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Una experiencia mai és un fracas,

doncs sempre ve a demostrar alguna cosa.

Thomas A. Edison (1847 — 1931)
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1. Introduccid

1.1. El cancer

1.1.1. Definici6 de cancer

El cancer es defineix com a un creixement tumoral dels teixits de caracter
maligne i pertorbador de les funcions biologiques normals. Engloba un conjunt de
malalties en que un grup de cel-lules desenvolupen tres processos: creixement
descontrolat (es divideixen més enlla dels limits normals), invasid (intrusio 1 destruccid
dels teixits adjacents) 1 metastasi (s'estenen a altres punts del cos a través de la sang o la
limfa). Aquestes tres propietats distingeixen els cancers (malignes) dels tumors
benignes, que s'autolimiten i ni envaeixen ni produeixen metastasi.

El cancer és la segona causa de mortalitat després de les malalties cardiaques.
Tanmateix, les morts per malalties cardiovasculars s’estan reduint, mentre que les morts
per cancer estan augmentant. S'estima que al llarg del segle XXI, el cancer sigui la
primera causa de mort als paisos desenvolupats. Malgrat aix0, s'ha produit un augment
en la superviveéncia dels pacients amb cancer. Actualment, les cinc principals causes de
mort per cancer per ordre d'importancia en el total d’homes i dones sén: cancer de
pulmo, cancer de colon, cancer de mama, cancer de prostata i cancer de melsa.!

Un dels principals factors de risc €s 1'edat, donat que les dues terceres parts de
tots els cancers succeeixen en persones majors de 65 anys. El segon factor de risc és el
tabac i li segueixen la dieta, I'exercici fisic, I'exposicio solar, i altres estils de vida.

Una bona noticia €s que les taxes de mortalitat del cancer s’han reduit durant els
ultims anys, especialment entre els homes, que sén el grup que tradicionalment ha
experimentat unes taxes més elevades de mortalitat. La creixent conscienciacid per part
del conjunt de la societat ha comportat que un major nombre de persones realitzin
examens periodics de deteccid de cancer i per tant es tracta més rapid i de manera més

eficient gracies a I’aveng de la cirurgia, de la radioterapia i de la quimioterapia.

1.1.2. Breu historia del cancer

La primera evidencia de I’existéncia de cancer en 1’antiguitat es troba en momies
humanes egipcies. L’analisi de restes 0ssies va revelar la preséncia d’osteosarcoma. La
primera descripcid d’un cancer també es troba en 1’Antic Egipte, en el papir d’Edwin

Smith. Aquest és el document medic més antic del mén conegut; esta escrit cap a ’any

' (a) Istituto Superiore di Sanita. Eurocare [en linia]. Roma: R. De Angelis, 2011 [Consulta: 16 marg
2011]. Eurocare-4. Disponible a: <www.eurocare.it>. (b) F. Berrino, R. De Angelis, M. Sant, S. Rosso,
M. B. Lasota, J. W. Coebergh, M. Santaquilani. Lancet Oncol. 2007, 8, 773-783. (c) M. Sant, C.
Allemani, M. Santaquilani, A. Knijn, F. Marchesi, R. Capocaccia. Eur. J. Cancer 2009, 45, 931-991.
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1600 a. C., tot i que es creu que és una copia de textos més antics (de ’any 3000 a. C.).
Es una compilaci6 de 48 casos de ferides de guerra amb els tractaments que les victimes
havien rebut, entre els quals descriu 8 casos de tumors o tlceres de pit sense tractament
possible. Actualment, el papir d’Edwin Smith (Figura 1) es conserva a 1’Académia de
Medicina de Nova York i es pot consultar online a través de la web de la Biblioteca

Nacional de Medicina.?

Figura 1. Fragment del papir d’Edwin Smith

Per a trobar I’etimologia del mot cancer, ens remuntem a 1’época greco-romana.
El metge grec Hipocrates (460 - 370 d. C.), considerat el pare de la Medicina, va
emprar els mots carcinos i carcinoma per a descriure tumors. En grec, aquests mots es
refereixen a la paraula cranc, degut a les ramificacions que en recorden la forma. Més
endavant, el filosof grec Cels (s. Il d. C.) va traduir carcinos del grec a cancer, mot llati
que també significa cranc. I més endavant, Gale (129 - 200 d. C.), considerat el pare de
la Farmacia, va emprar el mot oncos (que en grec significa inflor) per a descriure
tumors.

El mot cancer s’utilitza actualment per a definir les neoplasies malignes. Els
tumors malignes formen ramificacions, que s'adhereixen als teixits adjacents, s’infiltren

1 envaeixen Organs veins, de forma similar a la d'un cranc (Figura 2).

* U.S. National Library of Medicine. Edwin Smith Papyrus [en linia]. Bethseda, M.D.: G. R. Thoma, 2010
[Consulta: 16 mar¢ 2011]. Disponible a: <http://archive.nlm.nih.gov/proj/ttp/flash/smith/smith.html >.
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Figura 2. Ramificacions de les cél-lules canceroses que recorden un cranc

1.1.3. Caracteristiques de les cél-lules tumorals

El creixement tumoral o la proliferacié de ce¢l-lules tumorals té les segiients

propietats:

Accelerat: per un augment de la divisio cel-lular que fa que les cel-lules tumorals
es trobin en continu divisio cel-lular amb un excés de proliferacio cel-lular.
Descontrolat: degut a que no es deixa influir pels factors controladors de
creixement ni altres estimuls externs.

Autonom: la divisid cel-lular €s independent i no esta coordinada amb la resta de
cel-lules del seu entorn.

Escapa al sistema immunitari que reconeix a les cél-lules tumorals com a
propies.

Inhibicié dels processos de mort: les cel-lules tumorals mai no entren en
apoptosi o mort cel-lular programada.

La invasio €s la capacitat que tenen les cel-lules tumorals d'infiltrar-se o penetrar

en els teixits normals i en els vasos sanguinis i1 produir metastasi (Figura 3). La

metastasi €s la disseminaci6 a organs diferents dels del tumor primari maligne. Succeeix

generalment per via sanguinia o limfatica.
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ASSENTAMENT D'UN
TUMOR SECUNDAR! \ g

CEL LULA TUMORAL
INVASORA

W CELLULA METASTASIGA

ENCIRCULACIO " £5
P

L 4

Figura 3. Disseminacio6 del tumor primari maligne

1.1.4. Etiologia

El cancer t¢ més de 150 causes conegudes. La principal dificultat es troba en
concretar la causa desencadenant en cada cas. En general, les neoplasies son el resultat
final de dues séries de circumstancies interrelacionades: la constitucio o dotacid
genctica de I’individu (factors endogens) i1 els aspectes relacionats amb 1’ambient
(factors exogens). Un 80% dels cancers aproximadament es consideren idiopatics, €s a
dir, que no tenen una causa clara. Per algun motiu, certs gens normals inicien
mutacions, multiplicant-se rapidament i convertint-se en malignes. Hi ha diverses
influéncies ambientals que poden causar aquestes mutacions genétiques. Molts cancers
es podrien evitar perque la majoria d’aquests factors poden ser controlats amb I’eleccid
d’estils de vida saludables.

Les causes ambientals del cancer inclouen:

e Contaminacid ambiental: rado, metalls pesats, combusti6 de carburants,
alimentacio, teléfon mobil.

e Edat: el cancer és més comu entre la gent gran.

e Dieta: les dietes amb un alt contingut en grasses i1 colesterol sén un dels factors
de risc comprovats en diversos tipus de cancer, especialment el de colon. També
contribueixen els colorants, conservants i d’altres additius alimentaris.

e QObesitat: tot i que no s’ha establert una relacio clara, les investigacions indiquen

que I’obesitat pot ser un factor contribuent en alguns cancers.
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Tabac: les cigarretes augmenten considerablement el risc de cancer de pulmo,
també entre els no fumadors, que, degut a diverses circumstancies, inhalen el
fum produit pels fumadors. Altres productes que contenen tabac, com ara la pipa
o el tabac per a mastegar, estan vinculats amb els cancers de la boca, la llengua i
el coll, tot 1 que en molta menor proporcio.

Productes quimics: 1’exposicié perllongada a productes quimics com l'amiant (o
asbest) 1 el benze.

Radiacio radioactiva: 1’exposici6 a nivells elevats de radioactivitat.

Radiacié ultraviolada: els nocius raigs ultraviolats del sol estan vinculats
directament amb el melanoma i altres formes de cancer de la pell.

Virus: alguns virus com els de la hepatitis B 1 C, el virus del papil-loma huma o
el virus Epstein-Barr s’han associat amb un major risc de cancer.

Altres malalties: les malalties del sistema immunitari, com la SIDA, poden

provocar una major sensibilitat a certs cancers, aixi com certs tipus d’infeccions.

La predisposici6 a I’altre 20% de casos de cancer es considera hereditaria. Aixo

significa que el gen anormal responsable del cancer es transmet de pares a fills, fet que

representa un major risc de patir un cert tipus de cancer per a tots els descendents de la

familia. Si hi ha sospites sobre un cancer hereditari, s’aconsella als familiars sotmetre’s

a controls /0 examens genetics per a determinar-ne el risc.

1.1.5. Genética

La mutaci6 de determinats gens, en una ce¢llula, fa que adquireixi

caracteristiques cancerigenes. Aquests gens poden ser de tres tipus:

Oncogens: son gens mutants que procedeixen d'altres anomenats protooncogens
encarregats de la regulacio del creixement cel-lular.

Gens supressors tumorals: son els encarregats de detenir la divisid cel-lular i de
provocar I’apoptosi. Quan aquests gens pateixen una mutacid, la cel-lula es
divideix sense control.

Gens de reparacido de I’ADN: quan el sistema de reparacio €s defectudés com a
resultat d'una mutacié adquirida o heretada, la taxa d'acumulacié de mutacions

en el genoma s’eleva a mesura que es produeixen divisions cel-lulars. Segons el
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grau en qué¢ aquestes mutacions afecten oncogens 1 gens supressors tumorals,

augmentara la probabilitat de patir neoplasies malignes.

Els cancers s'originen a partir d'una cel-lula Unica després de multiples
mutacions en el genotip per a que es transformi en un fenotip maligne en el transcurs de

diversos anys, donant lloc a un grup de c¢l-lules cloniques que constitueixen el tumor.

1.2. Tractaments del cancer

Actualment es compta amb quatre tecniques diferents pel tractament del cancer:
la cirurgia, la radioterapia, la quimioterapia 1 les terapies biologiques. Dins aquestes
ultimes, s’inclou la immunoterapia, les vacunes contra el cancer o la terapia genética.
Aixi doncs, els métodes de tractament més comuns inclouen:

e La cirurgia és la forma més antiga de tractament del cancer. Prop del 60% dels
pacients de cancer se sotmeten a alguna forma de cirurgia, ja sigui com a
tractament inic o en combinacié amb altres terapies.

e La quimioterapia utilitza medicaments per tal d’eliminar les c¢l-lules canceroses,
aixi com per controlar-ne el creixement i alleujar els simptomes de dolor.

e La radioterapia fa servir dosis importants de raigs o particules d’alta energia per
a destruir les cel-lules canceroses en una area determinada.

e [a immunoterapia estimula els sistemes de defensa del cos per tal de combatre

el cancer. Sempre s’utilitza com a coadjuvant d’alguna altra terapia.

1.2.1. La quimioterapia

La quimioterapia és el tractament del cancer mitjancant farmacs. Aquests
medicaments son transferits a tot 1’organisme per mediacié de la circulaci6é sanguinia.
La gran majoria de tractaments quimioterapics consisteixen en I’administracio de
compostos altament citotoxics, tant en monoterapia com en politerapia. L’eficacia
d’aquests tractaments esta freqiientment limitada per la intensitat dels efectes secundaris
que obliga a reduir el nombre d’administracions i la durada dels tractaments.

Els agents quimioterapeutics afecten a totes les cel-lules del nostre cos, tenen
una baixa especificitat. Un altre dels dificils problemes actuals de la quimioterapia
anticancerosa és degut al fet que nombroses agrupacions de cel-lules malignes presenten

una resisténcia important als agents antitumorals. Sovint, aquesta resisténcia resulta de
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I’existencia de gens de multiresisténcia o de la freqiiencia de mutacions genetiques en
certs tumors. Augmentar la resposta clinica i la selectivitat, disminuir la toxicitat i les
resisténcies son sempre els criteris prioritaris en el desenvolupament de noves
molecules susceptibles d’augmentar 1’arsenal terapeutic per a la lluita contra el cancer.
El punt de mira actual en la quimioterapia del cancer se centra en les combinacions de
farmacs, que tenen en compte la fase del cicle cel-lular afectat per cada farmac i les

accions sinérgiques potencials per tal de disminuir la toxicitat.

1.2.2. El cicle cel-lular

El cicle cel-lular és el periode de creixement 1 divisio cel-lular, que té lloc durant
el cicle vital d’una cél-lula. Els cicles cel-lulars en eucariotes es produeixen sota els
mateixos principis. Aixi, les proteines clau que el regulen han estat ben conservades
durant ’evolucié.’ El cicle cel-lular es divideix en dos etapes: divisi6 i interfase (Figura
4).

- Divisi6 (M): En aquesta etapa, cada cel-lula somatica dels eucariotes es
divideix en dues cel-lules filles. La divisid consta, a la vegada de dos processos
fonamentals: mitosi i citocinesi.

- Interfase: Es denomina aixi al periode que es dona entre dos divisions
successives. Es composa de varies fases:

- Fase Gy: és el periode de temps compres entre el final de la divisié anterior i
la sintesi d’ADN (fase S), durant el qual la cel'lula duu a terme
processos biosintétics, fonamentalment sintesi de proteines i reparacio
de I’ADN. Algunes c¢l-lules es mantenen en estat de repos i no es
divideixen (en aquest cas es denomina fase Gy, que equivaldria a una
fase G; permanent). El periode de transicid entre les fases G; i S rep el
nom de punt de restriccio.

- Fase S: etapa en que té lloc la duplicacioé de I’ADN.

- Fase G;: la darrera etapa de preparacio per a la divisié cel-lular. Al final
d’aquesta etapa, I’ADN comenga a condensar-se i els cromosomes es
fan visibles.

- Fase M: procés de separacio cel-lular

’ M. D. Murray, B. W. Darvell. Aust. Dent. J. 1993, 38, 299-305.
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Figura 4. Fases del cicle cel-lular®

Després d’un numero limitat de divisions, les cél-lules moren per mantenir el
bon funcionament de 1’organisme; €s el que es denomina mort cel-lular programada.

Aixi, les cel-lules a la fase G; tenen un contingut diploide d’ADN (2n), mentre
que les cél-lules en la G; el tenen 4n. Les cellules a la fase S es troben duplicant
activament el seu material genétic, pel que els seu contingut d’ADN se situa entre 2n i
4n. Degut a les senyals mitogéniques apropiades, les cellules poden sortir
reversiblement del cicle cel-lular al final de la fase M 1 entrar en un estat de repos (fase
Gy), o bé, poden sortir de forma quasi irreversible del cicle, com succeeix durant la
senescéncia o durant la diferenciaci6 terminal.’

Els components principals que constitueixen la maquinaria del cicle cel-lular sén
les quinases dependents de ciclines (CDKs), 1 tal com el seu nom indica, mai poden
actuar per elles mateixes sind que sempre depenen d’una subunitat reguladora, les
ciclines. Les CDKs son serina/treonina quinases heterodimeriques. La funcio de les
ciclines associades a les CDKs és regular-ne D’activitat catalitica de les mateixes.
Diversos parells de ciclina/CDK s6n actius durant cada fase del cicle cel-lular.’ Degut a
que els nivells de CDK son constants, son els nivells de ciclines els que regulen

I’activitat de les CDKs i la seva especificitat al substrat d unié.

* Universidad Nacional del Nordeste. Hipertextos del Area de Biologia [en linia]. Republica Argentina: C.
Saenz, 2008 [Consulta: 18 marg¢ 2011]. Ciclo celular. Disponible a: <www.biologia.deu.ar>.
> T. Hunter, J. Pines. Cell 1994, 79, 573-582.
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Durant la fase G; actuen dues CDKs semblants, CDK4 1 6, que sén actives al
trobar-se unides amb la familia de ciclines tipus D (D1, D2 i D3). El complex ciclina
D/CDK4/6 col-labora amb el complex ciclina E/CDK2 per a conduir la cél-lula cap a la
fase S a través del punt de restriccié R.° El punt de restricci6 representa una etapa clau
en el cicle vital de la cel-lula ja que una vegada les cel-lules 1’han sobrepassat es veuen
forcades a continuar el cicle cel-lular i esdevenen insensibles als factors de creixement
externs; és un punt de no retorn. El complex ciclina A/CDK2 promou la finalitzacio de
la fase S. Finalment, 1’associacié de CDK1 amb ciclines A 1 B controlen la progressio a
través de la fase G, 1 la segregacio de I’ADN 1 citocinesi de la fase M (mitosi), la qual

engloba profase, metafase, anafase i telofase.

Punt de control Metafase:

atura la mitosi si cromosomes
no estan alineats al fus mitotic

Punt de control G;:

bloqueig si no ha

finalitzat la replicacio

\
Punt de control §: —" ™. Punt de control G;:
bloqueig s1 hi ha bloqueig si la cel lula no és
dany genétic prou gran o hi ha dany genétic

Figura 5. Principals punts de control (checkpoints) en la interfase

del cicle cel-lular

Es requereixen mecanismes de vigilancia que controlin cada pas en la progressio
del cicle per tal que la cellula procedeixi a la segiient fase només en el cas de que
I’etapa prévia s’hagi completat amb exit (Figura 5). Aquests mecanismes de control
s’anomenen punts de control. El primer punt de control assegura que la ce¢l-lula no
pugui avancar des de la fase G; a la S si fa falta reparar el genoma. Un altre actua a la
fase S, reduint la velocitat o parant la replicacido de ’ADN quan es detecten danys en
aquest. Un tercer impedeix que la cel-lula passi de la fase G; a la fase M a menys que la
replicacié d’ADN a la fase S estigui acabada. A més a més, durant la fase M, existeixen

eficients punts de control que bloquegen I’anafase si les cromatides no estan ben

M. D. Plana-Silva, R. A. Weinberg. Curr. Opin. Cell Biol. 1997, 9, 768-72.
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col-locades en el fus mitotic. En molts tipus de cancer, la cél-lula tumoral presenta una
inactivacio6 d’un o més punts de control, adquirint aixi la capacitat d‘acumular

rapidament mutacions en el genoma que afavoriran la proliferacié neoplasica.’

1.2.3. La regulacié de la transicié G4/S del cicle cel-lular

La cel-lula pren la decisid critica entre el creixement o la senescencia en la fase
G,. La presencia de senyals externs, siguin estimuladors o inhibidors, només poden
influenciar en aquesta resolucid en la fase G; primerenca; ja que, una vegada passat el
punt de restriccid (R) no hi ha possibilitat de tornar enrere, la cel-lula ha de completar el
cicle cel-lular.

Els complexos ciclines/CDKs a més de dirigir les fases que constitueixen el cicle
cel-lular, també tenen una funcid reguladora important sobre aquest. La via més
important de regulacié es deu a la variacié dels nivells i disponibilitat de les ciclines.
Normalment, les fluctuacions dels nivells de ciclines disponibles es troben ben
programades al llarg del cicle cel-lular. La ciclina B, per exemple, es manté constant
mentre que al final de la fase M augmenta considerablement. En ocasions, pero, els
nivells de ciclines estan regulats per senyals extracel-lulars, tal com succeeix amb la
ciclina D. L’augment en els nivells de ciclina D es produeix degut a 1’augment o
disponibilitat de factors de creixement. Aquests, a través de ’activacid de receptors
tirosina quinasa, estimulen les vies de Ras i MAP quinases, conduint a una acumulacid
de ciclina D, que activa les CDK4/6.° Aixi doncs, diversos senyals extracel-lulars
influencien en les activitats de CDK4/6 i, mitjancant els complexos ciclina D-CDK4/6,
son capagos d’induir a la ceél-lula a entrar en la fase G, del cicle cel-lular i podent passar
a través del punt de restriccio R.

Existeixen altres vies de control que modulen I’activitat dels complexos ciclina-
CDK, basicament en la fase G; del cicle cel-lular. Els més importants son un conjunt de
proteines que gencricament s’anomenen inhibidors de CDK (CKI). Aquests inhibidors
son induits en la majoria de casos per senyals antiproliferatius (TGFp). Existeixen dos
grans families de CKI, la INK4 (Inhibidors de CDK4/6), que inclou, pl16INK4a,
p15INK4b, pl18INK4c i pl9INK4d, i la CIP/KIP o WAF/KIP (CDK interacting
protein/kinase inhibitory protein/wild-type pS3-activated fragment), que agrupa a
p21CIP1/WAFI1, p27KIP1 i pS7KIP2 (Figura 6).

" B. Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, 5a ed. Garland Publishing: Nova York, 2008.
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Figura 6. Esquema simplificat del cicle cel‘lular i la transicidé G,/S. Les linies discontinues indiquen la
presencia de cada complex ciclina/CDK al llarg del cicle. Les linies gruixudes representen inhibicions,
sent aquesta produida per fosforilacié en els casos que s’indica amb una P.*

Un exemple de regulacié per senyals externes el trobem en 1’accié de TGF-
(factor antimitogenic). TGF-f indueix una forta expressio de pl15INK4b i aquest és
capag de bloquejar les accions dels complexos ciclina D-CDK4/6.” D’aquesta manera

s’enredereix el pas a la fase S.

1.2.4. La proteina del retinoblastoma en la transicio G,/S

El producte del gen supressor tumoral del retinoblastoma, la proteina del
retinoblastoma (pRb), és un regulador negatiu de la progressié a través del punt de
restriccid (R) de la fase G; del cicle cel-lular. El pRb s’uneix a factors de transcripcid
tals com E2F. Aquests factors de transcripcid estan involucrats en I’expressio de gens
implicats en les subseqiients etapes del cicle cel-lular. Durant la fase primerenca de Gy,
la pRb és fosforilada per part dels complexos ciclina D-CDK4/6 i la conseqiient
alliberacio dels factors de transcripcié de la familia E2F del bloqueig de pRb. Els

membres de la familia INK4, com el supressor de tumors p16INK4a, inhibeixen la

¥ A. F. Ramos-Montoya. Aplicacion de la metabolomica en la caracterizacion del metabolismo tumoral y
en la evidencia del efecto de potenciales farmacos antitumorales. Tesi doctoral, 2006. Universitat de
Barcelona.

’R. A. Weinberg. The Biology of Cancer. Garland Science, 2006.
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funcié quinasa de CDK4 1 CDK6 unint-se a elles 1 distorsionant el centre d’uni6 de
I’ATP. Aquesta inhibicié manté el pRb hipofosforilat i la cel-lula no traspassa el punt de

restriccio (R) ja que manté segrestat el factor de transcripcid E2F.

1.3. Classificacio dels agents quimioterapeutics

Els agents quimioterapics per al tractament del cancer poden ser especifics del
cicle cel-lular, als quals no responen les cel-lules que estan en repos, o no especifics del
cicle cel-lular, com els agents alquilants o altres farmacs que es combinen directament
amb I’ADN.

Des del punt de vista del disseny de nous farmacs, és important tenir en compte
el seu mecanisme d’accid. Segons les principals dianes d’acci6 conegudes, els farmacs
anticancerosos es poden classificar com a agents alquilants, antimetabolits, antimitotics,
inhibidors de les topoisomerases, agents intercalants i farmacs que actuen sobre altres
dianes."” Darrerament, els inhibidors de CDK també han cridat 1’atencié com a
potencials dianes terapéutiques degut al seu paper clau en el control de la proliferacid
cel'lular.'’ A més a més, també existeixen compostos anticancerosos dels quals es
desconeix la seva diana. De tota manera, molts farmacs actuen a través de multiples
mecanismes d’accio sobre les ceél-lules tumorals 1 posseeixen una amplia varietat de

propietats bioquimiques i farmacologiques.'”

> Agents alquilants

Actuen sobre I’ADN creant ponts inter- i1 intracatenaris, gracies a enllacos
quimics forts amb atoms rics en electrons de I’ADN.

Els inicis de la quimioterapia resulten d’un descobriment fortuit de 1’estudi dels
gasos de combat emprats durant la Segona Guerra Mundial. Els farmacolegs Louis S.

Goodman i Alfred Gilman del Departament de Defensa dels Estats Units van observar

'S, A. Schepartz. Introduction and Historial Background. In Cancer Chemotherapeutic Agents, st
edition, Ed. W. O. Foye, American Chemical Society: Washington D.C., 1995, pp. 1-7.

""M. D. Garret, A. Fattaey. Curr. Opin. Genet. Dev. 1999, 9, 104-111.

"2 (a) . Florez. Farmacologia Humana, 5a edici6. Ed. Elsevier Masson. Barcelona, 2008. (b) D. S.
Fischer, M. Tish Knobf, H. J. Durivage, N. J. Beaulieu. Cancer Chemotherapy Handbook, 6a edicio. Ed.
Elsevier Mosby, 2003. (c¢) J. G. Hardman, L. E. Limbird, A. G. Gilman. Goodman & Gilman. Las bases
Jarmacolégicas de la terapéutica, 11a edicio. Ed. Interamericana McGraw Hill. Madrid, 2006.
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una severa disminucié de la limfa en persones exposades a gas mostassa, demostrant
que podria ser emprat per a tractar el limfoma."?

Dins els agents alquilants es distingeixen les mostasses nitrogenades
(ciclofosfamida, clorambucil, ifosfamida o melfalan) també les nitrourees (carmustina,
lomustina i estreptozocina), els alquilsulfonats (busulfan), les aziridines (tiotepan) i

altres (dacarbazina i temozolomida)."* Els derivats de plati també es consideren agents

alquilants.

> Antimetabolits

Inhibeixen la sintesi d’acids nucleics per una inhibici6 de diferents enzims que
intervenen en el procés de biosintesi. Actuen sobre la fase S del cicle cel-lular. N’hi ha
de tres classes: analegs de 1’acid folic (com el metotrexat), analegs de bases puriques
(com la 6-mercaptopurina) i analegs de bases pirimidiniques (com el S-fluorouracil i la

citarabina).

> Antimitotics

Actuen sobre el fus cel-lular provocant alteracions del sistema microtubular en
metafase 1 aixi bloquejant la mitosi. Son especifics de la fase M i1 sén anomenats fase-
dependents. En aquest grup hi figuren els taxans (com el paclitaxel), que modifiquen el
balang tubulina soluble/polimeritzada afavorint la polimeritzacié excessiva i la creacid
de microtubuls anormalment estables, i també els alcaloides de la Vinca sp. (vinblastina,
vincristina i vindesina) i els seus derivats semisintétics (vinorelbina i vinflunina)," que
contenen el nucli indolic en la seva estructura (Figura 7) i provoquen la desorganitzacid
del fus cel-lular. Mentre que la podofil-lotoxina es considera antimitotic perque s uneix

a la tubulina prevenint la formaci6 de microtabuls.

BL.s. Goodman, M. M. Wintrobe, W. Dameshek, M. J. Goodman, A. Gilman, M. T. McLennan. J. Am.
Med. Asoc. 1946, 132, 126-132.

'* Institut Catala d’Oncologia. Guia Farmacoterapéutica 2003 [en linia]. L’Hospitalet: Comissio
Farmacoterapéutica, 2003 [Consulta: 16 marg 2011]. Disponible a:
<http://www.iconcologia.net/comissio+farmacoterapeutica/index.htm>

"> R. Airley. Cancer Chemotherapy. Basic Science to the Clinic. Wiley-Blackwell: Cippenham, 2009; pp
100-102.
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Vincristina Ry = -CHO, Ry = -OAc, R3 = -CH3 R4 =-OH, R5 = -CH,CHj3
Vinblastina R] = —CH3’ Rz = -OAC, R3 = —CH3’ R4 = —OH, R5 = -CHzCH3
Vindesina Rl = -CH3’ R2 = -OH, R3 = -NHZ, R4 = -OH, R5 = -CH2CH3
Vinorelbina R] = —CH3’ R2 = -OAC, R3 = —CH3, R4 = -H, R5 = —CHzCH3
Vinﬂunina Rl = —CH3’ R2 = -OAC, R3 = -CH3’ R4 = -H, R5 = —CF2CH3

Figura 7. Alcaloides de la Vinca

> Els intercalants de ’ADN

Els agents intercalants, que tenen una estructura plana de 2, 3 o 4 anells. Els
principals agents dels quals son antibiotics citotoxics com les antraciclines, com la
(doxorubicina 1 mitoxantrona) i altres antibiotics com 1’actinomicina-D.

Els agents intercalants son farmacs que, gracies a que posseeixen anells plans,
s’insereixen entre parells de bases contigiies de la doble helix de ’ADN. Aixo provoca
una elongacio6 de I’helix i pertorba la seva estructura, replicacié i traduccié en ARN. La
formacid d’aquests complexos €s reversible, ja que la unid és una combinaci
d’interaccions electrostatiques, d’enlla¢ d’hidrogen, de van der Waals i factors
entropics, la qual cosa provoca un replegament i una distorsio local de I’estructura de

I’ADN.

> Els inhibidors de les topoisomerases

Les topoisomerases I i II sén enzims que relaxen les tensions de torsio de I’ADN
durant la replicacid, la transcripcio i la reparacié. La seva accid consisteix en trencar un
(topoisomerasa I) o dos filaments (topoisomerasa II) de la doble helix, els desencreuen i
els tornen a relligar. Els inhibidors de topoisomerases es lliguen als enzims i
impedeixen el relligament dels filaments, provocant aixi una aturada de la divisio
cel-lular en fase G2. Si els trencaments son massa nombrosos, la cél-lula no pot reparar-
los 1 mor.

La camptotecina va ser el primer compost d’origen natural en presentar una

inhibicio de la topoisomerasa I, perd la seva alta toxicitat no permet d’utilitzar-lo en
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terapia. Per modificacions moleculars han estat obtinguts sintéticament el topotecan i
I’irinotecan, que estan actualment comercialitzats. Dins aquest grup també trobem
I’edotecarina (Figura 8),'° que actualment es troba en assajos clinics de fase II.'” Aquest
¢s un farmac derivat de la rebecamicina, que manté semblanca estructural a

I’estaurosporina.

Rebecamicina Ry = -H, Ry = -OCH3; Rz =-H, Ry =-Cl
Edotecarina Ry = -NHCH(CH,OH), R, =-OH, R3 =-OH, R4 =-H

Figura 8. Rebecamicina i edotecarina

La topoisomerasa II constitueix un dels principals llocs d’accio dels
antitumorals. Entre els inhibidors de la topoisomerasa Il podem diferenciar els que
alhora son agents intercalants dels no-intercalants. Nombrosos intercalants de I’ADN
(acridines, antraciclines, actinomicina-D...) estableixen un complex ternari amb
topoisomerasa II-ADN, que provoca la ruptura de I’ADN 1, eventualment, la mort
cellular.

Al igual que els agents intercalants, els no intercalants com 1’etoposid 1 el
teniposid (Figura 9) causen fragmentacio reversible de I’ADN degut a la inhibicio de la
topoisomerasa II. Inhibeixen la sintesi d’ADN 1 d’ARN i provoquen una intensa

fragmentaci6 cromosomica.

' R. Airley. Cancer Chemotherapy. Basic Science to the Clinic. Wiley-Blackwell: Cippenham, 2009; pp
95-97.
'7J. Pinkas, B. A. Teicher. Biochem. Pharmacol. 2006, 72, 523-529.
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Figura 9. Inhibidors de topoisomerasa II derivats de podofil-lotoxina
> Altres compostos anticancerosos que contenen el nucli indolic

Mentre la rebecamicina és un inhibidor de topoisomerasa I, 1’estaurosporina i
derivats (com la 7-hidroxiestautosporina, en assajos clinics de fase I) tenen un

. o e . . . 18
mecanisme d’accio6 diferent com a inhibidors de proteines quinases (Figura 10).

Estaurosporina R = -H
7-Hidroxiestaurosporina (UCN-01) R = -OH

Figura 10. Estaurosporina i 7-hidroxiestaurosporina

'8 R. Airley. Cancer Chemotherapy. Basic Science to the Clinic. Wiley-Blackwell: Cippenham, 2009; pp
188-189.
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També trobem altres farmacs anticancerosos que contenen el nucli indolic, com
el bizelesin (Figura 11), actualment en fase preclinica.” El seu mecanisme d’accid té

lloc per uni6 al solc petit de la doble helix d’ADN.*
Cl H3C

NH
Y
N
It DR ARG tha
N N O
H H

Figura 11. Bizelesin

1.4. Disseny de nous antitumorals

1.4.1. El'lipticina i derivats

El progrés en el tractament del cancer requereix de nous agents antitumorals per
tal d’acaparar completament els diferents tipus de cancers amb Optima eficiéncia. Els
nous compostos es poden desenvolupar per diferents aproximacions, des de 1’eleccio
empirica fins al disseny racional: (a) de productes naturals, (b) per eleccié de compostos
preparats per altres finalitats, i (c) per hemisintesi o sintesi total emprant nous
descobriments biologics 1 les relacions estructura-activitat de compostos de potencial
interés conegut.”!

S’ha demostrat que 1’el-lipticina, un compost aillat originariament d’Ocrosia
elliptica Labill. (familia Apocinaceae),”® posseeix una elevada activitat
antiproliferativa.”® La seva estructura quimica consisteix en un esquelet tetraciclic
format de carbazole fusionat amb una piridina. L’ellipticina 1 els seus derivats
exerceixen els seus efectes citotoxics i1 antineoplastics a través d’un mecanisme

multimodal d’accid biologica (inhibicio de 1’ADN-topoisomerasa II, intercalacié a

' R. Airley. Cancer Chemotherapy. Basic Science to the Clinic. Wiley-Blackwell: Cippenham, 2009; pp
92-93.

2%'S. M. Nelson, L. R. Ferguson, W. A. Denny. Mutat. Res. 2007, 623, 24-40.

21 a) T.-W. Doyle. En Cancer and Chemotherapy; S. T. Crooke, A. W. Prestayko Eds.; Academic Press:
New York, 1980; Vol. 1, pp 295-305. (b) S. K. Carter, M. T. Bakowski, K. Hellmann. En Chemotherapy
of Cancer, 3rd edition. John Wiley & Sons: New York, 1987; pp 43-52. (c¢) W. J. Slichenmyer, E. K.
Rowinsky, R. C. Donehower, S. H. Kaufmann. J. Natl. Cancer Inst. 1993, 85, 271-278.

**8. Goodwin, A. F. Smith, E. C. Horning. J. Am. Chem. Soc. 1959, 81, 1903-1908.

» (a) S. K. Sengupta. Topoisomerase II inhibitors. En Cancer Chemotherapeutic Agents; W. O. Foye Ed.;
American Chemical Society: Washington, D. C., 1995; pp 246-250. (b) W. O. Foye, S. K. Sengupta.
Cancer Chemotherapy. En Principles of Medicinal Chemistry; W. O. Foye Ed.; American Chemical
Society: Washington, D. C., 1995; chapter 37, pp 822-845. (c) C. W. Mosher, O. P. Greus, E. M. Acton,
L. Goodman. J. Med. Chem. 1966, 9, 237-241. (d) K. W. Kohn, M. J. Waring, D. Galubiger, C. A.
Friedman. Cancer Res. 1975, 35, 71-76.
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I’ADN, uni6 covalent a ’ADN 1 generacié de radicals lliures citotoxics mitjangant
reaccions d’oxidacié-reduccié).** S’ha descrit també que moltes salts quaternaries
d’ellipticiniums (datel-liptium, pazel-lipticina 1 altres) posseeixen elevada activitat
citotoxica.”>*° Els substituents hidrofilics que contenen datel-liptum i pazel-lipticina fan

augmentar-ne la solubilitat en aigua 1 milloren la biodisponibilitat (Figura 12).

!
L

2HCI D= 3HCI

Tz
)
Q

&

Ellipticina: R, = -H, Ry = -H Retel liptina Pazel-liptina
Elliptinium: Ry = -OH, R, = -CH;,
Datel'liptium: R] = -OH, Rz = -(CHz)z-N(Csz)z

Figura 12. El'lipticina i derivats

La sal més freqiientment estudiada és 1’acetat de 9-hidroxi-2-metilel-lipticina
(el-liptinium o cel-liptium®™), és un conegut agent antileucémic.”’ Els estudis clinics
també s’han centrat en els analegs que posseeixen cadenes basiques: el clorur de 2-(2-
dietilamino)etil-9-hidroxiel-lipticina  (datel-liptium),”> el clorhidrat de I’1-[(3-
dietilamino)propilJamino-9-metoxiel-lipticina (retel-liptina),” aixi com un dels derivats
del tipus 9-azael lipticina (pazel-liptina),” la qual ha demostrat una excellent activitat
antineoplastica.

En general, aquests compostos, que presenten una cadena lateral en la posicio

C-1, presenten una activitat contra la leucemia L1210 més elevada que els compostos

24 (a) J. Jurayj, R. D. Haugwitz, R. K. Varma, K. D. Paull, J. F. Barret, M. Cushman. J. Med. Chem. 1994,
37,2190-2197. (b) M. Sainsbury. Ellipticines. En Chemistry of Antitumor Agents; Wilman, D. E. V., Ed.;
Chapman and Hall: New York, 1990; pp 410-435.

5. Auclair, A. Pierre, E. Voisin, O. Pepin, S. Cros, C. Colas, J. M. Saucier, B. Verschuere, P. Gros, C.
Paoletti. Cancer Res. 1987, 47, 6254-6261.

V. Pierson, A. Pierre, Y. Pommier, P. Gros. Cancer Res. 1988, 48, 1404-1409.

" (a) J. Ronéssé, M. Spielman, F. Turpin, T. Le Chavalier, M. Azab, J. M. Mondésir. Eur. J. Cancer.
1993, 29, 856-859. (b) M. Ohashi, T. Oki. Exp. Op. Ther. Patents. 1996, 6, 1285-1294.

B G. Hagais, P. Dumont, O. Pépin, O. Gros, P. Gros. Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 1989, 30, 617.

# M. J. Vilarem, J. F. Rion, E. Multon, M. P. Gras, C. J. Larsen. Biochem. Pharm. 1986, 35, 2087-95.
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originaris.®® Aixi, les cadenes basiques semblen tenir un paper clau, ja sigui
incrementant o bé conferint propietats antitumorals.

La diversitat de variacions estructurals en aquestes el-lipticines de segona
generacid continua essent un repte pels quimics sintétics, mentre que les activitats
farmacologiques que han revelat les el-/ipticines mantenen 1’atraccid de bioquimics 1
farmacolegs.

Aquests compostos antitumorals son clinicament efectius, tot i que poden
provocar greus reaccions adverses. La toxicitat de la gran majoria d’agents antitumorals,
sols o en terapia combinada, és la rad del seu us restringit. Problemes com aquest
motiven la recerca de nous compostos. S’han fet grans esforcos en la recerca de nous
agents anticancerosos per a poder el-lucidar relacions estructura-activitat i establir-ne els
requisits estructurals.

La preseéncia de lactones policicliques en una amplia varietat de compostos
antineoplastics d’origen natural o sintétic’' van conduir al nostre grup de recerca i en
treballs anteriors a introduir aquesta estructura en una nova linia de recerca. Dins el
camp dels citotoxics €s conegut que compostos que contenen un anell de butirolactona
fusionat a sistemes policiclics, com la podofil-lotoxina®® o els seus analegs semisintétics

N e g .\ . 733 . . . . . . .
etoposid 1 teniposid,”” mostren interessants activitats citotoxiques i antitumorals.

1.4.2. Antecedents

Les relacions estructura-activitat d’inhibicié de la topoisomerasa II encara no
estan ben establertes, 1 la recerca de nous agents d’aquest tipus resulta d’especial
interes.

Préviament en el grup de treball, s’han estudiat les 1,4-
benzodioxinoisoquinolines dissenyades i sintetitzades com a analegs de 1’ellipticina.**

Aquestes deriven formalment de la substitucié de 1’indole per la subunitat de 2,3-

%% (a) C. Ducrocq, E. Bisagni, C. Rivalle, J.-M. Lhoste. J. Chem. Soc. Perkin Trans. I 1979, 142-145. (b)
V. Pierson, A. Pierre, Y. Pommier, P. Gros. Cancer Res. 1988, 48, 1404-1409.

