;) se probo a 5 uM.

Tabla 10. Evaluacién en macrofagos de los compuestos mas activos vs topotecan.

Comp MT?2 J774

4c (CONH,) 76.26 95.52

11T (-NH) 78.5 88.98

4d (-OH) 66 80.94

4h (-CF3) 78.3 61.5
4j (-CI) 70 100

4n (furano) 80.12 79.07

Topotecan 82.25 91.9
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Los compuestos 4c, 111, 4d, 4h y 4j presentaron menor citotoxicidad en las lineas celulares

no cancerosas, esto comparandolos con el Topoteca.

Con respecto al compuesto 4d (-OH) quien presentd la mejor actividad en 3 lineas celulares
cancerosas (PC-3, HCT-15 y SKLU-1) es 1.3 veces menos activo sobre linfocitos MT2 y 1.1
veces menos agresivo en macrdfagos murinos J774, con respecto a los resultados obtenidos

por el Topotecan lo cual, sugiere una selectividad hacia células cancerosas.

Con respecto al compuesto 4j que presento los mejores resultados en (U-251, K-562 y MCF-
7) report6 una citotoxicidad de 1.1 menos activo sobre linfocitos humanos MT2 y 1.0 mas
citotoxico en macrofagos murinos J774 con respecto a los resultados obtenidos por el

Topotecan sin embargo su selectividad es mayor en células cancerosas.
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7. Seccion Experimental

Todos los puntos de fusion informados se determinaron en capilares abiertos utilizando
un aparato Mel-Temp. Los espectros de RMN de 'H fueron obtenidos en los
espectrometros Avance II1 HD 700 MHz Brucker, Avance III HD 500 MHz Brucker,
Avance 400 MHz Brucker, 300 MHz Jeol Eclipse, Fourier 300 MHz Brucker en
cloroformo deuterado (CDCl3), utilizando como referencia interna TMS (8 = 0 ppm), los
espectros de RMN de "*C fueron obtenidos a 50, 75, y 125 MHz en los mismos equipos.
Los desplazamientos quimicos se reportan en la escala de partes por millon (ppm)
utilizando el parametro de o. La terminologia usada es la siguiente: s, singulete; d,
doblete; t, triplete; c, cuarteto; m, multiplete; sa, sefial ancha. Las constantes de
acoplamiento (J) son reportadas en Hertz (Hz).

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrometro FT-IR Tensor 27 Bruker
Magna-IR y FT-IR Bruker ALPHA, las técnicas para obtenerlos fueron en pastilla de
KBr, ATR o” Pelicula

Los espectros de masas se recolectaron en los espectrometros JEOL JMS AX-505 HA,
JEOL SX 102 A y JEOL JMS-T100LC, utilizando las técnicas de bombardeo atomico
(FAB+), impacto electronico (EI) y analisis directo de tiempo real (DART) con
detecciones de 70 eV. La cromatografia en columna se realizo en gel de silice 60 (230—
400 mallas ASTM) de Macherey-Nagel GmbH & Co. El avance de la reaccion se siguio
por ccf utilizando cromatofolios Alugram (silica gel 60 con indicador fluorescente
UV3s4), y se visualizaron usando una ldmpara de UV de onda corta/larga y una disolicion

de permanganato de potasio, vanillina, o p-anisaldehido.
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Los disolventes como el DMSO vy acetonitrilo fueron destilados de hidruro de calcio
mientras que el tolueno y éter etilico fueron destilados de sodio metalico y benzofenona,
y DMF fué destilada de sulfato de magnesio.

7.2 Procedimiento general para la sintesis de los pirroles 2a’-2n

A una mezcla del ester o,B-insaturado (2.6 mmol) correspondiente y del 1-(1-
isocianoetillsulfonil)-4-metilbenceno (Me-TosMIC) (0.6 g, 2.9 mmol) disuelta en Et,O:
DMSO (2:1, 15 mL) se le afiadio, gota a gota, una suspension de NaH (0.23 g, 5.7 mmol,
60% en aceite mineral) en éter anhidro (5 mL). La mezcla se agitd a temperatura ambiente
por 30 min. Después al finalizar el tiempo de reaccion se agrego6 lentamente, H,O (15
mL) y posteriormente AcOEt (3x30 mL). La fase organica se seco con Na,SO, anhidroy
se filtrd, posteriormente se evapord a presion reducida. El crudo de reaccion se purificd

por cromatografia en columna de gel de silice obteniendo el correspondiente pirrol.

4-[3-(4-formilpiperazin-1-carbonil)fenil]-5-metil-1 H-pirrol-3-carboxilato  de etilo

Ca’).

( " Rendimiento del 88% (0.37g); so6lido amarillo p.f. 126—
0
(o}

EtO N 128°C; TLC (DCM-acetona, 80:20, v/v). IR (KBr) 3231,
/1 \ <_§> -1 1
N N 3126, 1685, 1666, 1631 cm; RMN-'H (300 MHz,

H ):o

H

. ) CDCL), &: 1.21 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 2.15 (s, 3H), 3.34—

3.71 (m, 8H), 4.12 (c, 2H, J= 7.1 Hz), 7.27-7.46 (m, 5H), 8.09 (s, 1H), 8.45 (brs, 1H, —
NH); RMN-"C (75 MHz, CDCl3) 3 11.7, 14.6, 46.1, 47.4,49.5, 50.0, 59.6, 121.6, 123 2,
125.4,126.2,127.1, 128.4,129.7, 132.1, 134.3, 135.3, 161.2, 164.7, 171.5; EM (EI) m/z
(rel. int. %): 369 (M+, 8), 203 (100), 43 (63); EM-AR (FAB+): Calcd. para [C20H23N304

+H]": 370.1767. Observado: 370.1767.

53



5-metil-4-(3-(morfolin-4-carbonil)fenil)- 1 H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2b).

Rendimiento 95% (0.33g); solido naranja p.f. 60-62°C; TLC

(0]
(o}
EtoJ§_9-«N—> (hexano—AcOEt-TEA, 45:50:05, v/v/v). IR (KBr) 3148,
\
g -
H

2960, 2856, 1711, 1626 cm™; RMN-"H (300 MHz, CDCls)

8: 1.14 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 2.09 (s, 3H), 3.47-3.81 (m, 8H),
4.06 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 7.26 (t, 2H, J = 1.7 Hz), 7.28-7.30 (m, 2H), 7.32-7.38 (m, 1H),
8.47 (brs, 1H, -NH); RMN-"C (75 MHz, CDCl;) 5§ 11.7, 14.6, 25.1, 34.1, 59.5, 67.1,
67.3, 114.6, 121.6, 123.2, 125.4, 127.1, 128.2, 129.6, 132.0, 134.6, 135.3, 164.8, 171.2;
EM (EI) m/z (rel. int. %): 342 (M+, 50), 313 (18), 256 (100); EM-AR (ESI+): Calcd.

para [C19H2,N,04+H]" 343.1657. Observado: 343.1662.

4-(3-carbamoilfenil)-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2c).

o Rendimiento 90% (0.5g); sélido blanco p.f. 118-120°C; TLC

EtO NH, (DCM-acetona, 50:50, v/v). IR (KBr) 3422, 3190, 1671, 1622
7\
cm '; RMN-"H (300 MHz, DMSO) & 1.03 (t, 3H, J = 7.2 Hz),

=z

2.06 (s, 3H), 3.96 (q, 2H, J= 7.2 Hz), 7.33-7.34 (m, 1H), 7.68-
7.71 (m, 2H), 7.89 (s, 1H), 7.95 (brs, 1H), 11.33 (brs, 2H, -NH); RMN-"*C (75 MHz,
DMSO) § 11.6, 14.6, 59.2, 113.5, 121.0, 123.9, 125.5, 127.4, 127.9, 130.0, 133.6, 133.8,
136.0, 164.7, 169.1; EM (EI) m/z (tel. int. %): 272 (M+, 98), 210 (47), 78 (100); EM-AR

(FAB+): Calcd. para [Ci5sH16N203] 272.1161. Observado: 272.1155.
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4-(3-(benziloxi)fenil))-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2d°).

Rendimiento 95% (1.01g); s6lido naranja p.f. 92-94°C;

Naraw
Etoji—g' ° TLC (hexano—AcOEt, 70:30, v/v). IR (KBr) 3290, 1687
(A
N cm '; RMN-"H (300 MHz, CDCl;) § 1.46 (t, 3H, J="7.1

H

Hz), 2.68 (s, 3H), 4.57 (q, 2H, J= 7.1 Hz), 5.63 (s, 2H),
7.26 (s, 1H), 7.32-7.57 (m, 3H), 7.77-8.02 (m, 6H), 8.53 (brs, 1H, -NH); RMN-"C (75
MHz, CDCl;) § 10.4, 13.8, 60.1, 70.0, 110.3, 112.9, 116.5, 121.5, 123.1, 125.3, 125.7,
127.6, 128.0, 128.7, 128.8, 137.4, 138.1, 147.9, 148.1, 158.4, 167.2; EM (EI) m/z (rel.
int. %): 335 (M", 55), 289 (47), 91 (100); EM-AR (ESI+): Calcd. para [C2;H2NOs+H]':

336.1599. Observado: 336.1595.

4-(3-metoxifenil)-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2¢).

Rendimiento 70% (0.4g); sdlido rosa p.f. 110-112°C; TLC

(0] OMe
EtO (hexano—AcOEt, 70:30, v/v). IR (KBr) 3166, 1692 em

B
RMN-"H (300 MHz, CDCl,) § 1.20 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 2.17

=

(s, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.18 (q, 2H, J = 6.8 Hz), 6.84 (dd, 1H, J
= 8.1 Hz, J = 2.7 Hz), 6.88-6.96 (m, 2H), 7.30 (d, 1H, /= 7.8 Hz), 7.34 (d, 1H, J=3.1
Hz), 8.60 (brs, 1H, -NH); RMN-"C (75 MHz, CDCl;)  11.7, 14.4, 55.3, 59.6, 111.8,
114.7, 116.5, 122.1, 123.1, 123.3, 126.8, 128.5, 136.8, 159.0, 165.2; EM (EI) m/z (rel.
int. %): 259 (M"), 214 (63), 213(22); EM-AR (ESI+): Calcd. para [C;sH;7NOs+H]":

260.1286. Observado: 260.1282.
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4-(3-cianofenil)-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2f).

Rendimiento 80% (1g); sélido blanco p.f. 116-118°C; TLC

EtO (hexano—AcOEt, 70:30, v/v). IR (KBr) 3262, 2225, 1711 cm

RMN-'H (300 MHz, CDCl;) § 1.18 (t, 3H, J=7.1 Hz), 2.15 (s,

=z _

3H), 4.15 (q, 2H, J= 7.0 Hz), 6.81 (dd, 1H, J= 8.1 Hz, J=2.7
Hz), 6.87-6.92 (m, 2H), 7.31 (dd, 2H, J = 7.3 Hz, J= 4.3), 8.57 (brs, 1H, -NH); RMN-
13C (75 MHz, CDCL,) 5 11.6, 14.3, 59.5, 111.6, 111.7, 114.7, 116.4, 122.0, 123.0, 123.2,
126.7, 128.4, 136.7, 158.9, 165.1; EM (EI) m/z (rel. int. %): 254 (M™), 209 (100), 139

(58); EM-AR (FAB+): Calcd. para [C15H14N202]+: 254.1055; Observado: 254.1062.

5-metil-4-(3-nitrofenil)-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2g).

Rendimiento 80% (0.7g); s6lido amarillo p.f. 168—-170°C; TLC

EtO (hexano—AcOEt, 70:30 v/v). IR (KBr) 3281, 1677, 1511, 1328

cm '; RMN-'H (300 MHz, (CD3),CO) & 1.01 (t, 3H, J = 7.1

I=Z _

Hz), 2.09 (s, 3H), 3.95 (q, 2H, J = 7.1 Hz,), 7.33 (d, 1H, J =3
Hz), 7.49 (t, IH, J= 7.9 Hz), 7.61 (dt, 1H, J= 7.6 Hz, J= 1.4 Hz), 7.99 (ddd, 1H, J = 8.1
Hz,J=2.5 Hz, J= 1.2 Hz), 8.04 (t, |H, J =2 Hz), 10.50 (brs, 1H, -NH); RMN-"C (75
MHz, CDCl;) & 11.2, 14.4, 59.4, 114.6, 120.2, 121.3, 124.5, 125.9, 128.4, 129.2, 137.6,
138.5, 148.5, 164.6; EM (EI) m/z (rel. int. %): 274 (100), 229 (75), 154(32). EM-AR

(FAB+): Calcd. para [C14H14N2O4]": 274.0954. Observado: 274.0951.
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5-metil-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1 H-pirrol-3-carboxilato de etilo (21).

Rendimiento 85% (0.52g); sélido blanco p.f. 110-112°C; TLC
CF,

Eto (hexano—AcOEt, 70:30 v/v). IR (KBr) 3292, 1680 cm '; RMN-

'H (400 MHz, CDCLy) 5 1.14 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 2.18 (s, 3H),

I=Z _

4.13(q,2H,J=7.1 Hz,), 7.40 (d, 1H, J= 3.1 Hz), 7.44-7.54 (m,
3H), 7.57 (s, 1H), 8.38 (brs, 1H, -NH); RMN-"C (101 MHz, CDCl;) & 11.4, 14.0, 29.7,
59.5, 114.9, 120.8, 122.9, 123.2, 126.9, 127.3(x2), 127.8, 133.9, 136.0, 164.8; EM (EI)
m/z (rel. int. %): 297 (M", 93), 252 (100), 224 (18); EM-AR (ESI+): Calcd. para

[C15H 4F3NO,+H]": 298.1054. Observado: 298.1058.