31 (a) J. R. Tormo, E. Estornell, T. Gallardo, M. C. Gonzalez, S. Granell, D. Cortés, M. C. Zafra-Polo.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 681-684. (b) A. Quintero, A. Pelcastre, J. D. Solano. J. Pharm.
Pharmaceut. Sci. 1999, 2, 108-112.

32 (a) F. Zavala, D. Guenard, J.-P. Robin, E. Brown. J. Med. Chem. 1980, 23, 546-549. (b) A. R. Beard,
M. G. B. Drew, P. Hilgard, B. D. Hudson, J. Mann, S. Neidle, L. F. T. Wong. Anticancer Drug Des.
1987, 2, 257-252.

33 T. Terada, K. Fujimoto, M. Nomura, J. Yamashita, K. Wierzba, R. Yamazaki, J. Shibata, Y. Sugimoto,
Y. Yamada. J. Med. Chem. 1993, 36, 1689-1699.

3 (a) M. D. Pujol, M. Romero, 1. Sanchez. Curr. Med. Chem.. Anti-Cancer Agents 2005, 5, 215-239. (b)
N. Ruiz, P. Bouyssou, J. C. Maurizis, J. C. Madelmont, G. Coudert. Heterocycl. Commun. 1997, 3, 509-
514.
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dihidro-1,4-benzodioxi. Aquesta substitucid ens va conduir a analegs que retenen una
notable activitat citotoxica in vitro. Estructuralment contenen un atom de nitrogen basic
adequat per a la intercalacié a ’ADN. A pH fisiologic, aquests compostos es troben
ionitzats 1 presentaran interaccions ioniques amb la diana terapeutica. Aquesta linia de
treball tenia per objectiu determinar I’efecte de la introduccié d’un anell neutre de
lactona enlloc del de piridina. Per aix0, es va preparar un nou sistema tetraciclic
consistent en un esquelet de 2,3-dihidro-1,4-benzodioxi fusionat amb una
benzofuranona per tal d’accedir a 2,3-dihidroisobenzofuran[5,6-b][1,4]benzodioxins.
L’objectiu d’aquest estudi va ser establir els requeriments estructurals d’aquests nous
compostos 1 determinar la tolerancia estructural de ’activitat citotoxica en cultiu de
cél-lules canceroses.>

Es va centrar 1’atenci6 en I’anell de lactona degut a la seva preséncia en
epipodofil-lotoxines, com 1’etoposid o el teniposid, i en altres inhibidors de la
topoisomerasa II. El nucli de 2,3-dihidro-1,4-benzodioxina es va elegir com a bioisoster
heterociclic de I’indole present en 1’el./ipticina. Els estudis de relacions estructura-
activitat (SAR) i les determinacions tedriques de parametres rellevants per a 1’activitat

citotoxica son de gran ajuda per al disseny i desenvolupament de nous compostos.

1.5. Relacions estructura—activitat

Nombrosos estudis experimentals indiquen que la mida, la forma i la planaritat
de I’el'lipticina 1 derivats son factors importants pel seu mecanisme d’accio citotoxic i
la seva activitat antitumoral.’® A més a més, també cal tenir en compte les propietats
acid-base. Les activitats farmacologiques dels farmacs depenen de les seves
interaccions. S’espera que siguin significativament diferents en estructures capaces
d’ionitzar-se i en estructures neutres.>’

L’analisi de similitud detallat va mostrar que existeix una remarcable

coincidéncia entre els nuclis de 1’1-oxo-3(H)-isobenzofuran[5,6-b][1,4]benzodioxi i de

3 M. Romero, P. Renard, D. H. Caignard, G. Atassi, X. Solans, P. Constants, C. Bailly, M. D. Pujol. J.
Med. Chem. 2007, 50, 294-307.

3% (a) C. Auclair. Arch. Biochem. Biophys. 1987, 259, 1-14. (b) M.-A. Schwaller, G. Dodin, J. Aubard.
Biopolymers 1996, 50, 510-527. (¢) O. Mauffret, B. Rene, O. Convert, M. Monnot, E. Lescot, S.
Fernandjian. Biopolymers 1991, 31, 1325-1341.

37 (a) G. Dodin, M. A. Schwaller, J. Aubard, C. Paoletti. Eur. J. Biochem. 1988, 176, 371-376. (b) I.
Aubard, G. Levi, J. Pantigny, J. P. Marsault, G. Dodin, M. A. Schwaller. Spec. Publ.-R. Soc. Chem. 1991,
94, 385-386. (c) A. Canals, M. Purciolas, J. Aymani, M. Coll. Acta Crystallogr. Sect. D 2005, 61, 1009-
1012. (d) J. J. V. Cirino, P. Belletato, S. Dantas, L. Ribeiro, G. R. Ferreira, H. F. dos Santos. Quim. Nova
2005, 28, 30-36.
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el-lipticina. Es important remarcar que, en el treball citat,” només es va estudiat el
comportament del sistema tetraciclic, sense tenir en compte els susbtituents alquilics.
Ambdues geometries son gairebé planars.

Es van assajar in vitro totes les lactones preparades en aquell estudi (compostos
1 — 19)* per la seva capacitat d’inhibir el creixement de cultius de L1210 (leucémia
murina) i HT-29 (carcinoma de colon huma).** També es va considerar la fase del cicle
sobre la qual actuen (en la linia L1210). Els resultats s’expressen en valors d’ICs
(mitjana d’almenys 4 determinacions per triplicat obtingudes en experiments
independents amb variacions menors al 5%) (veure Annex, Taula 1).

La lactona 4a (Figura 13) va ser també avaluada en 60 linies tumorals a 'NCI
(National Cancer Institute, MD).*’ L’activitat citotoxica d’aquests compostos es va
comparar amb I’activitat de I’ellipticina i la doxorrubicina (Adriamicina™). Aquestes
van ser elegides com a referéncies per la seva similitud estructural i per les seves

cadenes laterals voluminoses respectivament.

. CH
6 4 3
7 O
B D 02
8
(0) 1
9 10 li{ o)

Lactona 4a: R = -(CH,);CH; (ICso = 0,58 uM)
Lactona 5a: R = -(CH,),CH; (ICso = 0,12 uM)
Lactona 6a: R = -(CH,)sCH; (ICso = 0,38 uM)
Lactona 13a: R = -(CH,)sCN (ICso = 0,12 uM)

Figura 13. Lactones que van presentar major citotoxicitat per a HT-29

Alguns d’aquests compostos posseeixen una activitat citotoxica important a
concentracions micromolars. L’analisi d’SAR, porta a considerar quatre caracteristiques

o requisits estructurals: (a) la preséncia de substituents a I’anell A, (b) la naturalesa dels

¥ Aquesta numeracié de compostos 1-19 fa referéncia a la que consta en I’article citat (referéncia 20) i no
a la numeraci6 de compostos presents en aquesta memoria.

39 (a) A. Bermejo, I. Andreu, F. Suvire, S. Léonce, D. H. Caignard, P. Renard, A. Pierre, R. D. Enriz, D.
Cortés, N. Cabedo. J. Med. Chem. 2002, 45, 5058-5068. (b) E. Melliou, P. Magiatis, S. Mitaku, A.-L.
Skaltsounis, A. Pierre, G. Atassi, P. Renard. Bioorg. Med. Chem. 2001, 9, 607-612. (c) J. M. Wu, F. Shan,
G. S. Wu, Y. Li, J. Ding, D. Xiao, J. X. Han, G. Atassi, S. Léonce, D. H. Caignard, P. Renard. Eur. J.
Med. Chem. 2001, 36, 469-479. (d) A. Pierre, T. A. Dunn, L. Kraus-Berthier, S. Léonce, D. Saint-Dizier,
G. Regnier, A. Dhainaut, J. P. Bizzari, G. Atassi. Invest. New Drugs 1992, 10, 137-141. (e) C. Bojarski,
A. H. Gitter, K. Bendfeldt, J. Mankertz, H. Schmitz, S. Wagner, M. Fromm, J. D. Schulzke. J. Physiol.
2001, 535, 541-552.

* El disseny experimental i les dades publicament accessibles (incloent els resultants del compost descrit)
es troben disponibles a http://dtp.nci.nih.gov/yacds/default.html.
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substituents de 1’anell C, (c) posicid dels substituents de 1’anell C, 1 (d) la naturalesa de
I’anell D.

Primer, respecte als substituents de 1’anell A, en general, la substitucié d’H per
un metoxi disminueix 1’activitat. En altres treballs relacionats amb I’el-lipticina, els
compostos amb un grup metoxi en I’anell A, mostren més citotoxicitat que els no
substituits.*’

Generalment, aquests compostos son més potents contra la linia HT-29 que
contra la leucemia L1210, molts d’ells mostren selectivitat per HT-29. La millor
activitat citotoxica és la del compost amb una cadena pentil al C-11 1 un metil al C-4. La
introduccio de substituents amb menys de quatre C o més de 6 C a la posicié C-11
disminueix I’activitat citotoxica. A més a més, els compostos amb la cadena alquilica al
mateix costat que el grup carbonil de la lactona (série a, cadena sobre C-11) séon més
actius que els compostos amb la cadena sobre C-4 (série b). Particularment remarcable
¢s la citotoxicitat de les lactones 4a 1 5a (amb cadenes de butil i1 pentil sobre C-11,
respectivament) en la linia cel-lular HT-29 (ICsy = 5,8-10'7 M i ICsy = 1,2~10'7 M,
respectivament) i també 1’elevada selectivitat per la fase G, del cicle cel-lular (indueixen
I’acumulacié d’un 67 1 80% de cel-lules a la fase G,/M, respectivament).

L’activitat sembla dependent del nombre de metilens en la cadena lateral de la
posicié6 C-11 i de la naturalesa d’aquests substituents. Es interessant estudiar la
introduccid de diferents funcions en les cadenes laterals. Es pot veure que 13a té major
activitat que els compostos amb cadenes no-funcionalitzades sobre L1210. Mentre la
introducci6 d’un grup nitril en la cadena lateral C-11 augmenta I’activitat, la introduccid
de funcions polars com un acid carboxilic o amines primaries produeix una forta
disminucié de I’activitat, tot i que les amines secundaries son més actives que les
primaries. Per altra banda, la introduccié de substituents ramificats en la posiciéo C-11
disminueix I’activitat més de 10 vegades.

La presencia de dues cadenes laterals llargues i flexibles en C-4 1 C-11 de la
lactona tetraciclica, condueix a la inactivitat del compost. Aquest fet es podria explicar
per I’augment de la lipofilia i pel volum que conjuntament arriben a dificultar la unio6
amb la diana biologica.

Els compostos 4a, 5a, 6a i 13a van ser els més prometedors per la seva marcada

activitat contra linies cel-lulars d’L1210 1 HT-29. El compost 13a posseeix potent

*1J.B. Le Pecq, N. Dat-Xuong, C. Gosse, C. Paoletti. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1974, 71, 5078-5082.
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activitat contra ambdues linies tumorals 1, particularment, la seva activitat citotoxica
contra HT-29 (ICsy = 0,12 uM) és major que I’ Adriamicina® (ICsy = 0,48 uM) o
el lipticina (ICso = 14,9 uM).

La influéncia favorable sobre ’activitat citotoxica de la presencia d’una cadena
alquilica lipofila no s’havia mencionat abans en cap estudi sobre antitumorals. De fet, la
introduccié de cadenes polars que augmentin la solubilitat i les interaccions biologiques
¢s molt més coneguda.

Alguns d’aquests compostos (4a, 5a, 6a) poden bloquejar la progressio del cicle
cel'lular de L1210 en la fase G2/M, igual que I’Adriamicina,” mentre que 13a actua
sobre la fase 8 N.

En resum, la preséncia d’una cadena alquilica en C-11 sembla ser un important
requeriment estructural per a 1’activitat citotoxica en aquestes series. La cadena optima
per a I’activitat és la que conté cinc carbonis lineals (Figures 14 i 15). La preséncia d’un
grup ciano, acid carboxilic 0 amino en la cadena lateral t¢ una marcada influéncia en
’activitat. Considerant les substitucions de la cadena lateral sobre C-11, sembla que
febles modificacions estructurals son responsables de les diferéncies d’activitat, i que
aquestes series 1 les séries de derivats d’el-lipticina no son comparables en termes de
relacions estructura-activitat. Tot i la interessant activitat d’aquestes lactones, el seu
mecanisme d’accio tant a nivell cel-lular com a nivell molecular encara no ha estat
establert.

D’entre tots aquests compostos, I’NCI va seleccionar el 4a (NSC: 707690-M/1)
per avaluar-lo en 60 linies cel-lulars derivades de vuit tipus de cancers diferents. Només
va mostrar una lleugera selectivitat pel cancer de colon a les concentracions assajades.
Els valors de citotoxicitat van confirmar els valors proporcionats per 1’Institute de
Recherches Servier (proves realitzades pel conegut farmacoleg G. Atassi).

En D’analisi de 4a mitjancant COMPARE™ en la base de dades de compostos
antitumorals de I’NCI, el coeficient de correlacid de la determinacidé de Peterson €s no
significatiu (P > 100). La diana biologica d’aquests compostos no es coneix, i I’estudi

es va continuar amb proves biologiques addicionals. En estudis duts a terme pel grup

42 (a) K. D. Paull, C. M. Lin, L. Malspeis, E. Hamel. Cancer Res. 1992, 52, 3892-3900. (b) R. Bai, K. D.
Paull, C. L. Herald, L. Malspeis, G. R. Pettit, E. Hamel. J. Biol. Chem. 1991, 266, 15882-15889. (c) S. A.
Schepartz. Prediction of Biochemical Mechanism of Action from the /n Vitro Antitumor Screen of the
National Cancer Institute. En Cancer Chemotherapeutic Agents, 1 edition. W. O. Foye, Ed.; American
Chemical Society: Washington D.C., 1995; pp 9-46.
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del Dr. C. Bailly de Laboratoris Sanofi (Toulousse), no es va detectar unié a I’ ADN**

ni inhibicié de les topoisomerases I*’ ni IL*® confirmant els resultats obtinguts amb
I’analisi amb COMPARE. Aquests compostos no es correlacionen amb cap altra
compost de la base de dades de I’'NCI, suggerint un nou mecanisme d’accid propi.

Les relacions estructura-activitat permeten refinar els requeriments estructurals
d’aquesta serie de compostos dioxigenats. L’anell de lactona sembla essencial per a la
citotoxicitat, 1 la substitucié pel de tiolactona provoca inactivitat. Pel que fa a les
cadenes laterals, la substitucid en C-11 condueix a un augment de 1’activitat respecte la
substitucid sobre C-4. Finalment, aquest estudi d’SAR indica que el millor substituent
posseeix una cadena lineal de pentil (5a) o bé un cianopentil (/3a), ambdos lipofils.
L’activitat citotoxica d’aquests compostos €&s quantitativament comparable a
I’el-lipticina natural, perd mostren un mecanisme d’accid diferent i les caracteristiques
estructurals que influeixen en 1’activitat antitumoral sén també diferents.

Els compostos 4a, 5a 1 13a es consideren caps de série per a futures
modificacions estructurals. Els resultats d’aquest estudi proporcionen informacid

d’utilitat per al disseny de noves classes d’agents citotoxics.

R
6 (5) 4 3
7
B D 02
8
1
Ri 9 ?0 1
R, 0

Figura 14. Série de lactones tetracicliques derivades de ’el-lipticina

8. Bailly, J. Kluza, C. Martin, T. Ellis, M. J. Waring. DNase I Footprinting of Small Molecule Binding
Sites on DNA. In DNA Synthesis: Methods and Protocols. En Methods in Mol. Biol.; P. Herdewijn, Ed.;
Humana Press: Totowa, NJ, 2004; Vol. 288, pp 319-342.

* P Fosse, B. Rene, M. Charra, C. Paoletti, J. M. Saucier. Mol. Pharmacol. 1992, 42, 590-595.

* C: Bailly. Meth. Enzymol. 2001, 340, 610-623.

% C. Bailly, R. K. Arafa, F. A. Tanious, W. Laine, C. Tardy, A. Lansiaux, P. Colson, D. W. Boykin, W.
D. Wilson. Biochemistry 2005, 44, 1941-1952.
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1. Introduccio

Rl =-H
Série a: R, = n-alquil, Ry = -CH;,
Série b: R, = -CHj;, R; = n-alquil

" SeresaHT-
Series a L1210

7 Series bHT-29

} Series b L1210

Figura 15. Grafic dels resultats obtinguts per a la série de lactones derivades de el lipticina
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2. Objectius

A continuacié s’indiquen els compostos que formen part d’aquest primer

objectiu:
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2. Objectius

20n objectiu

En tot moment 1’eix principal del treball gira al voltant de la posada al punt 1
I’estudi de les diferents rutes sintetiques plantejades per assumir el primer objectiu.
Aixi, en aquest segon objectiu, cal plantejar el disseny de metodologies sintetiques que
ens permetin accedir de manera eficient als diens furoindolics, precursors clau per a la
sintesi dels compostos tetraciclics esmentats en el primer objectiu. En un primer lloc
s’estableix una ruta sintética a partir de I’acid indole-2-carboxilic (ruta A). També es
proposen d’altres rutes a partir del propi nucli indolic (ruta B). Es posa especial émfasi
en I’estudi de la reactivitat i en 1’estabilitat dels intermediaris implicats 1 aillats de les

diferents rutes sintetiques.

a90
H
Ry
1-15
U Ruta A
IN|
70
2 =00, = 00
NS} N~ ~COOH N~ ~COOH
2 I H
0=S=0 0=S=0
22
\ Rs R; )
16.R; =R, =-CH; R3=-H 20.R3=-H
17. Rl = R2 = —CH3’ R3 = -OCH3 21. R3 = 'OCH?)

18.R; =-Bu, R, =-CH; R3;=-H
19. Rl = —CH3’ R2 = —Bu, R3 = -OCH3

33



2. Objectius

Ruta B
R, 0
R
~ 0
_ — \ — %
N Ry N N
0=S=0 0=$=0 N
30 (indole)
OCH;3 OCHj
17.R; =R, =-CHs 27.R=-CH,
19. Rl = -CH3, R2 =-Bu 28. R i -Bu .
23.R; =-Bu, R, =-CH; 29. R = -Pentil

24. Rl = -CH3, R2 = -Pentil
25. R] = -Pentil, R2 = -CH3
26. Rl = -CH3’ R2 = -Hexil

3er objectiu

L’estudi detallat de les diferents etapes de la sintesi dels furoindoles ens va
conduir a considerar la preparacid de derivats indolics en fase solida a partir del 4-
fluoro-3-nitrobenzoat, constituint la base del tercer objectiu d’aquest treball. Aquesta

part del treball es va realitzar a la Universitat d’Huddersfield durant una estada de sis

mesos (gener-juny 2009).
o
CH,
F varies etapes ’ CH;
O —_——
O NO, HOOC N
0 OH
31-R 32

4rt objectiu

Relacionat amb 1’avaluacio de 1’activitat citotoxica i aprofitant I’experiéncia en
espectrometria de masses del grup de la Universitat d’Huddersfield va sorgir I'altim
objectiu que consisteix en 1’aplicacié de 1’espectrometria de masses d’alta resolucio

acoblada a cromatografia de liquids d’alta pressi6 (HPLC-MS) per al disseny d’un nou
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2. Objectius

metode d’avaluacié d’inhibidors de CDK4/6. Les quinases catalitzen la fosforilacio de
pRb, factor que activa la proliferacid cel-lular. Molts inhibidors de quinases
interfereixen en aquest procés de fosforilacié inhibint la proliferacié cel-lular i per tant
poden esser d’utilitat pel tractament de tumors. La determinacio del factor pRb 1 pRb-
fosforilat per técniques d’espectrometria de masses pot constituir un nou metode per a

’avaluacié de compostos inhibidors de quinases.

Monitoritzacié per HPLC-MS

___________________________________________

J/ inhibidors .

ATP l ADP
CDK4-ciclina D

CDKG6-ciclina D

Proliferacio
- cel-lular

v actiu inactiu ,
\

Fosfatasa PP1

PP;

Finalment s’avaluara D’activitat citotoxica en diferents linees cel-lulars dels

sistemes tetraciclics preparats i es relacionara amb 1’estructura quimica.
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3. Discussio teorica

3.1. Preparacio de compostos tetraciclics que contenen el nucli indolic

en la seva estructura
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47 0. Middel, H. J. Woerdenbag, W. v. Uden, A. v. Oeveren, J. F. G. A. Jansen, B. L. Feringa, A. W. T.
Konnings, N. Pras, R. M. Kellogg. J. Med. Chem. 1995, 38, 2112-2118.
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3. Discussio teorica

3.1.1. Analisi retrosintética per als sistemes tetraciclics indolics

Per a la preparacié dels compostos tetraciclics 1-15 es va plantejar la segiient

analisi retrosintética (Esquema 2):

OH
AN
Ry
%7 N (0]
740
— — 22
N
\
R3 \
1-15 16-19, 23-26

84, 121-122
Esquema 2. Retrosintesi dels sistemes tetraciclics

Per a la sintesi, interessa partir de compostos assequibles comercialment (22 i

84) o bé de facil i economica preparacio (121 1 122).

3.1.2. Preparacio de les lactones 1a-5a i 1b-5b

La reaccié de Diels-Alder va ser descoberta pels quimics alemanys Otto Diels i
Kurt Alder el 1928 i per la que varen obtenir el premi Nobel el 1950. Es una reaccié de
cicloaddici6 1,4 de gran versatilitat i utilitat.

La reaccio d’addicié de Diels-Alder es duu a terme entre un di¢ conjugat
(sistema de 4 electrons ) i un compost amb un doble enlla¢ (sistema de 2 electrons m).
En aquesta reaccid es formen dos nous enllagos ¢ a partir dels dos enllacos n del di¢ i

del dienofil (Esquema 3). Si el di¢ és un sistema ciclic, I’adducte resultant és un bicicle

(Esquema 4).
_ X X
+ | .
X Y Y
2 enllagos 1 enllag 7 1 enllag 7

2 enllacos G
Esquema 3. Cicloaddicio 4+2
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3. Discussio teorica

X X O x
—
2 ([ — L - X
s
Y Y Y
2 enllagos 1 enllag 1T 1 enllag &

2 enllagos ¢

Esquema 4. Cicloaddici6 4+2 quan el di¢ és un cicle

Els enllagos ¢ son més forts que els m 1 aix0 afavoreix energéticament la
formaci6 de I’adducte de la cicloaddicié de Diels-Alder. El propi Alder va especificar
que els substituents atraients d’electrons del dienofil i els grups donadors del die
afavoreixen I’addicio.

Tant el di¢ com el dienofil estan involucrats en 1’estat de transicio. Els orbitals ©
del di¢ i1 del dienofil es superposen abans de la reaccid, per aixo €s un requisit que el di¢
adopti la conformacié s-cis. El mecanisme proposat i acceptat, avui en dia en base als
resultats estereoquimics 1 cingtics, implica la formacié 1 trencament simultanis
d’enllagos en 1’estat de transicio, €s a dir, es tracte d’un procés concertat.

La utilitzacié de diens de tipus isobenzofuran és bastant coneguda,48 perd no
s’han trobat referéncies respecte a la reaccié amb lactones com a dienofils,” tret dels

treballs propis del nostre grup.

* 0. C. Kappe, S. S. Murphree, A. Padwa. Tetrahedron 1997, 53, 14179-14233.
* E. Wenkert, P. D. R. Moeller, S. R. Piettre. J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 7188-7194.
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0 (a) B. A. Anderson, W. D. Wulff, A. Rahm. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 4602-4611. (b) D. C.

Harrowven. Tetrahedron 1993, 49, 9039-9048.

> (a) A. Pelter, R. S. Ward, N. P. Storer. Tetrahedron 1994, 50, 10829-10838. (b) R. van Speybroeck, H.
Guo, J. van der Eyken, M. Vandewalle. Tetrahedron 1991, 47, 4675-4682. (c¢) S. B. Hadimani, R. P.

Tanjure, S. V. Bhat. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 4791-4794.
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3. Discussio teorica

malauradament en cap cas de les condicions assajades fou possible el seu aillament
probablement degut a problemes de solubilitat en els medis emprats.

Aquests resultats ens varen dur a considerar d’altres alternatives com la
cicloaddicié amb maleat de dimetil. Simultaniament, es va estimar convenient 1’addicio
de I’acid de Lewis com a catalitzador. D’aquesta forma, sota agitacio, en condicions
d’alta temperatura (90 °C) i operant dins un sistema tancat per mantenir una lleugera
pressio interna, s’obté 1’adducte 1,4-epoxid 40 amb rendiments quantitatius (Esquema
8). La preséncia de senyals de CH a 56,1 i 58,0 ppm en I'RMN-"°C, atribuibles als
carbonis C-2 1 C-3, 1 de senyals de C a 85,4 1 88,8, corresponents als carbonis C-4 1 C-1,
conjuntament amb la senyal de 517,9 (M + NH,;)" obtinguda per cromatografia de
gasos-espectrometria de masses, confirmen la formacié de 1’adducte intermediari 40

(Figures 161 17).

[COOCH3
H;C
CH; COOCH; H5G COOCH; 3 COOCH;
_ 42 A
P \ COOCH; COOCH;
R
0=S=0 0=8=0 0=5=0
OCH3 OCH3 OCH3
17 40 41

Esquema 8. Cicloaddicio entre el di¢ 17 i el maleat de dimetil 42
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g g g 2 30
I I
| |
- 10
-0
OCH; OCH, ) ' ' ' '
40 T T T T T T 3 T T T T T
2.1 2.0 1.9 41 29 28 27 26 25
f1 (ppm) f1 (ppm)
- 400
& I 3
| I g s [
|
| | 200
- 100
W’J -0
T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 20 19 18

f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 16. RMN-'H (a dalt a I’esquerra) i RMN-"C (a baix) de les senyals més representatives de
I’adducte 40 i RMN-"H (a dalt a la dreta) del producte 41
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DEPCI5598 #83 RT: 0.89 AV: 1 NL: 1.28E7
T: + ¢ Full ms [ 60.00-800.00] (M +NH,)"
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Figura 17. Espectrometria de masses de 1’adducte 40 (a dalt) i del producte aromatitzat 41 (a baix)

-

Malgrat que el que ens interessa sigui el sistema tetraciclic aromatic, en treballs

anteriors del nostre grup s’ha estudiat 1’estereoquimica. En general, la reaccié de Diels-
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3. Discussio teorica

Alder condueix, en el cas de sistemes diénics amb pont, a una mescla d’estereoisomers

. 32 . fa, . ‘ <N
endo 1 exo.”” En el nostre cas, emprant dienofils simétrics, s’obté un sol estereoisomer.

L’espectre de proto presenta dos singlets diferents pels grups metils de cap de
pont (1,98 1 2,11 ppm) 1 sobre I’espectre de carboni-13 també apareixen dues senyals
diferents a 18,1 i 19,4 ppm. Per analogia amb compostos preparats préviament,”>*
I’adducte podria ser exo, encara que no podem confirmar aquest resultat amb les dades

analitiques obtingudes.

CH;
T~ RMN-'H: 3,37 ppm
RMN-'H: 3,54 ppm

RMN-'H: 1,66 ppm RMN-"C: 55,4 ppm
RMN-'H: 1,71 ppm
RMN-"C: 13,1 ppm

Una vegada coneguda la formacié de 1’adducte intermediari 40, es procedeix a la
transformacid en el corresponent anhidrid. En un primer assaig després d’eliminar
I’excés de maleat de dimetil per destil-lacid (p.eb. = 204-205 °C a pressio atmosferica)
s’obté un 40% del diéster corresponent aromatitzat i es recupera un 40% del di¢ de
partida procedent de la retro-Diels-Alder, que té lloc a temperatures elevades a les que

ha estat sotmesa la reaccié (Esquema 9).

52 (a) S. Chandrasekhar, S. K. Gorla. Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 92-98. (b) A. Menzek, A.
Altundas, U. Coruh, N. Akbulut, E. M. Vazquez Lopez, T. Hokelek, A. Erdonmez. Eur. J. Org. Chem.
2004, 1143-1148. (c) R. Packe-Wirth, V. Enkelmann. J. Mol. Struct. 1998, 448, 1-9.

> N. Ruiz. Synthése de composés polycycliques a structure benzodioxinique. Elaboration de dérivés a
activité antitumorale potentielle. Tesi doctoral 1995. U. Orleans — U. Barcelona.

> C. Bozzo. Estudis sintétics i de reactivitat de derivats 1,4-benzodioxinics. Aplicacions en la preparacio
de nous agents policiclics amb potencial antitumoral. Tesi doctoral, 1997. Universitat de Barcelona.
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6T Kochi, T. P. Tang, J. A. Ellman. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 6518-6519.

*"H. C. Brown, S. C. Kim, S. Krishnamurthy. J. Org. Chem. 1980, 45, 1-12.

*S.P. Forsey, D. Rajapaksa, N. J. Taylor, R. Rodrigo. J. Org. Chem. 1989, 54, 4280-4290.
> H. Tanaka, K. Ogasawara. Tetrahedron Lett. 2002, 43, 4417-4420.
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CONFIDENCIAL

3.2. Preparacio de furo[3,4-b]indoles

La familia dels o-quinodimetans: métodes sintetics

La familia dels o-quinodimetans son diens molt reactius que s’utilitzen
extensament en la formacio o preparacié d’una gran varietat de compostos policiclics
aromatics. A la literatura, es troben moltes referéncies bibliografiques que tracten de la
generaci6 i reactivitat de diversos o-xililens® i dels seus analegs heterociclics que
contenen un, dos o tres heteroatoms (Figura 18, estructures I), com sén els derivats

indc‘)lics,61 tiofénics,62 fura‘mics,63 benzofuranics® i també derivats d’1,4-benzodioxi.65

50'S. Inaba, R. M. Wehmeyer, M. W. Forkner, R. D. Rieke. J. Org. Chem. 1988, 53, 339-344.

8! U. Pindur, H. Erfanian-Abdoust. Chem. Rev. 1989, 89, 1681-1689.

2 D. J. Chadwick, A. Plant. Tetrahedron Lett. 1987, 28, 6085-6088.

6 K. J. Stone, M. M. Greenberg, S. C. Blackstock, J. A. Berson. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 3659-
3671.

4'S. B. Bedford, M. J. Begley, P. Cornwall, D. W. Knight. Synlett 1991, 627-629.

% N. Ruiz, M. D. Pujol, G. Guillaumet, G. Coudert. Tetrahedron Lett. 1992, 33, 2965-2968.
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Els isobenzofurans® i analegs (Figura 18, estructures IT) sén uns dels membres més
interessants de la familia d’o-quinodimetans i, com els anteriors, participen en reaccions
de cicloaddicié 4 + 2 inter- i intramoleculars. Dins dels analegs d’isobenzofurans es

67,68 tienofurans,68 1 també derivats d’1,4-benzodi0x1’.69 La

coneixen furoindoles,
manipulacié posterior dels cicloadductes amb pont d’oxigen, procedents d’una
cicloaddiciéo de Diels-Alder, és una bona via d’obtencié de derivats naftalénics i

sistemes policiclics aromatics relacionats.

X
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(/\/i estructures I
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Dins dels metodes coneguts de generacio d’isobenzofurans, els més populars 1
versatils son els que empren com a productes de partida derivats benzenoides
o-disubstituits i es passa per un precursor ftalanic que pot ésser o no aillat. Rodrigo i
col.%® van classificar aquests métodes seguin un criteri d’estat d’oxidaci6 dels precursors
1 de I’isobenzofuran. El tipus de producte de partida implicat en aquestes
transformacions, i també els intermediaris precursors dels diens de tipus isobenzofuran,

s’esquematitzen a la Taula 3.

66 R. Rodrigo. Tetrahedron 1988, 44, 2093-2135.

7 M. G. Saulnier, G. W. Gribble. Tetrahedron Lett. 1983, 24, 5435-5438

8 C. 0. Kappe, A. Padwa. J. Org. Chem. 1996, 61, 6166-6174.

% N. Ruiz, C. Buon, M. D. Pujol, G. Guillaumet, G. Coudert. Synth. Commun. 1996, 26, 2057-2066.
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Taula 3. Graus d’oxidacié dels precursors de diens tipus isobenzofuran
P P
Estat d’oxidacié roduc.te de .recurso‘r d‘e Isobenzofuran
partida tipus ftalanic
R R ORy R
el
+I | © | o 0
OH ~
R R R
(0] 0 R,0 OR, OR;/NR,
OR{/NR =
+IV | L | o | o CE?O
OH ~
R R R R
H R OR] OR]
(¢} =
H R ORl R
H 0 OR,
0 | =
+V | o 0 0

*R, Ry, R, = H, alquil o altres hidrocarburs.

Treballs previs d’obtencio dels diens furo[3,4-b][1,4]benzodioxins
Anteriorment en el grup, s’ha estudiat ampliament la sintesi d’o-quinodimetans
derivats de benzodioxa. El 2,3-dihidro-2,3-dimetilen-1,4-benzodioxi III (Figura 19)

53,65 -

havia estat sintetitzat 1 estudiat a la tesi d’N. Ruiz, 1, tot 1 ser un dié¢ molt reactiu, va

resultar un intermediari volatil 1 altament inestable.
X
O
11}
Figura 19. 2,3-dihidro-2,3-dimetilen-1,4-benzodioxi
Tot i que alguns intents d’obtencié de derivats substituits foren infructuosos,”® es

va aconseguir preparar 1’1,3-dimetilfuro[3,4-b][1,4]benzodioxi V, analeg furanic de

1’1,4-benzodioxi III, directament a partir de la lactona IV (Esquema 17).* Aquesta

"A. S. Capilla. Estudi sintétic d’intermedis per a l’obtencié de sistemes tetraciclics que contenen una
unitat d’1,4-benzodioxi. Tesina de Llicenciatura 1992, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona.
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aproximacié sintética general queda recollida a I’esquema proposat per Rodrigo®
(Taula 3, remarcat en negreta), on es fa patent el canvi d’estat d’oxidacid final en

I’isobenzofuran respecte al producte de partida.

O CH;
(0] (0]
=
L — O
~
(@) (0]
CHj; CHj;
v \%
Esquema 17. 2,3-dihidro-2,3-dimetilen-1,4-benzodioxi

En la present tesi, ens vam proposar seguir la ruta sintética del furobenzodioxi
repetint les condicions que ja havien estat posades a punt en anteriors treballs,” perd
sobre el nucli indolic i, paral-lelament, estudiar-ne la reactivitat. Sobre I’aplicacid
d’aquesta aproximacié general a 1’obtencio de diens de tipus isobenzofuran es troben
diversos exemples en la literatura. Els compostos més freqiientment descrits son els 1,3-
diarilbenzo[c]furans, que es poden preparar a partir d’arilftalides utilitzant reactius de
Grignard o bé organolitics.”" Es el cas de 1’1,3-difenilisobenzofuran VIII, la sintesi
s’assoleix amb bons rendiments en 1’addicié de clorur de fenilmagnesi sobre la
corresponent lactona VI (87%), ja que ’intermediari deshidrata en el medi de reaccio

donant lloc al corresponent di¢ VIII (Esquema 18).

0 CeHs OH CeHs
1) C6H5MgC1 _H20 —
0 - 0 |—— _0
2) H;0"
C¢Hs CeHs CeHs
VI - vil - VIII

Esquema 18. Sintesi de 1’1,3-difenilisobenzofuran VIII

Pel cas d’heterocicles, s’ha descrit la preparacid del pirroloindole X a partir de la
lactama IX per tractament d’aquesta amb metil-liti, segons la ruta sintetica descrita per

Anderson i col.”* (Esquema 19). Pero el rendiment d’obtenci6 de X no fou mai superior

' (a) M. S. Newman. J. Org. Chem. 1961, 26, 2630-2633. (b) J. A. Dodge, J. D. Bain, A. R. Chamberlin.
J. Org. Chem. 1990, 55, 4190-4198.

2 P. S. Anderson, M. E. Christy, C. D. Colton, W. Halczenco, G. S. Ponticello, K. L. Shepard. J. Org.
Chem. 1979, 44, 1519-1533.
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al 24% ja que en les condicions emprades no s’impedia I’obertura de I’anell lactamic ni,

per tant, la formacio de productes procedents de la seva hidrolisi.

0 CH,
\ N /\C6H5 MeLi /_ N /\C6H5
11-24%
II\I CH3 I|\I CH3
CeHs CeHs
IX X

Esquema 19. Sintesi del pirroindole X

Relacionat amb els antecedents exposats anteriorment en aquest apartat, en el
transcurs d’aquest treball de tesi doctoral s’ha dut a terme la preparacio dels diens 16-

19, que constitueix el segon objectiu d’aquesta memoria (Esquema 20).

0]
ruta A R ruta B R
\ OH 5 etapes /0 3 etapes \
N 8-22% _ 31-76% N
| —_— -~
—e=n O I
0=S=0 N R 0=S=0
R3
16-19, 23-26
20. RR= H OCH;
21. R=-0CH; 27-29

Esquema 20. Rutes de preparacid dels diens furoindolics 16-19 i 23-26
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3.2.1. Preparacio de furo[3,4-b]indoles: metode A
A continuacid, s’indica 1’analisi retrosintctica plantejada en un inici per a la

preparaci6 dels diens 16-19 (Esquema 21).

R, R, R,
2 0
— o, — o
N R3 N Rs N ©

H R, R,

sistemes policiclics 1-15 16-19 46-49
(Ir objectiu de la tesi) (2n objectiu de 1a tesi) H
R
% OH
OH X X
N O N 0 N 0
Rl R]
22 20, 21, 60-69 50-59

Esquema 21. Analisi retrosintétic per a la preparacid dels diens furoindolics 16-19

Es considera la possibilitat d’efectuar 1’alquilacié de la posicié 3 de 1’acid
indole-2-carboxilic 22, disponible comercialment, mitjangant la previa litiacié d’aquesta
posicidé. Aquest tipus de reaccions de transmetal-lacio, que es troben ampliament
descrites a la bibliografia, i que es basen en la transferéncia d’un metall des d’un reactiu
organometal-lic a un substrat tipus hidrocarbur que intercanvia un atom d’hidrogen unit
a carboni.” La facilitat amb la qual es produeix aquest intercanvi hidrogen-metall no
depén només del gradient d’acidesa establert entre els dos hidrocarburs implicats en la
reaccio, sin6 també en el caracter electropositiu del metall emprat. Els reactius alquil-
litics, solubles en solucions organiques etéries i sovint en solvents parafinics, i també
comercialment assequibles, sén dels més convenients per treballar-hi, tot i que avui en
dia existeix una amplia gamma de reactius organometal-lics comercials que faciliten el

treball sintétic.

7 N. S. Narasimhan, R. S. Mali. Synthesis 1983, 957-986.
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Assisténcia dels grups veins en la transmetal-lacié: o-metal-laci6 dirigida

El procés d’orto-metal-lacié dirigida (DoM) consisteix en la desproteccid d’un
atom de carboni orfo a un grup G que conté un heteroatom amb un parell d’electrons
sense compartir, generalment per mitja d’un reactiu alquil-litic, que dona lloc a una
especie orto-litiada. Aixo permet fer susbtitucions electrofiles de manera orfo-selectiva,
1 obtenir productes 1,2-disubstituits. Aquest procés €s una seqiliencia de tres etapes:
coordinacié de I’agregat (RLi), al grup G, desprotonacido per a donar espécies de

coordinaci6 orto-litiades 1 reaccid amb 1’electrofil (Esquema 22).

G G . G G
O =[] =) - o
n Li | n E

Esquema 22. Mecanisme d’orto-litiacio

Aquest fenomen és bastant general, 1 d’aquesta forma els heteroatoms (del grup
G) son capagos d’accelerar els intercanvis hidrogen-metall no només en substrats
aromatics, sin6 també en heterocicles, olefines, ciclopropans i substrats alifatics. Per tal
de tenir exit amb la desprotonacio, el grup G ha de tenir unes propietats, com €sser un
bon lloc de coordinacid per a I’alquil-litic 1 un centre electrofilic pobre per a 1’atac amb
aquesta base. L’impediment estéric (-CONEt,, oxazolina, -OCONEt,, -P(O)NR;), la
desactivacio de carrega (-CONR, -CSNR, imidazolina) o ambdues propietats
(-NCO,Bu, -NCO7Bu), es poden incorporar en el disseny d’un bon grup orfo-dirigent.
Segons queda recollit en la literatura, * I’eficiéncia dels grups orfo-dirigents és molt
variable: un ordre aproximat de jerarquia d’aquests en funcid de la seva facilitat per a
afavorir I’orto-litiacié en condicions classiques, emprant THF com a dissolvent i a
temperatura aproximada de -78 °C, es mostra a la Taula 4.