4-(3-fluorofenil)-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2i).

Rendimiento 88% (0.56g); solido naranja p.f. 88-90°C; TLC

Eto (hexano—AcOEt, 70:30 v/v). IR (KBr) 3462, 1706 cm™'; RMN-

\!
N "H (400 MHz, CDCLy) 6 1.17 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 2.17 (s, 3H),
H

4.15 (q, 2H, J=7.1 Hz,), 6.92-6.99 (m, 1H), 7.02 (ddd, 1H, J=
10.3 Hz, J=2.7 Hz, J= 1.5 Hz), 7.08 (dt, 1H, J= 7.6 Hz, J= 1.2 Hz), 7.26-7.34 (m, 1H),
7.36 (d, 1H, J= 3.0 Hz), 8.37 (brs, 1H, -NH); RMN-"C (101 MHz, CDCl;) 5 11.1, 14.2,
59.7,112.8,113.1,114.6,117.2,117.4,122.9, 126.1, 126.8, 137.4, 161.0, 164.5; EM (EI)
m/z (rel. int. %): 248 (M'+1, 100), 202 (22); EM-AR (ESI+): Calcd. para

[C14H1sFNO,+H]': 248.1086. Observado: 248.1077.
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4-(3-clorofenil)-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2)).

Rendimiento 90% (0.56g); s6lido morado p.f. 106-108°C; TLC

Eto (hexano—AcOEt, 70:30 v/v). IR (KBr) 3307, 1686 cm-'; RMN-

'H (300 MHz, CDCLy)  1.17 (¢, 3H, J = 7.2 Hz), 2.13 (s, 3H),

I=Z _

4.14 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 7.17-7.35 (m, 5H), 8.72 (brs, 1H, —
NH); RMN-"C (75 MHz, CDCl;) & 11.6, 14.3, 59.8, 114.6, 120.9, 123.5, 126.4, 127.2,
128.8, 128.9, 130.7, 133.3, 137.3, 165.3; EM (EI) m/z (rel. int. %): 263 (M", 83), 218
(100), 69 (48); HR-MS (ESI+): Calcd. para [C14H4CINO,+ H]™: 264.0791. Observado:

264.0789.

4-(3-aminofenil)-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2k°).

Rendimiento 97% (0.99g); sélido blanco p.f. 47-48°C; TLC
NH,

Eto (AcOEt —hexano-TEA, 50:45:5 v/v/v). Las propiedades fisicas

y los datos espectroscopicos coinciden con los descritos en la

I=Z _

literatura [14].

1-bencil 4'-etil 2'-metil-1H,1'H-[2,3"-bipirrol[-1,4'-dicarboxilato (2m’).

Rendimiento 80% (0.56g); sélido café p.f. 104-106°C; TLC

Eto N‘F° (hexano-AcOEt, 70:30 v/v). IR (KBr), 1676, 1601 cm’;
(0}

N \—Q RMN-"H (300 MHz, CDCL;) § 1.19 (t, 3H, J= 7.1 Hz), 1.86

(s, 3H), 4.14 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 4.88 (d, 2H, J = 7.4 Hz),
6.02 (dd, 1H, J=3.5 Hz, J= 1.8 Hz) 6.20 (t, IH, J=3.1 Hz), 6.74 (dd, 1H, J=2.8 Hz,J
= 1.7 Hz), 6.82-6.93 (m, 2H), 7.12-7.20 (m, 3H), 7.30 (d, 1H, J = 3.0 Hz), 8.49 (brs, 1H,

—NH); RMN-"C (75 MHz, CDCl;)  11.1, 14.3, 50.9, 59.4, 107.3, 109.3, 112.6, 115.9,
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121.1, 122.8, 126.8, 126.9(x2), 128.2(x2), 129.8, 139.3, 153.7,165.1; EM (EI) m/z (rel.
int. %): 352 (M", 5), 308 (100), 171 (55); EM-AR (ESI+): Calcd. para [CaHyoN2O4-

CO0-]": 309.1603. Observado: 309.1597.

4-(furan-2-il)-5-metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (2n).

Rendimiento 92% (1.2g); solido amarillo p.f. 82-84°C; TLC
(hexano—AcOEt, 80:20 v/v). IR (KBr) 3281, 1685 cm'; RMN-'H

(300 MHz, CDCly) & 1.27 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 2.34 (s, 3H), 4.22 (q,

2H,J=17.1 Hz,), 6.45 (dd, 1H, J=3.3 Hz, J= 1.9 Hz), 6.60 (d, 1H,
J=3.1Hz),7.33 (d, 1H, J=3.0 Hz), 7.45 (d, 1H, J= 1.9 Hz), 8.30 (brs, 1H, -NH); RMN-
13C (75 MHz, CDCL,) § 12.2, 14.3,59.7, 108.3, 110.7, 111.6, 114.2, 123.5, 128.9, 140.9,
149.0, 165.0; EM (EI) m/z (rel. int. %): 219 (M", 100), 174 (74), 171 (55), 162 (25); EM-

AR (FAB+): Calcd. para [C12H3NO3]™: 219.0895. Observado: 219.0900.

5-metil-4-(piridin-2-il)-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (20).

Rendimiento 85% (2.2g); solido blanco p.f. 94-96 °C; TLC (hexano—

Eto =N AcOEt, 70:30 v/v). IR (KBr) 3167, 1692 cm™'; RMN-"H (300 MHz,
H\ CDCly) 6 1.17 (t, 3H, J=7.1 Hz), 1.96 (s, 3H), 4.14 (q, 2H, J= 7.1
Hz,), 7.15-7.22 (m, 2H), 7.46 (dt, 1H, J= 8.0 Hz, J=1 Hz), 7.68 (ddd,

IH, J=8.0 Hz, J=17.5 Hz, J= 1.8 Hz), 8.58 (ddd, 1H, J= 5.1 Hz, J= 1.8 Hz, J= 0.9 Hz),
11.51 (brs, 1H, -NH); RMN-"*C (75 MHz, CDCl;) 5 11.1, 14.3,59.4,113.8, 120.5, 121 2,
123.7, 126.7, 129.4, 135.8, 147.8, 155.3, 165.2; EM (EI) m/z (rel. int. %): 230 (M", 96),

184 (100), 156 (78); EM-AR (FAB+): Calcd. para [Ci3HN,0,+H]": 231.1134.
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Observado: 231.1131.

7.3 Procedimiento general para la sintesis de N-alquil pirroles 3a°-3n

A una disolucion del correspondiente pirrol (2.3 mmol) en DMSO anhidro, se le afiadio
NaH (0.2 g, 5.7 mmol, 60% en aceite mineral) y después de 2 horas de agitarla, a
temperatura ambiente, se le adiciono lentamente el bencensulfonato de 2-bromo-(4,5-
dimetoxifenil)etil-4-metilo (1.9 g, 4.5 mmol). La mezcla de reaccién continud en
agitacion magnética por 6 h mads; a continuacion se le adicion6 agua para eliminar el
exceso de base (NaH) y se extrajo con AcOEt (20 mL) y salmuera (3 x 10 mL). La fase
organica se seco con Na,SO, anhidro y el disolvente se elimind por evaporacion al vacio.
El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna con silica gel 230/400

para obtener los N -alquilpirroles correspondientes.

1-[2-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil[-4-[3-(4-formilpiperazina-1-carbonil)fenil]-5-
metil-1H-pirrol-3-carboxilato de etilo (32°).

Rendimiento 60% (0.29g); solido amarillo p.f. 86—

(0]

0 N 88°C; TLC (DCM-Acetona, 50:50, v/v). IR (KBr)

EtO Q__»
’N‘ N)=0 3124, 1701, 1669, 1631 cm'; RMN-'H (300 MHz,

H
CDCly) 6 1.21 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 1.95 (s, 3H), 3.10(t,

Br
OMe 2H, J = 7.0 Hz), 3.42 (dddd, 4H, J = 17.0, J = 13.5 Hz,
OMe

J=6.9 Hz, J=3.9 Hz), 3.60 (tdq, 4H, J= 13.2 Hz, J =
7.0 Hz, J = 3.4 Hz), 3.72 (s, 3H), 3.86(s, 3H), 4.07 (td, 2H, J= 7.1 Hz, J = 3.3 Hz) 4.13
(q,2H,J=7.1 Hz), 6.39 (s, 1H), 7.03 (d, 1H, J=4.2 Hz), 7.32-7.42 (m, 4H), 7.52-7.59(m,
1H), 8.12(s,1H); 10.84 (bs,1H); RMN-"*C (75 MHz, CDCL;) & 10.2, 14.6, 38.1, 40.5,

47.3,56.2,56.5,59.5,113.7,114.4,115.8,125.4,126.0,126.2,126.4, 127.8, 128.4, 128.6,
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128.9,129.0, 129.4, 129.7 (x2), 130.0, 132.3, 148.7, 149.0, 161.3, 164.6, 171.4; EM (EI)
m/z (rel. int. %): 531 (M'- HBr, 22), 486 (100), 372 (40); EM-AR (FAB+): Calcd. para

[C30H35BrN;O6+H]™: 612.1709. Observado: 612.1703.

1-[2-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil]-5-metil-4-[3-(morfolin-4-carbonil)fenil[- 1 H-
pirrol-3-carboxilato de etilo (3b).

Rendimiento 65% (0.33g); sélido amarillo p.f. 156-158°C;

(0]
? Y TLC (hexano-AcOEt-TEA, 45:45:10, v/v/v). IR (KBr)
EtO Q_—>
! N‘ o 1702, 1626 cm '; RMN-"H (300 MHz, CDCl;) & 1.20 (t,
3H, J = 7.1Hz), 1.95 (s, 3H), 3.10 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 3.7
Br
OMe (m, 11H), 3.87 (s, 3H), 4.09 (dq, 4H, J=17.5 Hz, J = 8.3
OMe

Hz, J=7.7 Hz), 6.37 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 7.27 (dt, 2H, J
=3.9 Hz, J = 1.8 Hz), 7.29 (s, 1H), 7.33-7.44 (m, 2H); RMN-"C (75 MHz, CDCl,) &
10.0, 14.4, 37.9(x2), 47.0(x2), 56.0, 56.2, 56.4, 59.2, 67.1, 113.0, 113.4, 114.1, 115.6,
122.3,125.2, 126.1, 128.0, 128.1, 128.7, 129.5, 131.8, 134.4, 135.4, 148.5, 148.8, 164.3,
170.8; EM (EI) m/z (rel. int. %): 505 (M- Br, 100), 432 (45), 231 (19); EM-AR (EI+):

Calcd. para [C9H3,BrN,O6-H]": 583.1444. Observado: 583.1438.
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1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-4-(3-carbamoilfenil)-5-metil-1 H-pirrol-3-
carboxilato de etilo (3c).

Rendimiento 63% (0.33g); sélido amarillo p.f. 172-174°C;

(0}
Eto 0 NH, TLC (DCM-Acetona, 70:30, v/v). IR (KBr) 3406, 1692 cm™
! N‘ ' RMN-"H (700 MHz, (CD3),C0O) & 1.11 (t, 3H, J= 6.9 Hz),
] 2.02 (s, 3H), 3.17 (t, 2H, J= 7.2 Hz), 3.72 (s, 3H), 3.84 (s,
r
oMe 3H), 4.04 (q, 2H, J= 6.9 Hz), 4.22 (2H, J="7.2), 6. 77 (s, IH),
OMe

7.14 (s, 1H), 7.39 (s, 2H), 7.41 (d, 2H, J = 7.2 Hz) 7.46 (d,
1H, J = 7.4 Hz), 7.83 (bs, 2H); RMN-"C (176 MHz, (CD;),CO) § 9.3, 13.7, 37.2, 46.8,
55.3, 55.6, 58.5, 113.0, 113.7, 114.4(x2), 115.7(x2), 122.0, 126.5, 127.3 (x 2), 128.0,
129.1, 134.2, 136.3, 149.0, 149.2, 163.8, 171.3; EM (EI) m/z (rel. int. %): 514 (M- Br,
100), 362 (50), 347 (15); EM-AR (EI+): Calcd. para [C25H27BrN205+H]+: 515.1181.

Observado: 515.1184.

4-[3-(benziloxi)feni])-1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-5-metil-1 H-pirrol-3-
carboxilato de etilo (3d°).

Rendimiento 60% (0.41g); aceite amarillo; TLC
Et0 2 o\_@ (hexano—AcOEt-TEA, 60:30:10, v/v/v). IR (KBr) 1706
cm '; RMN-"H (300 MHz, CDCl;) § 1.13 (t, 3H, J=7.1
. Hz), 1.87 (s, 3H), 3.06 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 3.69 (s, 3H),
OMe 3.81(s,3H),3.99-4.14 (m, 4H), 5.03 (s, 2H), 6.31 (s,1H),
ome 6.81-6.90 (m, 3H), 7.0 (s, 1H), 7.19-7.28 (m, 2H), 7.29-
7.38 (m, 2H), 7.41-7.44 (m, 2H), 7.65 (d,1H, J = 8.5 Hz); RMN-"C (75 MHz, CDCl,) &
10.1, 14.4, 38.0, 47.0, 56.1, 56.3, 59.3, 70.0, 112.9, 113.5, 114.0, 114.2, 115.6, 117.1,

123.0, 123.6, 125.9, 127.6, 127.8, 127.9, 128.1, 128.5, 128.6, 128.9, 129.8, 137.1, 137.5,
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148.6, 148.8, 158.2, 164.7; EM (EI) m/z (rel. int. %): 498 (M- Br, 100), 425 (29), 91

(48); EM-AR (FAB+): Calcd. para [C; 1H3zBrN05+H]+: 578.1542. Observado: 578.1547.