Es troben diversos exemples en la literatura, on s’empren N,N -dietilamides com
a grups dirigents de 1’orfo-metal-lacié en sistemes aromatics, sovint utilitzant ferz-butil-
liti o sec-butil-liti-TMEDA com a base.””*"""*7 L es amides han demostrat donar alts

rendiments i elevada regioselectivitat en reaccions de metal-lacié 1 conseqiient

™V, Snieckus. Bull. Soc. Chim. Fr. 1988, 67-78.

"'V, Snieckus. Chem. Rev. 1990, 879-933.

6 M. Khaldi, F. Chrétien, Y. Chapleur. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 401-404.

"7P. Beak, R. A. Brown. J. Org. Chem. 1982, 47, 34-46.

® M. Kauch, V. Snieckus, D. Hoope. J. Org. Chem. 2005, 70, 7149-7158.

" L. Barsky, H. W. Gschwend, J. McKenna, H. R. Rodriguez. J. Org. Chem. 1976, 41, 3651-3652.
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alquilacio, gracies a que son grups atraients d’electrons amb elevada capacitat de
coordinacid, resisténcia a 1’atac nucleofilic, 1 toleren molt bé les condicions fortament
basiques de la reaccio. Tot i que les N,N’-dialquilamides tenen la desavantatge, en
transformacions posterior, de la seva resisténcia a la hidrolisi, aquest grup pot ésser
hidrolitzat molt més rapid en reaccions termodinamicament afavorides, com reaccions
de ciclacié per a formar anells de 6 membres com quinones™ o, en el cas d’espécies

81

orto-hidroxialquilades, per a formar ftalides.” Les hidrazides, en canvi, son més

facilment transformables per oxidacio a acid carboxilic.

Taula 4. Poder orto-dirigent de susbtituents heterofuncionals tipics
A -NHN(CH3)2 d
a -OCON(CH,CHj3), -SO,C(CHjs); i
u CH; S
g N /N\CH m
m 'CON(CH2CH3)2 _</ CH3 \( 3 1
OLi
e (@] n
n N.__ O u
t -CH,N(CH;), -OCH,OCH; 7Ny TC(CHy)s e
a OLi i
-OCH; v X
-N(CHs), -F -CF,

Assajos previs amb N-metilindoles

En primer lloc, en el grup s’havia assajat I’alquilacio de la posicio 3 de I’acid
indolecarboxilic 60,** comercialment assequible, perd en cap de les diferents condicions
de reaccid dutes a terme es va detectar la preséncia d’indole-3-alquilat 70. En els casos

assajats s’obtenia el producte de partida o bé productes de descomposicio del mateix

(Esquema 23).
R
OH
1) Base
OH OH

THF, -78°C

A\ 4 A\

1\{ > 2) RCHO / 1\{ >

CH, CH,4
60 70. R = -CH,

Esquema 23. Assajos d’alquilacié de la posicid 3 de 1’acid indolecarboxilic 60

%0 X. Wang, V. Snieckus. Synlett 1990, 313-316.

8l (a) M. Watanabe, V. Snieckus. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 1457-1460. (b) M. P. Sibi, N. Altintas, V.
Snieckus. Tetrahedron 1984, 40, 4593-4596.

82 R. Silvestri, G. de Martino, G. la Regina, M. Artico, S. Massa, L. Vargiu, M. Mura, A. G. Loi, T.
Marceddu, P. la Colla. J. Med. Chem. 2003, 46, 2482-2493.
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En treballs previs del grup, donat el comportament de 1’acid 2-indolecarboxilic
(60) s’havien considerat alternatives a I’acid carboxilic com a grup orfo-dirigent. Aixi,
s’havien sintetitzat els corresponents derivats de 1’acid carboxilic: hidrazida (61),
amides (62-66) i éster (67). Aquests derivats s’havien preparat per tractament de 1’acid
60 dissolt en tolu¢ amb clorur de tionil a reflux, per a generar el clorur d’acid
corresponent. Aquest ultim, tractat, sense purificaciéo prévia, amb un excés de N,N -
dimetilhidrazina dissolta en diclorometa o bé amb d’altres nucleofils va conduir als

derivats 61-67 amb rendiments practicament quantitatius (Esquema 24).

OH X
AN 1) SOCI, / tolug AN

2) HX / CH,Cl,
N (0} N (6]

CHj \CH3

60 61. X = NHN(CH), (98%)
62. X = NHCH,CH; (99%)
63. X = N(CH,CHs), (98%)
64. X = NH(CH,),N(CHs), (92%)
65. X = N(CH,CH,),0 (95%)
66. X = NH, (98%)
67. X = O(CH,),N(CH,CH;), (98%)

Esquema 24. Derivatitzacio de 1’acid indolecarboxilic 60

El tractament de cadascun dels derivats anteriors amb 3 equivalents ~-BuLi en el
si de THF a — 78 °C i posterior addicié de ’aldehid adient va conduir als alcohols 50-53
amb rendiments acceptables, mentre que els alcohols 54-56 no es varen detectar en les

condicions assajades (Esquema 25 i Taula 5).

R
OH
X 1) +-BuLi/ TMEDA X
A\ THF / -78 °C _ A\
N 5 2) RCHO \ 5
CH, CH,

60. X =-OH 50. R = -CHj;, X = -NHN(CHj;),
61. X = -NHN(CH3;), 51. R = -CH;, X = -NHCH,CH;
62. X = -NHCH,CH; 52. R = -CH,, X = -N(CH,CH3),
63. X = -N(CH,CH), 53. R = -CH,, X = -NH(CH,),N(CH3),
64. X= -NH(CHQ)zN(CH3)2 54. R= -CH3, X= -N(CHchz)zo
65. X = -N(CH,CH,),0 55.R =-CHj;, X =-NH,
66. X = -NH, 56. R = -CH3, X = -O(CH,),N(CH,CH3),
67. X = -O(CH,),N(CH,CH;), 70.R = -CH;, X = -OH

Esquema 25. Preparaci6 dels alcohols 50-56 i 70

% M. Romero, M. D. Pujol. Synlett 2003, 2, 173-178.
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Tal com es despren de la Taula 2, resulta ser I’amida 62 la que condueix amb

millors rendiments a ’alcohol desitjat.

Taula 5. Orto-metal-lacio
X R Productes esperats Rt. (%)
-OH -CH; 70 -
-CH; 50 78
“NHN(CH,) altres altres™ 59 -85
-NHCH,CHj; -CH; 51 98
-N(CH,CHs), -CH; 52 70
-NH(CH,),N(CHj;), -CH; 53 24
/\
NP -CH; 54 -
(N-morfolina)
-NH, -CH; 55 -
-O(CH,;),N(CH,CHj3), -CH; 56 -

No obstant, cal fer esment a la dificultat mostrada per les amides per dur a terme
la hidrolisi. S’havien assajat diferents condicions, perd no es va aconseguir millorar
(Taula 6). Aquest problema havia portat a considerar les hidrazides com a productes
intermediaris per a 1’alquilacié de la posicio 3, tot i que no s’havia tingut constancia de

la seva aplicaci6 a nuclis indolics.

Taula 6. Assajos de lactonitzacio de les hidroxihidrazides 50-53

X (producte de partida) Condicions Rendiment | Productes obtinguts
BF;-eterat / THF - -
ZnCl, / THF - -
-NHCH,CHj; HCIO, - -
(51) NH,NH, / EtOH - -
NaOH / H,0 / EtOH - -
KOH - -
NaH / THF - -
BF;-eterat / THF - -
ZnCl, / THF - -
HCIO, - -
NH,NH, / EtOH - -
-N(CH,CHs), NaOH / H,O / EtOH - -
(52) KOH - -
NaOMe / MeOH - -
1. MeLi/ TMEDA /-78 °C
2.HC10,1 N
1. MeLi/-40 °C
2.HCIO0,I N
-NHN(CH;), CuCl, / dioxa / H,O - -
(50) MnO, / AcOH / CH,Cl, >90% 46, altres®
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Cal remarcar que mentre que la utilitzacio d’amides com a grups orto-dirigents
de metal-laci6 és molt corrent,”*” 1"as d’hidrazides és molt menys freqiient. Una
desavantatge de I'us de les amides és que posteriorment requereixen condicions
drastiques per a la hidrolisi. Aquest problema d’hidrolisi dels grups orfo-dirigents
obliga a emprar alternatives. Wuts®* va emprar hidrazides com a grups orfo-dirigents
per a la metal-lacid d’acid benzoic donat que poden ser facilment hidrolitzades per
tractament amb oxidants (Pb(OAc)s, MnO,, NalO4* ...) en condicions molt suaus. Les
N,N’-dialquilhidrazides sén bons grups orto-dirigents i, a més a més, sébn compatibles
amb un gran nombre d’electrofils.*

L’ N-metilindole-2-hidrazida 61 es desprotona a — 78 °C amb 3 equivalents de #-
BuLi en el si de THF. La reaccié transcorre bé amb THF la TMEDA millora el
rendiment (Esquema 26). Normalment, la solucid de les especies intermedies orto-
litiades reacciona amb un excés de 1’electrofil adequat (almenys 3 equivalents) a -78 °C
1 la mescla obtinguda es deixa temperar. Les condicions generals emprades s havien

. . . 87
seleccionat basant-se en experiments previs.

1) +-BuLi/ TMEDA

N/ N/
NH— . NH—
% \ THF/-78°C N\ \CH
N O 2) CH3CHO N O 3
C

CHj, '
\ 0
CH, 8% H,
61 50
1) +-BuLi

TMEDA 2) CH;CHO

N
\

H C/I\\I
3~ CH;

Esquema 26. Preparacid de I’alcohol 50 (a dalt); complex intermedi (a baix) format per reaccié de la base
organolitica amb la hidrazida 61 i estabilitzat per la en el transcurs de la reaccié que condueix a
1alcohol 50

#'S. A. Pratt, M. P. Goble, M. J. Mulvaney, P. G. M. Wuts. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 3559-3562.

% M. J. V. Oliveira Baptista, A. G. M. Barret, D. H. R. Barton, M. Girijavallhan, R. C. Jennings, J. Kelly,
V. J. Papadimtriou, J. V. Turner, N. A. Usher. J. Chem. Soc., Perkins Trans. [ 1997, 1477-1501.

'S, W. Combie, S. I. Lin, S. F. Vice. Tetrahedron Lett. 1999, 40, 8767-8770.

¥ T. Grimaldi, M. Romero, M. D. Pujol. Synlett 2000, 12, 1788-1792.
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Aquesta ruta per a 1’alquilacié de la posicido 3 de les indolohidrazides resulta
efica¢ i, a més a més, les hidrazides obtingudes condueixen a les lactones corresponents
en una sola etapa (Esquema 27). Aquest procés implica 1’oxidacié de I’atom de
nitrogen. Diferents reactius son capacos d’oxidar o hidrolitzar les hidrazides 1 permete

aillar 1’acid carboxilic corresponent.™

Anteriorment, en el nostre grup, es varen
considerar i assajar oxidants com K3;Fe(CN)¢/NH;3, PbO,, NalOs o Ag,O. De tots els

assajats, el que millor rendiment va aportar fou el dioxid de manganes (MnQO,).

CH; CH;
OH CH,
0
HN—/N MnO,
\ \
CH;
CH;COOH 0
N o) 3 N
\ CH,Cl, \
CH3 92% CH;
50 46

Esquema 27. Lactonitzacid de la hidroxihidrazida 50

Un possible mecanisme per a I’oxidacio de les hidrazides a la lactona 46 amb
MnO, s’indica a continuacié (Esquema 28). T¢ lloc un procés d’N-desalquilacio de la

hidrazida 1 per hidrolisi amb aigua es converteix en acid carboxilic 1 es despren

nitrogen.*
R, 0 R, R,
)?\ Nr R MnO, Ar% @)J H )CJ)\ W
Ar II\{I/ o H?;N\—R A ONTER
©_Mn 2 H
0"\
0 0O R,
o
Ar R Ar H MnO H
%N: :/ 2 - f:‘__%); " Al‘)kN/N\/Rz
\ D) H
@/MI{
l O b + RyCHO
O 0]
A —» Ar
r‘/<N:NH 4/<0H + Nyl
+ R,CHO

Esquema 28. Mecanisme d’oxidaci6 de dialquilhidrazides

88 (a) H. N. Wingfield, W. R. Harlan, H. R. Hanmer. J. Am. Chem. Soc. 1952, 74, 5796-5798. (b) B. Ortiz,
P. Villanueva, F. Walls. J. Org. Chem. 1972, 37, 2748-2750. (c) R. L. J. Amos, B. S. Gourlay, C. H.
Schiesser, J. A. Smith, B. F. Yates. Chem. Comm. 2008, 1695-1697. (d) P. G. M. Wuts, M. P. Goble. Org.
Lett. 2000, 2, 2139-2140.
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Per altra banda, Wuts proposa un mecanisme per a la hidrolisi d’hidrazides
emprant HTIB (C¢HsI(OH)OTs, [hidroxi(tosiloxi)iodo]benze) en que es forma una
imina intermédia que és eliminada en medi aqués.®™ Més recentment, Amos i col. han
demostrat la formacido d’un intermedi radicalari com a mecanisme predominant
d’oxidaci6 d’hidrazides en les condicions que descriuen.®™

A continuacio, es va tractar la lactona 46 amb la finalitat d’accedir al di¢ 45
(Esquema 29). El tractament amb MeLi 1 MesSiCl o #BusSiCl varen conduir a una
barreja complexa que no presentava el di¢ esperat. El tractament amb MeLi va permetre
aillar I’hemiacetal intermedi, el qual es va tractar amb diferents reactius 1 condicions. En

cap cas es va obtenir el di¢ desitjat, sind mescles complexes de diversos productes de

degradacié.
CH; CHj H;C
CH;Li o CF;COOH 7 0
\ THF, -78 °C N cHy _ChCh —
N o N, OH N O
\CH3 \CH3 CH;
46 7 45

Esquema 29. Tractament de la lactona 46

Els resultats obtinguts anteriorment per Manel Romero, en el nostre grup, amb
I’ N-metilindole 46 van fer replantejar la ruta sintética i considerar la introduccié d’un
grup protector, de 1’atom de nitrogen indolic, atraient d’electrons, treball que forma part
d’aquesta tesi. En d’altres treballs s’havien introduit grups atraients com: CH;CO-,
CH3S0,-, CF5CO- o C4HsSO,-, d’entre els quals es va escollir el fenilsulfonil per a
continuar el treball degut a la major estabilitat 1 menor interferéncia en les demés etapes
de la ruta sintética plantejada. Paral-lelament, també s’ha treballat amb un derivat
d’aquest grup protector com és el p-metoxifenilsulfonil,**° donat que facilita el control

de la seva preséncia al llarg de la ruta sintética per técniques d’RMN-"H.

% R. J. Sunberg, H. F. Russel. J. Org. Chem. 1973, 38, 3324-3330.
" R. J. Sunberg, R. L. Parton. J. Org. Chem. 1976, 41, 163-165.
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3.2.1.1.Preparacio de furo[3,4-b]indoles mitjancant N-fenilsulfonilindoles

Els acids carboxilics 20-21 sén assequibles per les dues rutes sintetiques 4 1 B,
indicades a continuacid, a partir dels corresponents productes comercials. Aixi, la ruta A
implica la carboxilacid de la posicidé 2 mitjancant la previa litiacid d’aquesta posicid

seguida de borbolleig d’anhidrid carbonic (Esquema 30).”!

)
o 0=S=0
%OH
N
0o=s=0 ©
72
1.
0[‘?8
R \\ oH
20.R=-H N
21. R =-OCHj, H 0

Esquema 30. Rutes de sintesi dels acids N-fenilsulfonilindole-2-carboxilics 20 i 21

La segona opci6 consisteix en la proteccio del grup carboxilic de I’acid 22%%2
per tal d’evitar la formacio de ’anhidrid mixta 1 posterior tractament amb el clorur de
fenilsulfonil o de p-metoxifenilsulfonil. Dins les proteccions, en aquest treball, s’ha

optat per la preparacio de I’éster metilic (Esquema 31).

OH OCH3
AN CH;1
N 0 NaHCO; DMF g 0
H Rt. quantitatiu
22 73

Esquema 31. Esterificacié de I’acid indole-2-carboxilic 22

L’¢ster metilic 73 es va preparar amb rendiments practicament quantitatius per

alquilacio de 1’acid 22 amb un excés d’iodur de metil (Esquema 31). A continuacio, el

1 S. Mahboobi, A. Uecker, A. Sellmer, C. Cénac, H. Hocher, H. Pongratz, E. Eichhorn, H. Hufsky, A.
Trimpler, M. Sicker, F. Heidel, T. Fischer, C. Stocking, S. Elz, F.-D. Bohmer, S. Dove. J. Med. Chem.
2006, 49, 3101-3115.

%2 Treballs del grup no publicats, 2011.
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tractament de 1’¢ster metilic 73 amb el clorur de fenilsulfonil o bé amb el clorur de p-

metoxifenilsulfonil condueix als esters intermediaris 74 1 75 (Esquema 32).

i
ROS—CI
\  OCH, I \  OCH,

(0) -
N NaH, DMF N
H o Rt. quantitatiu o= | —0 (0)
73
R
74.R=H
75. R = OCH;

Esquema 32. N-proteccio de 1’éster 73

La hidrolisi quimioselectiva dels esters 74 1 75 amb NaOH en solucié hidro-
etanolica condueix als acids 20 i1 21, respectivament, amb rendiments excel-lents

(Esquema 33).

OCH; NaOH,)
EtOH

Rt. quantitatiu

O:S:O O_S_O
74.R=H 20.R=H
75. R = OCH; 21. R =0OCH;

Esquema 33. Hidrolisi quimioselectiva dels esters N-protegits 74 1 75

Cal remarcar que cal ser extremadament cautelés amb les condicions d’hidrolisi
ja que modificacions de les condicions de reaccid (allargament del temps de reaccio o
variacions de la temperatura) comporten una disminuci6é del rendiment de reaccid al
produir-se la pérdua del grup N-protector. En aquest mateix treball s’ha discutit
anteriorment el grup orfo-dirigent que millor condueix a indoles-2,3-disubstituits. Els

resultats ens mostren que les hidrazides, almenys en el cas dels derivats N-metilindoles,
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foren les que permeten millor 1’alquilacié de la posicid 3 del nucli indolic, 1 que, a més a
més, presenten major facilitat de transformacié en les lactones corresponents.

Els acids 20 i 21 per tractament amb excés d’SOCI, en el si de tolue¢ condueixen
als clorurs d’acid 76-77, intermediaris de reaccid, que no s’aillen. A continuacid,
simplement es produeix un canvi de dissolvent, que consisteix en I’eliminaci6 del tolue
1 posterior addici6 de CH,Cl,. Seguidament, I’addicié d’N,N-dimetilhidrazina condueix
a les hidrazides 68-69 amb rendiments globals acceptables (a partir dels acids 20-21),

després de la purificacié per cromatografia de columna de gel de silice (Esquema 34).

H cH
%OH SOCl, %Cl NH,N(CH3), N\ ON- 1\\1’ 3
N by
B Y tolue, A II\I y CH,Cl, II\I L CHs

0=S=0 0=5=0 0=S8=0

R R R
20.R=H 76.R=H 68. R = H (68-72%)
21.R = OCH; 77.R = OCH; 69. R = OCH; (75-84%)

Esquema 34. Formaci6 de les N,N-dimetilhidrazides 68 i 69

Per a la litiacid de la posicio 3 de les hidrazides 68-69, s’utilitza -BuLi en el si
de THF. L’addici6 de TMEDA estabilitza 1’intermedi litiat que, posteriorment, per

addici6 de I’aldehid adient, es transforma en les corresponents hidroxihidrazides 57-59

(Esquema 35).
R,
OH
H ey, 1 #BuLi/ TMEDA H cH
N\ ON— P THE/78°C N N
N L 2) R,CHO N -
l 0 3 l 0 3
0=S—=0 0=S—=0

R R,
68.R=H 57.R, =H, R, = -CH; (15-23%)
69.R = OCH3 58. R1 = -OCH3, Rz = -CH3 (16-30%)

59. R, = H, R, = -Bu (18-25%)

Esquema 35. Alquilacié de la posicié 3 de les hidrazides 68 i 69
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Depenent de les condicions de reaccid, s’observa la formacio, en petites
proporcions, d’una mescla de productes de desulfonaci6 78 1 79 (Figura 20) procedents

de les hidrazides de partida 68 1 69 o dels alcohols 58 1 59 respectivament.

H;C
OH
CHj H CH
\ N— I\{/ \ N— ]\{/ 3
N
H CH; N CH;
o)

Figura 20. Subproductes de desulfonacio 78 1 79

La pérdua del grup protector de 1’N-indole es detecta clarament per RMN-'H,
degut a I’absencia del singlet de 3,76 ppm assignable al grup -OCH3; (Figura 21).

600

— 8.0870
—8.0451
—8.0043
— 7.9589
4826
4437
4111
4043

— 6.8727
— 6.8271
— 3.7640

[ 500

400

0
\OZS:O
80 . .
2 6 300
200

100

T T T
5 34 33 32 31 30 29 28 27 26

T
8.1 79 78 77 76 75 74 73 72 7.1 7.0 6.8 9 38 37 36 3

f1 (pom) 1 (ppm)
RGN Rpepepy Lo 5
// NNYY SN
F70
- cH 200
L 3
60 \ N\I\{/
Lso 150
H CHj
k40 o
78 100
| 30
—] 20
‘ 50
F10
Lo Lo
B L -
g g 2
- - - F-10 3
T T T T T T T T T T T T L N S s S S S S S S S B S B S B S R S S
8.1 79 78 77 76 75 74 73 72 71 7.0 6.8 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27
f1 (ppm) 1 (ppm)

Figura 21. Comparacié dels espectres d’RMN-'H de la hidrazida N-protegida 69 i el subproducte de
desulfonacio 78
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3.2.1.2. Preparacio de les lactones tricicliques

Les hidroxihidrazides obtingudes 57-59, per tractament amb dioxid de manganeés
donen lloc a les corresponents lactones amb rendiments practicament quantitatius. En
aquesta etapa es produeix 1’oxidacio de les hidrazides, recuperacié de 1’acid carboxilic 1

ciclacié intramolecular de I’hidroxiacid resultant en el medi de la reaccid (Esquema 36).

CH;COOH

~s:o CH,Cl o—s~
© 57.R,=H, R, =-CH, 47.R,=H, R, = -CH,
58. R; =-0OCHj3, R, = -CH; 48. R; =-OCH3;, R, = -CH;
R; 59.R,=H,R,=-Bu R, 49.R,=H,R,=-Bu
MHOQ
CH;COOH
\ o
N e
| O)
O—S*O 0=5=0

©

Esquema 36. Lactonitzacio de les hidroxihidrazides 57-59

A continuacid, les lactones 47-49 es tracten amb I’alquil-liti adient en el si de
THF a -78 °C, 1 s’obtenen els corresponents hemiacetals 80-83. Els esmentats
hemiacetals, relativament estables (alguns d’ells va ser aillats i es va poder obtenir els
corresponents RMN-"H), es sotmeten a agitacié en medi acid a temperatura ambient per

a I’obtencio dels diens 16-19 (Esquema 37).
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R2 R2
R;Li CF;COOH y
THF / -78 °C s CH,Cl, 0
N > —
R;
Y OH N Ry
—S_O 0=S= 0=S=0
R] Rl
47 R] = H, R2 = -CH3 80. R] = H, R2 = R3 = -CH3 16. R[ = H, Rz = R3 = -CH3
48. R] = -OCH3, R2 = -CH3 81. R] = -OCH3, Rz = R3 = -CH3 17. R[ = -OCH3, R2 = R3 = -CH3
49 R] = H, R2 = -Bu 82 Rl = H, R2 = -13117 R3 = -CH3 18 Rl = I‘I7 R2 = -Bu, R3 = -CH3

83. R1 = -OCH3, R2 = -CI‘I37 R3 =-Bu 19. Rl = -OCH3, Rz = -CH3, R3 =-Bu

Esquema 37. Formaci6 diens 16-19

Cal esmentar I’important paper que juga el grup N-protector.”> Mentre que 1’N-
metilindole 71 no condueix al di¢ esperat (Esquema 38), en el cas dels derivats d’1,4-
benzodioxa, es necessita de la conversio del grup hidroxil en el mesilat, millor grup

35,83,94 .
27" En canvi, en el cas

sortint per a la transformacid posterior en el di¢ (Esquema 39).
d’indoles amb el grup N-protector atraient d’electrons, I’alquilacié seguida de
tractament en medi acid condueix directament i amb rendiments del 80-88% als diens

esperats.

CH;, CH;
0 /I . 0
) CH; diferent p dici —
3 1rerents condicions
N OH N CH;
CH, CH;
71 45

Esquema 38. Deshidratacié de I’hemiacetal 71

** H. Hamamoto, H. Umemoto, M. Umemoto, C. Ohta, M. Dohshita, Y. Miki. Synlett 2010, 17, 2593-
2596.

% M. Romero. Preparacié de nous agents antitumorals. Sintesi i avaluacié citotoxica de sistemes
policiclics que contenen el nucli d’1,4-benzodioxina. Tesi doctoral, 2001. Universitat de Barcelona.
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o CHj;
1) (CH3)3SiCl, THF o
B - @ o
0 2) CH;Li o
XI qi
SI(CH3)3
medi acid
1) CHjLi
2) diferents condicions
CHj;
(¢
-
QL I
S
0]
CH;

Esquema 39. Formacié del di¢ derivat de 1’1,4-benzodioxi

Els diens 16-19 obtinguts, manipulats amb precaucid, s’han pogut purificar 1
caracteritzar. Aquests diens no suporten altes temperatures temperatures i es mostren

sensibles a tractaments amb acids.

3.2.2. Preparacio de furo[3,4-b]indoles: metode B

Segons s’ha discutit anteriorment, el métode A permet accedir als furo[3,4-
blindoles esperats, perd en aquesta ruta hi ha un gran nombre d’etapes que fan que el
rendiment global minvi. Amb la intenci6 de solucionar aquest inconvenient, optimitzant

la ruta d’accés als diens esperats es va intentar buscar altres vies alternatives.

3.2.2.1. Preparacio d’imines conjugades i derivats

En primer lloc, ens varem plantejar partir del 3-acetilindole i formar la
corresponent imina o hidrazona, en condicions classiques, per tractament de les cetones
(27 1 84) amb p-metoxianilina o amb N,N-dimetilhidrazina respectivament (Esquema

40).

(0) H3C /R2
CHj; —N
\ NHRy - \
N APTS, tolue, A N
1‘{ Dean-Stark I‘{l
27.R= -SOzC6H4OMe NaH 85. R1 = -H, Rz = -N(CH3)2
)0180206H4OCH3 86. R, = -H, Ry = p-MeOC,Hy-
84.R=-H DMF 87. R1 :p—MeOC6H4SOZ-, Rz = -N(CH3)2

88. R1 :p-MeOC6H4SOZ—, R2 :p—MeOC6H4-

Esquema 40. Formaci6 del les imines 85-88
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Les imines obtingudes resulten ser poc estables (es realitza un control per CCF i
un RMN-'H) i, per tant, sense purificacid, es passa a la segiient etapa. Mentre que la
metilcetona 27 s’obté per sulfonaci6 de la cetona 84 en condicions classiques descrites
anteriorment en aquesta memoria, la cetona 84 és assequible comercialment. L’N-
desprotecci6 s’aconsegueix per tractament amb zerc-butdxid sodic.”

En I’any 2006, Y. Kuninobu i col.”® descriuen la preparacié de diens de tipus
isobenzofuran per reaccié entre imines i benzaldehids en una sola etapa emprant
catalitzadors de Re com el complex Re(CO);(THF), (reni tricarbonil bis-

tetrahidrofuran), préviament descrits’’ (Esquema 41). Aquests treballs han donat lloc a
98,99,100

Qo o+ ¥

/ O
O Re(CO)3(THF), \

Esquema 41. Reacci6 proposada per Y. Kuninobu i col.”

diverses publicacions.

XII X111

En el mecanisme, consideren la coordinacid de I’atom de nitrogen de la imina
amb l’atom de Re. S’hi introdueix I’aldehid formant-se un complex entre els tres
components i, per eliminacid reductiva de [’anilina, s’accedeix al di¢ de tipus

isobenzofuran desitjat (Esquema 42).

%5, Chaulet, C. Croix, J. basset, M. D. Pujol, M. C. Viaud-Massuard. Synlett 2010, 1481-1484.

%Y. Kuninobu, Y. Nishina, C. Nakagawa, K. Takai. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 12376-12377.

7K. Yang, S. G. Bott, M. G. Richmond. Organometallics 1995, 14, 2387-2394.

%Y. Kuninobu, Y. Nishina, C. Nakagawa, K. Takai. Tetrahedron 2007, 63, 8463-8468.

%Y. Kuninobu, T. Seiki, S. Kanamaru, Y. Nishina, C. Nakagawa, K. Takai. Org. Lett. 2010, 12, 5287-
5289.

%y . Kuninobu, Y. Nishina, C. Nakagawa, K. Takai. Chem. Lett. 2007, 36, 872-873.
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~ R
N

Ry
-
O
=
R3
R,NH, Re(I)
R;CHO
H 2 O Rl Rl
Re
S ’RZ
R2 ~ N O //N
H Ré
H
R
I Ry
—N
* R3CHO
/Re -H
(0]

R3

Esquema 42. Mecanisme proposat per Y. Kuninobu i col.”**

Les condicions exposades pel grup de Y. Kuninobu®® es varen assajar en les
imines d’aquest treball 1 en cap cas es varen obtenir els diens esperats (Esquema 43 1
Taula 7). A més a més, a fi de trobar una explicacid als fets, es va assajar amb els
mateixos productes de partida i seguint exactament les condicions descrites per aquest
grup 1 en cap dels casos es va ni tan sols detectar traces dels productes que els autors

descriuen (el di¢ XIII €s comercial).

H;C Ry H;C
—N
720
i /e
I\lI cat., dissolvent, Temp. I\\I R;
Rl R] H3Cl
85. R] = —H, RZ = —N(CH3)2 89 R: = -H Ra= N |
86. R, =-H, R, = p-MeOC4H,- SR =, R = \

87. R] :p—MeOC6H4SOZ-, Rz = -N(CH3)2

88. R, = p-MeOC4H,SO0,-, R, = p-MeOCgH,- 90. Ry =-H, R3 = m,m,p-(MeO);CeHy-

91. Rl = -H, R3 =p-MeOC6H2-
92. Rl :p-MCOC6H4802-, R3 :p-MCOC6H4-

Esquema 43. Reaccio de formacio dels diens 89-92 a partir de les imides 85-88

75



3. Discussio teorica

Taula 7. Proves de formacio de diens

|
Entrada Producte de partida Aldehid Catalitzador Condicions r0f1ucte
obtingut
1,1 eq
1 [_\>\ Grubbs la Tolué, reflux, Producte de
N CHO generacio Dean-Stark partida 85
|
H3C\ CH3
H;3C N—CHj; Tolu¢ (gotes)
EN ; Producte d
2 Re(CO);(THF), matras segellat, o 1'1c © e
] partida 85
\ CHO tamis 4 A, 110 °C
Tolué
Grubbs la © l}e (gotes), Producte de
3 ., matras segellat, .
85 HyCO OCH, generacio tamis 4 A 110 °C partida 85
OCH; Tolud ( ’ 05)
Grubbs 2a © l,le £0%es); Producte de
4 eneracio matrds segellat, artida 85
g tamis 4 A, 110°C | P
OCH,
CHO
H;C Tolu¢ (gotes),
_ Producte d
5 N Re(CO);(THF), matras segellat, rzrtlilgaes 6e
3 tamis 4 A, 110°C | P
N
H OCH3
86
H3C
HsCQ  N-cH,
\ CHO
N Tolu¢ (gotes),
L Producte d
6 0=5=0 Re(CO);(THF), matras segellat, r:rtlilgaes7e
tamis 4 A, 110°C | P
OCH;
OCH;
87
OCH;
OCH;
H,C .
=\ CHO Tolu¢ (gotes), \N
7 \ Re(CO);(THF), matras segellat,
N tamis 4 A, 110 °C
O=é=0
© OCH,4 oc,
OCH, 93 (99%)
88 1) 4 eq LDA, 3h,
Producte d
2) 4 eq valeraldehid P

En vista dels resultats obtinguts i de les perspectives més aviat pessimistes de la

ruta de les imines ens varem plantejar una altra alternativa per a la preparacidé de

furo[3,4-b]indoles

consistent en

I’alquilaci6 de la

posicidé 2 de

1" N-(p-
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metoxifenilsulfonil)-3-acetilindole amb reactius litics voluminosos per impedir I’addicié

sobre el propi grup carbonil, seguit de 1’addicié del corresponent electrofil (Esquema

44),

3.2.2.2. Assajos d’alquilacio directa de la metilcetona 27

CH;
Base organolitica

Addicid nucleofila
Nu =¢Bu

OH

H
94.R:)\/\/C 3

(0)
CH,
\ QAR
N~ R OH
i \
0=5=0 95.R=-" “CH,
N
0=S=0 96.R :\/CH3
97.R= N PN
OCH;,4 CHj
98.R= Xy~ ~_-CH;
OCH;
CHO(CH,);CHj
CHO(CH,),CH;
— H3C o) ]
— )
- / i
> N Lt Y 8 _ CHs
A4 I?I reduccio \
0=S=0 0=S=0 E——
N
0=S=0
99
| OCHj; OCHj,
OCH;
Nu Nu
H
OI?I 3 deshidratacié CH,
\ > \
ITI N
|
0=S=0 0=S=0
OCH; OCH;

100. Nu = -C(CH3)3

101. Nu = -C(CH3)3

Esquema 44. Alquilacié directa de la cetona 27
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Taula 8. Alquilaci6 del 3-acetil-/V-(4-metoxifenilsulfonil)indole 27 amb valeraldehid
CH; o
T Qg
\ CH;
\ N
Temps oo 0=s=0 OH
Entrada Base* Temp. de
reaccio
OCHj, OCH;
Producte Producte
secundari (97) esperat (95)
1 t-BuLi 1,2 eq -78 °C 3h 31% -
t-Buli 1,2 eq + o
2 TMEDA 1.2 eq -78 °C l1h 13% -
3 t-BuLi 1,2 eq -100 °C 3h 46% -
4 LDA 1,2 eq -15°C 2,5h 2495%* -
5 LDA 1,4 ¢eq -78 °C 2h 37% -
6 LDA 2,0 eq -78 °C I,5h 42% Traces
7 LDA 23 eq -78 °C 2h 33% 30%
8 LDA 2,5 ¢eq -78 °C 3h 17% 19%
9 LDA 3,0 eq -78 °C 2,5h 27% Traces
10 LDA 4,0 eq -78 °C 1,5h 11% 16%
11 LDA 4,0 eq -78 °C 3h 26% 9%
12 LDA 4,0 eq -100 °C 2h 38% Traces

* S’han emprat #-BuLi 1,5 M en penta i LDA 1,8 M en THF/hepta/etilbenze.
** També s’ha detectat un 23% de dimer 106.

Malgrat utilitzar alquil litics voluminosos, s’obté 1’alquilacié de la posicid 2 amb
baixos rendiments (30%; Taula 8, entrada 7). Sempre s’obté acompanyat de productes
secundaris com sén els procedents de 1’alquilacié de la posicid a-carbonilica (esquema
44), o bé el corresponent producte de deshidratacid (Taula 8). En alguns casos es va
aillar el corresponent alcohol 99 procedent de la reduccié amb el reactiu litic de la

metilcetona de partida.'!

3.2.2.3. Alquilacions de I’é¢ter d’enol corresponent a la meticetona 27

Els resultats anteriors ens porten a considerar la possibilitat de modificar el grup
carbonil per evitar 1’alquilacio de la posicid a-carbonilica. En un primer lloc, es va
tractar 1’acetilindole 27 amb una base i posterior addicié d’un electrofil amb la finalitat

102,103,104

d’obtenir el corresponent ¢ter d’enol (Esquema 45). Es varen assajar diferents

bases, diferents electrofils i varies condicions de reaccio, detallades en les Taules 91 10.

%Y. S. Sokeirik, K. Sato, M. Omote, A. Ando, . Kumadaki. J. Fluor. Chem. 2006, 127, 150-152.
"2 F Frebault, N. S. Simpkins, A. Fenwick. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 4214-4215.
"% K. S. Feldman, A. Y. Nuriye. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 1914-1916.
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(0] RO
CH; 1) Base, THF =CH,
\ temps, Temp. . \
ITI 2) Electrofil ITI
0=S=0 15h 0=S=0
OCH;,4 OCH;
27 102. R = -SiMe,#-Bu

103. R = -COOEt

Esquema 45. Enolitzacid de 27

Taula 9. Estudi d’enolitzacié del 3-acetil-/V-(p-metoxifenilsulfonil)indole
Entrada Base Temp. Temps Electrofil
1 NaNH, 2,2 eq t.a. 15 min SiMe,#-BuCl 2,0 eq
2 NaNH, 1,0 eq + +-BuOK 1 eq t.a. 1h30’ SiMe,#-BuCl 2,0 eq
3 NaNH, 1,0 eq + #-BuOK 1 eq -30 °C 40 min EtOCOCI1 5,0 eq
4 NaNH, 3,0 eq -20 °C l1h (CF3S0,),0 3,3 eq
5 Antrace sodic 1,2 eq -30°C 2h30° EtOCOCI 3,5 eq

*Reactius emprats: SiMe, BuCl (o TBDMSCI), (CF;S0,),0 o EtOCOCI per a obtenir R = -SiMes, R = -
Si(CHj3),#-Bu, R = -SO,CF; i R = COOEt, respectivament.

Cap de les bases assajades (NaNH,, #~-BuOK o antrace sodic'®) ens va permetre
la formacié del producte desitjat; en tots els casos es va recuperar el producte de partida
inalterat. A continuacié es van assajar bases de tipus organolitic,'”®'"” com I’'LDA

(Taula 10).

Taula 10. Estudi d’enolitzacié amb LDA
Entrada LDA Temp. | Temps Electrofil E.nol Producte-s
obtingut secundaris
1 I,leq | -78°C 30 min 2,4 eq (CF3S0,),0 .
Producte d tid t27
2 12¢q | 50°C | 3h | 40eq(CRS0,),0 | ocucte departidatecupera
3 1,2eq | -20°C 2h 1,0 eq Me,#-BuSiCl - 104 (17%)
. 104 (34%)
4 1,2 N 2h 2 Me,t-B 1 -
,2 eq 0°C ,0 eq Me,#-BuSiC 105 (10%)
5 1,5eq | -30°C | 2h30° 3,5 eq EtOCOCI1 103 (25%) 106 (traces)
6 1,5eq | -40°C | 2h30’ 3,5 eq EtOCOCI1 103 (23%) 106 (23%)
7 2,0eq | -78°C | 2h30’ 6,0 eq EtOCOCI1 103 (27%) 106 (51%)
8 2,2 eq t.a. lh 6,0 eq Me;SiCl - 107 (20%)

' R. Moumné, M. Larregola, Y. Boutadla, S.
4707.

15 R. Bourhis, E. Frainnet. Bull. Soc. Chim. Fr. 1967, 9, 3552-3553.
%Y Ito, T. Hirao, T. Saegusa. J. Org. Chem. 1978, 43, 1011-1013.
7P Langer, M. Déring, H. Gorls. Eur. J. Org. Chem. 2001, 1511-1517.

Lavielle, P. Karoyan. Tetrahedron Lett. 2008, 49, 4704-

79



3. Discussio teorica

Amb 1,5-2 equivalents d’LDA a baixa temperatura (de -30 a -78 °C)
s’aconsegueix la formacio de 1’enolat, que pot ser capturat en forma de carbonat amb
baix rendiment (23-27%) 1 en preséncia de productes secundaris (Taula 10, entrades 5-7
1 Figura 22). Mentre que en condicions semblants (Taula 3, entrades 1-4 1 8) no s’ha
pogut capturar ni en forma de silil-derivat ni com a triflat.