1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil[-4-(3-metoxifenil)-5-metil-1 H-pirrol-3-carboxilato

de etilo (3e).

Rendimiento 61% (0.9g); aceite amarillo; TLC (AcOEt—
(o] OMe 1
Eto hexano-TEA, 50:40:10, v/v/v). IR (ATR) 1705 cm; RMN-
IN\ 'H (300 MHz, CDCl;) 8 1.15 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 1.93 (s, 3H),
3.10 (t, 2H, J= 7.0 Hz), 3.72(s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.86 (s, 3H),
Br

OMe 4.03-4.16 (m, 4H), 6.34 (s, 1H), 6.77 (t, 1H, J= 1.9 Hz), 6.80

OMe

(dd, 1H, J=2.9 Hz, J= 1.1 Hz), 6.83 (d, 1H, J=2.8 Hz), 7.03
(s, 1H), 7.23 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 7.29 (s, IH); RMN-"C (75 MHz, CDCl,) § 10.2, 14.4,
38.1,47.2,55.3,56.2,56.4,59.4,112.0, 113.6, 113.7, 114.3, 115.7, 116.5, 123.1, 123.4,
126.0, 128.1, 128.5, 129.0, 137.1, 148.7, 149.0, 159.0, 164.8; EM (EI) m/z (rel. int. %):
422 (M- Br, 100), 376 (22), 349 (43); EM-AR (FAB-+): Calcd. para [C,sHosBrNOs+H] '
502.1229. Observado: 502.1222.
4-(3-cianofenil)- 1-(3,4-dimetoxifenil)etil-5-metil-1 H-pirrol-3-carboxilato de etilo (3f).

Rendimiento 68% (0.74g); solido naranja p.f. 102-104°C; TLC

o 0 N1 (hexano-AcOEt-TEA, 60:30:10, v/v/v). IR (ATR) 2225,1724
! N‘ cm'; RMN-"H (300 MHz, CDCl,) & 1.14 (t, 3H, J = 7.1 Hz),
N 1.96 (s, 3H), 3.11 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 3.74 (s, 3H), 3.86 (s, 3H),
OMNe 4.07-4.14 (m, 4H), 6.40 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.49

OMe

(dd, 1H, J=9.1 Hz, J= 7.4 Hz), 7.56 (dt, 1H, J=7.6 Hz, J =
1.5 Hz), 8.12 (dt, 2H, J = 6.9 Hz, J = 1.9 Hz); RMN-"C (75 MHz, CDCl;) & 10.1, 14.4,

38.1,47.3,56.2,56.4,59.7,111.8,113.5, 113.6, 114.4, 115.8, 119.4, 121.1, 126.6, 128 .4,

63



128.5, 128.7, 130.0, 134.3, 135.4, 137.2, 148.8, 149.0, 164.5; EM (EI) m/z (rel. int. %):
417 (M- Br, 55), 167 (38), 149 (100); EM-AR (ESI+): Calcd. para [CasH,sBrN,O,+H] "

497.1075. Observado: 497.1067.

1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil) etil-5-metil-4-(3-nitrofenil)-1 H-pirrol-3-carboxilato  de

etilo (3g).
Rendimiento 65% (1.3g); so6lido de amarillo p.f. 110-112°C;
Et0 0 NO, TLC (hexano—AcOEt-TEA, 60:30:10, v/v/v). IR (KBr) 1706,
IN\ 1380 cm '; RMN-"H (300 MHz, CDCl;) § 1.14 (t, 3H, J=7.1
. Hz), 1.96 (s, 3H), 3.11 (t, 2H, J=7.1 Hz), 3.74 (s, 3H), 3.86 (s,
OMe 3H), 4.05-4.16 (m, 4H), 6.40 (s, 1H), 7.03 (s, 1H), 7.32 (s, 1H),
OMe

7.40-7.61 (m, 2H), 8.06-8.19 (m, 2H); RMN-"C (75 MHz,
CDCl;) 8 10.5,13.9,29.3,41.5,56.1, 56.2, 60.1, 100.1, 109.8, 110.7, 111.0, 121.1, 121.7,
125.3,125.8, 126.4, 128.5, 132.3, 136.7, 138.9, 147.9, 148.0, 148.5, 166.3; EM (EI) m/z
(rel. int. %): 437 (M'- Br, 100), 364 (54), 349 (13); EM-AR (ESI+): Calcd. para

[C24H,5BrN,Og+H]: 517.0974. Observado: 517.0950.

1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-5-metil-4-[3-(trifluorometil) fenil|-1 H-pirrol-3-
carboxilato de etilo (3h).

Rendimiento 76% (1.4g); solido naranja p.f. 72-74°C; TLC

Eo 0 CFs (hexano—AcOEt-TEA, 60:30:10, v/v/v). IR (pelicula)
! N‘ 1703cm '; RMN-"H (500 MHz, CDCl;) & 1.14 (t, 3H, J = 7.1
. Hz), 1.96 (s, 3H), 3.04 (t, 2H, J= 6.8 Hz), 3.84 (s, 3H), 3.86 (s,
OMe 3H), 4.04-4.18 (m, 4H), 6.69 (s, 1H), 6.94 (s, 1H), 7.28-7.31

OMe

(m, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.45-7.50 (m, 1H), 7.67-7.74 (m, 2H);

RMN-"C (126 MHz, CDCl;) § 9.9, 14.1, 21.6, 35.4, 37.9, 47.1, 56.0, 59.4, 69.1, 113 4,
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113.9, 115.6, 121.6, 126.3, 127.5, 127.8(x2), 128.6, 129.7, 133.0, 133.9, 136.4, 144.6,
148.8, 164.5; EM (EI) m/z (rel. int. %): 460 (M- Br, 100), 387 (38), 242 (57); EM-AR

(FAB+): Calcd. para [CasH,sBrFsNO4+H]': 540.1015. Observado: 540.1017.

1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-4-(3-fluorofenil)-5-metil-1 H-pirrol-3-carboxilato de

etilo (3i).
Rendimiento 80% (0.65g); so6lido blanco p.f. 69-71°C; TLC
Eto 0 F (hexano—AcOEt-TEA, 60:30:10, v/v/v). IR (KBr) 1707 cm ';
» RMN-'H (400 MHz, CDCL,) 5 1.15 (t, 3H, J= 7.0 Hz), 1.93 (s,
. 3H), 3.09 (t, 2H, J= 6.8 Hz), 3.72 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 4.03-4.14
OMe (m, 4H), 6.36 (s, 1H), 6.92-7.00 (m, 3H), 7.02 (s, 1H), 7.28 (d,
OMe

2H, J=10.5 Hz); RMN-"C (101 MHz, CDCl;) § 9.9, 14.2, 37.9,
47.0,56.0,56.2,59.4,112.9,113.1,114.1,115.6, 117.4,117.6, 126.1,126.3, 128.1, 128.7,
128.8, 137.8, 148.5, 148.8, 161.0, 163.4, 164.5; EM (EI) m/z (rel. int. %): 410 (M- Br,
100), 337 (58), 242 (38); EM-AR (ESI+): Calcd. para [Ca4HysBrFNO4+H]™: 490.1029.

Observado: 490.1026.

1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-4-(3-clorofenil)-5-metil-1 H-pirrol-3-carboxilato de

etilo (3j).
Rendimiento 78% (0.6g); solido naranja p.f. 58-60°C; TLC
o 0 Cll  (hexano-AcOEt-TEA, 60:30:10, v/v/v). IR (KBr) 1704 cm';
t
® RMN-'H (300 MHz, CDCLy) § 1.16 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 1.93 (s,
3H), 3.02 (t, 2H, J= 6.9 Hz), 3.83-3.85 (bs, 6H), 4.02-4.29 (m, 4H),
i e 6.36 (s, 1H), 6.66 (s, 1H), 6.91 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.09 (d, 1H, J
OMe

= 6.4 Hz), 7.67 (d, 2H, J=7.7 Hz); * RMN-"C (75 MHz, CDCl,)

610.0, 14.2,35.4,37.9,56.2,59.4,69.2,113.4,113.9, 115.5, 126.2, 127.5, 127.8, 128.6,
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129.7, 130.7, 133.1, 137.5, 144.7, 148.3, 148.5, 148.6, 148.7, 164.6; EM (DART+) m/z

(rel. int. %): 432 (M'- 73, 15), 245 (100), 243 (98); EM-AR (ESI+): Calcd. para

[C24H,sBrCINO4+H]: 506.0556. Observado: 506.0569.

4-(3-aminofenil)-1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-5-metil-1 H-pirrol-3-carboxilato de

etilo (3k).

o) NH,
EtO

Br

OMe
OMe

Rendimiento 69% (0.69g); sdlido blanco p.f. 47-48°C; CCF
(AcOEt-hexano-TEA, 50:40:10 v/v/v). Las propiedades
fisicas y los datos espectroscopicos coinciden con los descritos

en la literatura [14].

1-bencil 4'-etil-1'-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-2'-metil-1H,1'H-[2,3"-bipirrol[-1,4'-

dicarboxilato (3m’).

Br

OMe
OMe

Rendimiento 68% (0.35g); solido amarillo p.f. 84-86°; TLC
(hexano—AcOEt-TEA, 65:45:5, v/v/v). IR (KBr) 1682,
1601 cm™'; RMN-"H (300 MHz, CDCl;) & 1.17 (t, 3H, J =
7.1Hz), 1.70 (s, 3H), 3.00 (t, 2H, J= 6.8 Hz), 3.69 (s, 3H),
3.82 (s,3H), 3.95 (t, 2H, J = 7.2 Hz), 4.21 (q, 2H, J = 7.0

Hz), 4.84(s, 2H), 6.17-6.19 (bs,1H), 6.37(s, 1H), 6.65(s,

1H), 6.70-6.73(m, 1H), 6.85 (d,1H, J= 1.8 Hz), 6.89 (d, 1H, J= 2.0 Hz), 6.98(s,1H), 7.17

(s, 1H), 7.27 (s, 1H), 7.66 (d, 2H, J= 8.0 Hz); RMN-"*C (75 MHz, CDCl;) § 9.7, 14.3,

47.1, 50.9, 56.0, 56.2, 59.3, 69.1, 107.3, 109.3, 113.3, 113.5, 113.9, 115.5, 120.9, 125.6,

126.8,127.0,127.2, 127.5, 127.8, 128.2, 128.7, 129.7, 131.0, 139.3, 144.7, 148.4, 148.7,
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164.5; EM (EI) m/z (rel. int. %): 550 (M'-44, 22), 242 (100), 229 (53); EM-AR (ESI+):

Calcd. para [C3oH3;BrN,06-CO,]": 551.1545. Observado: 551.1551.

1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-4-(furan-2-il)-5-metil-1 H-pirrol-3-carboxilato  de

etilo (3n).

EtO

Br

OMe

OMe

Rendimiento 60% (0.63g); aceite amarillo, TLC (hexano—AcOEt—
TEA, 65:45:5, v/v/v). IR (KBr) 1702 cm'; RMN-"H (300 MHz,
CDCl3) & 1.24 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 2.06 (s, 3H), 3.07 (t, 2H, J= 6.9
Hz), 3.71 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 4.06 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 4.20 (q, 2H,
J=1.1Hz), 6.30 (s, 1H), 6.36-6.45 (m, 2H), 7.02 (d, 1H, J=2.7

Hz), 7.17-7.31 (m, 2H),7.45 (d, 1H, J = 1.9 Hz); RMN-"C (75

MHz, CDCl;) 6 10.5, 14.5,37.9,47.1, 56.2, 56.3, 59.6, 108.8, 110.7, 113.6, 113.8, 114.1,

115.6, 126.5, 127.9, 128.8, 130.2, 141.2, 148.6, 148.9, 149.0, 164.4; EM (EI) m/z (rel.

int. %): 461 (M', 25), 382 (100), 309 (93); EM-AR (FAB+): Calced. para

[C22H24BrNOs]™: 461.0838. Observado: 461.0842.

1-(2-bromo-4,5-dimetoxifenil)etil-5-metil-4-(piridin-2-il)- 1 H-pirrol-3-carboxilato  de

etilo (30).

Br

OMe

OMe

Rendimiento 68% (1.32g); sdlido amarillo p.f. 56-58°C; TLC
(hexano—AcOEt-TEA, 60:30:10, v/v/v). IR (ATR) 1694 cm';
RMN-"H (300 MHz, CDCl,) § 1.23 (t, 3H,J="7.1 Hz), 2.06 (s, 3H),
3.07 (t, 2H, J = 6.8 Hz), 3.71 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 4.05 (t, 2H, J=
6.9 Hz), 4.19 (q, 2H, J= 7.0 Hz), 6.29 (s, 1H), 6.42 (s, 2H), 7.02 (s,

1H), 7.25 (d, 2H, J = 4.4 Hz), 7.44 (s, 1H); RMN-"C (75 MHz,

CDCl,) 8 10.5, 14.4,37.9,47.1,56.1, 56.3, 59.5, 100.0, 108.7, 110.6, 112.6, 113.5, 113.7,

114.1, 115.6, 126.4, 128.7, 130.1, 134.1, 141.1, 148.6, 148.8, 164.3; EM (EI) m/z (rel.
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int. %): 230 (M'-242, 100), 184 (89), 156 (80); EM-AR (FAB+): Calcd. para

[Cy3H,sBrN,O4+H]™: 473.3590. Observado: 473.1051.