En molts dels casos s’obté el producte de reaccio de la posicié 2 del nucli indolic
(Taula 3, entrades 3, 4 i 8). Mentre que en la reaccid6 amb LDA i (CH;);SiClL, a
temperatura ambient, s’obté el silil-derivat 107 (entrada 8), el tractament de la cetona 27
amb LDA 1 (CHj3),#-BuSiCl (entrada 4) condueix als compostos 104 1 105 procedents de
I’alquilacié de la posicidé 2 amb la mateixa cetona 27. En 1’assaig indicat a 1’entrada 3,
s’obté 104 i, en 1’assaig de I’entrada 4, es va poder aillar, a més a més de la
hidroxicetona 104, el corresponent hemiacetal 105 procedent de 1’addicié de 1’alcohol
de 104 al grup carbonil cetonic. Cal remarcar que aquests assajos on es produeix
majoritariament 1’alquilacié de la posicid 2 del nucli indolic es varen dur a terme a
temperatures proximes a 0 °C o bé a temperatura ambient (totes elles més elevades que
les habituals per a treballar amb derivats litics).

Aixi, a 1’assajar una d’aquestes reaccions a -78 °C (entrada 7), s’obté I’¢ter
d’enol esperat amb un rendiment del 27%, mentre que fou majoritari el producte
procedent de 1’alquilacié de la posicidé a-carbonilica. Al repetir aquesta reaccid a
temperatures més altes de -30 °C o -40 °C s’obté en menor proporcid el producte

procedent de I’alquilacié de la posicid o-carbonilica (entrades 5 1 6) acompanyat del

corresponent &ter d’enol.

OCHj; OCH; OCH;
104 105 106 ( o )
(dimer) (dimer ciclat) (metal-lacio o-metatacio

a-carbonilica)

Figura 22. Productes secundaris obtinguts en 1’enolitzaci6 d’acilindoles amb LDA (104-107)
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Aquests resultats obtinguts a diferents temperatures, ens varen portar a
considerar de nou I’alquilaci6 directa de les arilcetones. Aixi, el tractament de la cetona
27 amb LDA (1,2 eq) i posterior addicio de valeraldehid a temperatura ambient ens va
conduir a I’obtencio6 del dimer 104 (23% de rendiment) 1 del producte d’alquilacid de la

posicio a-carbonilica 97 (24% de rendiment) (esquema 46).

CH,4
B 0 ] o)
: J(J)\/\/ /
CH;
\ \ H # . \
N N
0=S=0 0=$=0
0
CH,
{ LDA OCH;, OCH,
—_—
N + 97
0=8=0 — HyC
=0
\

N
o o=
27

OCH;

OCHy
104 ci1clacio 105

intramolecular

Esquema 46. Alquilacio directa de 27

Per a la formaci6é d’¢ters d’enol, també es varen assajar d’altres bases a fi
d’establir una comparacié amb els casos comentats anteriorment, en els quals s havia
emprat LDA. Amb HMDS (hexametildisililamidur de liti), més impedit estéricament
que I’LDA, s’obtenen els segiients resultats indicats a continuacié (Esquema 47 i Taula

11).
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0
>-OCH2CH3 (0]
0 0 HO OCH,CH;
CH3; 1) HMDS, THF =CH, =
\ temps, Temp. . \ 4 \
N 2) 5,0 eq EtOCOCI N N
0=S=0 15h 0=S=0 0=S=0
OCH; OCH; OCHj;
27 103 106

Esquema 47. Enolitzacio de 27 i captacio en forma de carbonat

Taula 11. Estudi d’enolitzacié del 3-acetil-V-(p-metoxifenilsulfonil)indole 27 amb HMDS
R :
Producte Producte d:curl())jl?cctlz
Entrada Base Temp. | Temps esperat secundari P .
(103) (106) de partida
27
1 HMDS 2,0 eq -40°C | 2h30° 62% 31% -
2 HMDS 2,0 eq -78°C | 2h 30’ 64% 27% -
3 HMDS 1,2 eq -78°C | 2h30° 30% 34% 27%
4 HMDS 1,2 eq -30°C | 2h30° 45% 23% 23%
HMDS 1,2 eq +
=78 ° 2h30° 5 - -
5 TMEDA 1.2 eq 78 °C 30 99%
HMDS 1,2 eq +
’ -50° 2h30° ° - 0
6 TMEDA 1.2 eq 50°C 30 50% 39%

Aixi, a -78 °C i amb 2 eq de base, emprant com a electrofil el cloroformiat d’etil,
s’obté 1’eter d’enol 103 (64% rendiment) acompanyat del producte de reaccid en posicid
a-carbonilica 106 (27% rendiment) (entrada 2). En augmentar la temperatura de reaccio
fins a -40 °C s’obtenen practicament els mateixos resultats, perd amb tendéncia a
disminuir 1’¢ter d’enol 1 a augmentar la formacié del producte procedent de I’alquilacio
de la posici6 o-carbonilica de la cadena de la posicio 3 (entrada 1). En reduir el nombre
d’equivalents d’HMDS, s’obté una barreja de compostos 103 1 106, que, una vegada
aillats, resulta ser inferior a la obtinguda anteriorment, recuperant, en aquestes
condicions, major quantitat de producte de partida (entrades 3 i 4).

En relaci6 amb aquests darrers experiments, al mantenir els 1,2 eq d’HMDS
perd addicionant la mateixa quantitat de TMEDA quan la reacci6 es duu a terme a -50
°C (entrada 6), s’obté I’¢ter d’enol esperat (103) en un 50%, sense que s’aprecii el
subproducte 106. Mantenint la mateixa reaccid a -78 °C s’obté I’¢ter d’enol 103

quantitativament (entrada 5).
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En aquestes mateixes condicions ja optimitzades per a la formacié del carbonat,
es va intentar la formacié d’un silil-derivat (Esquema 48). Pero el rendiment va ser molt
inferior (20%), recuperant-ne majoritariament el producte de partida (60%) i no es va

evitar la formacié del producte secundari de reaccio6 sobre la posicié a-carbonilica (6%).

H;C CH,

H3c$< CH; CHj
Si—CHj H3C+CH3
0 0 HO Si—CHj
CH = —
> 1)1,5eq HMDS CH, CH;

\ 1,5 eq TMEDA \ \

N THF, 3 h 30", -78 °C N n N
2) 5 eq t-BuMe,SiCl
15h

OCH; OCH;4 OCHj;
27 102 (20%) 108 (6%)

Esquema 48. Enolitzacio de 27 i captacio en forma de silil-derivat

Una vegada optimitzada la derivatitzaci6 de la cetona, es va procedir a la
metal-lacié del carbonat 103 (Esquema 49) assajant diferents condicions (Taula 12).
Gribble 1 col. descriuen la preparacié de 1’1,3-dimetil-N-(fenilsulfonil)furo[3,4-b]indole
a partir del 3-acetil-N-(fenilsulfonil)indole amb un 49% de rendiment global sense aillar
cap dels intermediaris.'® L’etapa clau era la formaci6 d’un éter d’enol per tractament de
la metilcetona amb LDA seguit de 1’addicié de TBSOTT (triflat de zerc-butildimetilsilil).
Aquest ¢ter d’enol podia ser alquilat en la posicio 2 del nucli indolic emprant de nou
LDA com a base i, seguit de ciclacié intramolecular en medi acid, per a obtenir el
furoindole desitjat. Malauradament, en el nostre cas, la derivatitzacié en forma de
carbonat no ha resultat 1til, probablement degut a la seva poca estabilitat i labilitat.

Amb I’¢ter d’enol 103, s’intenta 1’alquilacié de la posicio 2 del nucli indolic per
tractament amb una base 1 posterior addicid d’acetaldehid com a electrofil. Tant amb #-
BuLi, amb LDA com amb HMDS s’obté majoritariament el producte procedent de
I’alquilacio a la posicié a-carbonilica'® amb rendiments que van del 6 al 23% i tan sols

es recupera una petita quantitat de la cetona 27 (Taula 12). En algunes referéncies

1% J. Jiang, G. W. Gribble. OPPI Briefs 2002, 34, 543-545.
' R. E. Tirpak, M. W. Rathke. J. Org. Chem. 1982, 47, 5099-5102.
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bibliografiques, s’indica que s’han aillat derivats sililats estables en condicions com les

emprades en aquest treball.'' !
EtOOCO
*CHz
EtOOCO
—CH, 1) base
\ THEF, -78 °C, 3h _ o= S—O OH

N 2) CH3CHO
0=S=0 15h
OCHj,
Q CH 109
OCH; 7t
103 \

Esquema 49. Alquilacié del carbonat 103

Taula 12. Estudi de metal‘laci6 del carbonat 103
Producte .
Entrada Base Temps obtingut Producte de partida
(96) recuperat (27)
1 t-BuLi 2,0 eq + TMEDA 2,0 eq 4h 20% 12%
2 LDA 3,0 eq + TMEDA 4,0 eq 3h 23% -
3 HMDS 3,0 eq + TMEDA 4,0 eq 3h 6% 33%

Aquests resultats suggereixen que 1’¢ter d’enol emprat com a producte de partida
en aquesta reaccid no gaudeix de gaire estabilitat i, probablement, dins la reaccié déna
lloc a la cetona de la que procedeix. Aixi es produeix 1’alquilacié i posterior
deshidratacié de la esmentada posici6d a-carbonilica conduint a la cetona a,p-insaturada
96. Malgrat aixo, els eters d’enol 102 i 103 es varen aillar i posteriorment purificar per

cromatografia de columna de gel de silice sense mostrar problemes d’inestabilitat.

"9 P Magnus, J. Lacour. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 3993-3994.
" A. Wissner. J. Org. Chem. 1979, 44, 4617-4622.
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3.2.2.4. Preparacioé d’acetals

Cal indicar que no s’han trobat descrits ¢ters d’enol en aquesta posicio de
I’indole fins al moment actual, a excepcio de ’intermediari que postulen G. Gribble i
col. en un treball anteriorment indicat,'® perd que en cap cas aillen ni caracteritzen.

La poca estabilitat dels eters d’enol descrits anteriorment en aquest treball ens va
dur a considerar la formacié d’un acetal com a alternativa a la proteccid de la cetona de
partida. Els acetals s’obtenen per tractament del corresponent aldehid o cetona amb un
alcohol en medi acid.''® El tractament amb un alcohol déna lloc a un acetal obert,
mentre que si s’empra un diol s’obté un acetal ciclic, que generalment gaudeix de major
estabilitat. Els acetals son grups protectors classics d’aldehids i cetones, son estables en

. . \ 113,114 . . .
front a bases i1 es mostren inerts en front a nucleofils.” > " A més a més, els acetals son

considerats grups orto-dirigents per a la metal-lacié (Esquema 50)." ">
QCH; OCH; OCHj,
O~ "y "y
: BuLi Q_< RX Q_<
Yy, —— ., _RA o »
Fe O / THF Fe /O /7 Fe R O /’

L. |

Esquema 50. Orto-litiacid del 2-ferrocenil-(4S,5S)-bis(metoximetil)-1,3-dioxolan

En vista d’aix0, varem considerar adient protegir la cetona 27 en forma d’acetal.
Primerament, es va preparar el dimetoxi-acetal per tractament de 27 amb orto-formiat

de metil en el si de metanol (Esquema 51).

21 w. Greene, P. G. M. Wuts. Protective Groups in Organic Synthesis, 4t eq. Wiley: New York, 2007,
300-344.

" N. S. Narasimhan, A. C. Ranade, H. R. Deshpande, U. B. Gokhale, G. Jayalakshmi. Synt. Commun.
1984, 14, 373-374.

"4 A, L. Campbell, I. K. Khanna. Tetrahedron Lett. 1986, 27, 3963-3966.

"5 W. Zhang, F. Xie, H. Yoshinaga, T. Kida, Y. Nakatsuji, I. Ikeda. Tetrahedron 2006, 62, 9038-9042.
190, Riant, O. Samuel, H. B. Kagan. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 5835-5836.
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3
CH; CH;
\ HC(OCH3)3 \
N

N |
0=S=0 0=S=0

OCH; OCH;

27 110

Esquema 51. Formacié del dimetoxiacetal 110

L’acetal 110 es va obtenir 1 va poder ser caracteritzat perd la relativa estabilitat
en certs dissolvents ens va dur a considerar d’altres alternatives.

El diacetoxiderivat 111 es va obtenir per dues vies: (a) per tractament de la
cetona 27 amb Ac,O/P,0s i alamina'!” i (b) per reaccid de la metilcetona 27 amb acetat
sodic en el si d’acid acetic (Esquema 52). Si bé fou possible la formacio dels productes
esperats 110 1 111 respectivament, la purificaci6 no fou possible degut a la poca
estabilitat. L’agrupacio bis(acetoxi) resulta més labil que els acetals classics amb els que
esta relacionada estructuralment. Aquests resultats, ens varen dur a considerar la

formacid d’acetals ciclics, considerats més estables, almenys tedricament.

ACzO
0 P,05/ALO; AcO_ OAC
CH; /\ CH;j

\ \

NG
0=S=0 0=S=0
AcOH/AcONa

OCHj OCHj
27 111

Esquema 52. Formacid del diacetoxi-acetal 111

Condicions classiques com ara el tractament de les cetones 27-29 amb
etilenglicol en preseéncia d’APTS a reflux de tolu¢ condueixen als acetals ciclics 112-

114 respectivament amb bons rendiments (Esquema 53).

"7 A. R. Hajipour, A. Zarei, A. E. Ruoho. Tetrahedron Lett. 2007, 48, 2881-2884.
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APTS, tolue, A

o
2

Dean-Stark
OCH; OCH;
27.R =-CH; 112. R =-CH;
28. R= -(CH2)3CH3 113. R= -(CH2)3CH3
29.R= -(CH2)4CH3 114.R = -(CH2)4CH3

Esquema 53. Formaci6 dels acetals 112-114

Els acetals 112-114, que resultaren gaudir de major estabilitat que els seus analegs
oberts, es varen caracteritzar per RMN-'H (Figura 23), on s’aprecia a 8,2 ppm un singlet
atribuible al prot6é de la posicid 2-indolic de la cetona 27, mentre que el proto de la
posicid 2-indolic de ’acetal 112 apareix 0,6 ppm més apantallat (6 7,6 ppm). Encara
que fou possible I’aillament de I’acetal 112, en el procés de purificacid s hidrolitza amb
facilitat 1 s’obté molt baix rendiment del producte pur (tant si es purifica per
cromatografia de columna de gel de silice com de silice tractada amb Et:N o

d’aliumina).
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Figura 23. Comparacid RMN-'H de la cetona 27 (a dalt) i I’acetal 112 (a baix)

Per evitar perdues 1 donat que el cru de reaccid té suficient grau de puresa per a
continuar la ruta sintética, s’opta per no purificar en aquesta etapa i només s’asseca
completament dins un dessecador amb I’ajut del buit i d’agents dessecants.

La inestabilitat dels acetals €s funcié del temps i també de les condicions a les
que esta sotmes. Aixi, el control de reaccid es pot realitzar per CCF, on es detecta
correctament 1’acetal format respecte al producte de partida. A més a més, s’evidencia

el final de reacci6 al detectar-se només ’acetal sobre la placa de cromatografia.
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Al purificar una mostra mitjangant un aparell de cromatografia automatica

durant un periode de temps que no sobrepassa els deu minuts s’obté 1’acetal pur sense

presencia de la cetona de partida (Figura 24).
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Fls acetals 112-114 s’hidrolitzen amb

facilitat en solucié de diclorometa,

cloroform, acetat d’etil o altres dissolvents, mentre que aquests acetals en abséncia de

dissolvents, sota atmosfera d’argd i a temperatures < 4 °C es poden mantenir per a

periodes superiors a 1 any.

Tant la temperatura com el temps de reaccid per a la formacié d’aquests acetals

¢s important. Esmentar que es necessita la temperatura necessaria per a mantenir un

reflux continu de tolu¢ durant unes 3-4 hores. Temps de reaccid superiors a les 24 hores

condueixen a la formacio del producte secundari 115 (Esquema 54).
o
cH, 7
\ APTS, tolue, A \
N Y
0=S=0 0=S=0
OCH; OCH;
27 115
- CH; |
O <
APTS \
N —_— >
OZéZO II\I
0=8=0
H
| O OCH; _

Esquema 54. Formaci6 del producte secundari 115

L’acetile 115 es formaria per tautomeritzaci6 de la metilcetona 27 al

corresponent enol, el qual per reacci6 amb el

posterior eliminacid, conduiria a 115. L’acetile

propi acid p-toluensulfonic (APTS) 1

115 es va aillar per cromatografia de
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columna i es va caracteritzar plenament. Aquest compost no es troba descrit a la
literatura, pero si que apareixen descrits analegs amb d’altres grups protectors obtinguts

mitjangant reaccions de tipus cross-coupling (Figura 25).''#11:120

4

| XIV.R =-H"%!"
O:S:O XV. R= _CH3119,120
115. R = -OCH; (no descrit)

Figura 25. Acetilens descrits a la bibliografia

3.2.2.5. Orto-litiacio d’acetals

Conegudes les propietats orfo-dirigents dels acetals es va procedir a la litiacié de
la posicié 2 del nucli indolic de 112 (Esquema 55). Es varen estudiar diferents bases
(HMDS, #-BuLi, LDA) i diferents condicions de reaccid (temps, addicio6 de TMEDA)
exposades a la Taula 13, per a dur a terme regioselectivament 1’alquilacio de la posicid

2 indolica.

Y

2) CH;CHO N
o=

15h 0=$=0 OH
OCH;, OCH;

116

bop
1) base
CH3 o CH3
Q—_{Q THEF, -78 °C, temps \ CH,
N
S=0
112

Esquema 55. Assajos d’alquilacié de 1’acetal 112

8 A. Wada, G. Babu, S. Shimomoto, M. Ito. Synlett 2001, 1759-1762.

""" K. Tanaka, T. Kobayashi, H. Mori, S. Katsumura. J. Org. Chem. 2004, 69, 5906-5925.

120 (a) D. J. Winternheimer, C. A. Craig. Org. Lett. 2010, 12, 2508-2510. (b) S. Lauzon, F. Tremblay, D.
Gagnon, C. Godbout, C. Chabot, C. Mercier-Shanks, S. Perreault, H. DeSeve, C. Spino. J. Org. Chem.
2008, 73, 6239-6250. (c) Y. Li, H. Zou, J. Gong, J. Xiang, T. Luo, J.1 Quan, G. Wang, Z. Yang. Org. Lett.
2007, 9, 4057-4060.
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Taula 13. Estudi de metal-lacié de I’acetal 112
Entrada Base Temps | Rendiment (115)
1 HMDS 3,0 eq 3h -
2 t-BuLi 3,0 eq + TMEDA 3,0 eq 1h -
3 t-BuLi 3,0 eq + TMEDA 3,0 eq 3h 33%
4 LDA 3,0 eq 3h 62%
5 LDA 4,0 eq 3h 63%
6 LDA 3,0 eq + TMEDA 3,0 eq 3h 65%

La utilitzaci6 ’HMDS com a base no permet 1’obtencidé del producte alquilat
116 (Taula 13, entrada 1). Tampoc condueix a 1’acetal alquilat 116, la reaccié amb -
BuLi + TMEDA durant un periode d’una hora (Taula 13, entrada 2). Aquestes ultimes
condicions permeten aillar el producte desitjat amb un 33% de rendiment, quan el temps
de reacci6 es va allargar a 3 hores (Taula 13, entrada 3). La utilitzacio d’LDA com a
base condueix a I’hidroxiacetal 116 amb rendiments del mateix ordre (62 i 63%) en
emprar 3 o 4 equivalents de base (Taula 13, entrades 4 i 5). Finalment, 1’addicio de
TMEDA (Taula 13, entrada 6) condueix al mateix producte 116 amb un rendiment del
65%. Aquestes dades suggereixen que 1’addicio de 3 o 4 equivalents de base aixi com
I’addicié de TMEDA no modifiquen practicament el curs de la reaccio.

L’hidroxiacetal 116 es va aillar i caracteritzar per técniques espectroscopiques.
Amb aquests resultats, es van escollir les condicions optimes per a dur a terme la
preparacio de la resta de compostos de la série, on varia tant el substituent alquil de la

posicid 3 com el grup alquil introduit a la posicié 2 (Esquema 56).

0 1) 3,5 eq LDA g\o
,5 eq
R
Ry THF, -78°C, 3 h 1
\ - \ Ry
n 2) R,CHO Ny
62-82%
OCH;,4 OCH;,4
112. R, = -CH; 116.R, =R, =-CH;
113. Rl = '(CH2)3CH3 117. R1 = -(CH2)3CH3, R2 = -CH3
114. R, = -(CH,)4CH; 118. R, = -(CH,),CH;, R, = -CH;

119. R1 = -CH3, Rz = '(CH2)3CH3
120. R1 = -CH3, R2 = -(CH2)4CH3
121. R1 = -CH3, R2 = '(CHZ)SCH3

Esquema 56. Preparacié d’indoles 1,2,3-trisusbtituits 116-121
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Els acetals 112-114 s’obtenen per tractament de les corresponents cetones 27-29
amb etilenglicol i APTS a reflux de tolu¢ amb rendiments practicament quantitatius
(Esquema 53). Mentre que la cetona 27 s’obté directament del 3-acetilindole, que ¢és
assequible comercialment, les cetones 28 1 29 es varen preparar a partir de I’indole. Per
acilaci6 de I’indole amb el clorur d’acid adient catalitzat amb AlMe; en el si de

. L 121,122
diclorometa, =

s’obtenen les cetones 122 i 123. A continuacio, 1 després de ser
purificades per recristal-litzacio, es protegeix 1’atom de nitrogen indolic per reaccié amb
el clorur de p-metoxifenilsulfonil, seguint les condicions descrites anteriorment en

aquesta memoria (Esquema 57).

(0] 0]
R R
RCOCI1 NaH, DMF
y — \ > \
Al(CH;) Cl
N 3/3 N
H CH,Cl, H 0=8=0 N
' 0=S=0
30. indole 84. R = -CHj; (comercial)

122. R = -(CH,);CH;
123.R = -(CH2)4CH3

OCH; OCH
3

27.R = -CH,
28.R = -(CH2)3CH3
29.R = -(CH2)4CH3

Esquema 57. Preparaci6 de 27-29

Els hidroxiacetals 116-121 no s’aillen, perd s’obtenen amb suficient grau de
puresa per a continuar en la reaccid segiient. Tal com s’ha dit anteriorment, no es duu a
terme la seva purificaci6 degut a la fragilitat estructural que els caracteritza (facilitat
d’hidrolisi 1 possibilitat de deshidratar) i es passa a la segiient etapa de sintesi (Figura
26). Malgrat la inestabilitat de la que es fa palés, en algun cas, si que ha estat possible

detectar 1 aillar I’hidroxiacetal i1 caracteritzar-lo per técniques espectroscopiques.

27 H. Wynne, C. T. Lloyd, S. D. Jensen, S. Boson, W. M. Stalick. Synthesis 2004, 2277-2279.
'22 T, Okauchi, M. Ttonaga, T. Minami, T. Owa, K. Kitoh, H. Yoshino. Org. Lett. 2000, 2, 1485-1487.
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O hidrolisi acetal

[\
(0]
Ry

\ OH
N deshidratacid

| Rz

Figura 26. Problemes d’estabilitat dels hidroxiacetals 116-121

3.2.2.6. Ciclacié d’hidroxiacetals

L’hidroxiacetal 119 es va preparar per posar a punt la transformacié en el
corresponent di¢ 19. Per aquesta operacid es varen dur a terme diferents proves, on es
varen assajar varis acids, dissolvents i diferents condicions de temps de reaccid i

temperatura (Esquema 58 i Taula 14).

5"

ciclacid d O

e
OS_

CH,CH,CH,CH;

OCH,

OCH;
119 19
Esquema 58. Assajos de ciclacié de I’hidroxiacetal 119
Taula 14. Estudi de ciclacio de I’hidroxiacetal
Entrada Condicions Dissolvent Temp. Temps | Rendiment (19)
1 CF3COOH, K2C03 CH2C12 t.a. 2h -
2 CF3COOH, Nast4 CH2C12 t.a. 72 h -
3 CF;COOH, (CF;C0O0),0 Tolu¢ reflux 15h -
4 APTS Tolue reflux 15h -
5 Resina acida iPrOH / 1% H,0 t.a. 15h 92%

Es varen assajar diferents condicions encaminades a 1’obtencid del die 19, totes

elles en medi acid. En primer lloc, es va assajar el tractament amb acid trifluoroacétic en
preseéncia d’un agent dessecant com K,COj) anhidre (Taula 14, entrada 1) 1 sulfat sodic

(Taula 14, entrada 2). També es va emprar acid trifluoroacetic conjuntament amb
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anhidrid trifluoroacetic (Taula 14, entrada 3) a reflux de tolu¢ o bé APTS també a reflux
de tolue (Taula 14, entrada 4). Cap d’aquestes condicions descrites condueix al producte
esperat, ni tan sols es recupera el producte de partida ni productes secundaris definits.
Aquests resultats negatius s’atribueixen a les condicions massa drastiques i/o a la
inestabilitat del producte de partida. Finalment, ens varem proposar dur a terme aquesta
ultima etapa en condicions més suaus que ens proporciona la resina acida de bescanvi
ionic (Amberlyst-15®)123 en el si d’una mescla d’isopropanol:H,O (99:1) (Taula 14,
entrada 5). La reaccid es deixa en agitacid durant 15 hores a temperatura ambient 1
s’obté el die esperat 19 amb una conversid del 100%, aillant el producte amb un 92% de
rendiment. El di¢ 19 presenta les mateixes dades analitiques que I’obtingut pel métode
A especificat anteriorment en aquest treball (apartat 3.2.1).

Aquestes condicions de ciclacio (resina acida en iPrOH / 1% H,0) resulten
realment eficaces ja que en cap cas s’ha detectat la presencia de I’hidroxiacetal ni
hidroxicetona sense ciclar. Es a dir, després de la posterior purificacié per cromatografia
en columna de gel de silice, només s’ha detectat el di¢ i la corresponent cetona de
partida que no havia reaccionat en 1’etapa organolitica prévia. La resina d’intercanvi
i0nic juga un paper clau en aquesta etapa com a catalitzador acid, solid, reciclable, barat
i respectuds amb el medi ambient.'?*

Els diens obtinguts, en aquestes condicions, son estables 1 poden ser purificats
per cromatografia de columna de gel de silice i completament caracteritzats per les
seves dades analitiques. Els rendiments dels diens preparats amb aquest segon metode, a
partir de les cetones 27-29, oscil-len entre 31-76%, mentre que la recuperacié de les
cetones de partida esta entre el 19-34%.

Cal recordar que la resina acida (Amberlyst-15%) es va emprar també en
I’aromatitzacié de I’adducte procedent de la reaccié de Diels-Alder (apartat 3.1.). En
aquell cas, s’utilitza en el si de diclorometa a reflux i s’obté el producte procedent de
I’aromatitzacié 1 de la N-desproteccid (veure apartat 3.1.3., pagina 49). En canvi, en
aquest ultim assaig no es produeix la N-desproteccio dels diens. Aquest fet és atribuible,
per un costat, a la diferéncia de temperatura i, per 1’altre, a la possibilitat que tenen els

: . . . . 125,126,12 :
dissolvents per a inflar o desinflar la propia resina.'”>'**'*" En aquest cas, la resina

12 P Mazo, L. Galeano, G. Restrepo, L. Rios. Scientia et Technica Afio XIII. 2007, 35, 461-465.

124 (a) K. Wilson, J. H. Clark. Pure Appl. Chem. 2000, 72, 1313-1319. (b) M. A. Harmer, Q. Sun. Applied
Catalysis A: General 2001, 221, 45-62.

125 7. M. Aragén, J. M. R. Vegas, L. G. Jodra. Ind. Eng. Chem. Res. 1994, 33, 592-599.

120 Rohm & Haas. Amberlyst 15 Technical Bulletin. Rohm & Haas Co. Philadelphia, 1972.
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Amberlyst-15° a més del caracter acid pels seus grups sulfonics, pot adquirir diferents
grau d’hidratacio degut a I’estructura macroporosa. Aquesta resina ¢s preferible a les de
tipus gel degut a les majors velocitats de difusid de reactius i productes a través de la
matriu rigida macroporosa.

L’any 2002, Gribble i col.'*® varen dur a terme la formacié del dié furo[3,4-
blindole a partir de 3-formilindole amb un rendiment global del 48%. Aquest di¢ sense
substituents en les posicions 1,3 del nucli heterociclic no es pot aillar degut a problemes

d’estabilitat (Esquema 59).

H 0
O / \
\ HO OH \ 1) s-BuLi _ BFjeterat
ITI APTS, benzé TTI 2) HCHO h1drcF>r I-Llfnona
0=S=0 0=8=0 0=$=0 q 0=8=0
XVI XVII XVIII XIX

Esquema 59. Sintesi publicada a J. Org. Chem. 2002, 67, 1001-1003'*

Aquest mateix autor, va manifestar que aquesta ruta sintética no era aplicable a
3-acilindoles.'*® Tenint en compte I’experiéncia del nostre grup de recerca i les dades
bibliografiques relacionades amb aquest tema, en aquest treball de tesi, es parteix de 3-
acilindoles 1, seguint la ruta posada a punt en aquest treball de tesi i descrita en aquesta
memoria, ha estat possible arribar als diens esperats (Figura 27) amb rendiments globals
del 31-76%. Aquesta variaci6 es deu a la llargaria de les cadenes alquiliques
substituents de 1’anell de furan. De fet, els grups alquilics d’aquestes posicions
afavoreixen la ciclacié en anells petits (de fins a 6 membres) com a conseqiiéncia de

I’efecte de Thorpe-Ingold, també conegut com a efecte ah'alquil—geminal.130’13 !

127 A R. Pitochelli. lon-exchange catalysis and matrix effects. Rohm & Haas Co. Philadelphia, 1975.

'8 G. W. Gribble, J. Jiang, Y. Liu. J. Org. Chem. 2002, 67, 1001-1003.

' G. W. Gribble, D. J. Keavy, D. A. Davis, M. G. Saulnier, B. Pelcman, T. C. Barden, M. P. Sibi, E. R.
Olson, J. J. BelBruno. J. Org. Chem. 1992, 57, 5878-5891.

BON. L. Allinger, V. Zalkow. J. Org. Chem. 1960, 25, 701-704.

BUE. Eliel, S. H. Wilen. Stereochemistry of Organic Compounds. Interscience, New York, 1994, pags.
682-683.
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Ry
~ 0
— 17.R, =R, = -CH, , R, = -OCH,
N 19.R, = -CH; , R, = -(CH,);CH,

_l_ Ry 23R =-(CH,),CH,,R,=-CH,
0=8=0 24.R, = -CH, , R, = -(CH,),CH,
25.R, = -(CH,),CH; , R, = -CH,

26.R, = -CH;, , R, = -(CH,)sCH,

Figura 27. Diens sintetitzats en la present tesi doctora per la ruta Bl

3.3. Estudis alternatius per a la preparaciéo de diens de tipus
furo[3,4-b]indoles
A més dels resultats obtinguts a partir dels 3-acilindoles, es va intentar esbrinar

si derivats indolics amb d’altres grups funcionals en aquesta posicid 3 (grups acid

carboxilic, eésters...) permetien I’accés als diens desitjats.

3.3.1. A partir de I’acid indole-3-carboxilic

Amb analogia amb la ruta sintética 4 (apartat 3.2.1), es va considerar ’estudi a
partir de 1’acid indole-3-carboxilic 124, isomer de posicié del producte de partida
emprat en aquella primera ruta sintética (acid indole-2-carboxilic 22). Es va dur a terme
I’alquilacio de I’acid 124 amb iodur de metil en medi basic i s’obté I’éster 125 amb
rendiment quantitatiu. A continuacio, per tractament de I’éster 125 amb el clorur de
fenilsulfonil corresponent s’obtenen els eésters N-protegits 126 i 127 amb rendiments

excel-lents (esquema 60).

O (0] ) 0
OH OCH;3 OCHj3 OH
\ CH;1 \ NaH, DMF \ \
N N N 35 N
H H | !
0=S=0 0=8=0
R R

NaHCO3 CISOZC6H4R

124 DMF, t.a. 125

126. R =-H 128. R =-H
127. R = -OCH; 129. R = -OCH;

Esquema 60. Preparacio dels ésters 125 - 127
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Per a la hidrolisi quimioselectiva de 1’¢ster metilic, es varen assajar diverses

condicions, perd en cap dels casos fou possible I’obtencié dels acids 128-129 (Taula

15).
Taula 15. Assajos d’hidrolisi dels ésters 126 i 127

Ester d Product
Entrada S er: ¢ Medi Temperatura | Temps ro‘ uete
partida obtingut

1 126 NaOH TII\U EtoH 40-50 °C 3h Acid 124

2 126 NaOH j_T/EtOH reflux 35min | Acid 124

3 127 NaOH f '11\1/ EtoH 40-50 °C 16h | Acid 124

4 127 NaOH 421~11\]/ EtoH ta. 48h | Ester125

H .(aq/ MeOH .

5 127 | NaHCOs S:tl( a/MeO ta. 24h | Ester 125

6 127 | NeHCOs S:_ti(aq)/MeOH reflux 48h | Acid 124

7 127 Amberlyst-15/MeOH t.a. 24h | Ester 125

A temperatura ambient, es recuperava 1’¢ster de partida 125, mentre que en els

assajos duts a terme en calent s’obtenia ’acid indole-3-carboxilic 124, tant si I’hidrolisi

es realitzava en medi acid com en medi basic.

D’altra banda es va intentar la carboxilacié de 1’ N-fenilsulfonilindole (70) per

tractament amb 7-BuLi/TMEDA seguit de borbolleig d’anhidrid carbonic (esquema 46).

Un dels principals problemes consisteix en la dificultat per mantenir la temperatura de

-100 °C, donat que el medi de reaccid suporta un corrent de CO, que prové d’una

bombona gran que estda a temperatura ambient. Malgrat haver assajat diverses

condicions, en cap cas es va obtenir 1’acid 128 esperat (Esquema 61).

Esquema 61. Carboxilacié de 70.

. 3
1) +-BuLi/ TMEDA
% THF / -100 °C \)/ZCOOH
N 2) COyg) N
0=S=0 0=S=0
70 20. 2-COOH
128. 3-COOH
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La major limitacio d’aquest metode per a I’obtencid de 3-litioindoles ¢€s la facil
transposicid que experimenta 1’atom de liti a temperatures superiors a -90 °C per donar

el corresponent 2-litioindole (Esquema 62),'3%!133:134133.136

B Li
N /
|

-100 °C N -90 °C Il\I
| L/
0=S=—0 0=S—0 0=8=0
70

Esquema 62. Litiacié de 70

La major acidesa dels protons de la posicid a del nucli indolic, junt amb
I’estabilitzacié que exerceix el grup fenilsulfonil per coordinacié amb 1’atom de liti,
faciliten la transposicid. Per a comprovar aquest ultim punt, es va intentar preparar
I’acid N-metilindole-3-carboxilic 131 a partir de 1I’N-metilindole 130, assequible

comercialment (Esquema 63).

COOH
1) ~BuLi/ TMEDA
\ // \ THF /-100°C \
N N 2) COyy g N~ COOH
n, n, I
131 130 60

Esquema 63. Carboxilacio de 130

En aquest cas, malgrat tenir un grup que no estabilitzaria el litic intermedi,
s’obté solament el producte de reaccid a la posicid 2 (60). Aquest resultat confirmaria la
facilitat de migracié del 3-litioindole a 2-litioindole en funci6 de la temperatura més que
de la presencia de grups estabilitzadors amb els que pugui establir coordinacions. Aixo

mateix confirmen els resultats publicats per Iwao i col.,'” que per a obtenir indoles-3-

32 A.B. Levy. J. Org. Chem. 1978, 43, 4684-4685.

33 M. G. Saulnier, G. W. Gribble. J. Org. Chem. 1982, 47, 757-761.

%y, Kondo, A. Yoshida, S. Sato, T. Sakamoto. Heterocycles 1996, 42, 105-108.
35 M. Matsuzono, T. Fukuda, M. Iwao. Tetrahedron Lett. 2001, 42, 7621-7623.
3¢ A, R. Katritzky, K. Akutagawa. Tetrahedron Lett. 1985, 26, 5935-5938.
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substituits recorre a la proteccidé de 1’atom de nitrogen indolic amb substituents
voluminosos que, per impediment esteric, dificulten 1’alquilacié de la posicid 2-indolica
més proxima.

En vista dels resultats obtinguts en la carboxilacio del nucli indolic, fou
considerada la possibilitat de transformar 1’indole-3-carboxaldehid 133'%" a 1’acid

indole-3-carboxilic 128 per oxidacié (Esquema 64)."*

{2 Qe O

Q

Y Y
0=5=0 0=S=0 0=S=0
CuCl/t BuOOH
128
OCH, OCH; OCH,

Esquema 64. Intents de preparacio de 128 per oxidacio de 133

L’oxidacio es va intentar per tractament de 1’aldehid 133 amb KMnOy, 1 també
amb CuCl/~-BuOOH."* En cap d’aquestes condicions assajades es va detectar I’acid
128 desitjat. No obstant, en la utilitzacié de clorur de coure (I) i hidroperoxid de terc-
butil (~-BuOOH), es va aillar un producte secundari procedent de 1’oxidacié de 1’aldehid

133 seguit d’esterificacid amb el z-butanol format en el mateix medi de reaccidé per

reduccié del ~BuOOH (Esquema 65).

H;C CH;
(0] O, CH,
H CuCl, -BuOOH _ 0O
\ ACN \
36%
oo g 4
0=S=0 OH 0=S=0
\ HO
e
N H3C CH3
\ CH;
0=S—=0
OCH, OCH;
133 134
128
OCH; |

Esquema 65. Formacié de 134 per oxidacio i esterificacio de 133

7D, Coowar, J. Bouissac, M. Hanbali, M. Paschaki, E. Mohier, B. Luu. J. Med. Chem. 2004, 47, 6270-
6282.

% A. Mouaddib, B. Joseph, A. Hasnaoui, J.-Y. Mérour. Synthesis 2000, 4, 549-556.

%S, Mannam, G. Sekar. Tetrahedron Lett. 2008, 49, 1083-1086.
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D’una altra part, es va assajar I’alquilacio de 1’acid indole-3-glioxilic, assequible
comercialment, per a estudiar el seu comportament. L’alquilacié de ’acid 135 en les
mateixes condicions descrites anteriorment per a 1’acid 128 condueix a I’éster 136 en
excel-lents rendiments. A continuacid, la protecci6 amb el clorur de p-
metoxifenilsulfonil permet accedir a 1’¢ster 137 amb rendiments acceptables.
L’esmentat ester 137 va mostrar seriosos problemes de solubilitat que dificultaven
enormement el treball de sintesi i que varen fer-nos desdir de continuar amb la ruta

sintética que ens haviem plantejat (Esquema 66).

0] OH 0] OCHj 0 OCH,
)
R N \ NaH,DMF Q—§\<o
N NaHCO;3 N CH30CH4SO,Cl N
H DMF, t'.a. ' H 61% L
135 Rt. quantitatiu 136 0=S=0
© 137
1) 1,1 eq LDA OCH;
THF, -78 °C,2 h
2) CH3CHO
problemes de
OCHj3 solubilitat
0)
0)
Q  OH
\\ OH
N 0
|
o=s=0 CHs )
D
0=S=0
OCH; ©
139 OCH,
138

Esquema 66. Reaccions realitzades a partir de 1’acid indole-3-glioxilic 135

3.3.2. A partir de I’indole-3-acetonitril

Una altra alternativa plantejada per a la preparacio dels diens de tipus furo[3,4-
blindoles consisteix en la preparacio d’intermediaris que permetin la funcionalitzacié de
les cadenes laterals. Aixi, en primer lloc, es van dissenyar una s¢rie de rutes a partir de

I’indole-3-acetonitril (140).
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En aquest cas, els principals problemes van sorgir en intentar la proteccié de
I’atom de nitrogen indolic amb el clorur de p-metoxifenilsulfonil. Es van assajar
diferents condicions i, tot i que es detectava el producte desitjat 141, el qual va poder
ser caracteritzat, en cap cas es va obtenir el producte desitjat en suficient quantitat per a

poder continuar la ruta sintética plantejada (Esquema 67).

CN CN
Q_y NaH, DMF o Q_g\

N (p-CH;0)CH4S0,Cl N
0=S=0
140 14%
OCH;
141

Esquema 67. N-proteccié de 140 amb p-metoxifenilsulfonil

A continuacio, es van assajar diferents condicions per a la proteccié de 1’atom de
nitrogen indolic, emprant diferents reactius que permetessin la introduccié d’un grup
amb caracter atraient d’electrons. Substituents atraients a la posicié 1 del nucli indolic

son necessaris per a la preparacio dels diens de tipus furoindoles (Esquema 68 i Taula

16).
CN CN
CF;CO),0
(O oo [
N N

Et;N, CH,Cl,

; A

140 FC 0

Esquema 68. N-proteccid de 140 amb anhidrid trifluoroacétic

Taula 16. Condicions d’ N-proteccié de 140 amb anhidrid trifluoroacétic
Entrada Base Dissolvent Rendiment (143)
1 Et;N CH,CI, 91%
2 Et;N CHCl, 81%
3 DBU CHCl, 26%
4 NaH DMF 85%
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En un primer lloc, es varen realitzar assajos de diferents reactius per a la
introducci6 de diferents grups protectors sobre I’atom de nitrogen indolic. El tractament
amb 1’anhidrid trifluoroacetic, en condicions classiques, condueix a 143 amb
rendiments excel-lents, excepte quan es va emprar DBU (Taula 16, entrada 3) com a
base enlloc d’Et;N (Taula 16, entrada 1 1 2) o NaH (Taula 16, entrada 4). El producte
143 va ser purificat per cromatografia de columna de gel de silice, encara que durant la
purificacio es produeix I’ N-desproteccio en un alt percentatge. Les dades analitiques de
143 es descriuen a la part experimental d’aquesta memoria. El compost esmentat

. . 140,141
apareix referenciat dues vegades,'**

pero en cap d’elles es descriu amb detall.
La reaccid que es volia dur a terme a continuacio consistia en [’halogenacié de la
posicio H-2 de I’indole. Es va assajar la bromacié amb el producte de partida inicial

sense protegir (Esquema 69).

Br.

CN CN
NBS, AIBN cat. \
\ -
N

CCly, hv H
5%

TZ

140 142

Esquema 69. Bromaci6 de 140

En aquest cas es va obtenir el compost 142 procedent de la bromacio de la
posicié 5 del nucli indolic. Aquest compost s’obtenia amb un 26% de rendiment i
solament es recuperava el producte de partida 140 amb un 16%. El compost esmentat
fou completament caracteritzat i les seves dades analitiques coincideixen amb les del
producte descrit a la bibliografia (sintetitzat per altres vies).'**

Amb I’atom de nitrogen protegit de I’indole-3-acetonitril, es va assajar de nou

I’halogenaci6é i s’obté amb rendiments molt baixos (5%) I’halogenacié de la posicio

benzilica (Esquema 70).

140 1. L. Brook, R. H. Biggs, P. A. St. John, D. S. Anthony. Anal. Biochem. 1967, 18, 453-458.

B Hayashi, H. Naruse, S. Kamada, Y. lida, S. Daishima, M. Kuzuya, T. Okuda. Shitsuryo Bunseki
1983, 31, 289-295. CAN 101:30674.

"2 M.-L. Go, J. L. Leow, S. K. Gorla, A. P. Schiiller, M. Wang, P. J. Casey. J. Med. Chem. 2010, 53,
6838-6850 i referencies citades en 1’article.
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Br

CN CN
Q_S\ NBS, AIBN cat. {
\ -
N

N CCly hv
P : A

143 146 (5%)

Esquema 70. Bromaci6 de 143

Donats els productes d’halogenacié anteriorment indicats 1 aconseguida la
proteccid de I’atom de nitrogen indolic, es procedeix a 1’alquilacié de 143 per
tractament amb LDA a -78 °C, afegint posteriorment acetaldehid. En aquestes
condicions, s’obté una mescla de productes que, una vegada separats per cromatografia
de columna, foren identificats com a 1’alcohol 144 (24% rendiment), I’alcohol 145
procedent de la reacci6 en la posicio benzilica (17% rendiment) i el 3-acetonitrilindole

140 (40%) procedent de I’ N-desproteccié de 143 (Esquema 71).

CH;
~ i HO
CN 1)1,4eqLDA2h CN CN
THF, -78 °C
\ > \ CH;| + \
N 2) CH;CHO N N
A A, .
F;C~ 0 | F¢” 0 ] 145 (7%)
143
CN
N\ cm
N
H OH
144 (24%)

Esquema 71. Alquilaci6 de 143

Cal remarcar que cap dels productes obtinguts presenta el grup protector

trifluoroacetil, fet que corrobora la labilitat d’aquest grup protector. Segons descriu
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Greene en el seu llibre,'*” la labilitat dels haloacetils (N-COCX3) en front a hidrolisis
suaus augmenta amb la substitucid per halogens amb el segiient ordre:

Lo A4 i i X
N ;N7 OCHLCI N JJ\CHC12 NJ\CC13 N~ “CF,
N-Acetil  N-Cloroacetil N-Dicloroacetil N-Tricloroacetil N-Trifluoroacetil

»

+ labil

Figura 28. Labilitat dels grups N-haloacetil en front a hidrolisis

Finalment, la proteccid de I’acetonitril 140 es va realitzar per tractament amb
anhidrid triflic en preséncia d’una base (Esquema 72). Es varen assajar diferents bases 1
dissolvents (Taula 17) i només es va obtenir el producte desitjat 147 a I’emprar NaH
com a base en el si de diclorometa (Taula 17 entrada 1). El baix rendiment (24%) es pot
atribuir, per una banda, a problemes de solubilitat del producte de partida 140 i, per
I’altra banda, a la inestabilitat del triflat com a grup protector. Cal esmentar que emprant
la trietilamina com a base només es va recuperar producte de partida. En el si d’altres
dissolvents com 1’acetonitril o bé la DMF tampoc es va observar la formacio del derivat

protegit 147.

CN CN
\ (CF3 802)20 \
v
E NaH, CH2C12 II\I
o= IS= (0]
140 CF,
147

Esquema 72. N-proteccid de 140 amb anhidrid triflic

Taula 17. Condicions d’ N-proteccié de 140 amb anhidrid triflic
Entrada Base Dissolvent Rendiment
1 NaH CH,Cl, 24% (147)
2 Et;N CH,Cl, Només producte de partida (140)
3 NaH ACN Aparicid de productes secundaris
4 NaH DMF Només producte de partida (140)

A continuacid, el tractament de 147 amb NBS condueix al derivat indolic bromat

regioselectivament en la posicié benzilica amb un 62% de rendiment (Esquema 73). Cal

ST W. Greene, P. G. M. Wuts. Protective Groups in Organic Synthesis, 4™ ed. Wiley: New York, 2007,
p. 773.
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esmentar que en aquest cas s’obté millor rendiment que en la bromaci6 del compost 143

descrita anteriorment.

Br
CN CN

\ NBS, AIBN cat. \
N - N
CCl, hv |

0=S=0 & 0=S=0
62% i

CF; CF;
147 148

Esquema 73. Bromaci6 de 147

Aquest millor rendiment es pot atribuir a la major estabilitat de I’N-OTf 147
front a ’N-COCF; 143, donat que aquest Ultim perd amb més facilitat el grup N-
protector.

Cal remarcar que en cap dels casos es va obtenir el producte procedent de
I’halogenaci6 a la posicié 2 de I’indole, que era el que tenia interés per a continuar la

sintesi (Esquema 74). La ruta sintética que ens haviem plantejat s’indica a continuacio:

- CN o CN
CN Bromacio alquilacié
\ —_— \ B \ alquil
N~ B N
OH

N
I | |
R

R = grup protector
140.R=H ‘—D

funcionalitzar

proteccio -OH

ox1dac1o

~cicl
- it alquil alquil

—aromatltzacm
-desproteccid

Esquema 74. Sintesi plantejada a partir de 140

Aquestes dades ens varen portar a fer una revisid exhaustiva de la bibliografia i
ens va sorprendre el fet de no trobar metodes directes eficients per a 1’halogenacié de
derivats indolics. Majoritariament, s’utilitzen meétodes indirectes a través d’una reaccid
de litiaci6 prévia i posterior introduccié de I’halogen com a agent electrofil.'**'*

Aquest buit ens va fer considerar la recerca d’un metode que permeti 1’halogenacio

4 1. Kawasaki, M. Yamashita, S. Ohta. Chem. Pharm. Bull. 1996, 44, 1831-1839.
1431, Kawasaki, H. Katsuma, Y. Nakayama, M. Yamashita, S. Ohta. Heterocycles 1998, 48, 1887-1901.
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directa de derivats indolics 1, encara que caigui fora de 1’abast d’aquesta memoria,
actualment en el laboratori he participat en la posta a punt d’una nova estrategia per a la
iodaci6 de nuclis indolics i els seus isosters aza-indolics.'*

Degut als problemes esmentats anteriorment per a la posta a punt d’un bon
metode d’alquilacid de la posicid 2 del nucli indolic, en el laboratori s’estan duent a
terme, per un costat, assajos per a I’halogenacio de la posicié 2 del nucli indolic i, per
I’altre, s’intenta posar a punt 1’oxidacid de la posicié benzilica. Respecte a aquest tltim
punt, la posta a punt es realitza sobre compostos assequibles comercialment.

Primerament, partint de 3-indolilacetonitril, es va dur a terme ’oxidaci6 amb
DDQ en el si d’1,4-dioxa'* i que ens va conduir a una mescla de diferents productes

dificils d’identificar (Esquema 75).

0]
CN CN
\ DDQ 1.1 eg .~ \
N 10xa, t.a. N
H H
140 149 (Rt. molt baix)

Esquema 75. Oxidaci6 de 140

Es va intentar optimitzar les condicions de reaccio, perd en cap cas es va obtenir
I’oxoacetonitril 149 amb suficient grau de puresa ni suficient rendiment.

El fracas de 1’oxidacid, ens porta a considerar d’altres alternatives per
aconseguir el 3-indoliloxoacetonitril 149. D’acord amb un treball de D. A. Horne i
col.,"*®'% es va assajar la preparacié de 149 a partir de I’acid glioxilic per formacié

previa del clorur de I’acid 1 posterior addicié de cianur de coure (I) (Esquema 76).

CN
\ © 1)SOC, tolue, & \
/i
2) CuCN, NEt; DMF, ta. N

135 149

TZ

Esquema 76. Preparaci6 de 149 descrita per Horne i col."**'*

1465, Hamri, J. Basset, M. D. Pujol. Resultats no publicats, 2011.

7T Janosik, A.-L. Johnson, J. Bergman. Tetrahedron 2002, 58, 2813-2819.

8 E Y. Miyake, K. Yakushijin, D. A. Horne. Org. Lett. 2000, 14, 2121-2123.

9y, Ma, K. Yakushijin, F. Y. Miyake, D. A. Horne. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 4343-4345.
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Aquestes mateixes condicions es van aplicar simultaniament a 1’acid indole-3-
carboxilic 123 i, mentre que en el cas anterior es recuperava ’acid de partida inalterat,
en el segon cas s’obté una mescla de 149 i 150 (esquema 77). Ambdos compostos es
varen separar per cromatografia de columna de gel de silice. L’alcohol 150, per
tractament amb DDQ, es va oxidar a I’oxoacetonitril 149 amb baix rendiment degut a
problemes en el seu aillament, atribuibles a la baixa solubilitat en dissolvents organics.
A la bibliografia, es troben referéncies d’aquesta mateixa transformacio aplicada a

. . . 1
d’altres nuclis amb rendiments baixos.'*’

0 HO
1) SOCl, CN CN
tolug, A, 4 h
0 ’ \ + \
OH 2) 1,2 eq KCN N N
{ NEt; DMF, t.a. H H
149 (4%) 150 (73%)
N
H 1) SOCl DD
123 tolue, A, 2 h HO CH,Cl,
2) 2,5 eq KCN CN
NEt;, DMF, ta. \
N
H
150 (86%)

Esquema 77. Obtenci6 de 149 i 150 a partir de 123

Posteriorment es va dur a terme la reaccio de I’acid 123 amb 2,5 eq de KCN
enlloc dels 1,2 eq emprats anteriorment i es va obtenir I’alcohol 150 amb un 86% de
rendiment. La diferéncia de resultats respecte a la reaccid anterior es pot atribuir més a
la formaci6 del clorur de 1’acid preparat in situ que a I’excés de KCN afegit.

Una altra alternativa per a la preparacié de I’oxoacetonitril 149 seria la que

s’indica en I’Esquema 78.

o] O NH, Q  OH
CN

O { o — )y °
N N

T
TZ
T

149 151 135

Esquema 78. Preparaci6 alternativa de 149

30 A. Marco. Adiciones enantioselectivas a grupo carbonilo catalizadas por ligandos de tipo
hidroxilamida. Tesi Doctoral 2008, Universitat de Valéncia.
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L’amida 151 es va preparar per tractament del cetoacid 135 amb urea i imidazole

emprant com a dissolvent DMSO segons el metode descrit per Khalafi-Nedzad i col. Es

tracta d’un procés assistit per microones (esquema 79, Taula 18).""

Q  oH QA NH,
\ 0 2 eq urea \ 0
'
N 1 eq imidazole N
H dissolvent H
135 MW (300 W) 151
Esquema 79. Obtencid de 151
Taula 18. Assajos d’obtencioé de 151 a partir de 135
Entrada Producte de partida (135) Dissolvent Temps Rendiment (151)
1 50 mg 1,4-Dioxa S min -
2 50 mg DMSO 7 min 51%
3 200 mg DMSO 10 min 49%

Segons les condicions descrites a la Taula 18, els resultats obtinguts indiquen
que el DMSO és millor dissolvent que 1’1,4-dioxa. En el treball indicat com a referéncia
aplicaven aquest métode generalment a derivats de 1’acid benzoic (no heterocicles) i
duien a terme reaccions en sec, sense addicid de dissolvent.

A continuacid, es varen assajar diferents condicions per a dur a terme la

deshiratacio de la cetoamida 151 (Esquema 80, Taula 19).

0] NH, 0]
CN
\ 0 agent deshidratant \
/ -
V4
dissolvent, Temp. N
H H
151 149
Esquema 80. Deshidratacié de 151
Taula 19. Assajos de deshidratacié de 151
Entrada | Dissolvent | Agent deshidratant | Temp. Resultat
1 DCM P,0Os reflux Producte de partida 151 + traces 149
2 DCM P,0Os, AcOH t.a. Producte de partida 151
3 Tolué P,Os reflux Producte de partida 151 + traces 149
4 Tolué APTS, tamis 4 A, | o Acid 135 + sulfamida 152
Dean-Stark

5 A. Khalafi-Nezhad, B. Mokhtari, M. N. S. Rad. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 7325-7328.
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El tractament amb P,0s, en cap dels casos estudiats va permetre la formacioé de
149 en rendiments acceptables i només quan la reaccio es duia a terme a temperatures
altes es detectava el producte esperat (taula 19, entrades 1-3). Per altra banda, el
tractament de 151 amb un excés d’APTS a reflux de tolu¢ durant 15 hores condueix a la
recuperacid practicament total de 1’acid indoleglioxilic 135 acompanyat de la sulfamida

152 (Esquema 81 i1 Taula 19, entrada 4).

UJ:O

—OH OSO

Q:

(APTS)
Tamis 4 A, tolué, Dean-Stark, A

151 135
152 (70%)

Esquema 81. Intent de deshidratacié de 151 amb APTS

Donades les dificultats sintétiques per aconseguir intermediaris que permetin
I’accés a diens de tipus furoindoles, es va abandonar aquesta ruta. Malgrat aixo, els
resultats obtinguts ens permeten fer una avaluacié global que hauria de permetre la
reorientacié i la continuacid d’aquest treball per tal de poder accedir a nous diens amb

cadenes funcionalitzades.
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3.4. Sintesi en fase solida i derivatitzacio de I’acid 3-acetil -/N-hidroxi-2-

metilindole-6-carboxilic

3.4.1. Introduccio

Els indoles substituits son una classe important de compostos amb un ampli
espectre d’activitats biologiques. Per tant, les seqiiéncies sintétiques que permeten la
sintesi automatitzada en paral-lel de derivats d’indole, resulten d’interés per a la
preparaci6 de biblioteques de compostos per al descobriment de nous farmacs.'>

Com a part d’aquesta tesi, encaminada a la sintesis de derivats indolics amb
potencial activitat anticancer, durant una estada a la Universitat de Huddersfield
(Anglaterra), s’ha treballat en la quimica organica sobre suport solid. Aquest treball
s’enfoca a la sintesi en fase solida d’algunes de les etapes de compostos amb potencial
activitat farmacologica, aixi com a 1’estudi de la seva versatilitat per generar diversitat
quimica, aprofitant les avantatges que comporta.

Pel que fa a la seva aplicacid, la diversitat d’una biblioteca resulta d’interés per a
cribatges generals, per provar 1’activitat contra una gran varietat de dianes biologiques
per al descobriment de novo de nous caps de seérie (biblioteques universals).

" HO Alternativament, una biblioteca pot ser
dissenyada per abastir analegs d’estructures
hidroximetilfenoximetil < amb un nucli comu per tal d’establir relacions
O
~

estructura-activitat (biblioteques dirigides).'*

La resina Wang, molt util per a la

4

., . . 1
obtencié de derivats d’indole,”* consta d’una

poliestir® matriu de poliestiré enllacada directament a

. I’hidroximetilfenoximetil (Figures 1 i 2).'>> Les

Figura 29. Resina Wang resines tipus Wang (hidroximetilfenoxi, HMP)

son els suports habituals per a la immobilitzacié d’acids**"7 i fenols'**'**'% per a la

sintesi organica en fase solida.

152, Stephensen, F. Zaragoza. Tetrahedron Lett. 1999, 40, 5799-5802.

'3 G. T. Wang, S. Li, N. Wideburg, G. A. Kraftt, D. J. Kempf. J. Med. Chem. 1995, 38, 2995-3002.
'3 J. Tois, R. Franzén, A. Koskinen. Tetrahedron 2003, 59, 5395-5405.

'35 R. Santini, M. C. Griffith, M. Qi. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 8951-8954.

3¢S -S. Wang. J. Am. Chem. Soc. 1973, 95, 1328-1333.

7 G.-S. Lu, S. Mojsov, J. P. Tam, R. B. Merrifield. J. Org. Chem. 1981, 46, 3433-3436.

¥ L. S. Richter, T. R. Gadek. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 4705-4706.

%9V, Krchnék, Z. Flegelova, A. S. Weichsel, M. Lebl. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 6193-6196.
0y, Wang, S. R. Wilson. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 4021-4024.
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L’escissio de la resina, per hidrolisi del corresponent grup ester, es pot efectuar
per tractament amb diferents concentracions d’acid trifluoroacetic en diclorometa que
van del 15 al 95%.'%'°" Altres resines HMP funcionalitzades amb grups amida o
sulfamida sén més robustes que la Wang, particularment en condicions acides, perque
no contenen enllagos d’éter benzilic, sensibles al medi acid.'%*'%

Aquest grup eéster també es pot considerar 1abil en medi basic donat que es pot
trencar amb NaOMe'® o TEA/MeOH/KCN,165 formant-se 1’¢ster metilic

(transesterificacid). La posicid benzilica, rica electronicament, també és susceptible de

la ruptura oxidativa.'®® La DDQ es pot emprar per a ’escissié d’&ters ancorats al linker

Wang (Esquema 82).'¢7-1®
DDQ 6= )
XX XXI

Esquema 82. Oxidacié de I’enllag éter de la resina Wang

Per dur a terme la sintesi en fase solida, s’utilitza un utillatge de laboratori

especial que es descriu a continuacio6 (Figura 30):

11 A, S. Kiselyov, R. W. Armstrong. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 6163-6166.

192 Novabiochem. Resins for solid phase organic synthesis. Novabiochem®™ Peptide Synthesis Catalogue
2009, San Diego, pp. 227-228.

' 1. W. James. Tetrahedron 1999, 55, 4855-4946.

' G. Bhalay, P. Blaney, V. H. Palmer, D. Baxter. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 8375-8378.

15 G. J. Kuster, H. W. Scheeren. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 3613-3616.

166.C. U. Kim, P. F. Misco. Tetrahedron Lett. 1985, 26, 2027-2030.

7T, L. Deegan, O. W. Gooding, S. Baudart, J. A. Porco Jr. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 4973-4976.
'y Tto, T. Ogawa. J. Am. Chem. Soc. 1997, 19, 5562-5566.
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-=———Connector femella Luer <\\ {
(de tefl6 o polipropile) : ‘%’\
Anell de bloqueig (de polietile) .

1
—Cilindre superior de tefl6 ' X ‘b

-+—Tub de tefld

!_!
I
il
&

~=+—Disc poros de polietile
--+———Maniga d’acer

|
— B

Cilindre inferior de teflo
-=s——— Connector mascle Luer o connector Luer
de bloqueig (de tefld o polipropile)

Figura 30. Embuts de reaccid per a fase solida de teflo (imatge del cataleg de Torvig, a I’esquerra) i de
vidre (imatge del cataleg de Wilmad, a la dreta). Les parts nombrades en la imatge de I’esquerra (de dalt a
baix) son: connector femella Luer (de tefld o polipropile), anell de bloqueig (de polietile), cilindre
superior de tefld, tub de tefld, disc pords de polietile, maniga d’acer, cilindre inferior de tefld i connector
mascle Luer o connector Luer de bloqueig (de teflo o polipropile)

3.4.2. Sintesi de I’acid 3-acetil-N-hidroxi-2-metilindole-6-carboxilic

En primer lloc, es va preparar 1’acid 3-acetil-N-hidroxi-2-metilindole-6-
carboxilic unit a una resina de poliestire. La sintesis en fase solida d’aquest compost va
ser descrita per Stephensen et al.'*?

L’acid 4-fluoro-3-nitrobenzoic (AFNB) unit a la resina pot preparar-se
eficagment per acoblament a la resina Wang en presencia de DCC 1 una quantitat

catalitica de DMAP en diclorometa (Esquema 83), o bé, per acoblament a la resina

Wang bromometilada'® emprant CsI en DMF.'"

O—OH + HO, P DCC 2,5 eq 00 F
o) DMAP cat. g
Resina Wang (R) NO, CHyCl NO,
32 (AFNB) 32-R

Esquema 83. Ancoratge de ’AFNB a la resina Wang

El tractament de I’AFNB unit a la resina Wang amb acetilacetona condueix al
derivat dicetonic 154, precursor de I’acid 3-acetil-N-hidroxi-2-metilindole-6-carboxilic

155 (Esquema 84). L’us de diferents compostos 1,3-dicarbonilics o també nitril

M. Mergler, R. Nyfeler, J. Gosteli. Tetrahedron Lett. 1989, 30, 6741-6744.
7" G. A. Morales, J. W. Corbett, W. F. DeGrado. J. Org. Chem. 1998, 63, 1172-1177.
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derivats, ofereix la possibilitat de sintetitzar series de compostos amb el nucli de
nitrobenze¢ que pot acabar transformant-se en sistemes heterociclics aromatics com

I’indole.

3 H3C
0 153 GO o
0 DBU 4 CH,
NO, O
32-R 154-R

Esquema 84. SyAr de I’ AFNB unit a la resina Wang (32-R) amb acetilacetona (153)

La reduccid del grup nitro promou la ciclacid intramolecular, al formar-se grups
nucleofils que s’addicionen al/-s corresponent/-s grup/-s carbonil/-s conduint als

derivats indolics 2,3-disubstituits (Esquema 85).

H3C H;C
OO O SnCl,-2H,0, NMP 0
- 0
o CH; 0 |
N™ “CH;
HO

NO, O
154-R
155-R
H3C H3C
e TP CUs DS
H

0 CHs 0 CH
Ho—NH\y N 3
Ho ‘OH

Esquema 85. Reducci6 parcial del grup nitro a hidroxilamino i ciclacid intramolecular

Per reduccié amb clorur d’estany (II) només s ha obtingut el producte procedent
d’una una reduccid parcial del grup nitro a hidroxilamina, inclus a 80 °C en atmosfera
inert. Mentre que altres substrats similars, en dissolvents polars aprotics, son reduits als
corresponents aminoderivats.'”"'"’* Morales i col.'” van estudiar aquest mateix
problema 1, tot i que van aconseguir la reduccié del grup nitro a amino de substrats

similars a 80 °C en atmosfera d’argd, proposen com a alternativa la utilitzacié de resines

'R Zaragoza, H. Stephensen. J. Org. Chem. 1999, 64, 2555-2557.
2D, A. Goff, R. N. Zuckermann. J. Org. Chem. 1995, 60, 5744-5745.
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de major cost, com les Tentagel o Argogel, per a intentar aconseguir la reduccid
completa del grup nitro. En el nostre cas, no es varen realitzar nous assajos al no
disposar del material necessari, sind que ens varem decantar per estudiar la reduccio en

si de I’esmentat nitro-derivat.

3.4.3. Estudi de la reduccio del grup nitro

173 hi amb

174

La reducci6 del grup N-OH no és possible ni amb clorur de titani (I1I)
el complex equimolar de borohidrur de sodi/acetilacetonat de coure (II)'™ 1 les
condicions acides no son recomanables degut a la possibilitat d’escissid prematura de la
resina Wang.

La reduccié d’aquest enllag N-OH té especial interés per a la preparacid de
productes finals que continguin NH lliure en la seva estructura. Per aixo, es va intentar

la reduccio del grup nitro a I’amino corresponent préviament a 1’acoblament amb el

compost dicarbonilic.

Q- Q-
F SnC122H§O F
K NMP, 80 °C 4

N02 NH,

153-R 156-R

Esquema 86. Reduccid total del grup nitro a amino

La reduccié total del grup nitro a amino s’ha aconseguit en les mateixes
condicions emprades anteriorment (solucié aquosa 2 M d’SnCl, en NMP a 80 °C sota
atmosfera de nitrogen).

Malauradament, sense un grup electroatraient com el grup nitro en posicio orto
del fluor, el complex de ressonancia de Meisenheimer'”> no és estable i la substitucio

nuleofila aromatica no té lloc (Esquema 87).

'3 T, Ruhland, H. Kiinzer. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 2757-2760.
7% G. B. Phillips, G. P. Wei. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 4887-4890.
173 J. Meisenheimer. Liebigs Annalen 1902, 323, 205-246.

115



3. Discussio teorica

0O o
H;C
GO H3CMCH3 Go 0
F o
0 DBU 4 Ci,

DMF NH,
157-R

156-R
CH;
%, @ S
o] CH,
NH, O

Esquema87. Intent de SyAr entre 1’acid 3-amino-4-fluorobenzoic unit a resina (156-R) i I’acetilacetona

Aixi doncs, la reduccid del grup nitro a amina no ha permes la posterior reaccio
de tipus SyAr amb el compost dicarbonilic. Caldra intentar-ho en alguna de les etapes
posteriors en la sintesi de compostos triciclics de tipus furoindole (Esquema 88) o bé
plantejar-se dur a terme la formaci6o de I’anell indolic mitjangant condicions de

substitucio nucleofila radicalaria aromatica.

H;C
o 1) Proteccié N-OH /
o) \ 2) Oxidaci6 benzilica o) 0
N7 cH, N
HO

i
3) Ciclacié HO
155-R 4) Desproteccid 158 (inestable)

5) Escissi6 de la resina

., CF.COOH 3) Ciclacio
1) Proteccié N-OH C3H2C12 4) Desproteccid

5) Escissi6 de la resina

HyC

H

Go 2) Oxidaci6 benzlica Qo 3C
285 e 285 @

s \ \

0
N cH, NG
0 0

N

P AN

P
Esquema 88. Etapes necessaries per a la obtencid de derivats furoindolics a partir del 3-acetil-2-

metilindole derivat

Una altra via que es podria assajar aprofitant que s’ha obtingut 1’amino derivat
156-R (producte 156 unit a la resina) és la formacié d’imines en condicions ja

descrites'”® i posterior ciclacié intramolecular (Esquema 89). La prévia formaci6 de la

76 G. C. Look, M. M. Murphy, D. A. Campbell, M. A. Gallop. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 2937-2940.
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imina podria facilitar I’atac nucleofilic intramolecular sobre el fluor, que no havia estat

possible previament, tal com s’indica en la pagina anterior.

C}Z%Qf% SN C}}_QF . O}‘QF
g CH; \/ N NH,

HyC— 156-R
3 -
(¢}
CH, 0O o
157-R H;C CH,

Esquema 89. Possible ruta alternativa per a la obtencid de 155-R

3.4.4. Oxidacio de la posicio benzilica

3.4.4.1. Hidroxilacio6 de la posicio benzilica

La hidroxilacié de la posicié benzilica hauria de permetre la posterior ciclacid
seguida de deshidratacié per obtenir diens furoindolics. Alguns oxidants, com la DDQ,

177 \ .
Pero, tal 1 com s’ha

podrien permetre ’oxidacid parcial de la posicido benzilica.
explicat anteriorment, aquestes condicions podrien provocar I’escissio de la resina.

A la bibliografia es descriuen hidroxilacions benziliques catalitzades per
enzims.' '’ Molts farmacs sén hidroxilats pel citocrom P450 en el metabolisme de
fase 1'% De tota manera, les reaccions enzimatiques no sén apropiades per a la fase

< . . . . . . 155
solida perque requereixen de medi aquoés i d’alcohols, que desinflen la resina.

3.4.4.2. Bromacio de la posicié benzilica

Una altra alternativa per a la hidroxilacio de la posicio benzilica consisteix en la
bromacid prévia d’aquesta posicid en condicions classiques. A la bibliografia es
descriuen precedents de bromacié de 3-metilindoles amb NBS en condicions

radicalaries (Esquema 90).'*!

7Y . Oikawa, O. Yonemitsu. J. Org. Chem. 1977, 42, 1213-1216.

178 y. P. Miller, R. A. Tschirret-Guth, P. R. Ortiz de Montellano. Arch. Bioch. & Biophy. 1995, 319, 333-
340.

L. P. Wackett, L. D. Kwart, D. T. Gibson. Biochemistry 1988, 27, 1360-1367.

'80B. Meunier, S. P. de Visser, S. Shaik. Chem. Rev. 2004, 104, 3947-3980.

'8! (a) D. Nagarathnam, E. M. Johnson. Synth. Commun. 1993, 23, 2011-2017. (b) P. Zhang, R. Liu, J. M.
Cook. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 3103-3106. (¢) T. Gan, J. M. Cook. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 1301-
1304.
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CH3 Br
X NBS, CCl
R'@\/\g L . T
Z N AIBN, A N
\ \
R R

Esquema 90. Bromacid en posicid benzilica de 3-metilindoles

En fase solida, hi ha precedents d’halogenacions amb NBS sense iniciador
radicalari de series de compostos heterociclics aromatics en reaccions assistides per

. . . 182
radiacions de microones.'®

En aquest cas s’obtenien principalment compostos
monobromats 1 dibromats a la posicid benzilica.

Un metode adient per a la modificacio i1 substitucié d’indoles a la posicié 3 en
fase solida es va desenvolupar via bromaci6 selectiva de 2-carboxindoles, seguida per
reaccio de cross-coupling tipus Suzuki amb acids aril o heteroaril boronics emprant la
resina Merrifield.'®

Es troba descrita la bromaci6é de linkers benzilics emprant reactius com el

complex de trifenilfosfina/brom (PPhs'Br)'* o bromur de tionil,'®

els quals generen
acid bromhidric. Pero el propi reactiu o I’acid alliberat provoquen 1’escissié del linker
en molts casos.'®

Un metode alternatiu per a la fase solida podria ser 1'us d’NBS i sulfur de

dimetil (Me,S)."®® Aquest métode havia estat descrit per E. J. Corey i col.'®’

per a la
conversio d’alcohols al-lilics 1 benzilics en bromurs. Per altra banda, en fase solida es
troba descrita la bromacié de la posicidé o de cetones per tractament amb 1 equivalent
sintetic de bromur, com tribromur de piridina o tribromur de feniltrimetilamoni (DCM,
20°C, 3 h).'®®

En el nostre cas, s’ha intentat una bromaci6 radicalaria en preséncia de llum (hv)
1 NBS (Esquema 91). El dissolvent emprat per a la reaccid ha estat CHCl3, donat que és

preferible al CCl, tant per motius mediambientals com pel millor comportament de la

resina: la resina Wang presenta un volum de 5,6 mL/g en CHCl;, mentre que en CCly és

82§ Goswami, S. Dey, S. Jana, A. K. Adak. Chem. Lett. 2004, 33, 916-917.

1837, Tois, R. Franzen, O. Aitio, I. Laakso, J. Huuskonen, J. Taskinen. Comb. Chem. High Throughput
Screen. 2001, 4, 521-524. CAN 136:200067

'8 K. Ngu, D. V. Patel. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 973-976.

'%3 B. Raju, T. P. Kogan. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 4965-4968.

1867 Zoller, J.-B. Ducep, M. Hibert. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 9985-9988.

8TE. J. Corey, C. U. Kim, M. Takeda. Tetrahedron Lett. 1972, 4339-4342.

'8 | Zaragoza. Organic Synthesis on Solid Phase. Wiley-VCH, Weinheim, 2000.
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de només 2,4 mL/g."” L’addici6 d’1 equivalent sintétic d’NBS condueix a una barreja

de productes monobromats i producte de partida sense reaccionar.

HsC X
Qo ;" o 2
0 o)
NBS, hv
© \ CHCI | °
N7 CH; 3 0 N X
HO |
HO
155-R

160-R. X, =Br, X, =H
161-R. X, =H, X, =Br

CF;COOH
CH,Cl,

160. X, =Br, X, =H
161. X, =H, X, =Br

Esquema 91. Bromaci6 en condicions radicalaries de 155-R

En I’espectrometria de masses d’aquesta barreja, es detecten les masses del
producte de partida i del producte monobromat. Per RMN-'H, es confirma la preséncia
del producte de partida i també s’observen les senyals corresponents a H-4, H-5 1 H-7 de
dos derivats indolics diferents (Figura 31). A més a més, la multiplicitat d’H-5 en forma
de doble doblet indica un acoblament tant amb H-4 com amb H-7 i, per tant, cap de les

posicions aromatiques es troba bromada en la mescla de reaccio.
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r45

— 8.2204
— 8.2034
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-7.8512
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;
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f1 (ppm)

Productes de bromacid
radicalaria

Figura 31. RMN-'H de la barreja de productes 155, 160 i 161

El principal problema es troba en la baixa selectivitat de la bromacié entre les
posicions 2-indolica i a-carbonilica. Les posicions benziliques de 1’estructura de la
resina també podrien ser una interferéncia. De tota manera, no seria detectable després
del tractament acid per a I’escissio del producte. A més a més, en augmentar el nombre
d’equivalents d’NBS, es produeix 1’escissio prematura del producte degut al medi acid

generat per la formacié de succinimida (Taula 20).

Taula 20. Assajos de bromacio6 radicalaria de 155
Entrada (?uantltat de Temps.(’le NBS Dissolvent Resultat
resina carregada reaccio
Barreja de productes
1 250 mg 3h 1,1 eq 3 mL CHCl; monobromats i producte
de partida
2 190 mg 3h 2,0 eq 2 mL CHCl;
3 500 mg 2,5h 3,5eq | 15mL CHCl Escissio majoritaria del
4 51 mg 1h 35 eq 10 mL CHC13 producte de la resina
2,5 eq piridina
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3.4.5. Proteccio de I’ N-hidroxil

Per tal de millorar la selectivitat de la bromacié i també reduir el nombre
d’equivalents d’NBS necessaris, es pot derivatitzar 1’hidroxil a fenilsulfoniloxi i
protegir la cetona en forma d’acetal. Per a la formaci6 del N-fenilsulfoniloxi, s’ha tractat
el compost 155-R (155 unit a resina) amb CISO,Ph en piridina i DMAP com a
catalitzador (Esquema 92).

Qe
CISO,Ph o

H-,C
Qo "
(@)
o T
CH; DMAP, piridina 0O \

|
N
HO N™ >CH;

155-R 163-R S

HO

Esquema 92. Protecci6 del grup hidroxil de 155-R

El tractament amb CF;COOH per escindir el producte de la resina, també podria
afectar al grup N-benzenesulfoniloxi. Pero, en el nostre cas, el tractament amb
CF3;COOH al 50% en DCM durant 1 hora, ha resultat adequat al no trencar totalment el
grup protector. Aixi doncs, si que ha estat possible detectar el producte desitjat per EM 1

RMN, pero no s’ha obtingut totalment pur.
3.4.6. Formacio de I’acetal

Classicament, els dimetilacetals es poden preparar a partir de compostos

carbonilics amb un excés de metanol 1 un acid de Bronsted (protic) o de Lewis com a
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catalitzador juntament amb un agent deshidratant o altres mitjans d’eliminaci6 d’aigua

que desplacin I’equilibri cap a la formacio6 del producte esperat (Esquema 93).

O MeOH, H' cat.  H;CO OCH;
R R R R

+ H,0

Esquema 93. Formacid de dimetilacetals amb metanol catalitzat per un acid

Una altra opcid per a la preparacié dels esmentats acetals consisteix en utilitzar
ortoformiat de trialquil. Aquest juga el paper de deshidratant i genera formiat d’alquil
(HCOO-alquil), facil d’eliminar 1 per tant contribueix a un medi de reaccid net que

facilita 1’aillament del producte esperat (Esquema 94).

)?\ CH(O-alquil);  alquil-OQ O-alquil
R® R cat. R R
H;0"

Esquema 94. Formaci6 de dialquilacetals amb ortoformiat de trialquil

La desproteccié del dimetilacetal pot tenir lloc per transacetalitzacid catalitzada

amb medi acid o per hidrolisi en dissolvents aquosos o en medi acid aquos.

En aquest treball, es necessita un metode que permeti la formacid d’acetals en

1 N N .. .y <. . 1 .
fase solida. Mentre que els métodes classics d’eliminacié azeotropica de 1’aigua'® i
reacci6 en preséncia de tamis molecular'® resulten de gran utilitat en la sintesi quimica
convencional. Per a la sintesi en fase solida, cal un métode que no requereixi de
temperatures gaire elevades ni de I’addicié de solids que caldria separar de la resina.
L’ortoformiat de trimetil s’ha emprat com a agent deshidratant barat i efica¢ per a la

ST 191,192,193,194 . 1 , O
formacio d’acetals. A més a més, hi ha precedents del seu us en fase solida

com a dissolvent amb poder deshidratant per a la formacié d’imines.'’® Aquest

"% R. B. Moffett. Org. Synth. Coll. 1963, 4, 605-608.

0D, P. Roelofsen, E. R. J. Wils, H. V. Bekkum. Recl. Trav. Chim. Pays-Bas, 1971, 90, 1141-1152.
1 A. Thurkauf, A. E. Jacobson, K. C. Rice. Synthesis 1988, 233-234.

2 A. L. Gemal, J. L. Luche. J. Org. Chem. 1979, 44, 4187-4189.

193 E. Wenkert, T. E. Goodwin. Synth. Commun. 1977, 7, 409-415.

4 E. C. Taylor, C.-S. Chiang. Synthesis 1977, 467-467.
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dissolvent resulta adequat tant per a suports solids com per a sintesis organica en

., 195
solucid.

També ¢s important tenir en compte que tant el metanol com el formiat de
metil, generats com a productes secundaris, poden ser eliminats facilment per filtracio
de la resina quan la reaccio ha finalitzat.

La reaccid es va realitzar emprant CH(OCH,CH3); (ortoformiat de trietil) a
reflux durant 2 hores i APTS com a catalitzador sense observar-ne 1’escissié prematura

del producte (Esquema 95).

Qo Qo
0 0
cH, (EtO);CH c,
0 | APTS 3
CH, N

\
I/\] CH3
O/\S,/O O\S //O

@}

4 O//
163-R 164-R

Esquema 95. Formacid del dimetilacetal de 163-R

Degut a que I’acetal es trenca totalment en les condicions d’escissio, caldria
trobar un metode que ens permeti monitoritzar el producte directament unit a la resina.
L’espectroscopia d’IR és una técnica que permet analitzar el producte unit a la resina.'*®
En el nostre cas, I’espectre d’IR permet observar la desaparicio de 1’enllag C=0O

corresponent a la cetona protegida en forma d’acetal (Figura 32).

1935 H. Dewitt, J. S. Kiely, C. J. Stankovic, M. C. Schroeder, D. M. R. Cody, M. R. Pavia. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1993, 90, 6909-6913.

1% Exemples de monitoritzacié de reaccions en suport solid per a IR: (a) C. Chen, L. A. A. Randell, R. B.
Miller, A. D. Jones, M. J. Kurth. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 2661-2662. (b) J. M. Frechet, C. J.
Schuerch. J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 492-496.
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Figura 32. Espectre d’IR sobreposat de (verd), 164-R (vermell) i de la mateixa resina Wang
(marro)

Un altre meétode que permet analitzar grups labils units a la resina Wang es troba
descrit més recentment a la bibliografia.'’®"®” Aquest métode de monitoritzacio
consisteix en la realitzacié d’espectres de ’RMN-">C en producte unit a resina en els
dissolvents deuterats habituals; perd cal que el producte s’hagi preparat a partir de
reactius enriquits en °C, a més de la utilitzacié d’una técnica i de tubs d’RMN fora de
I’habitual.