7.4 Procedimiento General para la sintesis 5,6-dihidropirrolo[2,1-afisoquinolinas

Se pesa el N-alquilpirrol y se disuelve en tolueno seco y desoxigenado (10 mL) para
posteriormente calentar a tempertura de reflujo y afladir gota a gota una solucion de n-
Bu;SnH (1.0 mL, 3,7 mmol) en tolueno (5 ml) (bomba de adicién) por 7 h. Durante este
tiempo se afiade DLP (1.49g, 3.7 mmol, 0.11g/30min) una vez concluida la reaccion se
concentra a sequedad a presion reducida y el crudo de reaccion es purificado por
cromatografia en columna en gel de silice, iniciando con adicién de hexano para remover

n-BusSnBr.

8,9-dimetoxi-3-metil-2-(3-(piperazinil-1-carbonil)fenil)-5,6-dihidropirrolo[2, 1-

afisoquinolina-1-carboxilato de etilo (4a°).

Rendimiento 90% (0.1g); s6lido amarillo p.f. 102-
104°C; CCF (hexano—AcOEt-TEA, 45:45:10,

v/v/v). IR (KBr) 1691,1609 cm™'; RMN-"H (300

MHz, CDCl;) § 0.91 (t, 3H, J= 7.3 Hz), 2.13 (s,
3H), 2.97 (t, 2H, J = 6.6 Hz), 3.52-3.64 (m, 8H), 3.87 (bs, 6H), 3.97-4.06 (m, 4H), 6.70
(s, 1H), 7.28-7.32 (m, 1H), 7.33 (d, 1H, J= 1.9 Hz), 7.41 (dd, 1H, J= 8.7 Hz, J= 6.1 Hz),
7.85 (s, 1H), 8.08 (s, 1H); RMN-"C (75 MHz, CDCl3) & 10.4, 13.9, 18.0, 25.1, 27.9,
29.3,29.8, 41.3, 56.0, 56.1, 60.0, 110.6, 110.7, 121.2, 122.7, 125.0, 125.5, 126.0, 128.3,

128.8, 131.4, 132.1, 134.5, 137.1, 147.8, 148.3, 159.8, 161.0, 166.6, 171.0; MS (EI) m/z
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(rel. int. %): 531 (M, 100), 503 (22), 313 (12); HR-MS (ESI+): Calcd. para

[C30H33N306+H]": 532.2247. Observado: 532.2452.

8,9-dimetoxi-3-metil-2-(3-(morfolin-4-carbonil)fenil)-5,6-dihidropirrolo[2,1-

alisoquinolina-1-carboxilato de etilo (4h).

Rendimiento 87% (0.39g); so6lido blanco p.f. 190—
192°C; CCF (DCM—Acetona—-TEA, 50:45:5, v/v/v).

IR (KBr) 1725 ,1695 cm™'; RMN-'H (300 MHz,

CDCl3) 8 0.90 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 2.13 (s, 3H), 2.97
(t, 2H, J = 6.5 Hz), 3.52-3.79 (m, 8H), 3.88 (bs, 8H), 4.00 (q, 2H, J = 7.1 Hz), 6.70 (s,
1H), 7.26-7.38 (m, 4H), 7.88 (s, 1H), RMN-"C (75 MHz, CDCl;) & 10.4, 13.8, 29.2,
29.7,41.2(x2), 55.9, 56.0, 59.9, 67.0(x2), 109.8, 110.6, 121.1, 122.7, 124.9, 125.4,125.9,
128.0(x2), 128.6, 131.3, 131.7, 134.7, 136.9, 147.7, 148.1, 166.6, 170.6; EM (EI) m/z
(rel. int. %): 505 (M'+H, 100), 504 (20), 433 (12); EM-AR (ESI+): Calcd. para

[C30H3:N206+H]": 505.2338. Observado: 505.2323.

2-(3-carbamoilfenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2, 1-afisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (4¢).

Rendimiento 80% (0.13g); sdlido blanco p.f. 195—
197°C; CCF (DCM-Acetona, 70:30, v/v). IR (KBr)

3531, 1720, 1698, cm™'; RMN-"H (300 MHz, CDCl;)

5 0.87 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.17 (s, 3H), 3.00 (t, 2H, J =
6.0 Hz), 3.92 (bs, 6H), 3.99 -4.13 (m, 4H), 5.59-6.28 (bs, 2H), 6.73 (s, 1H), 7.44 (s, 2H),
7.69 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7-98 (s, 1H); RMN-">C (75 MHz, CDCl3) § 10.3, 13.7, 29.3,
41.2,55.9,56.0,59.9,100.0, 110.0, 110.5, 112.1, 125.3, 125.4, 125.9, 127.9, 128.0, 128.9,

132.7,133.8, 137.2, 147.7, 148.1, 151.2, 166.6, 169.5; EM (EI) m/z (rel. int. %): 434 (M,
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100), 419 (22), 391 (5); EM-AR (ESI+): Calcd. para [CasHagNOs+H]: 435.1920.

Observado: 435.1908.

2-(3-(benziloxi)fenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[ 2, 1-a]isoquinolina-1-

carboxilato de etilo (40°).

Rendimiento 87% (0.34g); sélido amarillo p.f. 69-
71°C; CCF (hexano—AcOEt-TEA, 50:45:5,

v/v/v). IR (ATR) 1731 cm™'; RMN-"H (400 MHz,

CDClL;) & 0.88 (t, 3H, J = 7.3 Hz), 2.11 (s, 3H),
2.96 (t, 2H, J = 6.6 Hz), 3.87 (s, 3H), 3.89 (s, 3H, 2H solapada), 3.99 (q, 2H, J = 7.1 Hz),
5.06 (s, 2H), 6.68 (s, 1H), 6.79-6.90 (m, 4H), 7.22-7.43 (m, 5H), 7.94 (s, 1H); RMN-"C
(101 MHz, CDCl3) & 10.3, 13.6, 27.8, 41.2, 55.9, 56.0, 60.0, 69.9, 110.2, 110.6, 112.8,
116.3, 121.3, 122.9, 123.4, 125.1, 125.6, 127.4, 127.5, 127.8, 128.3, 128.5(x2), 128.6,
130.7, 137.3, 138.0, 147.7, 147.9, 158.3, 167.1; EM (EI) m/z (rel. int. %): 497 (M", 100),
482 (15), 454 (3); EM-AR (ESI+): Calcd. para [C3;H3NOs+H]": 498.2280. Observado:

498.2266.

8,9-dimetoxi-2-(3-metoxifenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2, 1-afisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (4¢).

Rendimiento 86% (0.46g); p.f. 92-94°C; CCF (hexano—
AcOEt-TEA, 50:45:5, v/v/v). IR (KBr) 1690 cm';

RMN-'H (300 MHz, CDCLy) § 1.15 (t, 3H, J = 7.1 Hz),

1.93 (s, 3H), 3.10 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 3.72 (s, 3H), 3.80
(s,3H), 3.86 (s, 3H), 4.04-4.16 (m, 4H), 6.34 (s, 1H), 6.75-6.85 (m, 3H), 7.02 (s, 1H), 7.29
(s,1H), RMN-"*C (75 MHz, CDCl5) § 10.0, 14.3,37.9, 47.2, 56.1, 56.3, 59.6, 60.5, 113.4,

113.5,114.3,115.7, 120.9, 121.3, 125.5, 126.5, 128.3, 128.5, 128.6, 137.0, 137.4, 147 8,

70



148.7, 148.9, 164.4; EM (EI) m/z (rel. int. %): 421 (M", 100), 406 (23), 378 (12); EM-

AR (FAB+) Calcd. para [C25H27NO5]+: C25H27NO5. Observado: 421.1899.

2-(3-cianofenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2,1-a]isoquinolina-1-

carboxilato de etilo (/).

Rendimiento 90% (0.36g); solido amarillo p.f. 48-50°C;
CCF (hexano—AcOEt, 70:30, v/v). IR (KBr) cm™' 2926,

1692; RMN-'H (300 MHz, CDCL,) 5 0.87 (t, 3H, J=7.1

Hz), 2.10 (s, 3H), 2.96 (t, 2H, J = 6.5 Hz), 3.87 (s, 3H),
3.89 (s, 3H), 3.89-3-93 (m, 3H), 3.99 (q, 2H, J="7.1 Hz), 6.69 (s, 1H), 7.43-7.46 (m, 1H),
7.50-7.54 (m, 2H), 7.98 (s, 2H); RMN-"*C (75 MHz, CDCL;) § 10.0, 14.3, 37.9, 47.2,
56.1, 56.3, 59.6, 111.7, 113.4, 113.5, 114.3, 115.7, 119.3, 121.0, 126.5, 128.3, 128.4,
128.6,129.9, 134.2, 135.3, 137.1, 148.6, 148.9, 164.4; EM (EI) m/z (rel. int. %): 416 (M",
100), 401 (22), 373 (8); EM-AR (FAB+): Caled. para [CasHysN,04]": 416.1736.

Observado: 416.1740.

8,9-dimetoxi-3-metil-2-(3-(trifluorometil)fenil)-5,6-dihidropirrolo[2,1-a] isoquinolina-

1-carboxilato de etilo (1)).

Rendimiento 89% (0.26g); solido blanco p.f. 50-52°C; CCF
(hexano—AcOEt, 70:30, v/v). IR (KBr) cm' 2956, 1699,

1595; RMN-'H (400 MHz, CDCl,) § 1.27 (t, 3H, J = 7.2

Hz), 2.43 (s, 3H), 2.89 (t, 2H, J= 6.9 Hz), 3.80 (s, 3H), 3.85
(bs, SH), 4.20 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 6.60 (d, 1H, J=2.0 Hz), 6.66 (dd, 1H, J=8.0 Hz, J= 1.0
Hz), 6.75 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.28 (s, 1H), 7.67 (d, 2H, J = 8.3.0 Hz); RMN-"*C (101
MHz, CDCl;) § 10.3, 14.2,21.7, 35.0, 55.9, 56.0, 70.9, 110.7, 111.4, 112.1, 112.4, 121.1,

127.9(x3), 128.9, 129.8(x3), 133.1, 144.8, 148.1, 149.0, 149.1, 166.6; EM (EI) m/z (rel.
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int. %): 459 (M', 3), 436 (100), 151 (99); EM-AR (ESI+): Calcd. para

[CasHasF3NO4+H]': 460.1735. Observado: 460.1736.

2-(3-fluorofenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[ 2, 1-a]isoquinolina-1-

carboxilato de etilo ().

Rendimiento 80% (0.16g); solido amarillo p.f. 68-70°C;
CCF (hexano—AcOEt, 80:20, v/v). IR (KBr) cm ' 3521,

1699, 1612; RMN-'H (400 MHz, CDCl;) § 0.92 (t, 3H,

J=17.1Hz),2.43 (s, 3H), 2.90 (t, 2H, J= 7.0 Hz), 3.81 (s,
3H), 3.85 (s, 3H), 4.04 (q, 2H, J = 7.1 Hz), 4.20 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 6.97 (tq, 2H, J= 8.2
Hz, J = 1.5 Hz), 7.03 (dt, 1H, J= 7.6 Hz, J = 1.2 Hz), 7.65-7.70 (m, 2H), 8.00 (s, 1H);
RMN-"C (101 MHz, CDCL3) § 9.3, 12.6, 34.0, 40.2, 54.9, 58.9, 69.8, 109.6, 110.3, 111.0,
111.8,115.8, 116.0, 120.0, 124.3, 124.8, 126.8, 128.0, 128.7, 143.6, 146.7, 147.0, 160.3,
165.7; EM (EI) m/z (rel. int. %): 409 (M, 20), 394 (3), 336(35); EM-AR (ESI+): Calcd.

para [Co4sH2sFNO4+H]'™: 410.1767. Observado: 410.1769.

2-(3-clorofenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2, I-afisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (4)).

Rendimiento  90% (0.38g); aceite amarillo, CCF
(hexano—AcOEt, 80:20, v/v). IR (KBr) cm '1695, 1081;

RMN-'H (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 0.93 (t, 3H, J =

7.3 Hz), 2.43 (s, 3H), 2.90 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 3.81 (s,
3H), 3.85 (s, 3H), 3.92 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 4.20 (q, 2H, J = 6.9 Hz), 6.60-6.76 (m, 2H),
7.27(d, 2H, J=8.5 Hz), 7.68 (d, 2H, J = 8.0 Hz); RMN-'*C (101 MHz, CDCl3) 9.8, 13.2,
29.2, 34.5, 553, 55.4, 70.3, 110.0, 110.1, 110.8, 111.5, 120.5, 127.3(x2), 128.3,

129.2(x2), 129.8, 130.0, 132.6, 144.3, 147.4, 148.5, 164.8; EM (EI) m/z (rel. int. %): 425

72



(M*, 8), 410 (3), 164 (100); EM-AR (ESI+): Caled. para [C2sHasCINO4+H]': 426.1472.

Observado: 426.1465.

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

carboxilato de etilo (11]).

Rendimiento 75% (0.31g); solido blanco p.f. 47-48°C;
TLC (AcOEt-hexano-TEA, 50:40:10 v/v/v). Las

propiedades fisicas y los datos espectroscopicos

coinciden con los descritos en la literatura [14].