La mateixa formacié d’imines podria ser una alternativa per a la proteccid
cetonica. Es coneix que imines que gaudeixen de gran conjugacio ofereixen meés
estabilitat que molts acetals, encara que en el nostre cas 1I’experiéncia ens ha demostrat

fe il 198
que no sempre €s aixi. ?

7 G. C. Look, C. P. Holmes, J. P. Chinn, M. A. Gallop. J. Org. Chem. 1994, 59, 7588-7590.
% T W. Greene, P. G. M. Wuts. Protective Groups in Organic Synthesis, 3" ed. Wiley: New York,
1999, p. 359.
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3.4.7. Bromacio de la posicio benzilica de I’acetal

Per a la bromacid amb els grups hidroxil i carbonil ja protegits, s’ha emprat 1
equivalent d’NBS (Esquema 96). Tot i que s’han detectat traces d’un producte
monobromat per espectrometria de masses d’alta resolucio, s’observa gran quantitat de
producte sense reaccionar. Es possible que els hidroxils lliures de la resina (no s’ha
confirmat la seva preséncia) o posicions benziliques del /inker hagin reaccionat,

consumint part del reactiu (NBS) i disminuint aixi el rendiment de la reaccio.

Q" Qg oyt
CH, NBS, hv CH,
0 \ CHCl4 0 .
N "CH; N
O\S//O O\S//O
/)
164R O O 165-R O @
CF;COOH
CH,Cl,
0
HO
CH,
0 |
N Br
0. 0
\S//

7
166 (0)
(traces)

Dins aquest estudi de derivats indolics, també es va intentar la condensacié del

Esquema 96. Bromaci6 del dimetilacetal 164-R

nitrofluorofenil derivat 153-R amb compostos dicarbonilics ciclics tal com s’indica a

continuacio per tal de con¢ixer 1’abast d’aquest tipus de reaccions en fase solida.

3.4.8. Altres alternatives per a la sintesi de carbazoles o derivats: aplicacio
de la metodologia de fase solida a compostos dicarbonilics ciclics

Per tal d’estudiar la reactivitat i aplicacions d’aquest metode de sintesi de
derivats d’indole en fase solida, es va realitzar la reaccido de ’AFNB (acid 4-fluoro-3-
nitrobenzoic) unit a resina amb una 1,3-dicetona ciclica, com la 5,5-dimetil-1,3-
ciclohexandiona (Esquema 97). La reaccid va tenir lloc emprant les mateixes condicions

descrites anteriorment amb 1’acetilacetona.

125



3. Discussio teorica

0]
CH,
CH3 Q
Q- Q-
F 0]
o DBU 0 CH;
NO, DMF NO, O
153-R 167-R

Esquema 97. SN, de I’AFNB unit a la resina Wang amb 5,5-dimetil-1,3-ciclohexandiona

Una petita part del producte 167-R es va escindir de la resina per tal de valorar
el rendiment de la reaccid. Aquest producte 167, resultant de la escissid, es va detectar
per espectrometria de masses d’alta resolucio, sense rastre del producte de partida. A
continuacid, la reduccié parcial del grup nitro amb clorur d’estany (II) promou la
ciclacio intramolecular (Esquema 98), tal i com s’ha descrit anteriorment en aquest

mateix treball (pagina 115).

QS Oy
CHy  gnel,21,0
0 CHs NMP 0 | CH,
NO, O

N CH;
HO
167-R 31-R
CF;COOH
CH,Cl,
0]
HO
(0] \ CH,

N

/ CH3

31 HO

Esquema 98. Reduccio parcial del grup nitro a hidroxilamino i ciclacié intramolecular

El producte 31 escindit de la resina, s’ha analitzat per espectrometria de masses
d’alta resolucio (HRMS), sense detectar-se la preséncia de producte de partida en la
mostra escindida. També en aquest cas fou impossible la reduccié de nitro a amino; en

tots els casos s’obté 1’ N-hidroxiindole o derivats.
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3.4.9. Perspectives de futur

3.4.9.1. Sintesi de compostos furoindolics

Per a la sintesi de diens furoindolics, seria convenient acoblar a I’AFNB (acid 4-
fluoro-3-nitrobenzoic), unit a resina, una tetrahidrofuran-2,4-diona 5-substituida per a
simplificar la sintesi (Figura 33). De tota manera, aquest tipus de compost no és

assequible comercialment i caldria sintetitzar-lo.

' (o) (0)
R R O R
D2 Gy
(0]
1,3-dialquilfuran 5-alquiltetrahidrofuran-2,4-diona

Figura 33. Compost dicarbonilic ideal per a la sintesi realitzada

Un compost dicarbonilic d’aquest tipus podria donar lloc a la SyAr amb I’AFNB
en les condicions ja assajades i, seguidament, per reducci6 formaria un sistema triciclic

de tipus dihidrofuroindole (Esquema 99).

o = ¥, = %o

NO,

!
\/ \/
SnCl,-2H,0 g&%
NMP

Esquema 99. Reduccio parcial del grup nitro a hidroxilamino i ciclacid intramolecular

De tota manera, aquesta condensacio podria formar els isomers dihidrofuro[2,3-
blindole 1 dihidrofuro[3,4-b]indole 1,3-disubstituits, que caldria separar posteriorment a
I’escissio. De tota manera, I’atac al carbonil cetonic per formar 1’isomer d’interes es

veura més afavorit ja que I’altre carbonil €s de tipus ester.

3.4.9.2. Aplicacio de la fase solida a la reaccio de Diels-Alder

La realitzacié d’una tultima etapa de cicloaddicio de Diels-Alder en fase solida
permetria la formacid de gran varietat de compostos. Aquest tipus de reaccid de
cicloaddicid ja ha estat descrita en suport solid per tractament amb el dienofil desitjat en
soluci6 de THF anhidre i en preséncia d’un acid de Lewis.'®® El triflat d’iterbi

(Yb(OTY)3), acid de Lewis tolerant a I’aigua, donava el millor rendiment, mentre altres
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catalitzadors (ZnCl,, AICls, Et,AICI, TiCly and BF3.0Et;) resultaven menys eficients o
causaven una escissié prematura, conduint a pitjors resultats.

En cas que es desitgi realitzar la sintesi d’una sc¢rie de compostos per tal
d’establir relacions estructura-activitat, la sintesi en fase solida 1 la quimica
combinatoria en aquesta etapa serien eines de gran utilitat per a la preparacié de gran

nombre de compostos en poc temps, facilitant la creacid d’una biblioteca de compostos

(Figura 34).

b A-l
I
A-2
}_Qﬁ A-3 Biblioteca de compostos
S A-n

Figura 34. Generaci6 d’una biblioteca de compostos per cicloaddicié de Diels-Alder del di¢ de tipus furo-

indole amb diferents dienofils

3.4.10. Comparacio amb la fase liquida

Per tal de completar el treball iniciat en fase solida a la Universitat
d’Huddersfield, es va intentar reproduir la mateixa ruta sintética en fase liquida. En
primer lloc, es va assajar la reaccid entre I’o-fluoronitrobenze 1 un compost dicarbonilic

ciclic, la 1,3-ciclohexandiona (Esquema 100).

0
F DBU, DMF
+
NO: O NO,

No2

168 169 170 (2%)
171 (35%)

Esquema 100. SyAr entre 1’o-fluoronitrobenze i la 1,3-ciclohexandiona
En aquest cas, només es va obtenir un 2% del producte esperat 170. En canvi, el
producte majoritari va ser el bicicle substituit 171, resultant de la reaccié entre 1’o-

fluoronitrobenze 1 la DBU emprada com a base al 10% v/v en DMF. El producte 171 ha

estat caracteritzat per espectrometria de masses 1 per técniques d’RMN. A més de
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’espectrometria de masses d’alta resolucid, ’analisi amb detall de la RMN-"C ens
porta a concloure que el desplagament del C-11 del bicicle (131,8 ppm) és tipic d’un
enllag a un atom d’oxigen fenolic.

Finalment, es va assajar la reduccio del compost 171 (Esquema 101). Per

hidrogenacid catalitica a alta pressid, es va aconseguir reduir el grup nitro a amino.

S Se
(:[ AcOH, dissolvent @
NO,

NH,
171 172 (99%)

Esquema 101. Hidrogenacid catalitica del compost 171

L’esmentat sistema biciclic 172 ha demostrat estabilitat i, per tant, es dura a
terme 1’avaluacié d’una potencial activitat antivirica'”” (equip del Dr. J. Balzirini,

Belgica).

99 F. Beaulieu, C. Ouellet, B. N. Naidu, M. Patel, Y. Ueda, T. P. Connolly, J. R. Weiss, M. A. Walker, N.
A. Meanwell, K. M. Peese, M. E. Sorenson. PCT Int. Appl. 2009, WO 2009117540.
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3.5. Resultats de caracteritzacio dels productes sintetitzats
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3.5.5. Analisi d’1,3-dialquil-NV-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indoles

(17, 19, 23-26)

OCHj;
1,3-Dialquil-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]carbazoles (17, 19, 23-26)

Taula 33. Assignacio RMN-"H del sistema
d’ N-(4-metoxifenilsulfonil)furo|3,4-b]indole (17, 19, 23-26)
Assignacio Hx, 6 (ppm) multiplicitat J (Hz)
H-3’, H-5° 6,64 — 6,75 Doblet 9,0-9,1
H-7 7,12 7,18 Triplet 7,4-17,5
H-6 7,23 - 7,28 Triplet 7,5-8.3
H-5 7,34 - 7,40 Doblet 7,2-17,6
H-2’, H-6’ 7,48 — 7,56 Doblet 8,6 -9,0
H-8 8,01 —8,03 Doblet 7,5 -84
Taula 34. Assignacio d’RMN-"H de les cadenes alifatiques dels diens
17,19, 23-26
S (ppm)
CH;-(CH2)n-Ar(C-1) CH:;- -CH,- | -CH,- | -CH;- | -CH;- -
n=0(17,19,24,26) | 2,39-2,44 - - - - -
n=3(23) 0,90 1,31 1,67 2,77 - -
n=4(25) 0,85 1,25-1,31 1,69 2,76 -
CH;-(CH2)n-Ar(C-3) CH:;- -CH,- | -CH;- | -CH,- | -CH;- | -CH;-
n=0 (17, 23, 25) 2,68 - 2,69 - - - - -
n=3(19) 0,98 1,43 1,74 3,10 - -
n=4(24) 0,91 1,30 1,40 1,77 3,10 -
n=5(26) 0,90 1,21 - 1,45 1,76 3,10
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Taula 35. Assignacié d’RMN-"C dels 1,3-dialquilfuro[3,4-b]carbazoles

17,19, 23-26
Ry
7 1

eV
6 _

3

R,

Compost 17 24 25 26
R-C1 Me Me Pentil Me
R-C3 Me Pentil Me Hexil
CH;- 13,1 13,7 13,2 13,4 13,1 13,5

-(CHy)»- 22,7 22,5 22,7

-C3 31,1 31,7 31,8
26,8 28,6 29,2
26,9 28,9
27,0
CH;- 14,3 14,1 13,9 14,1 14,1 14,2
-(CH)»- 22,4 22,5
-C1 30,5 31,4
28,0 28,2
28,1
CH;-O-Ar 55,3-55,6
CH, C-3°,C-%»’ 113,8-114,1
CH, C-5 116,7-117,0
C, C-8b 118,4-118,6
CH, C-8 1209 - 121,4
C,C-3a 123,7-124,0
CH, C-6 124,5—124,7
CH, C-7 126,2 — 126,5
C, C-8a 127,7 —128,2
C C-1 128,2 — 128,5
CH, C-2’°, C-6’ 129,1 —129,3
C,C3 132,5 — 132,6 (1-alquil-3-metil)diens 17, 23, 25
137,2 — 137,4 (3-alquil-1-metil)diens 17, 19, 24, 26
C,C-1 138,1 — 138,2 (3-alquil-1-metil)diens 17, 19, 24, 26
142,7 — 142,8 (1-alquil-3-metil)diens 17, 23, 25
C,C-4a 145,1 — 145,3
C,C4 163,4 —163,5
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3.6. Relacions estructura-activitat

3.6.1. Activitat biologica <obre les linies cel-lulars K562, NCI-H460 i HT-29
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3.6.1.2. Efectes sobre la linia cel-lular de cancer de pulmé NCI-460
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3.6.1.3. Efectes sobre la linia cel-lular de cancer de colon HT-29
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3.6.1.4. Efectes sobre la linia cel-lular de fibroblasts HuDe (toxicitat)
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3. Discussio teorica

3.7. Designing a new HPLC-MS CDKA4/6 inhibition test

Identifying phosphorylated residues within proteins has historically been
accomplished using in vitro studies by scintillation counting of radioactive phosphate
released from y—[32P]-ATP.200 While radioactive isotopes have been used quite
successfully for a number of years, they have a number of drawbacks that are not simply
limited to safety and regulatory issues.””’ Several other methods for measurement of
inorganic phosphate (P;) have been used for assay of the ATPase activity, which detect

P; released from ATP by spectral analysis.**> For example, in the Fiske—Subbarow

203 204
d d

method™”, Youngberg—Youngberg method*”*, modified malachite green method*”, and

206,207,208,209
others™ ="

, Pi 1s quantified indirectly by measurement of phosphomolybdic or
molybdovanadophosphoric acid complexes.

These widely used spectrophotometric methods involve cumbersome
procedures, and the colour reactions for P; measurement are quite unstable, making

208209 They also require more than 1 nmol of P;,

accurate measurement of P; difficult.
while the amount released is too small for colour reactions to detect. Radioisotope
methods, on the other hand, can detect P; in the femtomole range but require cautious
handling and special facilities®'".

ATPase activity is also measured by utilizing firefly luciferase bioluminescence
to quantify ATP.>'"*'* Amounts of 1-10 fmol of ATP are measurable by this method.
However, the protein-denaturing reagent used to terminate the ATPase reaction should
be removed or diluted, because the enzymatic activity of luciferase is necessary for the
bioluminescence reaction. It is possible that removal or dilution of the denaturing
reagent may also cause the recovery of the activity of ATPase protein and further
consumption of ATP. Therefore, the proteins measurable by the bioluminescence

method are limited. Similarly, the enzymatic assays to quantify the amount of ADP with

pyruvate  kinase/lactate =~ dehydrogenase  or  hexokinase/glucose-6-phosphate

20N R. Sims, P. R. Carnegie. Anal. Biochem. 1975, 63, 271-273

21 M. Zhou, Z. Meng, A. G. Jobson, Y. Pommier, T. D. Veenstra. Anal. Chem. 2007, 79, 7603-7610.
202 B, B. Marsh. Biochim. Biophys. Acta 1952, 9, 247-260.

203 C. H. Fiske, Y. Subbarow. J. Biol. Chem. 1925, 66, 375-400.

2% G. E. Youngburg, M. V. Youngburg. J. Lab. Clin. Med. 1930, 16, 158-168

205 T, Kodama, K. Fukui, K. Kometani. J. Biochem. 1986, 99, 1465-1472

206 J B. Martin, D. M. Doty. Anal. Chem. 1949, 21, 965-967

27K Ttaya, M. Ui. Clin. Chim. Acta 1966, 14, 361-366

2% T 1. Lin, M. F. Morales. Anal. Biochem. 1977, 77, 10-17

2% K. M. Chan, D. Delfert, K. D. Junger. Anal. Biochem.1986, 157, 375-380

2195 Burlacu, W. D. Tap, E. A. Lumpkin, A. J. Hudspeth. Biophys. J. 1997, 72, 263-271.
1S J. Gould, S. Subramani. Anal. Biochem. 1988, 175, 5-13

227, J. Kricka. Anal. Biochem. 1988, 175, 14-21

161



3. Discussio teorica

3 or quantify the amount of P; with Pi-binding protein®'* seem to be

dehydrogenase®!
limited.
The assay of GTPase activity can be performed by using a DEAE ion-exchange

215 After the GTPase reaction is terminated by addition of ethanol, hydrolysed

column.
GDP and substrate GTP are separated by DEAE ion-exchange chromatography, and the
amount of GDP is quantified from the chromatographic peak. This method is useless to
mesure myosin ATPase activity, since ethanol doesn’t completely stop the enzyme
reaction, and DEAE ion-exchange chromatography doesn’t separate ADP and ATP.

A method to detect myosin ATPase activity utilizing reversed-phase high-
performance liquid chromatography (HPLC) to analyze the breakdown of ATP to ADP

1.2'% In 2003, this method was improved®'’ to detect as little as 0.05

was reported in 200
nmol of ADP. Another HPLC method was more recently described to separate and
analyse adenosine nucleotides in larger amounts from pericarp tissue of litchi fruit*'®.

In 2005, a liquid chromatography/mass spectrometry-based method for selection

of ATP competitive kinase inhibitors was reported.”"”

The authors developed an LC-
MS-based method to monitor binding of ATP competitive protein kinase inhibitors
using FSBA (5'-fluorosulfonylbenzoyl 5'-adenosine) as a nonselective activity-based
probe for protein kinases. The FSBA is an ATP-affinity reagent that covalently modifies
a conserved lysine present in the nucleotide-binding site of most kinases. Their method
provides a general, rapid, and reproducible means to screen and validate selective ATP
competitive inhibitors of protein kinases. However, this is a partial evaluation of kinase
inhibitors and probably useless for selective inhibitors due to bi-substrate kinetics of
protein kinases.”"

To overcome the need for radioactivity, here we have turned to mass
spectrometry (MS) to develop a new method to test CDK4/6 inhibitors. Despite

quantification of ATP/ADP seems to be a general method for any kinase reaction, it

sl B Fontanella, S. Pozzuolo, A. Costanzo, R. Favaro, G. Deho, P. Tortora. Anal. Biochem. 1999, 269,
353-358

2% A. P. Jackson, C.R. Bagshaw. Biochem. J. 1988, 251, 527-540

157 Shimada, H. Tto, H. Kasai. Seikagaku 1995, 67, 475-477

21 K. Samizo, R. Ishikawa, A. Nakamura, K. Kohama. Anal. Biochem. 2001, 293, 212-215

2" M. Ushimaru,Y. Fukushima. Anal. Biochem. 2003, 313, 173175

2 H. Liu, Y. Jiang, Y. Luo, W. Jiang. Food Technol. Biotechnol. 2006, 44 (4), 531-534

1% §.'S. Khandekar, B. Feng, T. Yi, S. Chen, N. Laping, N. Bramson. J. Biomol. Screen. 2005, 10, 447-
455

9 p. Chéne. Drug Discovery Today 2008, 13 (11/12), 522-529
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could result in a large rate of false positive and false negative values. Therefore, we first

preferred to focus on the analysis of the substrate and direct product quantification.

Selection of substrate

The retinoblastoma tumor suppressor protein (pRb) is the natural occurring
substrate for CDK4 and CDK6. In vitro, the C domain (the C-terminus 15-KDa
fragment, 792 — 928 aa) can serve equally well substrate as the wild-type 56-KDa
retinoblastoma protein, while in vivo, A and B domains are necessary.m CDK 1, 2, 4
and 6 phosphorylate the consensus motif S/T* — P — X — R/K (single letter amino acid
code, where S/T* represents the phosphorylated residue and X represents any amino
acid).”* The main Rb phosphorylation sites, which are initially phosphorylated, are
Ser795, Ser807, Ser811, Thr821 and Thr826. The wild type is also phosphorylated at
Ser780, Ser788 and an imprecisely defined number of Ser/Thr residues during G1
phase.””® Arg+3 in the consensus motif, increases the initial phosphorylation rate.**

In this work, we used electrospray ionization (ESI) source, which efficiently
produces gas-phase ions from solutions of nonvolatile species. In particular, ion-
molecule and ion-ion reactions have easier access to multiply charged ions and
macroions. These reactions are indicative of a rich class of gas-phase processes. 223
Neither pRb nor C-domain was available in HPLC-MS grade and ESI source resulted in
complexes mass spectra.

Histone H; is an isolated lysine rich fraction of mainly subfraction f; in
character.”?® It is the natural substrate for CDK2 and can be scarcely phosphorylated by
CDK4/6. Anyway, available H; is a mixture of different subtypes of histones with
slightly different molecular weights®’, resulting again in complexes mass spectra.

Although H; can be fractionated by the method of Kincade and Cole*** using a very

shallow Gdn-HC1 gradient, and characterization of phosphorylation sites on H;

2y, Pan, T. Sun, R. H. Hoess, R. H. Grafstrom. Carcinogenesis 1998, 19, 765-769
222 J A. Endicott, M. E. Noble, J. A. Tucker. Curr. Opin. Struct. Biol. 1999, 9, 738-744
2 A.S. Lundberg, R. A. Weinberg. Mol. Cell. Biol. 1998, 18, 753-761

2% W. Pan, S. Cox, R. H. Hoess, R. H. Grafstrom. Carcinogenesis 1999, 20, 193-198
2 R.R. 0. Loo, H. R. Udseth, R. D. Smith. J. Phys. Chem. 1991, 95, 6412-6415

220 E H. De Nooij, H. G. K. Westenbrink. Biochim. Biophys. Acta 1962, 62, 608

2" M. J. Smerdon, 1. Isenberg. Biochemistry 1976, 15 (19), 4233-4242

228 J. M. Kinkade, R. D. Cole. J. Biol. Chem. 1966, 241, 5790-5797
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isoforms can be performed by tandem mass spectrometry after enzymatic digestion””,
our aim is to seek an easy method to evaluate CDK4/6 inhibitors.

Finally, we selected a short peptide (pRb™“) as the most appropriate substrate
for this HPLC-MS-based method. This peptide can be directly isolated from enzymatic
reaction by injection into the HPLC-MS system. It is a 14 aminoacid peptide
(INGSPRTPRRGQNR) with a molecular weight of about 1,608 Da: Ile — Asn — Gly —
Ser — Pro — Arg — Thr — Pro — Arg — Arg — Gly — Gln — Asn — Arg. Only Thr is a
phosphorylation site due to consensus motif T/S-P-X-R/K and the Arg+3, as described
above.

We have to bear in mind that no short peptide has cyclin recruitment site and
CDK cannot phosphorylate them extensively. Therefore, relatively large amounts of

CDK are required in this assay.

Quantification of peptide I114R

Peptide pRb™C requires formic acid for the ionization in ESI+. Addition of 0.1
% formic acid in water generates ions from +2 to +5. Just the main ion (+4, m/z = 403.0
+ 0.1) was used to quantify.

A calibration curve was determined by linear regression in the range of 1 — 100
ppm pRb™C (standard deviation = +7 — 16%). At same concentrations, no peak was able

for quantification in the UV due to lower sensitivity of UV detector.

¥ B. A. Garcia, S. A. Busby, C. M. Barber, J. Shabanowitz, C. D. Allis, D. F. Hunt. J. Proteome Res.
2004, 3, 1219-1227
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According to this linear regression, the pRb™C detection limit is:

1 ppm=1ng/uL

SuL * 1 ng/uL * 1 nmol / 1608 ng = 0.0031 nmol = 3.1 pmol

Under ppm concentration, the response was not linear due to low s/n ratio.

Chemical Phosphorylation

To develop an HPLC-MS method to quantify both peptide and phosphorylated

peptide, we first attempt to chemically phosphorylate the peptide. Despite some

methods to phosphorylate proteins are described in some steps,”” Medina et al. reported

a method to phosphorylate aqueous casein with a 20% POC]; solution in CCl,.>*' On the

contrary, we were not able to phosphorylate the peptide in aqueous solution due to the

low concentration (POCI; reacted with water). But, we achieved single phosphorylation

by adding 20% POCI; in DCM to a solution of our short peptide in ACN as a non-protic

solvent. Area of ion™ m/z = 423.0 + 0.1 was quantified against m/z = 403.0 % 0.1,

giving a ratio of 23% phospho-pRb™. Unfortunately, HPLC-MS/MS studies didn’t

show completed b or y ion series and the phosphorylation site could not be fully

determined; further purification and concentration would be required.

20 p A Cole, A. D. Courtney, K. Shen, Z. Zhang, Y. Qiao, W. Lu, D. M. Williams. Acc. Chem. Res.
2003, 36, 444-452
21 A. L. Medina, D. Mesnier, G. Tainturier, D. Lorient. Food Chem 1996, 57, 261-265
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CDK4/CycD1 Activity / Stability Improvement
It is widely recognised that phosphothreonine and phosphoserine, under alkaline
conditions or by MS ionization source, can undergo B-elimination reaction, where the

end are dehydroaminobutyric acid and dehydroalanine, respectively™>

. In 1 h kinase
reactions, we observed up to 5% dehydro-pRb™ and over 10% after 1 day reactions.
Therefore, we had to study the dehydration process in order to decide whether dehydro-
pRb™Y is a by-product coming directly from pRb™, suggesting a buffer-mediated
dehydration, or a B-elimination from phospho-pRb™° that should be taken into account
when quantifying phosphorylation reactions. Dehydro-pRb™C was quantified as a ratio
of ion™ m/z = 398.5 + 0.1 against m/z = 403.0 = 0.1.

First, we studied the presence of CDK4 and ATP (1 mM) in 4 reactions: with
CDK4 and ATP, without any of them and with just one of them. In all of these
reactions, we found traces of dehydro-pRb™ " after 1 h and 10 — 12% after 24 h at 30 °C.

A. Konstantinidis et al. (1998)**> optimized a number of factors such as buffer
type, pH and ionic strength that might affect the activity and stability of CDK4/CycD1.
They concluded that the optimal composition for a maximum activity was: 50 mM
Hepes buffer, pH 7.0, 14.3 mM Mg2+, 5 mM DTT, 0.02% Triton X-100 and 4% DMSO.
We took advantage of our HPLC-MS method to optimise and deeply evaluate the
influence on the substrate itself of some of these factors as well as S-glycerophosphate
and Na3;VOQy,, two phosphatase inhibitors.

Then, we prepared mixtures of 100 ppm pRb™ in water with each compound of
a typical kinase buffer: MgCl,, EGTA, DTT, Triton X-100, [-glycerophosphate,
Na3VOs, Hepes and Tris. We observed that slow dehydration (less than 3% in 24 h)
occurred either in water, 5 mM MgCl,, 0.5 mM EGTA, 5 mM DTT or 0.02% Triton X-
100, while larger dehydration took place in presence of 0.5 mM Na;VO, (7%) as well as
in 50 mM Tris (10%), 25 mM Hepes (13%) and the complete kinase buffer (11%),
suggesting a buffer-mediated dehydration. Alternatively, we observed that the addition
of 100 mM NacCl helped on reducing the dehydration (from 13% to 9%) as well as using
lower concentrations of Hepes did, but they may negatively affect CDK activity in
reactions. Interestingly, addition of 5 mM f-glycerophosphate provoked fast
fragmentation of peptide, giving 70% of fragment I9R (INGSPRTPR) and 30% of

#2 M. Mann, S.-E. Ong, M. Gronborg, H. Steen, O. N. Jensen, A. Pandey. Trends Biotechnol. 2002, 20,
261-268

23 A. K. Konstantinidis, R. Radhakrishnan, F. Gu, R. N. Rao, W. K. Yeh. J. Biol. Chem. 1998, 273,
26506-26515
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dehydro-pRb™®. Despite this fragment was not observed when adding f-
glycerophosphate into a complete kinase buffer, we preferred to use just Na;VO, as a
phosphatase inhibitor.

In kinase reactions, despite being much lower than saturating concentrations,
ATP was held constant at 1 mM, and the highest Rb™° concentration that could be
properly analyzed by this HPLC-MS method was 60 uM (100 ppm). Under our assay
conditions, we found stronger influence of DMSO than previously reported.*> Addition
of 4% DMSO increased CDK4 activity by 3.8-fold (7% phospho-pRb™ versus 27%).
Addition of 0.5 mM Na3;VO,4 was critical as well, increasing phospho—prLNG up to
41%.

CDK4/CycD1 Kkinetics

In order to determine the optimal reaction time, we analyze the same reaction
sample over the time (at 30, 60, 90, 120 and 150 min). We realized that phophorylation
was maximum at 30 min and then both pRb™“ and phospho-pRb™ concentrations
decreased quite fast, while dehydro-pRb™¢ slowly increased. And that variation was not
proportional to the concentration nor to the dehydro-pRb™ increment, suggesting an

important and fast binding to the reaction vessel walls.

Highlights

-Peptide pRb™C was efficiently quantified by HPLC-MS (ESI-ToF), within a
range between 1 — 100 ppm and a detection limit as low as 3 pmol.

-A very simple chemical method, using POCI;, was used to achieve a single
phosphorylation of pRb™C,

-We developed a 22-min HPLC-MS method to elute and quantify the phospho-
pRb™C product and the pRb™C substrate from reaction samples containing buffer
solution, ATP and CDK4/6.

-MS allows us an accurate analysis of phosphorylation reactions since we are
capable to quantify not only the product and the substrate, but also dehydration products

that could interfere in our study.
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4. Part experimental

Dades generals

Els espectres de ressonancia magnetica nuclear de protd i de carboni-13 han
estat realitzats amb espectrometres Varian Gemini-200 (200 i 50,3 MHz,
respectivament), Varian Gemini-300 (300 1 75,4 MHz, respectivament) i Mercury-400
(400 1 100,6 MHz, respectivament) emprant CDCl;, DMSO-ds o altres dissolvents
deuterats com a dissolvent amb tetrametilsila com a referéncia interna. Durant I’estada a
la Universitat de Huddersfield, s’han emprat espectrometres Bruker-400 (400 i 100,6
MHz, respectivament) i1 Bruker-500 (500 i 125 MHz, respectivament). Els
desplagaments quimics son expressats en parts per milioé (ppm).

Els espectres de masses de tipus electrospray han estat realitzats amb un
espectrometre de masses Agilent LC/MSD-ToF. Els espectres de masses per ionitzacid
quimica (CI) 1 per impacte electronic (EI) han estat realitzats amb un espectrometre
ThermoFinnigan TRACE DSQ. Durant I’estada a la Universitat de Huddersfield, s’ha
emprat un espectrometre de masses micrOTOF-Q Bruker Daltonics.

Els espectres d’infraroig han estat realitzats amb un espectrofotometre FT-IR
Perkin Elmer model Spectrum RX I. Només s’han anotat les freqiiéncies rellevants,
expressades en cm™.

Els punts de fusido han estat determinats amb un aparell Gallenkamp model
MFB.595.010M, i no han estat corregits.

Les cromatografies de columna han estat realitzades amb gel de silice Merck 60
(40 — 60 um). Per a les cromatografies de capa fina s’han utilitzat plaques
cromatografiques de gel de silice 60 F,s4 Merck.

Les microdestil-lacions s’han realitzat en un forn de boles giratori Biichi GKR-
50.

Tots els reactius son de qualitat comercial per a sintesis o s’han purificat abans
del seu us. Els dissolvents organics son de grau analitic o s’han purificat mitjangant
procediments habituals. Els productes comercials s’han obtingut de Sigma-Aldrich.

El THF, adquirit a Carlo Erba — SDS, s’ha recollit en preséncia de sodi 1
benzofenona per poder ser destil-lat posteriorment abans de fer-ne us per a les reaccions

amb organometalls.

171



4. Part experimental

Y osle 0 o0 s 4 s
. e . . _
P I A Y AU LY UL LAY S
J oy a2 e
I3 ¢ ~
C K| ’ C ¢ D o
N ) . - -
N\ _ ; _\ __,} 5 , — C _(‘ ) [ N K /\ ~
R - P S 4L . - -~ = 7 7
_. '
C .0] .
5 .f“ r K N ]
. R ;
N )
S - ‘o
] / 1
1 ‘I _5T ) a e A\Tl
I J| Lo 0 o4
ot
Al e P -
o’ -
ld [’ AT
I B SN
r J & uf
AN A A S A LAY SN N M o
. . ) ’ i B 4 P 4
U S B N A
Soe oo o S o 6
Y] ET A ) VA
a sy s
« S e P
R L A S A
Foowe o d oo o0 e L uh o 7 e 0 ) a oo !
WY a0 r S sy 0 e 0 7 wiade cen Ao v ope O

172



4. Part experimental

(3 - 08 s 0 T8 2B AU L
g A A G Y S B S rz J = £ > ) - o
/. / S L N A I o
SR
! J g W ) RANY N r - 5 + f C 5 )
AU A G SR AR A (RO I A [N SRR SR S O
N A N /e A R A G A A L Y S
PE 2 G f v 4+ 7 70 040
, & O, 0 0O
I L S S B S L S L R G PO
n s

AR A S SN SRS ol NP

CONFIDENCIAIL

173



4. Part experimental

4 2 o v S S S

s ]

~ = ¢ 1
. . r
14 ~ /\ 4
s
. oo ' o= d
| / R PR 7
N r
< 2 T ’1’ 3
- P d b &) pr
e 3
_ _ ¥ § . T 1 = k)
= 1 2 -
< R T
P o
= d ooy
. p o = 4
&
Ny roa - P
{ 2 1 v
/q d/ \) Ar s
T L (A N O St G A Y - L
L L N (. - Y S Y SN B AL AO R SN SR IR SN
1
L S | Y N, DA LIS LAY Y AP AN Y RENNE S MR o
T L L L Y A« N NN (T AR S S (A
A A, R
B L L ) | L Y L S B S A
at A S S AR PO A A A 4 4
L S L N S S MG SR Y o G S R S | AL I
e a v o S e 4 P a e oy S e r 0 . F il
B

©osa. 0 cetro-T Alder.

23 P
“ 0 o dorl e Lde eenodpe eva o0 A

174



4. Part experimental

L (s B U S (A ) B A ! S SR S G S
) L D B DS S Y Y LY o AR, L U SN |
doso fF e e ot 0 o o0 o2
VAR RN MY S A ) R AL S
[ S A S R Y L S A A L L
( § Dt R o S (A (N (N [ SR LT S S URN ¢
roe B S N L . B N ) S ] B o

M L A A A Y A - B o A

R R A I/ VR LAY SRR G S AR L.
A Y < AVCI A S L A )

L L A (A LA ST A A LU G (Y S CAN R

. / f \( ) B (A VA ] o008 ‘o + S J
P A R A A S A LI G S0 -y

’ O 2 A S U AN G

R Y L A Y Y S N O M
U A ST GO R S N T LA A ZEENCEN A

175



4. Part experimental

,ﬁ J 7 F o ‘- QD K
I O
| s &
Ao T 1
| |
S0 Z
I |
1{ /j | J('
| I
J /
| |
4 / d d
T o
Ty “]

R T T < S (A R
TR N (A A Jo
AL A A
LI ’ : >
R L L L A
DA A b

e

-

(\

176



4. Part experimental

[ A A T U G A M
o0 0
N AR VLA L T AR A S o A A L L N
g4 s, = 6 7 F T A ) VR e A
O S A T R VRS TR TR |
S AN A R N 2N LY S I ) = 2 74
e d o= 0, L0 d =) 2 R A
¢ NS e s VD o L r « ;( o0 ) t
DL A Y2 f £ 7 F v ) 7 C O 0 0 )
S A O O RO A A (A A <
A S A A A < S M A MY LA
L 0 F - [ L
J oo N € S L B TN S NS S O
& r & O o 2 s 0, 0 doa 7oy oy oy Py

177



4. Part experimental

[

5

£«

7%

J IO )
£ L S S LA S o, VU
A | ( O o2 T
AR SO SO AU = 5o
T T A S ARURNS LS U
s - M y . - - T ’
N ol D A M .,
s B -
Jo0 g oy 2 0 - 3 a
IT i_I LJ LJ s .)’ f[ ./W \,W vn ;/q
4 , i O [ . C 9 | s | F
q / ~ ] Is . ) 1 1 .
o , J . ”~ 5 - - , . - )
) R} S T I St

c oo, Y
ooy s s
SN e o
B R O N
< oA o2
s f

178



4. Part experimental

P I L A
Y 4 K l
A R A U A - L
AR ST S W
Y A L T A M AR S P N
1m0 a
N KOS S LY A GRY 3o J coy (
P Y= AL A S AL SO RO
O - gl s¥ (f T R A U U U LA N S 1 J v
A S A A AP S T G LA A .
S R S T S S R A T A A N
s odF
A R VR ) N S O G
= O A D CHUS NS (R Y A J ¢ O 00
L L (A LA | SR A YN AU AN S A B N RN B
B Y L L U S R O

179



4. Part experimental

A T
= 52 /S L O A S AR A
P
< Ty e [/ A HL Y G AR A N (A
SV
[ ANC AR T Y S SR ST A LT, F S B |
b2 . (4 = 0, RSO T (A y L0 SN A |
T T A SN A VA S ! A A S
S A S A R MR S A S
S oz J -7 T, L N 2 U
Ty e = R B B
2 N 05 s A4 J 7o ox / PER A ]
) A Y Y A A S A A LA L 2 S S G e
P C &0, i+ 4 4 4+ 4 o 3 r 4 v F b
S, OOy o O oy 2 LS,
A1 e Ty ~ oo ~ r - ’
SO Y U0 )y < T L S N )
R /o, 72 Tt AU AU 2 ) RN A
- € 2z { K. / - LI ¢ LA ) o J = 1 .
L) N LN N > 2 0 Jd
2K UEO M o oy A LA a2 N
dJd 7 7 7 7 v 2 s AL LOLEY A AR D
L . ) S, d 4 I 4 4 5 0 o b ST F
oor O A A N N R S S R VA
A A > e D, e o0 2T g
! _' c T T 3 4T L | S A
R R L . S S G . B / LA SN L1
VR N ¢ ¢ P b} o100 -

180



4. Part experimental

ro- - — —
« )
o F
- - =4 -
+~ 4 ¢
r e 0 rog
¥ ,&
- L
[ ) | 4
~ b
] | T4
Sl /
|
| T8 )2
| -7 I c
R .
- - - -
ot ,(
| |
r A

181



4. Part experimental

n

r v SN s

C
el
N = .
\ N pu N
\
4
d
'k
R -
0 < N r
’ -
* B
I 2 R
1’ ] v ( - o

r
A o A [ ) o~ C La
PO N L (O
P R S R
Jooue ,Qc 4 ! A K
L Y T S SR N S |
a4 e SL A [ '
SO F 0 0 J

182



4. Part experimental

ea o, e Jsts .o R S B N (L dooa e
st @ g N
le .ft A)' // 4 4
s o s p S s e 0 g . 0y 8 e
A T U N L VR A LN
S e 720N S s A R AN S (AT S SO S |
N R - LA WY S L ! VAN GO U SR B2

v
X
—
<
-
+~
-~
C
-
“
~
-
N
<
=~
.
2
N
o
-

Joo T ool U w2 AT v 2 4,384

183



4. Part experimental

N Y DT e 2 P S S
D A L L r Ty o0y =
B N T L A A R A
NS C vy s VI r A A A R
R LR S GRS N LN ARN ol S SR A A
AN A R S L G S L S~ AL AR B
| A A TAR) LU A B A TA
R S T-VO EC T SRR G A SY AR B S LY e SR M
)
[ Y S L T AP AN "R S SV SN L A
2 S A S N L s A S ]
r oJoe oy N C L, o 3 s e Y a0
P L A L T N L N A
’ coo g e S0 ) s o U [ 2 VN
L Y o B (AR N A
A\ Y LA/ O SO )
£ 4 r €
F M« r ¢ e
BNy |
= 3 S
| R r . o r
N L (N AR S O BT 2NV S AU
.
L L St B Y S S A A VG A S o
) I ;0 J L R A T RN ' v oz A
A4 T v (T A J 72 oy 7000
' T R T A (O A A e |

184



4. Part experimental

S o3 F s 7 Jd C . 0 C - /0 e 4
2 O T C S CRRNY SR A T T A S0
2o 300y 4 sy e 2, 2
'y A (O G A A A (O LI U AT S LET LN
& AR ST AL T A oF N7 L c 4 £
e

o, e Yo e 8, S B L ] N
e PR R Y LA SR AL Bt AR SN LR U U G
PSS U Y S (. S AN AT LN SRNY RPN Iy N LA ¢
roovoor e ke e s .
A SV J _7’/ o '

e 0 SO (0 S e ,

ooy J

S s 2 0

1 /AW J’
ey R

A R R S

[ L A AR A S R S Y A S B A
o

A A A A TR MR | B A SRPUSENS UAROUS
) 7 C - S L N O S S c S 7 '} -
C 0Ny S . T o = )7 . J4 J 7 4

185



4. Part experimental

o ) o 0 o T w0, e . o o d oy L

A I, T SR - Y O

r v 7 B AL A A LA Y Y A S S Y 4
B
ot D, 0y Ty S o d .
A L Y N C A T - 1 xr . L O
ST S, 4L s L N A U CHNN oA
7 v 3 ( = 0 ¢z 4 A4 4 I d_ 5 s S A T Z

186



4. Part experimental

R A L S N Y N NS S S AR
[EOR A . S S SO NI R S AT Sy
L R N A A A Gl

R A S LA CEP R N AR P S R
e

b 4
R T A T L L A L T Y S
L o L L Y L I (Y G o A
v v o Ly e r oo, s s 4 W 2 X r . e
s 1 o I ox oy 7 ad LAV R T | A LY c AN S

rJ s B AL Y A LA Y Y A S S c /2
B
e D, 0y oy e S oo d .
A AR C R . T, L. d 4 v 4 g
Ks =2 4 2 Y N O A B . F .o d
Y oA oY o A A A SV c G X / = . 7 7,



4. Part experimental

2 N C 5oL o A R o0 . /
[ ol A L Y - k] P T . A
‘o, i N P -y \( , SO0 B B
T O I Y SR A B2 (e Y
RN D U A T R A AT S M.
P L | e o9 s 24 Y
(/ .
" - . P4 -{ I G , N , e ¢ LRI | S5 A
c )
VR A Y L AU VAN TN IR

8 W4
’ = 12 = IJ 4 = el = d 3 _,,
- < C T - S8 COF T o
=T e . o= J
K I ,/J'V \ / 1 + i ) N o iy = 1
R+ 4 - F R S . O
J? - 3 7 = .lt' ) C _v
22 A5
N n J /e
’ o S
~ . 7
T T S N Y A S G RN SR G (4
s ¢ y '
ooy e e s Yoo a4 IS S LA
Y SR Y U VRN U VAT S Y ST Y LA S TN
I ) T R L U (A S oo e, F
oo A FoN g7

188



4. Part experimental

7 e U
AT N S N L L G Y LA O S B -
A LA

LY

o s o L o T s T S U o
P T A O A L 2> S I A USRI S MY:
A LN T ST S A S S L N T
oo a2 Sy e )

T w ir v 0 &

S N Y Y AR L) (T M SN RN G A SN
N L T S N A M|
T w o s 0" Lot 0 e c S oy 4o
L A AN U M
S L R Y B oy ) i I G Y Y

L) e e s,y
1 A LY R A | S G M S IS R GO
N S )
€« t v 7
Vo s 0 5 2
0 ro S /‘w ‘ r ﬂ‘ £ 1\/ A
Y I
S5 490
r v 2

189



4. Part experimental

T B S Bt T Y B DI
z £ JCECRT - , = 7, = , é
T R B A A L e A LA
L G A S A S R R A e
S L L & s
N S S S S SN oo
O NP BN S04, ) AT
A (O N A Ol L LG N LA ) O
F: MO AL YA - N Qs R B U S PRI 4

.
~
-
s
>
L

190



4. Part experimental

F Y 4 a2 S Ty
R N - o K F
P C T A T

S 2 Ccor 0 7N g £
, R S S S O

-7 A S SO T s~

F & C 0 5 ¥V rr (r
4B VA A T S
oL A ol

A A IO AT R B Y
g0, 20 0y ro.

2y 77 L oo

PR A G
I r e L z" N ! )
9
a - - A b4 ~ 4 P

2 o 0 a0 J v €
) AU B 4
Py e ¢ T r
VLA L A ro 0
y) 'Y VAR v
P 7 e ) ¢
O A
Y
R O - A
L L A =)

A A S N

—

7 T , N
, K ,
, D
L 4
: T 7 Iy
,;
Iy . g
r
rr A ,7
1 vw / {
) 1r s J
1 b}
rJ L

191



4. Part experimental

F Yy 4 2 S Ty =0 L L4 4
) S 0+ 4« JA v v 4y 2T T o L = 5 .
P L A Y DY o [N NN S S (o AN B ’
P A R O (S O A S T,
RN S TN 4 P J 7

oY LT

Fy 0T EY Y, s 2 ey Y J

LA A A S J 0T A T e O 00
e L UL G A U A Aol

S L T A LA PO S S S . S SO
O N G N A 14 & 2, 4 L Ty 02y
P G R A ’ O A A A 4

) A A I | S A AN S LAY O Y N L

192



4. Part experimental

Fy o 0 ST T R A UV R CHNNS (R U
gL L G | A A A T Y ANPCI S
SNTE  R= A AR SO LA T L Y
y; ) A S S S A R P
g F v 0 7 o4 3 A AR R E! LA AR (R R , X
= 4 . S R l - o 4 € 94 7 o7

[ RS S0 0T 0
A A T Y S A U R AR S T
ol A Z" S Y A ) 7
s N S Y Jd J 7 5 5 L g
VoA <A <A Y S S S AU S A LA ST N S ey
U U Y T AN S A B 2 0, ' , o, 4 O
R e S A A N UL B [ +

J 7
A o oy C 4 7 T g 2 87
e Y L S L Ot LAY LAY oY S CRR o
B S N L s A S T (U < Y CRN (NN AN [
L L T A N L G S L N
' C' ry r J J o

193



4. Part experimental

Y (T S S e (N L T

«
O A N L SO S N GH G SR SRV A
) ,Z’ - S g ;,q T A d d _«ﬂ :C d - 5%
J r,7 . B L e e Y S ) PR T O
R S A Y G U AR T SRR HN U A AN R

7 ry . & T Forox )y, o7 s 0
c 000 0 - 7 oy ol O A / J
FOF F F A S Y ST R G
N p 1 DD \C s s~ _C _\V . ) € \r 3 £ -
A L A G C Y L B R R O L A A
JE R S S Y (R AL P R
> oy Sy L, S S T A

-
.
o)
-
n
[
-
-
[
b
o
-
=
-
-
Al
-
C
%
I
=
«
(&)
(=]

194



4. Part experimental

R
N i
SRS P o
oo
< 7Ty, Y Cord / ’
ak ° / s
L I L
AY‘ ] ’ } ] A , 1
oo el e A
K v o T T T
, U VRS
S R S Y S
A
KU oo T
I I e oS
N A
\ p
A A
A
") « o4 e 7 .
c

yo¥
J 7 ’
c Z
/ 1
1 (3
- 1
b
'. =
(
) C
\

-

~
.

195



4. Part experimental

>

2

o F a4 »
T - - - 3 -
s¢ a <
2
2 |
IC /
I
|
74 s 1
o0 L ¥
AR PR S I
PR . |
L S S
I
A Y
|-‘ ¥ /_lJ (( _C 2
0N |
.f_ pa— —_ —_ —_ —_
J
%
- _ _ _ _

196



4. Part experimental

-
=
Z
2
=
=

.

N



4. Part experimental

e oy S oar o gterés o N - B L < G

Or

R A A S LIPS B ¢

VAR | 4 ¢ ) -
T e AT A R R A S BN
A Y A 2 Y > S N B

.'" " _At' L‘r
T N A L Ao A (A Y R N 4

AR A BT S SRR M (I AN oD o ST SN R AT AN s
R N VT S

K S U A S S

£ 0 O & A F
Vo« ¥ [0 ) T Ay s S
F A ) A A S Y v C
2 ‘ 1 \ ) {4 4 [ I i / - Y

:

s 7 J < ooy, 0 0y ) 4 -f
O , N o - ' ,1 -£ , s 5‘ ‘ ) oD
N S N § (A ra 7 7 C

LAY M T A A B T N S YA =AY U\ UN
Y S L L A O T PSR B4
T P S | oA S T N
I P SR

= 7 £ o0 D
ro. > . r %«

A 20 oy 2 S s )Ty

K4 L A ) B A LR CO AL A S A LA G R
oy 0 R 2 SR s v J T d

198



4. Part experimental

A S A AR A S (" - h
R AR TR e e T T T Y LU Y PR
A L A A T S SO T PR
Ty O JE O S
A g 2 oy 0 OO0 2 N T e Ty 2
4 L4 ~
) s R A I A A AP "
VL I S . S U T /N B
]
Foeoo
_ /f C y r Y I
SN - . ‘o e
T _JC ;f Z = /7 7/ ' ¢ /’/ N / \ /O
s e & S - \
C b :
PN R ; 2
=~ o VL)

o ar
T A a A ' i
PO # at A a
TS oL
e 7 a L oor
o0 N N
A A
L A A S (O S L D G Y (. A S
N i LA 7 o Sl A DU oS A o S PO S U
O AL L (e S G Y S Y B U
L AP N <! O A S R T A

199



4. Part experimental

T A A - LY ST B (AR Y LN B, i A BN
O Y A N SRy A N U e & e O £
A (S * 2 LAY A A S ST S B U e
i . LA |
oo oa oy o o p ooorow U S RS

200



4. Part experimental

ro Lo ] e oy 3 - d o J /!
O L S LA S U e L MG L L
L 2 O L s O o L A
ar P Y L S AT &
AR AT Y (A L
S0 2 ¢ 4y
P M L Y A
A U2 N A
a Ay
rfr'v.o = »n b o 7 x fF g, ]
2 2 2 2 e 4O,
fr -+ o B (A A A T LD L B
)
r30 0 _g( 2 ) 37 - 0, r v o o D ,‘ 3 i
T A A A A A < S A VA
NI cror 2 d = T e !
rsrC 0 s o407 J o op o T A T, T F K
v 2 f 4 T L v 2,0 1 1 i 0 (T L - )
) 2 A R A S A P AR I SV SRR NP s
o S A AR A 2 A (A A A o
Lt T N
L S T S Y /) [ 4 T 7 . s

201



4. Part experimental

r 5 v g R 7 D/ L S - SR RN
I
N A 20 S Y AR | 77 2 C 00 0
) /’ « , = ,F oot < _g‘ 7\‘ < / B 52 ,]t / s a B
C o0 0y 0 e =y, /R B |
S R <AOLET S r VA AT 7, [ A
P o A Y A S O LA CAH G
L L S AN Y AR AR N S R R A S AN PR |
T N A G U R USRS GRS U U L A
YA G A UL LR M S A G ! J -1 0 .

- [ o000, / t PR T
B Y L A Y ST U S S R AR
14 A - 4 T » h v - ~ s

CONFIDENCIAIL

202



4. Part experimental

-~

o

AL
o2 Co0 00 0
)y .Jf / s g
J o 4
JoJd 0 T g -,
( / s i 1 ,
)y,
() r g 4 A
., ) C ¢
‘\‘ ‘- ) 7 \( - )‘
p
S0 00

203



4. Part experimental

) REERCAR IS B Yoxr o~ ot 2 o 7 b
S S M T A () /2 |
oo 7 A T SR's B LA U B
o T JP L Y . MY i, S DY
,()/ g 2 & T LU Nt > [y v R4
I LA <) L AU uN o S SR A
o0y Y2 s
AR T L (T
U S - B AR
AR A O L U 4
v w0 5
a4y
rfr v s = v J o 4 o 2 o 7t J o«
L 0 oA F 2
T
B L A S N G LA (A A [
Y G R B N = 5,7 07
Do s A A s S T,
L N A 4 oz o d - 0
S A T O A
o S ) Ll roa b
(" v s 7 7 7 7 v 7
L T S Y ) S 4 9 4 4
R ., e o 8 LA
O L O % B G S SR AN S A
T A
VIR A S YA NI AN M o + N

N
N
he

-
-

Iy 0
( / \r -9
A / s r
v / A r
2 S s

204



4. Part experimental

72

205



4. Part experimental

LU B
Y TR - Yo RS LI AU R
= o /05
A A L G
L T 0 N T 2 P AN (M R M
i r / A J ’ ) Y "o ( Z 4 - )
C :f z( . XS ' N 7 e § - f J 8 3( __2( ’ 7/ ) ,4'
s S ’ V4 T r 3( 2( __2( z( 2 J- ,/ / / 4 , Bl
s S A L GO s A Y | A "
¢ S0 L - , : , ’ A /s A R " i F
S S A R A B U ) M LA
7F b F oy T s 47
& N & 7N - s Fo, s o or Z Foos s
:/'T AL 4 , L \Cr ,_C :C K ’ _(A B A o ( .- e o o
oo D00 0 0 0 - S P G
o0 O , aoC oy s y ¢, 2 0
N VN . PR e
Y N A A (AR S AT SR ST R A A
£ 0 & £
U LA D
A /LA D A O L LAt
K y J fr J 7 LA
J 2 7 7 7 ) Lox SRV AL LSOO L L'
r =y T VUL LS LEL I S N A A
DA S A 4 o 2 , - L. d
J 7 7 fF vy g 7 o 7 7 =y s 4
| L O A B S A (R A VAL SR
A 00T )
K A0 S Y S Y S R (ANCUN Y S S A
/ DL P ! S S U A SR SR KR

206



4. Part experimental

CONFIDENCIAIL

4.2. Sintesi de furo[3,4-b]indoles 1,3-disubstituits
4.2.1. Ruta A
4.2.1.1. Sintesi de I’indole-2-carboxilat de metil (73)

OH OCH;
N NaHCO; N o)
H O DMF H

22 73
CoH,O,N CoHoO,N
161,16 g/mol 175,19 g/mol
Reactius
NaHCO; 1,5 equivalents
CH;l 2 equivalents
Procediment

En un matras de 100 mL de capacitat es dissol 1’acid indol-2-carboxilic 22 (2,0 g; 12,4
mmols) amb 20 mL de DMF destil-lada. S hi addicionen I’'NaHCOs3 (1,5 g; 17,8 mmol)
1 2 equivalents de CHs3l (1,5 mL; 24,1 mmol). La reaccidé es deixa en agitacido a
temperatura ambient durant 15 hores.

Per al control de la reaccid, es pren una mica del cru de la mateixa 1 es fa una petita
extraccid in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua 1 ¢ter per separar la DMF.

S’analitza la fase etéria en una placa de CCF (eluent: 100% AcOEt, R¢(73) =0,73).

Final de reaccio

El cru de reaccid s’agita amb uns 20 mL d’aigua destil-lada, s’extreu tres vegades amb
30 mL d’¢éter etilic. S’ajunten les fases organiques 1 es renten cinc vegades amb uns 10
mL d’aigua per eliminar la DMF. Després s’assequen sobre Na,SOs, es filtren i es

concentren per evaporacid al rotavapor.
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4. Part experimental

Aspecte del producte: solid blanc
Massa teorica: 2,17 g

Massa obtinguda: 2,04 g (11,6 mmol)
Conversié: 100%

Rendiment: 94%

Repeticions de la reaccio
Es realitzen cinc repeticions de la reaccio seguint el mateix procediment, a partir de 2,0
g d’acid indol-2-carboxilic.

Rendiments: 93%, 88%, 92%, 95% 1 97%

Dades analitiques

Compost 73

R¢= 0,73 (AcOE)

p.f.: 151-153°C (eter etilic)

IR (KBr) v em™ : 3334 (N-H); 1694 (C=0); 1529 (C=C); 1257 (C-O).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm): 3,95 (s, 3H, CH3); 7,16 (t,J= 7,8 Hz, 1H, H-5);
7,23 (s, 1H, H-3); 7,33 (t, /= 7,8 Hz, 1H, H-6); 7,43 (d, J= 8,4 Hz, 1H, H-4); 7,67 (d, J
= 8,1 Hz, 1H, H-7); 8,95 (ba, 1H, NH).

4.2.1.2. Sintesi dels eésters N-arilsulfonilindole-2-carboxilat de metil

(74-75)
OCH;
RCH,SO,Cl
N A \\ ocH,
N 0 Nal N
H DMF | [e)
0=S=0
73
C0HoO,N
175,19 g/mol
R
74.R =-H
75. R =-OCH;
Reactius
NaH (60%) 1,1 equivalents
CISO,C4H4R 1,2 equivalents
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Procediment

Dins un matras de 100 mL de capacitat, que contingui DMF destil-lada i refredat en un
bany extern d’aigua i gel (donat que es produeix una reaccid exotérmica), s hi afegeix
lentament 1‘'NaH.*’ Seguidament, s’hi addiciona el producte de partida i, finalment, el
reactiu. La reaccid es deixa en agitacid a temperatura ambient durant 15 hores.

Per al control de la reaccio, es pren una mica del cru de la mateixa i es fa una petita
extraccio in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua i ¢ter per separar la DMF.
S’analitza la fase eteria en una placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 4:6, R¢ (23b) =
0,33).

Final de reaccio

S’hi afegeixen 20 mL d’aigua i es manté en agitacidé durant 5 minuts. Llavors, es fan
tres extraccions amb 30 mL d’¢ter etilic. Les fases organiques es renten cinc vegades
amb 10 mL d’aigua, s’assequen sobre Na,SQOy, es filtren 1 es concentren per evaporacio

dels dissolvents al rotavapor.

Purificacio
En els casos en que el producte no és suficientment pur, es purifica per precipitacio de

metanol.

a) Obtencioé d’ N-fenilsulfonilindole-2-carboxilat de metil (74)
S’ha sintetitzat 1’analeg 74 (N-fenilsulfonilindole-2-carboxilat de metil) mitjangant el

mateix metode, a partir de 2,0 g de producte de partida 1 afegint en ultim lloc el reactiu

C6H5SOZC1 (1,6 mL).

Aspecte del producte: solid blanc
Rendiments: 84% 1 88%

Dades analitiques

Compost 74
R¢= 0,46 (hexa / AcOEt 4:6)
p.f.: 125-127 °C (metanol)

»7 Tot el material en contacte amb I’NaH cal rentar-lo primer amb acetat d’etil o etanol per evitar la
reaccio violenta amb 1’aigua.
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IR (KBr) v em™ : 1694 (C=0); 1525 (C=C); 1256 (C-0); 1207 (S-O).

RMN 'H (CDCL, 200 MHz) § (ppm) : 3,93 (s, 3H, CHs); 7,18 (s, 1H, H-3); 7,44 (t, J
= 7 Hz, 1H, H-5); 7,48 (m, 6H, H-6, H-2’, H-3’, H-4’, H-5", H-6"); 8,02 (d, J = 9 Hz,
1H, H-4); 8,12 (d, J= 9 Hz, 1H, H-7).

b) Obtencio d’N-(4-metoxifenilsulfonil)indole-2-carboxilat de metil (75)
A partir d’1,86 g de producte de partida (10,6 mmol), 20 mL de DMF, 0,47 g d’NaH
(11,7 mmol) 1 CH30C¢HsSO,Cl (2,6 g; 12,7 mmol), mitjangant el metode descrit

anteriorment, s’han obtingut 2,91 g del compost 75 (87% de rendiment).

Aspecte del producte: solid blanc
Massa teorica: 3,35 g

Massa obtinguda: 2,91 g (8,4 mmols)
Conversio: 100%

Rendiment: 87%

Repeticions de la reaccio

Es realitzen sis repeticions de la reacci6 seguint el mateix procediment, a partir de 1,8 g,
2,1g,1,0g,1,4¢,2,2¢gi2,2 gde producte de partida respectivament.

Rendiments: 59%, 65%, 87%, 86%, 85% i 85%, respectivament.

Dades analitiques

Compost 75

R¢= 0,33 (hexa / AcOEt 4:6)

p.f.: 116-118 °C (metanol)

IR (KBr) v em™ : 1731 (C=0); 1594 (C=C); 1260 (Ar-O); 1205 (Ar-S); 1087 (C-O).
RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) : 3,71 (s, 3H_CH;3-OC¢Hy); 3,92 (s, 3H, CHs-
000); 6,85 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,12 (s, 1H, H-3); 7,22 (t, /= 7,8 Hz, 1H,
H-5); 7,39 (t, J = 7,0 Hz,1H, H-6); 7,51 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H-4); 7,96 (d, J = 9,0 Hz,
2H, H-2’, H-6"); 8,10 (d, /= 8,4 Hz, 1H, H-7).

RMN "C (CDCl;, 50,3 MHz) § (ppm): 52,6 (CH3-OOC); 55,4 (CH3-OCgH,); 113,9
(CH, C-3°, C-5); 115,1 (CH, C-3); 116,4 (CH, C-7); 122,3 (CH, C-6); 123,8 (CH, C-5);
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126,7 (CH, C-4); 127,1 (C, C-2); 127,9 (C, C-1°); 129,5 (C, C-2°, C-6); 131,2 (C, C-
3a); 1378 (C, C-7a); 161,6 (C, C-4’); 163.5 (C, C=0).

4.2.1.3. Sintesi dels acids N-fenilsulfonilindole-2-carboxilics (20-21)

\ OCHj, NaOH \ OH
Il\I EtOH N
o=s=0 © 0=4—0 O
R R
74.R =-H 20.R=-H
75. R = -OCH; 21.R=-OCH;
Reactius
NaOH 2 N 0,2 mL/mmol
EtOH 0,2 mL/mmol
Procediment

En un matras de 100 mL de capacitat, es dissol I’éster metilic de partida en etanol i amb
ajut d’ultrasons. S’hi afegeixen la mateixa quantitat d’una solucié aquosa d’NaOH 2N i
s’agita a temperatura ambient durant 15 hores. Si durant el temps de reaccid s’observa
la precipitacio d’un solid, s’hi afegeix més quantitat d’NaOH 1 també d’etanol. El

control de la reacci6 es fa per CCF (eluent: hexa / acetal d’etil 7:3, R¢=0).

Final de reaccio

Del cru de reaccid, s’evapora I’etanol al rotavapor. Posteriorment, s’acidifica amb HCI
2N i es fan tres extraccions amb uns 25 mL d’éter etilic cadascuna. Les fases organiques
s’assequen sobre sulfat sodic anhidre, es filtren i s’evapora el dissolvent a sequedat al

rotavapor.
a) Obtencio de I’acid N-fenilsulfonilindole-2-carboxilic (20)

S’ha sintetitzat el compost 20 protegit amb el grup N-fenilsulfonil mitjangant el mateix

metode a partir d’1,5 g1 2,5 g de producte de partida.
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Aspecte del producte: solid blanc

Rendiments: 86% 1 92%, respectivament.

Dades analitiques

Compost 20

R¢= 0 (hexa / acetal d’etil 7:3)

p.f.: 182-184 °C (¢eter etilic)

IR (KBr) v em™ : 3352 ( COOH); 1712 (C=0); 1544 (C=C); 1369 (C-O); 1204 (S-0).
RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) : 7,14 (t, J= 7 Hz, 1H, H-5); 7,29 (m, 6H, H-6,
H-2°, H-3°, H-4°, H-5°, H-6"); 7,43 (d, /= 8 Hz, 1H, H-4); 7,78 (d, J = 8 Hz, 1H, H-7),
9,80 (ba, 1H, OH).

b) Obtencio de I’acid N-(4-metoxifenilsulfonil)indole-2-carboxilic (21)
A partir de 2,01 g de producte de partida (5,8 mmol) i 30 mL de solucid hidroetanolica
d’NaOH, mitjancant el métode descrit anteriorment, s’han obtingut 1,51 g del compost

21 (4,6 mmol) amb un 78% de rendiment.

Aspecte del producte: solid blanc
Massa teorica: 1,92 g

Massa obtinguda: 1,51 g (4,6 mmol)
Conversio: 100%

Rendiment: 78 %

Repeticions de la reaccio

Es realitzen sis repeticions de la reaccid seguint el mateix procediment, a partir de 1,5 g,
2,5¢g,1,0g,1,0g, 1,1 gi5,7 gde producte de partida.

Rendiments: 59%, 78%, 90%, 86%, 83% i 88%, respectivament.

Dades analitiques

Compost 21
R¢= 0 (hexa / acetal d’etil 7:3)
p.f.: 147-149 °C (eter etilic)
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IR (KBr) v em™ : 3405 (OH); 1686 (C=0); 1594 (C=C); 1269 (Ar-O); 1236 (Ar-S);
1168 (C-0); 1087 (C-0).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 3,62 (s, 3H, CHs); 6,78 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-
3°, H-5%); 7,18 (t, J= 7,5 Hz,1H, H-5); 7,22 (s, 1H, H-3); 7,38 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-6);
7,45 (d, J= 17,8 Hz, 1H, H-4); 7,95 (d, J= 9,0 Hz, 2H, H-2", H-6"); 8,11 (d, J= 8,7 Hz,
1H, H-7); 9,79 (ba, 1H, OH).

RMN “C (CDCl, 50,3 MHz) § (ppm): 55,7 (CHs); 114,1 (CH, C-3’, C-5°); 115,6
(CH, C-3); 121,0 (CH, C-7); 122,8 (CH, C-6); 124,1 (CH, C-5); 127,4 (CH, C-4); 127,7
(C, C-2); 127,8 (C, C-17); 129,8 (C, C-2°, C-6’); 130,4 (C, C-3a); 139,1 (C, C-7a);
152,4 (C, C-4°); 164.,9 (C, C=0).

4.2.1.4. Sintesi de 2-(/N,N-dimetilhidrazinacarbonil)-1-
fenilsulfonilindoles (68-69)

P%
CH
OH -3
\ 1) SOCI, / tolué NN N
N
. | - O 2) (CH3)2N-NH2 / CH2C12 | O CH3
0=S=0 0=S=0
R R
20.R=-H 68.R =-H
21.R= -OCH3 69.R = -OCH3
Reactius
SOCl, 5 equivalents
1,1-Dimetilhidrazina (98%) 2,5 equivalents
Procediment

En un matras de 100 mL de capacitat proveit d’un refrigerant, es dissol 1’acid de partida
amb tolue¢. S’hi addiciona el clorur de tionil 1 s’escalfa la reaccio a la temperatura de
reflux del tolu¢ durant 2 hores amb agitacid constant. La reaccid es controla per CCF
(eluent: 100 % d’acetat d’etil).

No es procedeix a I’aillament del clorur d’acil perque és inestable, s’evapora el tolu¢ al
rotavapor. El cru de reaccid es dissol de nou en diclorometa (30 mL), s’hi addicionen

unes gotes de trietilamina (0,1 mL) per neutralitzar 1’excés de clorur de tionil i s’hi
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addiciona 1’1,1-dimetilhidrazina (0,4 mL; 5,26 mmol). La reaccio s’agita a temperatura
ambient durant 13 hores. La reaccid es controla per CCF (eluent: 100 % d’acetat d’etil

amb gotes de metanol, R¢(25b) = 0,38).

Final de reaccio
El cru de reaccid es renta dues vegades amb 15 mL d’aigua destil-lada. La fase organica
s’asseca sobre Na;SOy, es filtra 1 es concentra per evaporacié al rotavapor. S’obté un

solid marro fosc.

Purificacio

El producte obtingut s’escalfa en 20 mL d’hexa / AcOEt 5:5 fins a la dissolucio
completa. Es deixa refredar fins obtenir un precipitat. Si el producte no €s prou net, es
purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm de silice i 2,5 cm de
diametre). Per incorporar el producte a la columna es dissol en la minima quantitat de
diclorometa. L’eluent utilitzat inicialment és 100% d’hexa. Després es va augmentant la
polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El compostos

25a-b elueixen al 60-70% d’acetat d’etil.
a) Obtencio de 2-(/V,N-dimetilhidrazinacarbonil)-1-fenilsulfonilindole (68)
S’ha sintetitzat I’analeg 68 protegit amb el grup N-fenilsulfonil mitjangant el mateix

metode a partir de 0,8 g1 2,4 g de producte de partida.

Aspecte del producte: solid ocre

Rendiments: 68% 1 72%, respectivament.

Dades analitiques

Compost 68

R¢= 0,40 (AcOEt)

p.f.: 171-173 °C (hexa / AcOEt)

IR (KBr) v em™ : 3201 ( NH); 1660 (C=0); 1448 (C=C); 1369 (S-O); 1182 (C-0).
RMN 'H (CDCl, 200 MHz) § (ppm): 2,77 (s, 6H, CHs); 6,92 (s, 1H, NH); 7,27 (t, J =
7 Hz, 1H, H-5); 7,47 (m, 7H, H-3, H-6, H-2’, H-3°, H-4’, H-5’, H-6"); 8,08 (d, /= 7 Hz,
1H, H-4); 8,20 (d, J=7 Hz, 1H, H-7).
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b) Obtencio de 2-(/V,N-dimetilhidrazinacarbonil)-1-(4-metoxifenilsulfonil)indole
(69)
A partir de 0,70 g de producte de partida (2,1 mmol), 30 mL de tolue, clorur de tionil
(0,8 mL; 11,0 mmol), 30 mL de diclorometa, 1,1-dimetilhidrazina (0,4 mL; 5,26 mmol)
1 mitjangant el metode descrit anteriorment, s’han obtingut 0,56 g (1,50 mmol) del
compost 69 amb un 71% de rendiment.

En el control per CCF emprant AcOEt com a eluent, s’observa el producte esperat amb

un Re(clorur d’acid) = 0,73).

Aspecte del producte: solid de color ocre

Massa teorica: 0,79 g

Massa obtinguda: 0,56 g (1,50 mmol)

Conversio: < 100% (s’observa la formacio de productes secundaris, com el compost N-
desprotegit)

Rendiment: 71%

Dades analitiques

Compost 69

R¢= 0,38 (AcOEl)

p.f.: 126-128 °C (hexa / AcOEt)

IR (KBr) v em™ : 3202 (NH); 1664 (C=0); 1594 (C=C); 1265 (Ar-O); 1211 (Ar-S);
1169 (C-O); 1092 (C-0O).

RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) § (ppm) : 2,76 (s, 6H, CH3-N); 3,77 (s, 3H, CH;-0); 6,87
(s, 3H, H-3); 6,86 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5’); 6,97 (s, 1H, NH); 7,23 (t, J = 7,4
Hz,1H, H-5); 7,38 (t, J = 7,0 Hz, 1H, H-6); 7,47 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-4); 7,99 (d, J =
9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,08 (d, /= 8,2 Hz, 1H, H-7).

Repeticions de la reaccio

Les repeticions s’han realitzat amb el mateix procediment i condicions, tant durant les
reaccions com en el final de reacci6 i purificacio.

Per a les quatre repeticions de la reaccid s’ha partit de 0,9 g, 2,8 g, 2.4 g, 1 4,8 g de
producte de partida.

Rendiments: 84%, 45%, 70% i1 54%, respectivament.
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4.2.1.5. Sintesi d’1-fenilsulfonil-3-(1-hidroxialquil)-2-(V,/NV-

dimetilhidrazinacarbonil)indoles (57-59)

R,
u OH
\ }\I\ CH3 1) #BuLi/ TMEDA \ H_CH;
T\{ THF /-78 °C I\{
N CH, 2) R,CHO N CH,
0=—S=—0 o 0=S=0
R, R,
68. R1 =-H 57. Rl = -H, R2 = -CH3
09. R1 = 'OCH3 58. R1 = 'OCH3, R2 = -CH3
59.R,=-H,R,=-Bu
Reactius
t-BuLi (1,7 M) 3 equivalents
TMEDA 3 equivalents
Aldehid 10 — 20 equivalents
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat i sotmeés a una atmosfera
d’argd, s’hi transfereix la hidrazida de partida dissolta en THF destil-lat (5 mL).
Aquesta dissolucio es porta a —78°C mitjancant un bany d’acetona saturada amb neu
carbonica. S’hi addicionen la TMEDA i el ~-BuLi. En afegir els reactius, s’observa un
enfosquiment del color de la reacci6 (de groguenc a marronos). Es manté la reaccio en
agitacio 1 sense variacio de temperatura durant 3 hores.

Es continua amb 1’addicié d’aldehid. La reaccio vira cap a un color més clar. Com que
I’acetaldehid és molt volatil, es refreda I’acetaldehid 1 la xeringa amb un bany extern de
gel abans d’addicionar-lo al matras. Es imprescindible que 1’atmosfera sigui inert, perd
sense mantenir el flux d’argd per evitar perdues d’acetaldehid. Per aquesta mateixa rao,
¢s preferible repetir 1’addicié d’acetaldehid passats uns 30 minuts. Es deixa la reaccio6 a

temperatura ambient 1 agitacid constant durant 15 hores.
Final de reaccio

El cru de reaccid s’hidrolitza amb 1 mL aprox. d’NH4Cl mantenint I’agitaci6é durant 15

minuts més. El control de la reaccio es fa per CCF (eluent: 100 % d’acetat d’etil).
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S’evapora el THF al rotavapor 1 es fan tres extraccions amb 10 mL d’¢ter etilic 1 unes
gotes d’acetat d’etil. Les fases organiques s’assequen sobre Na,SOy, es filtren i es

concentren per evaporacid al rotavapor.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (5 cm de silice;
2,5 cm de diametre) emprant com a eluent mescles d’hexa / acetat d’etil amb polaritat
creixent amb 1’objectiu de recuperar el producte de partida sense reaccionar. En general,
el producte final elueix a un 70-80% d’acetat d’etil, perd no s’obté amb suficient grau
de puresa. En aquests casos, es fa necessaria una segona purificacid també per
cromatografia de columna de gel de silice per obtenir el producte desitjat amb més

puresa.

a) Obtencio d’1-fenilsulfonil-3-(1-hidroxietil)-2-(/V,/NV-
dimetilhidrazinacarbonil)indole (57)
S’ha sintetitzat el compost 57 protegit amb el grup N-fenilsulfonil mitjancant el métode
descrit anteriorment, a partir de 0,20 i 0,34 g de producte de partida i emprant

acetaldehid com a aldehid.

Aspecte del producte: solid groc

Rendiments: 15% 1 23%, respectivament.

Dades analitiques

Compost 57

R¢= 0,20 (acetat d’etil)

RMN 'H (CDCl3;, 200 MHz) § (ppm): 1,51 (d, J = 6,6 Hz, 3 H, CHs), 2,65 (s, 3H,
CH3); 2,78 (s, 3H, CH3); 5,18 (q, J = 6,6 Hz, 1H, CH-O); 7,09 (t, J = 7 Hz, 1H, H-5);
7,44 (m, 6H, H-6, H-2’, H-3°, H-4’, H-5", H-6); 7,90 (d, /=7 Hz, 1H, H-4); 8,05 (d, J
=7 Hz, 1H, H-7); 9,60 (ba, 1H, NH).

b) Obtencio d’1-(4-metoxifenilsulfonil)-3-(1-hidroxietil)-2-(/V,/V-
dimetilhidrazinacarbonil)indole (58)
A partir de 4 reaccions d’aproximadament 0,25 g de producte de partida (0,67 mmol), 3
mL de THF, TMEDA (0,3 mL; 2,0 mmol), #~BuLi (1,2 mL; 2,01 mmol), acetaldehid
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(0,5 mL; 8,96 mmol) i mitjancant el metode descrit anteriorment, s’han obtingut en una

mateixa purificacio 0,32 g (0,77 mmol) del compost 58 amb un 30% de rendiment.

Aspecte del producte: solid groc

Massa teorica: 1,07 g

Massa obtinguda: 0,32 g (0,77 mmol)

Conversio: < 100% (en ocasions es recupera producte de partida inalterat o N-
desprotegit)

Rendiment: 30%”*

Recuperacio producte de partida: 24%

Repeticions de la reaccio

Les repeticions s’han realitzat amb el mateix procediment i condicions, tant durant les
reaccions com en el final de reacci6 1 purificacio.

Per a les dotze repeticions de la reaccio s’ha partit de 0,40 g, 0,50 g, 0,48 g, 0,5 g, 0,48
g, 0,25 g, 0,20 g, 0,35 g, 0,30 g, 0,54 g, 0,65 g1 0,36 g de producte de partida. S’ha
tingut en compte no excedir la quantitat de 0,5 g per reaccié degut a la gran inestabilitat
dels reactius organometal-lics pel que fa a la temperatura. Per al final de reaccio i
purificacié s han ajuntat algunes d’aquestes reaccions.

Rendiments i recuperacié de producte de partida: 26%, 27% (61% recuperat), 17%
(58% recuperat), 16% (62% recuperat) i 16% (68% recuperat) , respectivament.

Dades analitiques

Compost 58

R¢= 0,16 (acetat d’etil)

p.f.: 144-146 °C (hexa / acetat d’etil)

IR (KBr) v em™ : 3268 (OH, NH); 1645 (C=0); 1594 (C=C); 1265 (Ar-O); 1210 (Ar-
S); 1170 (C-0); 1070 (C-0O).

RMN 'H (CDClL, 200 MHz) & (ppm) : 1,51 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CH;3-C); 2,70 (s, 6H,
CH3;-N); 3,70 (s, 3H, CH3-0O); 5,13 (g, J = 6,6 Hz, 1H, CH-O); 6,80 (d, J = 9,0 Hz, 2H,
H-3’, H-5"); 7,19 (t, J = 8,0 Hz,1H, H-5); 7,34 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-6); 7,70 (d, J= 7.8

¥ Rendiments calculats mitjangant els espectres d’RMN-"H.
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Hz, 1H, H-4); 7,91 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,02 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-7); 9,81
(s, 1H, NH).

¢) Obtenci6 d’1-fenilsulfonil-3-(1-hidroxipentil)-2-(V,/NV-
dimetilhidrazinacarbonil)indole (59)
S’ha sintetitzat el compost 57 protegit amb el grup N-fenilsulfonil mitjangant el metode,
descrit anteriorment, perdo emprant valeraldehid com a electrofil. Aquest producte no

s’ha aillat, sin6 que s’ha utilitzat directament en la segiient etapa.

Aspecte del producte: solid groc

4.2.1.6. Sintesi d’1-alquil-4-fenilsulfonil-3-oxo-(1H)-furo[3,4-b]indoles

(47-49)
R, R,
OH
H CH O
\ N\N/ 3 MHO2 \
\
N L cH CH,COOH glacial N 0
0=S=0 CH,Cl, 0=S=0
R, Ry
57.R;=-H, R, =-CH; 47.R;=-H, R, =-CH;
58. R, =-OCHj3, R, = -CHj3 48.R, =-OCH;, R, = -CH;
59. R] = -H, Rz =-Bu 49, R1 = -H, Rz =-Bu
Reactius
MnO, (85 %) 5 equivalents
CH;COOH glacial 5 equivalents

Procediment general

Dins un matras de 50 mL de capacitat, préviament flamejat per eliminar-ne la humitat 1
sotmes a una atmosfera inert d’argd, es dissol el producte de partida en CH,Cl, anhidre.
S’hi afegeixen el dioxid de mangangs i I’acid acetic glacial 1 es proveeix el matras d’un
tub de CaCl, com a sortida de gasos per impedir que hi accedeixi la humitat. Es
mantenen les condicions d’agitacid i temperatura ambient durant 15 hores. El control de

la reaccio es realitza per CCF (eluent: AcOEt).
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4. Part experimental

Final de reaccio

Amb I’ajut d’uns 20 mL de diclorometa, es filtra el cru de reaccio a través d’un filtre de
plecs. El filtrat es renta tres vegades amb uns 10 mL d’una solucié d’NaHCOs; saturat
per extreure l’acid acetic. La fase organica s’asseca sobre Na,SOs, es filtra 1 es

concentra evaporant al rotavapor.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm de silice 1
2,5 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% d’hexa, després es va augmentant la
polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte

d’intereés comencga a eluir amb el 30% d’acetat d’etil 1 70 % d’hexa.
a) Obtencio de 4-fenilsulfonil-1-metil-3-oxo-(1H)-furo[3,4-b]indole (47)
S’ha sintetitzat el compost 47 protegit amb el grup N-fenilsulfonil mitjancant el metode

descrit anteriorment, a partir de 0,15 1 0,24 g de producte de partida.

Aspecte del producte: solid pastds groc

Rendiments: 87% 1 93%, respectivament.

Dades analitiques

Compost 47

R¢= 0,60 (AcOEt)

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm): 1,65 (d, J= 6,6 Hz, 3 H, CH3), 5,58 (q, J = 6,6
Hz, 1H, CH); 7,52 (m, 7H, H-6, H-7, H-2’, H-3’, H-4’, H-5’, H-6"); 8,14 (d, /= 7,4 Hz,
1H, H-8); 8,38 (d, /= 7,4 Hz, 1H, H-5).

RMN "*C (CDCl, 50,3 MHz) § (ppm): 20,0 (CH3); 73,9 (CH, CH-0); 115,7 (CH, C-
5); 120,9 (CH, C-6); 121,5 (C, C-8b); 124,5 (CH, C-7), 127,4 (CH, C-2’, C-6°); 127,8
(C, C-17); 128,9 (CH, C-4’); 129,4 (CH, C-3’, C-5’); 134,4 (CH, C-8); 137,9 (C, C-8a);
143,2 (C, C-3a); 148,0 (C, C-4a); 160,1 (C, C=0).
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4. Part experimental

b) Obtencié de 4-(4-metoxifenilsulfonil)-1-metil-3-oxo-(1H)-furo|3,4-b]indole (48)
A partir de 0,40 g de producte de partida (0,96 mmol), 20 mL de diclorometa, MnO,
(0,49 g; 5,6 mmol), acid acetic glacial (0,3 mL; 4,96 mmol) i mitjancant el metode
descrit anteriorment, s’han obtingut 0,29 g (0,81 mmol) del compost 48 amb un 85% de

rendiment.