2-(I-((benziloxi)carbonil)-1H-pirrol-2-il)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2, I-

alisoquinolina-1-carboxilato de etilo (1111°).

Rendimiento 91% (0.31g); sélido café p.f. 46-48°C,
CCF (hexano—AcOEt, 70:30, v/v). IR (KBr) cm-1

1690; RMN-'H (500 MHz, (CDs), CO) &: 1.14 (t,

3H,J="7.1 Hz), 1.78 (s, 3H), 3.01-3.17 (m, 2H), 3.68
(s, 3H), 3.81 (s, 3H), 4.01-4.14 (m, 4H), 4.88 (s, 2H), 5.82 (dd, 1H, J=3.4 Hz, J= 1.8
Hz), 6.06 (dd, 1H, J=3.4 Hz, J = 2.8 Hz), 6.75 (dd, 1H, J=2.8 Hz, J= 1.8 Hz), 6.78 (s,
1H), 6.90-6.95 (m, 2H), 7.08 (s, 1H), 7.13-7.25 (m, 2H), 7.33 (s, IH); RMN-"C (126
MHz, (CDs), CO) & 9.1, 13.8, 37.2, 46.9, 50.6, 55.3, 55.6, 58.4, 106.9, 109.0, 113.3,
113.6, 114.3, 114.6, 115.7, 120.6, 126.0, 126.8(x2), 127.0(x2), 127.3, 128.0(x2), 129.2,
130.7, 139.7, 149.1, 149.2, 163.7; EM (EI) m/z (rel. int. %): 470(M"-44, 100), 379 (13),

164 (87); EM-AR (FAB+): Calcd. para [C3oH3N2Og+H]": 515.2182. Observado:
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515.2194.

2-(furan-2-il)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2,1-afisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (4/n).

Rendimiento 75% (0.18g); solido amarillo p.f. 146-148°C;
CCF (hexano—AcOEt-DCM, 40:35:5, v/v/v). IR (KBr) 1685

em™'; RMN-"H (500 MHz, CDCL,) & 1.08 (t, 3H, J= 7.1 Hz),

2.24 (s, 3H), 2.94 (t, 2H, J = 6.5 Hz), 3.87 (s, 3H), 3.89 (s,
overlapping, 5SH), 4.13 (q, 2H, J=7.1 Hz,), 6.23 (dd, 1H, J=3.2 Hz, /= 0.9 Hz), 6.68 (s,
1H), 7.41 (dd, 1H, J = 1.9 Hz, J=0.8 Hz), 7.92 (s, 2H); RMN-"C (126 MHz, CDCl;) &
10.5, 14.1,29.1, 41.2, 56.0(x2), 60.2, 107.3(x2), 110.0, 110.3, 110.6, 113.0, 121.1, 125 2,
127.6, 131.1, 141.1, 147.7, 148.1, 149.5, 166.6; EM (EI) m/z (rel. int. %): 381 (M", 100),
366 (35), 336 (22); EM-AR (FAB+): Calcd. para [C2H»sNOs+H]": 381.1576.

Observado: 381.1569.

8,9-dimetoxi-3-metil-2-(piridin-2-il)-5,6-dihidropirrolo[2, I-afisoquinolina-1—

carboxilato de etilo (10).

Rendimiento 85% (0.36g); s6lido amarillo p.f. 150-152 °C;
EtO N CCF (hexano—AcOEt, 60:40, v/v). IR (KBr): 3167, 1692

Me0 N cm™'; RMN-'H (400 MHz, CDCly) 8 0.89 (t, 3H, J = 7.1

MeO
Hz), 2.27 (s, 3H), 2.98 (t,2H, J= 6.5 Hz), 3.91 (s, 3H), 3.94
(s, overlapping, 5H), 4.03 (q, 2H, J= 7.1 Hz,), 6.72 (s, 1H), 7.15 (ddd, 1H, J= 7.4 Hz, J
=49 Hz, 1.2 Hz), 7.30 (d, 1H, J= 7.9 Hz), 7.66 (td, 1H, J=7.7 Hz, J= 1.6 Hz), 8.09 (s,

1H), 8.60-8.65 (m, 1H); RMN-"*C (101 MHz, CDCl;) § 10.0, 13.9, 29.2, 41.1, 56.0(x2),
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59.8, 110.5, 110.7, 120.5, 121.3, 121.5, 123.2, 124.9, 125.5, 127.1, 131.4, 135.7, 147.5,
148.2, 148.9, 156.1, 166.6; EM (EI) m/z (rel. int. %): 392 (M", 70), 347 (100), 230 (45);

EM-AR (ESI+): Calcd. para [Cp3HasN,O4+H]": 393.1814. Observado: 393.1800.

8,9-dimetoxi-3-metil-2-(3-(piperazin-1-carbonil)fenil)-5,6-dihidropirrolo [2,1-

afisoquinolina-1-carboxilato de etilo (4a).

Una mezcla de 4a’ (0.1 g, 0.2 mmol) e hidrazina
(0.16 g, 3.38 mmol) disuelta en etanol (5 mL), se

calent6 a reflujo por 2 h. Una vez terminada la

reaccion, el disolvente fue eliminado a presion
reducida y el crudo de la reacciéon purificado por cromatografia en columna con gel de
silice, (DCM—Acetona, 50:50, v/v). Se obtuvo un sélido amarillo que corresponde al
triciclo 4a en un rendimiento del 70% y p.f. 110-112 °C. IR (ATR) 3050, 1673 cm ';
RMN-'H (300 MHz, CDCl;) 3 0.91 (t, J = 3H, 7.5 Hz), 2.13 (s, 3H), 2.97 (t, 2H, J = 6.4
Hz), 3.52-3.64 (m, 8H), 3.88 (bs, 6H), 3.90-4.06 (m, 4H), 6.70 (s, 1H), 7.22-7.45 (m,
3H), 7.85 (s, 1H), 8.08 (s, 1H); RMN-"C (75 MHz, CDCl5) § 10.4, 13.9, 18.0, 25.1, 27.9,
29.2,29.8,47.3, 56.0, 56.1, 60.0, 110.6, 110.7, 121.2, 122.7, 125.0, 125.5, 126.0, 128.3,
128.8, 131.4, 132.1, 134.5, 137.1, 147.7, 148.3, 159.8, 161.0, 166.6; EM (EI) m/z (rel.
int. %): 503 (M', 100), 488 (15), 151 (45); EM-AR (ESI+): Calcd. para

[CaoH33N305+H]": 504.5709. Observado: 504. 5711.
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8,9-dimetoxi-2-(3-hidroxifenil)-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2, 1-alisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (4d).

Una mezcla de la pirroloisoquinolina 4d” (0.4 g, 0.8
mmol) disuelta en 5 mL de etanol anhidro y Pd/C 30%

(0.1 eq) se hidrogeno a 80 psi y temperatura ambiente,

por 6 horas Una vez que se observo la desaparicion total
de la materia prima, la mezcla de reaccion se filtro al vacio sobre celita, que se lavo con
5 mL de etanol. El disolvente se eliminé por destilacion al vacio y el crudo de reaccion
fue purificado por cromatografia en columna de gel de silice (hexano—AcOEt-TEA,
50:45:5, v/v/v), obteniendo el triciclo 4d, en un 95% de rendimiento, siendo un aceite de
color amarillo. RMIN-"H (700 MHz, CDCl;)  0.91 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 2.15 (s, 3H), 2.96
(t, 2H, J = 6.6 Hz), 3.88 (s, 3H), 3.90 (bs, 5H), 4.02 (c, 2H, J = 7.2 Hz), 4.66 (sa, 1H),
6.69 (s, 1H), 6.72 (d, 2H, J = 8.3 Hz,), 6.80 (d, 1H, J= 7.5 Hz), 7.19 (t, 1H, J = 7.8 Hz),
7.93 (s, 1H); RMN-"C (176 MHz, CDCl;) § 10.3, 13.7, 29.2, 41.2, 55.9, 60.0, 110.2,
110.6,112.9,116.9,121.3,122.8(x2), 123.1, 125.1, 125.6, 128.8(x2), 130.7, 138.2, 147.7,
147.9, 155.0, 167.1; EM (EI) m/z (rel. int. %): 407 (M", 85), 392 (28), 364 (10); EM-AR

(ESI+): Calcd. para [Co4HosNOs+H]': 407.1733. Observado: 407.1743.
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2-(3-nitrofenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-5,6-dihidropirrolo[2, I1-alisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (12).

Una mezcla de 3g (0.8 g, 1.5 mmol), TEA (1.8 eq),
NO,
Pd(OAc), (0.1 eq) y PPh; (0.4 eq) disuelta en CH;CN

anhidro (20 mL) se calento6 a reflujo por 6 h y después

se filtro al vacio sobre celita, y posteriormente la mezcla
de reaccion se evapord a sequedad, obteniendo un crudo de color amarillo que fue
purificado por cromatografia en columna de gel de silice (hexano—AcOEt, 70:30, v/v),
para obtener el compuesto 4g en un 81% de rendimiento; sélido amarillo p.f. 146-148°C.
IR (KBr) cm ' 3075, 2956, 1709, 1611, 1517; RMN-"H (300 MHz, CDCl,) 5 0.89 (t, 3H,
J=17.1Hz),2.16 (s, 3H), 3.00 (t, 2H, J= 6.5 Hz), 3.91 (s, 3H), 3.92 (bs, 5H), 4.03 (q, 2H,
J=17.1Hz), 6.73(s,1H), 7.51 (td, 1H, J=7.6.0 Hz, J= 1.0 Hz), 7.58 (dt, 1H, J= 7.6 Hz,
J=1.0 Hz), 8.02 (s, 1H), 8.10-8.16 (m, 2H); RMN-"C (76 MHz, CDCl;)  10.4, 13.8,
29.3,41.4,56.0, 56.1, 60.0, 100.0, 109.7, 110.7, 110.9, 121.0, 121.6, 125.2, 125.7, 126.3,
128.4,132.2,136.6, 138.8, 147.8, 147.9, 148.4, 164.2; EM (EI) m/z (rel. int. %): 436 (M,
100), 421(19), 393 (8); EM-AR (FAB+): Calcd. para [CosHaN,O¢t+H]™: 436.1634.

Observado: 436.1636.

2-(3-bromoffenil)-8,9-dimetoxi-3-metil-3,6-dihidropirrolo[2, 1-afisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (11).

Una solucion del compuesto IIT (0.1 g, 0.2 mmol), -
BuONO (0.05 g, 0.5 mmol) y CuBr; (0.27 g, 1.2 mmol)

en acetonitrilo, a 0 °C, fue agitada por 3 h, después de lo

cual la mezcla de reaccion se concentro a sequedad y el

residuo fue purificado mediante cromatografia en columna con gel de silice (hexano—
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AcOEt, 70:30, v/v), se obtuvo un aceite amarillo con un rendimiento del 45% que
corresponde al triciclo 4k. IR (CDCls) 1690 cm '; RMN-"H (400 MHz, CDCl;) 6 0.94
(t,3H,J=7.1 Hz), 2.43 (s, 3H), 2.89 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 3.80 (s, 3H), 3.85 (s, 3H), 3.89-
3.94 (m, 4H), 6.60 (d,1H, J=2.0 Hz), 6.66 (dd, 1H, J=8.1 Hz, J=2.0 Hz), 6.70-6.77 (m,
2H), 7.28 (d, 1H, J = 1.8 Hz), 7.64-7.71 (m, 1H); RMN-"C (101 MHz, CDCl;) 10.3,
13.7,21.6, 35.0, 55.8, 55.9, 70.8, 110.5, 111.3, 112.0, 121.0, 127.8, 128.8, 128.9, 129.1,
129.7, 130.0, 133.1, 144.6, 144.7, 147.7, 148.0, 148.9, 166.6; EM (EI) m/z (rel. int. %):
469 (M, 27), 454(12), 164(100); EM-AR (ESI+): Calcd. para [Co4HpBrNO,+H]'™:

470.0967. Observado: 470.0959.

8,9-dimetoxi-3-metil-2-(1 H-pirrol-2-il)-5,6-dihidropirrolo[ 2, I-afisoquinolina-1-

carboxilato de etilo (1m).

Una mezcla del triciclo 4m’ (0.1 g, 0.2 mmol) y Pd/C 30%
(0.1 eq) disuelto en EtOH anhidro (10 mL) se hidrogené a 80

psipor 12 h, a temperatura ambiente. Posteriormente, se filtrd

al vacio con celita y se concentrd a sequedad. El crudo de
reaccion fue purificado por columna cromatografica en gel de silice (hexano—AcOFt,
70:30, v/v), obteniendo aceite amarillo correspondiente al compuesto 4m con un 90% de
rendimiento. IR (KBr) cm ' 1692; RMN-"H (300 MHz, (CD3), CO) & 0.96 (t, 3H, J =
7.1 Hz), 2.15 (s, 3H), 2.87 (t, 2H, J = 6.5 Hz), 3.68 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.88 (t, 2H, J =
6.6 Hz), 3.99 (¢, 2H, J="7.1 Hz), 6.13 (d, 1H, J=3.2 Hz), 6.34 (dd, 1H, J=3.2 Hz, J =
1.8 Hz), 6.77 (s, 1H), 7.40 (d, 1H, J= 1.9 Hz), 7.78 (s, 1H), 9.61 (sa, 1H); RMN-"C (101
MHz, (CDs), CO) 6 9.6, 13.5,28.5,41.0, 55.2, 55.3, 59.5, 106.1, 106.7(x2), 110.5, 110.6,

111.4(x2), 121.0, 125.9, 127.3, 140.9(x2), 142.4, 148.7, 160.0; EM (EI) m/z (rel. int. %):
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365 (M'-15, 10), 335(12), 229 (100); EM-AR (ESI+): Calcd. para [CarHasN204-15]":

365.1509. Observado: 365.1511.

8. Ensayos de Actividad biologica

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron en el instituto de Quimica de la U.N.A.M en
el laboratorio de pruebas bioldgicas bajo la misma metodologia empleada que el Instituto
Nacional del Cancer de los E.U.A [49] Procedimiento que se describe a continuacion:
Lineas celulares y medio de cultivo

Los compuestos antes sintetizados se probaron en 6 lineas celulares de humanos: HCT-
15 (adenocarcinoma colorectal), MCF- 7 (adenocarcinoma mamario), K-562 (leucemia),
U-251 (sistema nervioso central), PC-3 (adenocarcinoma de prostata), y SKLU-1
(adenocarcinoma de pulmoén). Las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI-
1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 100 UI/mL de
penicilina G, 100 ugM de sulfato de estreptomicina, 25 pg/mL de antofericina B, y 1%
aminoacidos no esenciales (Gibco). Las celulas se almacenan a una temperatura constante
de 37°C en atmosfera de CO,y 5% de humedad.

Para asegurar la viabilidad de las células se mantienen en condiciones de humedad de
37% y atmosfera de CO; al 5% y se someten a la prueba con azul de tripan (conteo
celular/hemocitometro).

Ensayo citotoxico

Para determinar la actividad citotdxica en los triciclos obtenidos se utilizo el ensayo de
union a proteinas con el colorante SRB (Sulforrodamina B). El procedimiento general se

divide en 2 etapas: Obtencion del porcentaje de inhibicion y determinacion del ICs,

1.-En un par de placas de microcultivo (Al y A2) de 96 pozos cada una, se adicionaron
100 pL de cada linea celular junto con un blanco (Medio de crecimiento RPM-1640).

Una tercera placa (B) se utilizé como testigo (evaluacion a tiempo cero) a ésta se adiciono
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el mismo volumen por linea celular, asi como el de referencia o blanco (medio de

crecimiento RPMI-1640).

2.-Las densidades celulares que fueron colocadas en suspension por pozo se indican en la

siguiente tabla:

Tabla 11: Densidades celulares por pozo de linea celular

MCF-7 5000
K-562 5000
U-251 7500

PC-3 7500
SKLU-1 7500
HCT-15 10000

3.-Una vez preparadas las placas (Al, A2 y B) se llevaron a la incubadora a una

temperature de 37 °C en atmosfera de CO, al 5% por 24h.

4.-Una vez que finalizaron las 24 h, se adicion¢ a las placas A1 y A2 100 pL de las
pirroloisoquinolinas a evaluar, las cuales fueron previamente disueltas en medio RPMI
1640 y DMSO al 0.1% para incubarlas posteriormente por 48 h a 37 °C en atmosfera de
CO, al 5%. Por separado a la placa B unicamente se afiadieron 100 pL del medio de

cultivo RPMI-1640 y se llevo a las mismas condiciones incubacion.

5.-Al concluir el tiempo de incubacion se procedio a fijar las células antineopldsicas; lo
cual se logra al adicionar una solucion acuosa de acido tricloroacético (TCA) al 50% (50

uL/pozo) para incubar las placas posteriormente a 4°C por 60 min.

6.-Los sobrenadantes de las placas se desechan y las placas son lavadas posteriormente

con agua destilada por triplicado y secadas a temperatura ambiente.
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7.-Una vez secas las placas, las células se trataron adicionando 100 pL sulforrodamina B
(SBR) al 4% durante 30 min a temperatura ambiente. Cabe mencionar que la SBR
(colorante anionico) se une a las proteinas de las células cancerosas, las cuales fueron

previamente fijadas con ATC.

8.-Como siguiente paso las placas fueron lavadas por triplicado con una disolucion de

acido acético al 1% y se dejaron secar a temperatura ambiente.

9.-El colorante es extraido afladiendo 100 uL de una solucéon 10 mM de base tris no

amortiguada.

10.-Por ultimo se tom¢ la lectura de la densidad optica (D.O) de las muestras tratadas en
un lector de microplacas Bio Kinetis a una longitud de onda de 515 nm. Es importante
mencionar que la intensidad del color es directamente proporcional al nimero de células
vivas, de manera que, a mayor coloracion en los pozos, mayor cantidad de células vivas

y por consiguiente menor porcentaje de inhibicidn en el crecimiento celular.
Por ciento de inhibicion de crecimiento celular

El porcentaje de inhibicion del crecimiento cellular (%IC) se calculd para cada

concentracion y para cada linea celular utilizando la siguiente ecuacion:
%IC=100-(B/AX100)

Donde:

%C=Porcentaje de inhibicion

B=Densidad dptica real promedio de las células tratadas con el compuesto en estudio.

A=Densidad 6ptica promedio de las células sin tratar.

81



Concentracion inhibitoria 50 (ICs)

Para obtener el ICsy de cada compuesto en las lineas celulares, se repiten los pasos del 1-
3 del procedimiento general, aplicando este ensayo Unicamente a aquellos compuestos
que hayan resultado con un valor mayor de 50% IC. Se utilizé el nimero de placas de
microcultivo necesarias. Posteriormente se adiciond en cada pozo 100 uL de los triciclos
a evaluar, los cuales deben estar previamente disueltos en el medio RPMI-1640 y DMSO
al 0.1% en concentaciones de 3.1, 10, 31 y 100 uL y se incuban a 37 °C durante 48 h y
atomésfera con 5% de CO,. Posteriormente se continua con el proceso de fijacion de las

células descrito en los puntos del 5-10 del procedimiento general.
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Conclusiones

e La modificacién molecular de los sustituyentes unidos a la posicion C-2 de la
pirroloisoquinolina I permitio la obtencion de compuestos con mejor actividad

antiproliferativa, en particular los compuestos 4d (-OH) y 4j (3-Cl).

e Se logrd sintetizar las pirroloisoquinolinas 4a-n y evaluar su actividad
antiproliferativa en las lineas celulares cancerosas PC-3 (prostata), U-251 (SNC),

K-562 (leucemia), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama), and SKLU-1 (pulmén).

e La evaluacion de la actividad antiproliferativa de las pirroloisoquinolinas 4a, 4b
y 4¢ reveld que el grupo metilciclohexilo es necesario para que I tenga la actividad
mostrada.

e Laevaluacion de la actividad antiproliferativa de las pirroloisoquinolinas 4d’, 4d-
41, no r eveld, claramente, una relacion entre las propiedades electroatractoras o
electrodonadoras de los sustituyentes, en la posicion meta del grupo C2-fenilo, y
la actividad mostrada.

e La evaluacion de la actividad antiproliferativa de las pirroloisoquinolinas II, IV,
41, 4m y 4n, tampoco mostré una relacion estructura-actividad clara entre la
aromaticidad de los sustituyentes unidos a C-2 y su actividad mostrada.

e Lapresencia de los grupos NH, y OH en la posicion meta del grupo 2-fenilo, hace
que los compuestos que los contienen sean los mas activos en tres de las seis lineas
cancerosas evaluadas, lo que sugiere que la formacion de puentes de hidrogeno en
el sitio receptor coadyuve a que estos compuestos sean mas activos.

e El compuesto 4d (3-OH) mostré mayor actividad antiproliferativa en las lineas
celulares cancerosas, PC-3 (prostata), HCT-15 (colon) y SKLU-1 (pulmén), que

el Cisplatino, el Iriniotecan, y el Topotecan, respectivamente.
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e El compuesto clorado 4j mostréo mayor actividad antiproliferativa en tres lineas
celulares cancerosas: U-251 (SNC), MCF-7 (mama) y K-562 (Leucemia) que el
Etoposido y el Tamoxifeno.

e FE] disefio de farmacos es una herramienta eficaz para el desarrollo de nuevas

moléculas con actividad citotoxica.
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1
Single Pulse Experiment

TH NMR (301 MHz, DMSO-ds) § 11.33 (s, 2H), 7.95 (s, 2H), 7.89 (s, 1H), 7.71 — 7.68
(m, 3H), 7.34 — 7.33 (m, 1H), 3.96 (q, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.03 (t, 3H).

(0]
(0]
EtO NH,
| \
N
H
C (m)
7.70
A(s) B(s)| |D(m) F(a) H (s) G
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1
Single Pulse with Broadband Decoupling

3C NMR (76 MHz, DMSO-Ds) § 169.06, 164.74,
135.96, 133.82, 133.64, 129.99, 127.86, 127.44,
125.47,123.90, 120.95, 113.52, 59.22, 14.61, 11.63.
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1
DEPT with decoupling

(0]
(0]
EtO NH,
!\
N
H
BC NMR (76 MHz, DMSO-D%) 8 132.56, 128.72,
126.60, 124.21, 122.64, 57.96, 13.35, 10.37.
|
|
|
\ 777 [
ONO - <
nNLoNQ© L~
N0 WS N M ™M
M AN NN m o
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[ Mass Spectrum ] ¥

Data .: Dr-Martinez-Roberto-828 Date : 15-Nowv-2B13

Sample: 2468 Pirrol-CO-NHZ IES Jeo|RXSBSHA

Note : -

Inlet : Direct Ion Mode : EI+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]

RT : 8.49 min Scan# : (4,21)

BP : mrz 78.8888 Int. : 1B.9B6

Output m7z range : B.8888 to 386.2315 Cut Level
134233 . 78
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[ Elemental Composition ]

Data : Dr-Roberto-Mtzlll Date
Sample: 2538 Pirrol-CO-NH2

Note : -luis-velasco

Inlet : Direct Ion Mode : FAB+
RT : 0.84 min Scan#t: 3
Elements : C 40/0, H 52/0, O 7/0, N 4/1

Mass Tolerance : 1000ppm, 1lmmu if m/z > 1
Unsaturation (U.S.) : 7.0 - 34.0

Observed m/z Int%
272.1155 217

Estimated m/z Error[ppm] U.S. C H o}
272.1161 -2.3 9.0 15 16 3
)
0
EtO NH,

=

Page:
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LURMN_0307_N-ALQ-CONH2.4.fid
Instituto de Quimica, LURMN (BQG)
Dr. R. Martinez / R. Chavez (o]
Clave: N-ALQ-CONH2
Registro: LURMN_0307 (0]
Disolvente: Acetona-d6 + D20
Experimento: DEPT 135 EtO NH,
Bruker AVANCE Il HD 700 MHz
27febrero-2017
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N
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LURMN_0307_N-ALQ-CONH2.1.fid
Instituto de Quimica, LURMN (BQG)
Dr. R. Martinez / R. Chavez

Clave: N-ALQ-CONH2

Registro: LURMN_0307

Disolvente: Acetona-dé
Experimento: 1H

Bruker AVANCE Il HD 700 MHz
24-febrero-2017

'H NMR (700 MHz, Acetone-ds) 8 7.83 (d, J = 27.3 Hz, 3H), 7.46 (d, J= 7.4 Hz,
1H), 7.41 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.39 (s, 2H), 7.14 (s, 1H), 6.77 (s, 1H), 4.22 (t, J =
7.2 Hz, 3H), 4.04 (q, J = 6.9 Hz, 3H), 3.84 (s, 4H), 3.72 (s, 4H), 3.17 (t, J= 7.2
Hz, 3H), 2.02 (s, 4H), 1.11 (t, J = 6.9 Hz, 4H).

1 (d)
7.41
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LURMN_0307_N-ALQ-CONH2.2.fid
Instituto de Quimica, LURMN (BQG)
Dr. R. Martinez / R. Chavez

Clave: N-ALQ-CONH2

Registro: LURMN_0307

Disolvente: Acetona-dé
Experimento: 13C

Bruker AVANCE Il HD 700 MHz
24-febrero-2017

13C NMR (176 MHz, Acetone) 5 171.27, 163.84, 149.19, 148.99, 136.34, 134.15, 129.13,
127.99, 127.31, 126.53, 121.95, 115.69, 114.35, 113.68, 112.99, 58.52, 55.61, 55.32, 46.80,
37.20, 13.68, 9.25.
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LURMN_0307_N-ALQ-CONH2.3.fid
Instituto de Quimica, LURMN (BQG)
Dr. R. Martinez / R. Chavez

Clave: N-ALQ-CONH2

Registro: LURMN_0307

Disolvente: Acetona-dé
Experimento: DEPT 135

Bruker AVANCE Il HD 700 MHz
24-febrero-2017

3C NMR (176 MHz, Acetone) § 134.15, 127.31, 126.54, 115.69, 114.35, 58.52, 46.80, 37.20, 13.68, 9.25.
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Data:3734 N-alg-CONH2

Sample Name:Operador: Carmen Garcia Javier Perez
Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,50,Area];Correct Base[50.0%]];Correct Base[5.0%)];Average(MS[1] 1....

Charge number:1 Tolerance:2.50(mmu)
Element:'2C:0 .. 100, 'H:0 .. 50, 7®Br:0 .. 1, N:0 .. 3, 180:3 .. 7

Relative Intensity
100

Acquired:11/8/2016 6:02:00 PM

Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal PEG 600
Created:11/9/2016 12:11:18 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction:Both)

515.11849
i o
(o]

i EtO NH,
] ()
i N

50
4 Br
4 OMe
i OMe

0_| T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
514.50 515.00 515.50 516.00
m/z
Mass Intensity | Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula Unsaturation Number
(mmu) (pPM)
51511849 83187.21 515.11816] 0.33 0.65] 12Ca5'Hzs"Br+14N2 605 \ 125
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LOT

RCS-FINAL-CONH2.1.fid
FINAL-CONH2-PROTON

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.98 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.44 (s, 2H), 6.73

(s, 1H), 6.28 — 5.59 (m, 2H), 4.13 — 3.99 (m, 4H), 3.92 (s, 6H), 3.00 (t, 2H), 2.17 (s, 3H), 0.87 (t,

J=17.2Hz, 3H).
I (s) J(s) E (m)
7.98 7.44 4.03
H (s) K (s) F (m) C(s) D (t) B (s) A
7.69 6.73 6.03 3.92 3.00 2117 0.87
G (s)
7.77
J ) / / / / [
<oHd M I T K T
— <t N O LN LN [(o N e) o [ee] (o)}
SO MN O ()] (Ce] [coe) ()] o —
S —HO - =} — M © — i) 1)
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RCS-FINAL-CONH2.2.fid
FINAL-CONH2-13C

13C NMR (75 MHz, CDCls) 8 169.48, 166.61, 151.19, 148.12, 147.66, 137.22, 133.84,
132.67, 128.94, 128.02, 127.94, 125.89, 125.36, 125.26, 112.08, 110.54, 109.97, 99.98,
59.92, 56.02, 55.93, 41.24, 29.26, 13.69, 10.33.
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RCS-FINAL-CONH2.3.fid
FINAL-CONH2-DEPT135

C NMR (75 MHz, CDClL3) & 133.83, 128.93, 128.01, 125.25, 110.48, 59.91, 56.01, 55.93,
41.23,29.17, 13.69, 10.34.
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[ Mass Spectrum ]

Data : Dr Martinez Roberto048 Date : 05-Dec—2018 1212
Instrument : MStation

Sampla : 4010 Final-COMNH2

Note : -

Enlet : Direct fon Mode : E+

Spectrum Typa : Narmal lon ]

RT = 3.26 min Scanit : (74,101) Temp : 3276.7 dagC
BP : m/z 434 Int. : 771.32 (8087830)

Output m/z range : 10 to 468 Cut Level : 0.00 %
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Data:179 F-CONH2 Acquired:1/27/2017 10:33:17 AM

Sample Name:Dr Martinez Roberto/ Operador.Carmen Garcia-Javier Perez Operator:AccuTOF
Description: Mass Calibration data:Cal Peg 600
lonization Mode:ESI+ Created:1/31/2017 4:03:42 PM

History:Determine m/z[Peak Detect{Centroid,50,Area);Correct Base[50.0%]],Correct Base[5.0%]:Average(MS[1] 0.... Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:3.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 30.0 (Fraction:Both)
Element;'2C:0 .. 27, 'H:0.. 39, “N:2 .. 2, 900 ..6

111

Relative Intensity
80 ~
435,19088
60-
40 -
20 4
0
llli'll!l]llllllllI|1|lI]llll_|llol|IIII|IIII|III
434.80 435,00 435,20 435.40 435,60
miz
; Mass Difference | Mass Difference :
Mass Intensi Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Number
y (mmu) (ppm)
43519086 194316.83  435.19200] -1.13 -2.60] "CasHar "Nz ™05 l 13.9
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5,6-Dihydropyrrolo[2,1-a]isoquinolines as Alternative of New Drugs with

Cytotoxic Activity
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In this study, the pyrrolo[2,1-a]isoquinolines 4a—n were synthesized in good yields in a three steps syn-
thesis from the corresponding a,f-unsaturated esters starting materials. These compounds were tested on six
human cancer cells lines to measure the cytotoxic activity as a function of the electronic properties and aro-
maticity of the substituent at the C-2 position of the pyrroloisoquinoline. Our results reveal that the cytotoxic
activity could be explained in terms of the distribution of electronic density across the ring joined to C-2.
Also, this study identified 3-hydroxy (4d) and 3-chloro (4j) derivatives with powerful cytotoxic activities. The
IC;, values of these compounds were found to be comparable to those of the commercially available Topote-

can, Irinotecan, Etoposide, Tamoxifen, and Cisplatin.

Key words

Cancer is a leading cause of death worldwide, and ac-
cording to the World Cancer Research Fund International
(GLOBOCAN 2012), an estimated 17.1 million new cancer
cases and 10.0 million cancer-related deaths will occur in
2020, compared with 15.2 million and 8.9 million, respec-
tively, in 2015.” The most commonly diagnosed cancers
worldwide are cancers of the skin (melanoma), prostate, lung,
breast, and colorectum.? Cancer poses a challenge to research-
ers searching for potent drugs that are capable of controlling
cancer growth while minimizing side effects or the develop-
ment of drug resistance. Our group is currently engaged in a
program aimed at synthesizing novel heterocyclic compounds
that inhibit the growth of cancer cells. We recently synthe-
sized the pyrroloisoquinolines I-TV** (Table 1) in a three-
step protocol, and their cytotoxic activities were tested on
six tumor cell lines: PC-3 (human prostatic adenocarcinoma),
U-251 (human glioblastoma), K-562 (human chronic myelog-
enous leukemia), HCT-15 (human colorectal adenocarcinoma),
MCF-7 (human mammary adenocarcinoma), and SKLU-1
(human lung adenocarcinoma). The results of this study (Table
1), allowed us to establish preliminary structure—activity rela-
tionship (Fig. 1) that revealed the importance of the aromatic
substituent at the C-2 position, particularly when the sub-
stituent was a m-(cyclohexylmethylpiperazinamide)phenyl (I),
phenyl (IT), or m-(amino)phenyl (III), substituent, in combina-
tion with an ethyl ester at the C-1 position. Following up on
these preliminary structure—activity studies, the present work
sought to synthesize the novel pyrroloisoquinolines 4a—c (Fig.
2) to evaluate the effects of modifying the cyclohexylmeth-
ylpiperazinyl moiety on the antiproliferative activity. Com-
pounds 4d—k (Fig. 2) were evaluated to determine the role of
the phenyl ring substituent on the antiproliferative activity of
the compound. Compounds 4l-n (Fig. 2) were evaluated to
determine the effect of modifying the aromaticity of the C-2
substituent on the antiproliferative activity.

*To whom correspondence should be addressed. e-mail: robmar@unam.mx

pyrrolo[2,1-alisoquinoline; synthesis; cytotoxic activity

Results and Discussion

Chemistry The synthetic route to compounds 4a-n is
depicted in Chart 1. Compounds 4a—n were synthetized via
a three-step procedure starting from a,f-unsaturated esters
1a’, 1b, 1c, 1d’, 1e-j, 1K', 11, Im and 1n based in our previ-
ous synthetic strategy for synthesis of 5,6-pyrrolo[2,1-a]-
isoquinolines I-IV with slightly modifications.>* According
with our synthetic Chart 1, the reaction between the cor-
responding aromatic aldehydes and ethyl diethylphosphono-
acetate, using a Horner—Wadsworth protocol® gave the start-
ing materials 1c¢, 1d’, 1e—j, 1, 1m, and 1n in excellent yields
(Chart 2). The ethyl cinnamates 1a’ and 1b were obtained
from m-iodobenzoic acid or m-iodoaniline through a Heck
reaction® and a subsequent amidation reaction” with the cor-
responding cyclic amines (Chart 3). It should be noted that all
the a,f-unsaturated esters prepared were obtained exclusively
as the (E)-isomers in good yields (78—98%).

Treatment of the electrophilic alkenes 1a’—n with mono-
methylated p-toluenesulfonylmethyl isocyanide (TosMIC),
prepared from the commercially available TosMIC under
phase transfer conditions according to van Leusen’s proto-
col,Y afforded the 2,3,4-polysubstituted pyrroles 2a’'—n in
70-96% yields. The key intermediates 3a’—n were prepared
by N-alkylation of the pyrroles 2a’—n using 2-bromo-4,5-di-
methoxyphenethyl 4-methylbenzenesulfonate as alkylating
agent, which had been prepared from 2-(3,4-dimethoxyphen-
yDethanol in the presence of sodium hydride (NaH) as a
base in dry dimethyl sulfoxide (DMSO). Finally, the N-
alkyl-pyrroles 3a’-m were cyclized to the corresponding
tetrasubstituted-5,6-dihydropyrroloisoquinolines 4a—n using
radical oxidative conditions in the presence of tributyltin hy-
dride (n-Bu,SnH) and dilauroyl peroxide (DLP) in toluene.”
The nitro derivative was prepared via a palladium-catalyzed
reaction'” used to obtain the tricyclic framework 4g. This step
was necessary due to the possibility of a denitration reaction
in the presence of tributyltin hydride (Chart 1, conditions iii").

© 2017 The Pharmaceutical Society of Japan



974 Chem. Pharm. Bull. Vol. 65, No. 10 (2017)

Table 1. The ICy, Values (mw) of Compounds I to IV in the Six Cancer Cell Lines”

MeO.
MeO
| ] i v
Compd. PC-3 Prostate U-251 (CNS) K-562 (Leukemia) HCT-15 (Colon) MCEF-7 (Breast) SKLU-1 (Lung)
1 0.16%0.01 0.05%0.00 0.16%0.01 0.02x0.01 5.58+0.04 0.02%0.00
1 18.15%0.60 4.86%0.60 76.78*7.30 0.14%0.06 25.20%2.00 0.59%0.00
I 21.20%=1.20 5.96x0.50 2.50%0.80 0.01%0.00 1.30%0.10 0.10%£0.01
v 8.47£0.23 6.99+0.67 4.07%£0.49 0.59%0.05 7.41£0.09 2.13%0.03

a) Results are expressed as ICy, values in units of um*standard error (S.E.). The values indicate the mean calculated from experiments conducted in triplicate.
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Fig. 1. Preliminary SAR of Pyrroloisoquinolines I-IV and Designed Compounds
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The piperazinyl compound 4a was prepared from compound
4a’ in ethanol using hydrazine hydrate as a deformylating
agent.") The pyrroloisoquinoline 4d was prepared after hy-
drogenolysis of the benzyl ether 4d"!? The bromo derivative
4k was synthesized through a Sandmeyer reaction'® using
the corresponding aniline 4k’ as a precursor. Finally, the N-
deprotection of pyrrole 41" was achieved after applying the re-
ductive conditions described by Sajiko et al.,'¥ which afforded
the pyrroloisoquinoline 41.

Cytotoxic Activity and Structure—Activity Relationship
(SAR) for Compounds 4a—m We evaluated the effects of
modifying the cyclohexylmethylpiperazinyl group in com-
pound I on the antiproliferative activities (Table 2). The re-
moval of the methylcyclohexyl group from our lead compound
I decreased the antiproliferative activity of the synthesized
compound 4a in all cell lines compared to the activity of the
lead compound I [Table 2, Entry 3]. These results suggested
that the methylcyclohexyl group is key to the cytotoxic activ-
ity. The influence of the piperazine NH group on the activity
of 4a was examined by synthesizing the morpholinyl analog
4b. Surprisingly, 4b did not inhibit proliferation of any of the
six cancer lines tested (Table 2, Entry 4). On the other hand,
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the antiproliferative activity of N-formylpiperazine 4a’ dis-
played inhibition levels minor to those displayed by 4a. These
results could be attributed to effect of the piperazinyl-NH
group of 4a on the activity, probably by forming a quaternary
ammonium ion in situ.

Complete removal of the piperazine ring, in compound 4¢
(3-CONH,), provided a level of growth inhibition in all cell
lines tested that exceeded the inhibitory activity of 4a. The
antiproliferative activity of 4c¢ was better than that of the lead
compound I in the MCF-7 cell line but lesser than in tested:
PC-3, U-251, K-562, HCT-15 and SKLU-1 cell lines. The last
results suggested that the electronic properties of amide group
of compound (4c¢) affected the cytotoxicity to a greater degree
than the electronic properties of cyclohexylmethyl-piperazinyl
group on I in the MCF-7 cancer cell line.

The electronic effects were further examined by introduc-
ing electron-donating groups (4d, 3-OH; 4e, 3-OMe) or elec-
tron-withdrawing groups (4f, 3-CN; 4g, 3-NO,; 4h, 3-CF,) at
the meta position of the 2-benzene ring. The majority of these
changes significantly increased the inhibitory activity com-
pared to the unsubstituted compound II in all cell lines (Table
3). By the contrary, the inhibitory activity of compounds 4d—h

(o]
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O~ 'N
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RT; (iii) n-Bu;SnH, DLP, Toluene, reflux; (iii") Pd(OAc),, PPh;, Et;N, CH;CN, reflux; (iv) Hydrazine/EtOH, 60°C; (v, vii) H,, Pd/C EtOH, RT; (vi) -BuONO, CuBr,,

CH,CN, 0°C.
Chart 1. Synthetic Route of Compounds 4a—n

was lesser than that the lead compound I in all cell lines, with
exception in HCT-15 cell line were compound 4d was twice
times more active than I. Interestingly, compound 4d (3-OH)
was the most active derivative across three of the six cancer
lines (Table 3). The nature of the —OH substituent appeared to
increase the activity due to the capacity of the substituent to
form hydrogen bonds.

The roles of the electronegativity and/or size of the halogen
group on the antiproliferative activity were investigated by
synthesizing compounds 4i (3-F), 4j (3-Cl), and 4k (4-Br).
As shown in Table 3, the chloro derivative 4j was the most
active of the halogenated compounds on all the cancer cell
lines tested but was lesser than that the lead compound I, with

exception in MCF-7 cell line were compound 4j was six times
more active than I. These results suggest that derivatization of
C-2-phenyl group with an m-chloro substituent is suitable to
obtain best anticancer pyrroloisoquinoline compounds.
Finally, the noteworthy results that have been obtained
by studying bioisosteric compounds'” led us to synthesize
bioisosters of II by changing the benzene ring to a pyrrolo,
a furan or a pyridine ring, creating compounds 4l, 4m, and
4n, respectively. Our results demonstrate that a bioisosteric
modification of the C-2 benzene ring of compound II, gives
compounds with preserved cytotoxic activity. Moreover, this
activity is enhanced by the presence of a furan ring in the
PC-3 cell line (compound 4m). However, the inhibitory activ-
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Reagents and conditions: (i) ethyl 2-(diethoxyphosphoryl)acetate, NaH, DMF —60°C.

Chart 2. Synthetic Route to the Starting Compounds 1¢, 1d’, 1le—j, 1I', Im, and 1n
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Chart 3. Synthetic Route to Compounds 1a’, 1b and 1k’

ity of compounds 4l-n was lesser than that the lead compound
I in all cell lines tested. Likewise, the data for compounds II,
IV, 41-m in three of the six cancer lines U-251, HCT-15 and
SKLU-1 indicate that the cytotoxic effect was dependent of
the kind of aromaticity of the substituent joined to C-2 (Table
4). These findings confirmed that the cytotoxic activity could
be explained in terms of the distribution of electronic density
across the ring joined to C-2.

The cytotoxic activities of our most active compounds 4d
and 4j were compared with those of the commercially avail-
able Topotecan,'® Irinotecan,'” Etoposide,'® Tamoxifen,'” and
Cisplatin.?? As shown in Table 3, compound 4d (3-OH) was
ten times more active than cisplatin in the prostate PC-3 cell
line, almost two thousand times more active than irinotecan
in the colon HCT-15 cell line. In the lung SKLU-1 cell line,
compound 4d (3-OH) was thirty-seven times more active

than topotecan, six hundred forty-one times more active than
irinotecan and seventy-six times more active than etoposide.
Compound 4j (3-Cl) showed more activity in the U-251(CNS)
cell line and leukemia K-562 cell line compared to the refer-
ence etoposide. Finally, compound 4j (3-Cl) showed a higher
activity than tamoxifen in the breast cancer cell line MCF-7.

Conclusion

Compounds 4a—n were synthetized through a practical syn-
thetic route involving the van Leusen’s pyrrole construction
protocol and an intramolecular radical oxidative cyclization.
The inhibitory activities of compounds 4a—n were evaluated
using six cancer cell lines. Our results reveal that the cyto-
toxic activity could be explained in terms of the distribution
of electronic density across the ring joined to C-2. Also, the
present study enabled the discovery of the novel 3-hydroxy 4d
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Table 2. Effects of Modifying the Cyclohexylmethylpiperazinyl Group on the Antiproliferative Activity®

Compd. R= PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
1 Q 0.16+0.01 0.05+0.00 0.16+0.01 0.02+0.01 5.58+0.04 0.02+0.001
N
»,
: [+]
RS
4a’ °>_H 10.20=1.40 11.10=0.70 8.12+0.70 11.40+0.70 8.32+0.90 7.98+0.40
N
>
Q«o
Y
4a (_ ";" 6.39+0.50 6.89+0.80 3.45+0.20 5.23+0.50 7.26+0.60 6.28+0.70
N
Q—«o
Y
4b (— _‘} N.A N.A N.A N.A N.A N.A
N
O
R Y
1.23£0.10 1.42=0.10 1.07+0.08 1.34+0.30 1.09+£0.10 1.13+0.10

4c Q ;"“2
o
AN

a) Results are expressed as ICs, values in units of um*S.E. The values indicate the mean calculated from experiments conducted in triplicate. N.A.: this compound was not

active. The bold numbers represent the highest activities of the compounds tested.

and 3-chloro 4j derivatives pyrroloisoquinoline compounds,
which displayed excellent cytotoxic activity. The IC,, val-
ues of these compounds were determined and were found to
compare satisfactorily with those of the commercially avail-
able drugs topotecan, irinotecan, etoposide, tamoxifen, and
cisplatin.

Experimental

Chemistry All reported melting points were measured in
open capillaries using a Mel-Temp apparatus. 'H-NMR spectra
were recorded on a Avance III HD 700 MHz Brucker, Avance
111 HD 500 MHz Brucker, Avance 400 MHz Brucker, 300 MHz
Jeol Eclipse, Fourier 300 MHz Brucker spectrometers in deu-
terated chloroform (CDCI;) solutions using tetramethylsilane
(TMS) as the internal standard (6=0ppm), “C-NMR spectra
were recorded at 75, 100, 125, 150 and 175MHz on the same
instruments. The chemical shifts are reported in the J scale
in parts per million (ppm). The peak patterns are indicated as
follows: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, quartet; m, multi-
plet; brs, broad signal. The coupling constants (J) are reported
in Hertz (Hz). IR spectra were obtained on a Magna-IR spec-
trometer. Mass spectra were recorded on Jeol JEM-AX505HA
spectrometer by electronic impact (EI) detection at 70eV for
low-resolution and on a Jeol 5X102A mass spectrometer (Jeol
Ltd.) with fast atom bombardment (FAB+) and EI ionization
detection for high-resolution measurements.

General Procedure for Synthesizing the Pyrroles 2a'—n
A solution containing the alkene (2.6mmol) and

1-(1-isocyanoethylsulfonyl)-4-methylbenzene ~ (Me-TosMIC)
(0.6g, 2.9mmol) in Et,0-DMSO (2:1, 15mL) was added
dropwise to a suspension of NaH (0.23 g, 5.7mmol, 60% dis-
persion in mineral oil) in dry ether (SmL). The mixture was
stirred at room temperature for 1h, then H,O (15mL) was
added dropwise and the product was extracted with EtOAc
(3X30mL). The organic layer was washed with H,0O and brine
(3X10mL), dried with Na,SO,, and evaporated in vacuo. The
residue was purified by flash column chromatography on silica
gel to furnish the respective pyrrole. Physical and spectro-
scopic data of all compounds 2a’—n are reported in supple-
mentary material.

General Procedure for the Synthesis of the N-Alkylpyr-
roles 3a’-n NaH (0.2 g, 5.7mmol, 60% dispersion in mineral
oil) was added portionwise to a solution of the correspond-
ing pyrrole (2.3mmol) and 2-bromo-4,5-dimethoxyphenethyl
4-methyl benzenesulfonate (1.9g, 4.5mmol) in dry DMSO
(10mL). The mixture was stirred at room temperature for 6h,
EtOAc (20mL) was added, and the solution was washed with
water and brine (3X10mL). The organic layer was dried with
Na,SO, and evaporated in vacuo. The residue was purified
by flash column chromatography on silica gel to furnish the
respective N-alkylpyrrole. Physical and spectroscopic data of
all compounds 3a’—n are reported in supplementary material.

General Procedure for Synthesizing the 5,6-
Dihydropyrrolo[2,1-a]isoquinolines 4a’, 4b, 4c, 4d’, 4e, 4f,
4j, 4k’, 41’y 4m, 4n  To a refluxing solution of the N-alkylpyr-
role in degassed dry toluene (10mL), a solution of n-Bu;SnH
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Table 3. Effects of meta-Substituent on 3-Phenyl Moiety on the Antiproliferative Activity and Comparison with the Activities of Commercially Avail-

able Drugs®
Compd. R= PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCEF-7 SKLU-1
I Q 0.16+0.01 0.05+0.00 0.16+0.01 0.02+0.01 5.58+0.04 0.02+0.001
N
()
O
RS
I ;@ 18.15+0.60 4.86+0.60 76.78+7.30 0.14+0.06 25.20+2.00 0.59+0.00
III ;_Q 21.20+1.20 5.96+0.50 2.50+0.80 0.01+0.00 1.30£0.10 0.10+0.00
NH,
4d ;@ 0.76=0.50 6.12+0.40 5.47+0.70 0.01+0.00 5.72+0.40 0.05+0.01
OH
4e §_Q 3.26=0.10 3.31+0.40 2.65+0.10 0.69+0.05 2.35+0.20 0.77+0.08
OMe
4f g@ 3.86+0.10 3.17+0.30 1.98+0.05 2.53+0.20 4.08+0.20 2.93+0.08
cN
4g ;-Q 8.26x1.00 12.66+0.50 8.28+1.10 0.10+0.04 13.98+0.70 1.26+0.30
NO,
4h g_Q 2.30+0.20 2.50+0.40 3.30+0.20 1.90+0.20 3.10+0.30 1.70+0.10
CF,
4i g_Q 2.20+0.09 3.10+0.20 1.30+0.20 2.50+0.30 1.70+0.07 3.30+0.10
F
4j ;Q 0.91+0.01 0.37+0.04 0.33+0.03 0.25+0.02 0.88+0.09 0.76+0.07
cl
4k §@ 22.90+0.90 23.60+0.90 5.20+1.20 5.60+0.20 57.70<1.00 3.60+0.60
Br
Topotecan 0.50+0.05 0.10+0.02 2.00+0.10
Irinotecan 33.09+3.40 34.62+2.30
Etoposide 1.70+0.30 11.30+2.50 4.10+0.60
Tamoxifen 12.80+1.10
Cisplatin 8.30+0.70 3.30+0.60

a) Results are expressed as ICj, values in units of um*S.E. The values indicate the mean calculated from experiments conducted in triplicate. The bold numbers represent

the highest activities of the compounds tested.

(1.0mL, 3.7mmol) in toluene (SmL) was added dropwise
(syringe pump) over 7h. During that time, solid dilauroyl
peroxide (DLP) was added portionwise (1.49g, 3.7mmol,
0.11 g/30min). The solvent was removed under reduced pres-
sure and the crude residue was purified by flash column

chromatography on silica gel. Hexane was first added to re-
move the n-Bu;SnBr, then hexane—EtOAc—Et;N (70:25:5 to
50:45:5). Physical and spectroscopic data of all compounds
4a’—n are reported in supplementary material.

Cell Culture and Assay for Cytotoxic Activity Cell
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Table 4. Effects of Aromaticity of C-2 Substituent on the Antiproliferative Activity®

Compd. R= PC-3 U-251 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
I Q 0.16+0.01 0.05+0.00 0.16=0.01 0.02+0.01 5.58+0.04 0.02+0.00
N
¢
aat
- [+]
y/
I 3@ 18.15+0.60 4.86+0.60 76.78=7.30 0.14+0.06 25.20=2.00 0.59+0.00
v Q 8.47+0.23 6.99+0.67 4.07+0.49 0.59+0.05 7.41x0.09 2.13x0.03
\/‘
41 Qﬂ 10.50+0.24 8.99+0.68 6.50+0.67 0.90+0.06 13.60+0.60 5.60+0.05
\/“
4m ( \2 2.97+0.10 8.67+0.10 8.54=0.50 1.72+0.20 14.70=1.00 6.76=0.09
\/”
21.70+£0.20 24.70+1.10 9.10=0.90 14.00+1.40 23.70=1.00 15.60=1.20

4n ;@

a) Results are expressed as IC, values in units of um*S.E. The values indicate the mean calculated from experiments conducted in triplicate. The bold numbers represent

the highest activities of the compounds tested.

culture and assay for activity PC-3, U-251, K-562, HCT-15,
MFC-7, and SKUL-1, were supplied by The National Cancer
Institute (NCI), U.S.A. The cytotoxicity of tumors cells with
the test compounds was determined using the protein-binding
dye sulforhodamine B (SBR) in microculture assay to measure
cell growth.?’ The cell lines were cultured in RPMI-1640
(Sigma Chemical Co., Ltd., St. Louis, MO, U.S.A.) supple-
mented with 10% fetal bovine serum which was purchased
from Invitrogen Corporation, 2mwm L-glutamine, 10000
units/mL of penicillin G, 10000ug/mL streptomycin and
0.25 ug/mL Fungizone (Gibco). They were maintained at 37°C
in a 5% CO, atmosphere with 95% humidity. For the assay,
5104 cell/mL (K-562, MCF-7), 7510 cell/mL (U-251, PC-3) and
10104 cell/mL (SKLU-1, HCT-15), and 100 mL/well of these
cells suspension was seeded in a 96-well microtiter plates
and incubated to allow for cell attachment. After 24h, 100 uL
of each test compounds and positive substances were added
to each well. Later 48h, adherent cell cultures were fixed in
situ by adding 50mL od cold 50% (w/v) trichloroacetic acid
(TCA) and incubated for 60min at 4°C. The supernatant was
discarded and the plates were washed three times with water
and air dried. Cultured fixed with TCA were stained for
30min with 100u4L of 0.4% SRB solution. Protein-bounded
dye was extraxted with 10mm unbuffered tris base and the
optical densities were read on a Microplate Reader Synergy
HT (Elx 808, BIOTEK Instruments, Inc., U.S.A.), with a test
wavelength of 515nm. Results were expressed as ICs, values,
they were calculated according to the protocol of Monks, were
a dose-response curve was plotted for each compound, and
the concentration giving 50% inhibition (ICy;) was estimated
from non-linear regression equations. The ICy, value (mean
standard error (S.E.).??
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