Aspecte del producte: solid groc
Massa teorica: 0,34 g

Massa obtinguda: 0,29 g (0,81 mmol)
Conversio: 100%

Rendiment: 85%

Dades analitiques

Compost 48

R¢= 0,53 (AcOEl)

p.f.: 139-141 °C (hexa/AcOEt)

IR (KBr) v em™ : 1768 (C=0); 1594 (C=C); 1263 (Ar-O); 1221 (Ar-S); 1171 (C-O);
1084 (C-0O).

RMN 'H (CDCls, 200 MHz) § (ppm) : 1,67 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CH;-C); 3,81 (s, 3H,
CH;-0); 5,56 (q, J = 6,8 Hz, 1H, CH-O); 6,92 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,37 (t, J
= 7,0 Hz,1H, H-5); 7,58 (m, 2H, H-4, H-6); 8,10 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,36
(d, /= 28,8 Hz, 1H, H-7).

RMN "C (CDCl;, 50,3 MHz) & (ppm): 19,9 (CH;-C); 55,7 (CH3-0); 73,8 (CH, CH-
0); 114,5 (CH, C-3°, C-5%); 115,7 (CH, C-5); 120,8 (CH, C-6); 121,3 (C, C-8b); 123,3
(C, C-1); 124,2 (CH, C-7);127,3 (C, C-8a); 128,7 (C, C-8); 129,8 (CH, C-2°, C-6’);
142,8 (C, C-3a); 147,5 (C, C-4’); 143,2 (C, C-3a); 149,3 (C, C-4a); 164,1 (C, C=0).

Repeticions de la reaccio

Les repeticions s’han realitzat amb el mateix procediment i condicions, tant durant les
reaccions com en el final de reacci6 i purificacio.

Per a les quatre repeticions de la reaccid s’ha partit de 0,46 g, 0,36 g, 0,26 g1 0,52 g de
producte de partida.

Rendiments: 60%, 95%, 84% 1 92%, respectivament.
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4. Part experimental

En alguna ocasi6 s’ha obtingut també [’acid 1-(4-metoxifenilsulfonil)-3-(1-
hidroxietil)indole-2-carboxilic impur en les ultimes fraccions de la purificacid per
cromatografia de columna. Posteriorment, aquestes fraccions s’han tornat a purificar. En
aquests casos, s’ha aconseguit la ciclacié amb 2 equivalents de clorur de zinc i tamis

molecular en diclorometa anhidre i en agitacio a temperatura ambient durant 15 h.
¢) Obtenci6 d’1-butil-4-fenilsulfonil-3-oxo-(1H)-furo|3,4-b]indole (49)
S’ha sintetitzat també el compost 49 protegit amb el grup N-fenilsulfonil mitjangant el

mateix metode.

Aspecte del producte: solid pastos groc

4.2.1.7. Sintesi d’1,3-dialquil-4-fenilsulfonil-3-hidroxifuro[3,4-b]indole

(80-83)
R,
OH
R;Li Si0,
THE / -78 °C \ 0
Iﬁ N
|
0= s— o—s—o o=s=0 R
R;
47. R1 = -H, R2 = -CH3 80. R] = -H, Rz = R3 = -CH3 80°. R] = -H, R2 = R3 = -CH3
48. R1 = -OCH3, R2 = -CH3 81. R1 = -OCH3, R2 = R3 = -CH3 81°. Rl = -OCH3, R2 = R3 = -CH3
49. R] = -H, RZ =-Bu 82. R] = -H, R2 = -Bu, R3 = -CH3 82,. Rl = -H, R2 = —Bu, R3 = -CH3
83. R; =-OCHj3;, R, =-CH;, R;=-Bu 83°. R; =-OCH;, R, =-CH;, R; =-Bu
Reactius
Alquil-liti 1,2 equivalents
Procediment

En un matras de tres boques de 50 mL de capacitat sense humitat i sotmes a una
atmosfera d’argo, es dissol la lactona de partida amb uns 2 — 3 mL de THF destil-lat. Es
refreda amb un bany d’acetona saturada amb neu carbonica fins a la temperatura de —
78°C 1 s’hi afegeix 1’alquil-liti. El color de la reaccio passa de groc a marrd fosc. Es
deixa en agitacid i temperatura constants durant 2 — 4 hores. El control de la reacci6 es

fa per CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5).
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4. Part experimental

Final de reaccio

Al cru de reacci6 s’hi addiciona 1 mL aprox. d’NH4Cl mantenint 1’agitacié durant 15
minuts. S’evapora el THF al rotavapor i es fan tres extraccions amb 10 mL d’eter etilic 1
unes gotes d’acetat d’etil. Les fases organiques s’assequen sobre Na,SOy, es filtren 1 es

concentren per evaporacio al rotavapor.

En aquesta etapa no es purifica el producte per cromatografia en gel de silice per evitar
la ruptura de I’hemiacetal. Simplement s’ha controlat la reaccié per CCF 1 per espectre

d’RMN-"H. Tot i que en una ocasié si que es va realitzar la purificacié del producte:

Aspecte del producte: oli groc

Massa teorica: 0,21 g

Massa obtinguda: 0,15 g (0,40 mmol)
Conversio: 100%

Rendiment: 62%

Dades analitiques

Compost 81°

Rs=0,27 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 1,45 (m, 3H, CH;-C-O); 2,72 (s, 3H, CHs-
C=0); 3,72 (s, 3H, CH3-0); 5,05 (m, 1H, CH-O); 6,72 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-3’, H-5’);
7,23 (m, 1H, H-5); 7,40 (m, 1H, H-6); 7,68 (d, /= 7,7 Hz, 1H, H-4); 8,05 (d, /= 8,2 Hz,
1H, H-7).

RMN "C (CDCL, 75,4 MHz) § (ppm): 23,7 (CH;-C=0); 32,6 (CH3-C-0); 55,5 (CH3-
0); 63,5 (CH, CH-0); 113,8 (CH, C-3°, C-5°); 116,1 (CH, C-7); 122,2 (CH, C-6); 124,8
(CH, C-4); 126,6 (C, C-3); 127.3 (C, C-5); 128,9 (C, C-3a); 129,3 (CH, C-2’, C-6);
134,3 (C, C-17); 135,4 (C, C-2); 137,5 (C, C-4’); 148,9 (C, C-7a); 163,8 (C, C=0).
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4. Part experimental

4.2.1.8. Sintesi d’1,3-dialquil-4-fenilsulfonilfuro[3,4-b]indoles (16-19)

Ry R, R,
OH
{ 0 CF,COOH 70
Y \ o CHCh —
N N N R
| R | R; | 3
0=S=0 3 0=S=0 0=S=—0
R] Rl R]
80. R1 = -H, Rz = R3 = -CH3 16. Rl = 'H: RZ = R3 = 'CHS
81. R] = -OCH3, R2 = R3 = -CH3 17. Rl = 'OCH33 R2 = R3 = 'CH3
82. R] = -H, R2 = —Bu, R3 = -CH3 18. Rl = -H, R2 = 'Bua R3 = 'CH3
83. R] = -OCH3, R2 = -CH3, R3 =-Bu 19. 1{l = -OCH3, RZ = -CH3, R3 =-Bu
Reactius
CF;COOH 5 equivalents
Procediment

En un matras de 50 mL de capacitat sense humitat 1 sotmes a una atmosfera d’argo, es
dissol el producte de partida en diclorometa anhidre. S’hi addicionen [I’acid
trifluoroacétic i sulfat de sodi anhidre com a dessecant. Es proveeix el matras d’un tub
de clorur de calci com a sortida de gasos 1 es manté 1’agitacido a temperatura ambient

durant 4 hores. El control de la reaccié es realitza per CCF (eluent: hexa/AcOEt 7:3).

Final de reaccio
El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm de silice 1
2,5 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% d’hexa, després es va augmentant la

polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil.

Purificacio
El producte es purifica per cromatografia en columna amb gel de silice (10 cm de silice
12,5 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% d’hexa, després es va augmentant la

polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil.
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4. Part experimental

a) Obtencio de 4-fenilsulfonil-1,3-dimetilfuro[3,4-b]indole (16)
A partir de 0,10 g de producte de partida (0,27 mmol), 10 mL de diclorometa, acid
trifluoroacetic (0,1 mL; 1,35 mmol) i mitjancant el meétode descrit anteriorment, s’han

obtingut 0,06 g (0,17 mmol) del compost 16 amb un 61% de rendiment.

Aspecte del producte: solid pastos groc

Massa teorica: 0,09 g

Massa obtinguda: 0,06 g

Conversié: 100%

Rendiment: 61%

Les dades analitiques d’aquest compost coincideixen amb les dades publicades a la

bibliografia.*

b) Obtencio de 4-(4-metoxifenilsulfonil)-1,3-dimetilfuro[3,4-b]indole (17)
S’ha obtingut també el compost 17, les dades analitiques del qual coincideixen amb les

del producte obtingut per 1’altra ruta sintética recollida en aquesta memoria.
¢) Obtenci6 d’1-butil-4-fenilsulfonil-3-metilfuro|3,4-b]indole (18)
A partir de dues reaccions a partir de 0,07 g1 0,15 g de producte de partida i1 mitjangant

el metode descrit anteriorment, s’ha obtingut del compost 18 amb un 71% de rendiment.

Dades analitiques

Compost 18

mp: 110-112 °C (hexa/AcOEt)

IR (KBr) v em™ : 1678 (C=C); 1455; 1362 (Ar-O); 1180 (Ar-S).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 0,98 (t, J = 7,3 Hz, 2H, CH;CH,CH,CH,-Ar);
1,44 (sext, J = 7,3 Hz, 2H, CH3;CH,CH,CH,-Ar); 1,75 (qt, J = 7,3 Hz, 2H,
CH;CH,CH,CH»-Ar); 2,44 (s, 3H, CH3-Ar); 3,11 (t, J = 7,3 Hz, 2H, CH3CH,CH,CH>-
Ar); 7,18 (dt, J; = 7,5 Hz, J>, = 1,1 Hz, 1H, H-6); 7,20 — 7,24 (m, 1H, H-7); 7,25 - 7,33
(dt,J;=7,3 Hz, J, = 1,3 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,39 (dd, J; = 7,5 Hz, J> = 1,1 Hz, 1H, H-
5); 7,43 — 7,45 (m, 1H, H-4"); 7,64 (dd, J; = 8,4 Hz, J, = 1,4, 2H, H-2’, H-6”); 8,03 (dt,
J;=8,3Hz,J,=0,4 Hz, 1H, H-8).

% G. W. Gribble, M. G. Saulnier, M. P. Sibi, J. A. Obaza-Nutatis. J. Org. Chem. 1984, 49, 4518-4523.
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4. Part experimental

RMN “C (CDCl, 75,5 MHz) § (ppm): 13,5 (CHs, CH;CH,CH,CH,-Ar); 14,0 (CH;,
CH;-Ar); 22,5 (CH,, CH3CH,CH,CH,-Ar); 26,6 (CH,, CH3CH,CH,CHa-Ar); 31,0 (CHa,
CH;CH,CH,CH,-Ar); 116,7 (CH, C-5); 118,3 (C, C-8b); 120,9 (CH, C-8); 123,7 (C, C-
3a); 124,6 (CH, C-6); 126,3 (CH, C-7); 126,9 (CH, C-2°, C-6"); 127,5 (C, C-4a); 128,7
(CH, C-3’, C-5"); 133,4 (CH, C-4’); 136,6 (C, C-8a); 137,2 (C, C-1°); 138,1 (C, C-1);
144,9 (C, C-3).

d) Obtenci6 de 3-butil-4-(4-metoxifenilsulfonil)-1-metilfuro[3,4-b]indole (19)
S’ha obtingut també el compost 19, les dades analitiques del qual coincideixen amb les

del producte obtingut per 1’altra ruta sintetica.

4.2.2. Sintesi de furo[3,4-b]indoles 1,3-disubstituits: Ruta B

4.2.2.1. Preparacio d’hidrazones i imines. Métode General.

0] H;C Ry
CH3 —N
\ NHR, o \
N APTS, tolue, A
I\{ Dean-Stark 1\{l
84R=H 85 R; = H, R, = (CHj3),N-
27 R = SO,PhOMe 86 R, = H, R, = p-MeOPh-

87 R1 =p-MeOPh-SOz—, R2 = (CH3)2N-
88 R1 :p-MeOPh-802-, R2 =p-MeOPh-

Reactius

Amina primaria excés

APTS quantitat catalitica
Tolue qg.s.

Procediment general

En un matras de 50 mL de capacitat proveit d’un dispositiu tipus Dean-Stark, s’hi
addiciona la cetona 1 es dissol en tolu¢. S’hi afegeixen I’amina en excés 1 una punta
d’espatula d’APTS. A continuacid, la mescla resultant s’escalfa fins a reflux de tolu¢.
Es manté en aquesta temperatura i sota agitacio durant 3 — 4 hores. Es realitza un

control de la reaccid per CCF (eluent: hexa / acetal d’etil 5:5).
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4. Part experimental

Final de reaccio

El cru de reaccio es refreda amb un bany extern de gel-aigua i1 s’hi addiciona una petita
quantitat d’NaHCOs). Es dilueix el cru amb uns 30 mL d’AcOEt i es renta tres vegades
amb una solucid6 d’NaHCOs3@q) 0,5 N. La fase organica s’asseca sobre sulfat sodic

anhidre, es filtra i els dissolvents s’evaporen en el rotavapor.

Purificacio

Degut a la poca estabilitat dels productes formats, no es realitza cap purificacid ni
cristal-litzacid en aquesta etapa. Simplement es realitza un control per CCF 1 per
espectre d’RMN-'H. Tot i no que no s’ha pogut aillar, el producte final és facilment
identificable per RMN-'H perqué el singlet corresponent al grup CH3;-CO-Ar es veu

lleugerament apantallat en formar 1’enlla¢ imina.

a) Obtencio d’ N'-[1-(1H-indol-3-il)-etiliden]-/V,N-dimetilhidrazina (85),

o també: N’,N’-dimetilhidrazona de 3-acetilindole

H3C
0 H3C /N_CH3
CH; —N
\ NHzN(CH‘3)2 - \
N APTS, tolue, A N
H H
84 85
C,oHyON C2H;503
159,18 g/mol 201,27 g/mol

Dades analitiques

Compost 85

R (85) = 0,51 (hexa / acetal d’etil 5:5); Ry (84) = 0,22 (hexa / acetal d’etil 5:5)
Aspecte del producte pur: solid blanc

p.f. =86 — 88 °C (AcOEt)
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4. Part experimental

b) Obtencio d’N-{1-[1H-indol-3-il]-etiliden}-4-metoxianilina (86)
OCH;4

0 H;C Q
CHj HZNOOCH3 —N
\ > \
N

N APTS, tolue, A
H H
84 86
C,oHoON C7H,60N,
159,18 g/mol 264,32 g/mol

Dades analitiques

Compost 86

Rs (86) = 0,50 (hexa / acetal d’etil 3:7); Ry (84) = 0,36 (hexa / acetal d’etil 3:7);
R¢ (amina) = 0,38 (hexa / acetal d’etil 3:7)

Aspecte del producte pur: solid blanc

¢) Obtencié d’N-{1-[1-(4-metoxifenilsulfonil)-1H-indol-3-il]-etiliden}-/V,/V-
dimetilhidrazina (87), o també: N’,N’-dimetilhidrazona d’/NV-(4-
metoxifenilsulfonil)-3-acetilindole

HsC

\
CH; —N
NH,;N(CH3),
\ > \
N APTS, tolue, A N
|
OCH; OCHj
27 87
C7H,504NS C,4H5,04N,8
329,37 g/mol 434,51 g/mol

Dades analitiques

Compost 87

R (87) = 0,60 (hexa / acetal d’etil 5:5); R (27) = 0,44 (hexa / acetal d’etil 5:5)
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4. Part experimental

d) Obtencio d’NV-{1-[1-(4-metoxifenilsulfonil)-1H-indol-3-il]-etiliden}-4-
metoxianilina (88)
OCH,

0 HsC Q

CH;  H,N OCH; —N

Qrf ™ (N
N
oésjo

APTS, tolue, A N
|
S

0=S=0

OCH; OCHj3

27 88
C7H;504NS C14H»O4N,S
329,37 g/mol 434,51 g/mol

Dades analitiques

Compost 88

R¢ (88) = 0,67 (hexa / acetal d’etil 3:7); Ry (27) = 0,58 (hexa / acetal d’etil 3:7); Ry
(amina) = 0,38 (hexa / acetal d’etil 3:7)

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) : 2,26 (s, 3H, CH3-CO); 3,80 (s, 3H, CH;-
OC¢Hy); 3,82 (s, 3H, CH3-OC¢Hy); 6,62 — 6,96 (m, 3H, H-7, H-3’, H-5"); 7,28 — 7,41
(m, 2H, H-5, H-6); 7,88 (d, 2H, J = 9,1 Hz, 2H, H-2’, H-6); 7,98 (s, 1H, H-2); 8,58 (d,
J=17,1 Hz, 1H, H-4).
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4.2.2.2. Intents de condensacio d’imines amb aldehids

HiC Ry R,
—N
R,CHO 770
) cat dissglvent Temp ////> —
]\‘I .y 9 . ‘[\\I R3
R4 R,
H,C
85 R; =H, R, = (CH3),N- }\1
86 R, = H, R, = p-MeOPh- N )
87 R, = p-MeOPh-SO,-, R, = (CH3),N- 89. R, =-H, R; _@

88 R; = p-MeOPh-SO,-, R, = p-MeOPh- 90. R; = -H, R3 = m,m,p-(MeO);Ph-

91. R, =-H, R; = p-MeOPh-
92. R, = p-MeOPhSO,-, R = p-MeOPh-

Procediment general
S’ha seguit el procediment descrit a la literatura: J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 12376-
12377°° i Tetrahedron 2007, 63, 8463-8468.”° Només s’ha obtingut el producte

secundari 93.

Dades analitiques

Compost 93

/NOOCH3

Rs= 0,25 (hexa / acetal d’etil 7:3)
IE(+)-EM (m/z): 241 (M").
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4. Part experimental

4.2.2.3. Assajos d’alquilacio del 3-acetil-N-(4-metoxifenilsulfonil)indole
a) Electrofil: acetaldehid
Intent 1. Base: -BulLi

HO H3C CH;
O HO O CH3 H3C
CH; CH; CH;
OH
\ 1) 1,2 eq -BuLi \ \ \
N THF,-78°C,3h N + N + N
0=S=0 0=S=0 0=S=0 0=S=0
2) CH;CHO
15h
OCH; OCHj; OCHj; OCH;

27 99 (21%) 95 (27%) 100 (15%)
Ci7H1504NS Ci7H1704NS CioH19OsNS C,1H,s04NS
329,37 g/mol 331,39 g/mol 373,42 g/mol 387,49 g/mol

Reactius

t-BuLi (1,5 M en penta) 1,2 equivalents
THF I5mL/g
Acetaldehid 5 — 10 equivalents
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat i sotmeés a una atmosfera
d’argd s’hi transfereix la cetona de partida (0,62 g; 1,67 mmol) dissolta en uns 5 mL de
THF destil-lat. Seguidament, es refreda amb un bany extern d’acetona amb neu
carbonica a saturacio (-78 °C), 1 s’hi addiciona el +-BuLi 1,5 M en penta (1,1 mL; 1,65
mmol). La reaccio es manté a baixa temperatura i en agitacié constant durant 3 hores.

Passat aquest temps, es continua amb ’addicio d’acetaldehid (0,5 mL; 8,96 mmol). La
reaccid vira cap a un color més clar. El cru de reaccio es deixa temperar lentament fins

I’endema (unes 15 h aproximadament).

Final de reaccio

El cru de reaccié s’hidrolitza amb uns 2 mL d’NH4Cl, mantenint 1’agitacié durant 5
minuts més. El control de la reaccio es fa per CCF (eluent: hexa / d’acetat d’etil 5:5,
R¢(99) = 0,31; R(95) = 0,16; R(100) = 0,59).

El cru de reaccio es dilueix amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase organica tres
vegades amb una solucid saturada d’NaCl,g), s’asseca sobre Na;SOy, es filtra 1 es

concentra per evaporacio dels dissolvents al rotavapor.
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4. Part experimental

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm d’algada
de silice 1 2 cm de diametre). L’eluent inicial fou 100% d’hexa, després es va
augmentant la polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El
producte 100 comenca a eluir amb el 10% d’acetat d’etil; el producte 99, amb el 20% 1
el producte 95, amb el 30%.

Rendiment: 21% (99), 27% (95) i 15% (100)

Recuperacioé de producte de partida: 12%

Dades analitiques

Compost 99

R{(99) = 0,31 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) : 1,68 (d, /= 6,4 Hz, 3H CH5-CH); 3,75 (s, 3H,
CH;-OC¢Hy); 5,37 (q, J = 6,5 Hz, 1H, CH-OH); 6,67 (s, 1H, H-2); 6,82 (d, J = 9,0 Hz,
2H, H-3’, H-5); 7,21 - 7,30 (m, 2H, H-5, H-6); 7,47 (d, /= 6,8 Hz, 1H, H-7); 7,73 (d, J
=9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,01 (d, /= 8,1 Hz, 1H, H-4).

Compost 95: 3-hidroxi-[ N-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il]butan-1-ona

R¢(95) = 0,16 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN "H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 1,36 (d, J = 7,6 Hz, 3H CH;-CH); 3,06 (d, J =
4.7 Hz, 1H, CH,-CO); 3,79 (s, 3H, CH3-OCgH,); 4,22 — 4,35 (m, 1H, CH-OH); 6,91 (d,
J=9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,31 - 7,40 (m, 2H, H-5, H-6); 7,88 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-
2’, H-6"); 7,92 — 7,95 (m, 1H, H-7); 8,26 (s, 1H, H-2); 8,31 (d, /=9,2 Hz, 1H, H-4).
RMN "“C (CDCl;, 75,5 MHz) § (ppm): 22,7 (CHs, CH;-CH); 47,8 (CH,, CH,-CO);
55,9 (CH3, CH3-OC¢Hy); 64,4 (CH, CH-OH); 113,2 (CH, C-7); 115,0 (CH, C-3’, C-5’);
121,1 (C, C-3); 123,1 (CH, C-4); 125,0 (CH, C-6); 125,9 (CH, C-5); 127,4 (C, C-3a),
128,7 (C, C-17); 129,6 (CH, C-2’, C-6"); 132,5 (CH, C-2); 135,0 (C, C-7a); 164,5 (C, C-
4%); 185,4 (C, C=0).

Compost 100: 3-(1-hidroxi-1,2,2-trimetil)propil-N-(4-metoxifenilsulfonil)indole
R{(100) = 0,59 (hexa / AcOEt 5:5)
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RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 0,96 (s, 9H, -C(CHs)3); 1,64 (s, 3H CH;-C);
1,86 (ba, 1H, OH); 3,77 (s, 3H, CH3-OC¢Hy); 6,84 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,13
- 7,30 (m, 2H, H-5, H-6); 7,39 (s, 1H, H-2); 7,78 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-2", H-6"); 7,89 —
7,98 (m, 2H, H-4, H-7).

RMN "C (CDCl;, 50,3 MHz) § (ppm) : 26,1 (CHs, -C(CHs)3); 26,3 (CHs, CH;-C);
38,9 (C, -C(CHs)3); 55,7 (CHs, CH3-0); 78,4 (C, C-OH); 113,4 (CH, C-7); 114.4 (CH,
C-3°, C-5°); 122,9 (CH, C-6); 123,9 (CH, C-5); 124,0 (CH, C-4); 124,1 (CH, C-2);
128.6 (C, C-1°); 129,0 (CH, C-2°,C-6"); 129,5 (C, C-3*); 130,6 (C, C-3a*); 135,0 (C, C-
7a); 163,7 (C, C-4").

*Bescanviables

Intent 2. Base: ~-BulLi i posterior tractament amb acid trifluoroacétic

H3C CH3
Q 1) 1,2 eq +-BuLi/TMEDA H5C
CHj THF, -78 °C, 3h CH,
\ 2) CH3CHO \
N I5h N
| > |
0=S=0 0=S=0
3) CF;COOH
Na,SOy, tolue, t.a.
OCH;,4 OCHj3
27 101
Ci7H;504NS C21H303NS
329,37 g/mol 369,48 g/mol

Reactius
t-BuLi (1,5 M en penta) 1,2 equivalents
TMEDA 1,2 equivalents
THF I5mL/g
Acetaldehid 5 — 10 equivalents
CF;COOH unes gotes, quantitat catalitica
Na,S0, punta d’espatula
Tolue 25mL/g
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat totalment flamejat i sotmes a una
atmosfera d’argd s’hi transfereix la cetona de partida (0,31 g; 0,94 mmol) dissolta en

uns 5 mL de THF recent destil-lat. Seguidament, es refreda amb un bany extern
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d’acetona amb neu carbonica a saturacié (-78 °C), s’hi addiciona el ~BuLi 1,5 M en
penta (0,7 mL; 1,05 mmol) i la TMEDA (0,2 mL; 1,33 mmol). La reaccié es manté a
baixa temperatura i en agitacid constant durant 3 hores.

Passat aquest temps, es continua amb 1’addici6 d’acetaldehid (0,5 mL; 8,96 mmol). La
reaccid vira cap a un color més clar. El cru de reaccid es deixa temperar lentament fins
I’endema (unes 15 h aproximadament).

El cru de reacci6 s’hidrolitza amb uns 2 mL d’NH4Cl, mantenint 1’agitacié durant 5
minuts més. El cru de reaccio es dilueix amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase
organica tres vegades amb una soluci6 saturada d’NaCl,q), s’asseca sobre Na,SOy, es
filtra 1 es concentra per evaporacio6 dels dissolvents al rotavapor.

El residu solid obtingut es dissol en 15 mL de tolu¢, s’hi afegeixen unes gotes d’acid
trifluoroacetic i una punta d’espatula de sulfat de sodi. La reaccid es deixa en agitacio

constant fins I’endema (14 h aproximadament).

Final de reaccio

Amb I’ajut d’uns 10 mL de diclorometa, es filtra el cru de reaccio a través d’un filtre de
plecs. El filtrat es renta tres vegades amb uns 10 mL d’una solucié aquosa d’NaHCO;
saturat per extreure 1’acid trifluoroacetic. La fase organica s’asseca sobre Na,SOy, es

filtra 1 es concentra per evaporacié dels dissolvents al rotavapor.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel d’alumina (5 cm d’algada
de silice 1 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa 1 el producte 4b elueix
rapidament sense necessitat d’augmentar la polaritat de I’eluent.

Rendiment: 65% (101)

Dades analitiques

Compost 101: 3-(1-terc-butil)vinil-N-(4-metoxifenilsulfonil)indole

R(101) = 0,60 (hexa / AcOEt 5:5)

ESI(+)-EM (m/z): 370,7 (M+H)"; 387,3 (M+NH,)".

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) § (ppm) : 1,12 (s, 9H, -C(CHs)3); 3,79 (s, 3H, CH;-
OC¢Hy); 4,93 (d, J = 1,5 Hz, 1H, C=CH,); 5,41 (d, J= 1,6 Hz, 1H, C=CH,); 6,87 (d, J =
9,1 Hz, 2H, H-3’, H-5%); 7,21 (dt, J; = 7,8 Hz, J, = 1,2 Hz, 1H, H-5); 7,30 (dt, J; = 7,5
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Hz, J, = 1,3 Hz, 1H, H-6); 7,36 (s, 1H, H-2); 7,43 (qd, J; = 7,7, J, = 0,7 Hz, 1H, H-7);
7,82 (d, 2H, J=9,1 Hz, H-2’, H-6"); 7,97 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-4).

RMN "“C (CDCl, 75,5 MHz) § (ppm): 29,5 (CHs, -C(CHa)s); 36,5 (C, -C(CHs)s);
55,8 (CHs, CH3;-OC¢Hy); 113,5 (CH, C-7); 114,45 (CH, C-3°, C-5°); 114,54 (CH,,
C=CH,); 121,0 (CH, C-2); 123,0 (CH, C-6); 123,2 (CH, C-5); 124,1 (C, C-3); 124,5
(CH, C-4); 129,1 (CH, C-2’, C-6"); 129,7 (C, C-1°); 132,4 (C, C-3a); 134,5 (C, C-7a);
149,7 (C, CH,=C-); 163,7 (C, C-4").

Intent 3. Base: LDA

HO
Q Q CH; Q. /—CH;
CH,
\ 1) 1,2 eq LDA \ \
THF, ta., 2h N
—N—o ~ 0=$=0 i L
0=8= 2) CH;CHO T 0=8=0
15h
OCHj; OCHj; OCHj;
27 95 (22%) 96 (9%)
Ci7H;s04NS Ci9H19OsNS Ci9oH1704NS
329,37 g/mol 373,42 g/mol 355,41 g/mol
Reactius
LDA (1,8 M en THF/hepta/etilbenze) 1,2 equivalents
THF I5mL/g
Acetaldehid 5 — 10 equivalents
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat i sotmes a una atmosfera
d’argd s’hi transfereix la cetona de partida (0,10 g; 0,33 mmol) dissolta en uns 3 mL de
THF recent destil-lat. Seguidament, es refreda amb un bany extern d’acetona amb neu
carbonica a saturacio (-78 °C) 1 s’hi addiciona I’'LDA 1,8 M en THF/hepta/etilbenze (0,2
mL; 0,36 mmol). La reaccid es manté a baixa temperatura i en agitacio constant durant
2 hores.

Passat aquest temps, es continua amb ’addicié d’acetaldehid (0,5 mL; 8,96 mmol). La
reaccid vira cap a un color més clar. El cru de reaccio es deixa temperar lentament fins

I’endema (unes 15 h aproximadament).
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Final de reaccio

El cru de reaccio s’hidrolitza amb uns 2 mL d’una soluci6 saturada d’NH,4Cl, mantenint
’agitacid constant durant 5 minuts més. El control de la reaccid es fa per CCF (eluent:
hexa / d’acetat d’etil 5:5, R(95) = 0,16; R¢(96) = 0,49).

Es dilueix el cru de reaccié amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase organica tres
vegades amb una solucié saturada d’NaClq), s’asseca sobre Na,SOy, es filtra 1 es

concentra per evaporacio dels dissolvents al rotavapor, amb I’ajut del buit.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm d’algada
de silice 1 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la
polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte 96

comenga a eluir amb el 20% d’acetat d’etil i el producte 95, amb el 50%.

Rendiment: 22% (95) 1 9% (96)

Recuperacié de producte de partida: 15%

Dades analitiques

Compost 96: [ N-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il]but-2-en-1-ona

R{(96) = 0,49 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 2,02 (dd, J; = 6,8 Hz, J, = 1,5 Hz, 3H, CH;-
CH); 3,81 (s, 3H, CH3-OCgH,); 6,82 (d, J = 15,2 Hz, 1H, CH-CO); 6,92 (d, J = 9,0 Hz,
2H, H-3’, H-5"); 7,10 (dd, J; = 15,1 Hz, J, = 6,9 Hz, 1H, CH-CH3); 7,32 - 7,43 (m, 2H,
H-5, H-6); 7,89 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-2", H-6"); 7,92 (d, J = 6,9 Hz, 1H, H-7); 8,23 (s,
1H, H-2); 8,38 (d, J = 6,6 Hz, 1H, H-4).

RMN “C (CDCl;, 75,5 MHz) & (ppm): 18,5 (CH;, CH;-CH); 55,9 (CHs, CHs-
OCgHy); 113,2 (CH, C-7); 114,9 (CH, C-3°, C-5"); 121,7 (C, C-3); 123,4 (CH, C-4);
124,8 (CH, C-6); 125,9 (CH, C-5); 128,4 (CH, C-2); 128,3 (C, C-3a); 129,0 (C, C-1");
129,6 (CH, C-2°, C-6"); 131,7 (CH, CH-CO); 136,1 (C, C-7a); 143,2 (CH, CH-CH;);
164,5 (C, C-4°); 185.4 (C, C=0).
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b) Electrofil: valeraldehid

CH,
0 QA Q
CH; 1) Li-base, THF CH,
\ temps, Temp. ; \ \ CH;
N 2) CH;(CH,);CHO N + N oSu
0=S=0 I5h 0=S=0 0=S=0
OCH3 OCH3 OCH3
27 97 94
C7H504NS CyHp304NS C,H2,05NS
329,37 g/mol 397,49 g/mol 400,47 g/mol
Reactius
Base organolitica (segons taula adjunta) 1,2 — 4 equivalents
THF I5mL/g
Valeraldehid 1,5 — 5 equivalents

Procediment general

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat totalment flamejat, sota una atmosfera
d’argd 1 refredat amb un bany extern d’acetona (-78 °C) o éter (-100 °C) amb neu
carbonica a saturacid, s’hi addiciona la base organolitica (#~BulLi o I’LDA).
Seguidament, es transfereix la cetona de partida (0,50 g; 1,34 mmol) dissolta en uns 8
mL de THF recent destil-lat. La reaccié es manté a baixa temperatura i en agitacid
constant durant unes hores.

Passat aquest temps, es continua amb 1’addicié del valeraldehid (almenys tants
equivalents com base). La reaccio vira cap a un color més clar. El cru de reaccio es

deixa temperar lentament fins I’endema (unes 15 h aproximadament).

Final de reaccio

El cru de reacci6 s’hidrolitza amb 1’addicié d’uns 2 mL d’una soluci6é aquosa saturada
d’NH4CI, mantenint 1’agitacio durant 5 minuts més. El control de la reacci6 es fa per
CCF (eluent: hexa / d’acetat d’etil 5:5, R(94) = 0,54; R(97) = 0,59).

Es dilueix el cru de reaccié amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase organica tres
vegades amb una solucid saturada d’NaClg), s’asseca sobre NaySOs, es filtra 1 es

concentra per evaporaci6 del dissolvent al rotavapor, amb 1’ajut del buit.
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Purificacio
El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm d’algada
de silice i 2 cm de diametre). Els productes d’interes tenen un R molt proper i cal eluir-

los amb una polaritat constant del 10% d’acetat d’etil.

Dades analitiques

Compost 97: [ N-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-ilJhept-2-en-1-ona

R¢= 0,59 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 0,93 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CH=CHCH,CH,CH>-
CHs); 1,13 — 1,72 (m, 4H, CH=CHCH,CH,CH,CH3;, CH=CHCH,CH,CH,CH3); 2,31
(q, J = 7,0 Hz, 2H, CH=CHCH,CH,CH,CH,); 3,75 (s, 3H, CH3-OC¢H.); 6,79 (d, J =
15,4 Hz, 1H, CO-CH=CH); 6,87 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-3°, H-5"); 7,08 (dd, J; = 14,6 Hz,
J>,=17,5 Hz, 1H, CO-CH=CH); 7,23 - 7,52 (m, 2H, H-5, H-6); 7,87 (d, J = 9,0 Hz, 2H,
H-2’, H-6); 7,92 — 7,94 (m, 1H, H-7); 8,28 (s, 1H, H-2); 8,39 (d, /=9,0 Hz, 1H, H-4).
RMN “C (CDCl, 50,3 MHz) § (ppm): 13,9 (CH;, CH=CHCH,CH,CH,CHs); 22,4
(CH,, CH=CHCH,CH,CH,CH3); 30,4 (CH,, CH=CHCH,CH,CH,CHj3); 32,3 (CH,,
CH=CHCH,CH,CH,CHj3); 55,7 (CH3, CH3-OC¢Hy); 113,0 (CH, C-7); 114,7 (CH, C-3°,
C-5%); 121,6 (C, C-3); 123,2 (CH, C-4); 124,6 (CH, C-6); 125,7 (CH, C-5); 126,4 (CH,
C-2); 128,1 (C, C-3a); 128,6 (C, C-17); 129,4 (CH, C-2°, C-6’); 131,6 (CH, CO-
CH=CH); 134,8 (C, C-7a); 148,1 (CH, CO-CH=CH); 164,2 (C, C-4"); 185,3 (C, C=0).

Compost 94: 3-acetil-2-(1-hidroxipentil)-N-(4-metoxifenilsulfonil)indole

R¢= 0,54 (hexa / AcOEt 5:5)

p.f.: 87-89 °C (AcOEY)

IR (ATR) v em™ : 1645 (C=0); 1593 (C=C); 1376 (Ar-0); 1170 (Ar-S); 1088 (C-O).
RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 9H) 1,17 — 1,47 (m, 4H,
CHCH,CH,CH3;, CHCH,CH,CH3); 2,76 (s, 3H CH3-CO); 3,79 (s, 3H, CH3-OCsHa);
5,73 (d, ba, J = 3,0 Hz, 2H, -OH, -CHOH); 6,91 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,29 -
7,48 (m, 2H, H-5, H-6); 7,77 — 7,79 (m, 1H, H-7); 7,84 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-2’, H-6");
8,35 (m, 1H, H-4).

RMN "C (CDCl;, 75,5 MHz) § (ppm): 14,2 (CHs;, CHCH,CH,CHj3); 22,5 (CH,,
CHCH,CH,CH3); 28,7 (CH,, CHCH,CH,CH3); 32,6 (CHs, COCH3); 55,8 (CHs, CH;-
OC¢Hy); 67,3 (CH, Ar-CHOH-); 114,8 (CH, C-3’°, C-5’); 115,6 (CH, C-4); 120,5 (CH,
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C-7); 124,6 (CH, C-5); 125,2 (CH, C-6); 126,8 (C, C-3); 129,0 (CH, C-2’, C-6"); 129,8
(C, C-1"); 130,3 (C, C-3a); 136,8 (C, C-7a); 151,6 (C, C-2); 164,2 (C, C-4); 199,3 (C,
C=0).

¢) Electrofil: hexanal

0 0
CH; /
\ 1) 3,5 eq LDA \
THF, -78 °C, 3h

CH,

Y -
0=5=0 2) hexanal 4,0 eq 0=S=0
I15h
OCHj; OCH;
27 98

C7H;504NS Cy3Hys04NS
329,37 g/mol 411,51 g/mol

Reactius

LDA (1,8 M en THF/hepta/etilbenze) 3,5 equivalents

THF I5mL/g

Hexanal 4 equivalents

Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat totalment flamejat i sota una atmosfera
d’argd s’hi transfereix la cetona de partida (0,41 g; 1,10 mmol) dissolta en 6 mL de
THEF destil-lat. Seguidament, es refreda amb un bany extern d’acetona (-78 °C) amb neu
carbonica a saturacid i s’hi addiciona I’'LDA (2,1 mL; 3,8 mmol). La reaccio es manté a
baixa temperatura i en agitacid constant durant 3 hores.

Passat aquest temps, es continua amb [’addicié d’hexanal (0,55 mL; 4,6 mmol). La
reaccio vira cap a un color més clar. El cru de reaccio es deixa temperar lentament fins

I’endema (unes 15 h aproximadament).

Final de reaccio
El cru de reacci6 s’hidrolitza amb uns 2 mL d’NH4Cl, mantenint 1’agitacié durant 5
minuts més. El control de la reaccio es fa per CCF (eluent: hexa / d’acetat d’etil 5:5,

R(PF) = 0,64; R(PP) = 0,44).
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Es dilueix el cru de reaccié amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase organica tres
vegades amb una soluci¢ saturada d’NaClq), s’asseca sobre Na,SOy, es filtra 1 es

concentra per evaporacio6 del dissolvent al rotavapor.

Repeticions de la reaccio

La reaccid anterior s’ha realitzat simultaniament per duplicat a partir de 0,35 g (0,94
mmol) de I’acil 27, 1,8 mL d’LDA 1,8 M (3,2 mmol), 5 mL de THF, 0,45 mL d’hexanal
(3,8 mmol), seguint el mateix procediment exposat anteriorment, i s’ha purificat

conjuntament.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm d’algada
de silice 1 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% d’hexa, després es va augmentant
la polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte

d’intereés comenga a eluir amb el 10% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 0,14 g (0,34 mmol)
Rendiment: 17%

Dades analitiques

Compost 98: [ N-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il]Joct-2-en-1-ona

Rs= 0,64 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCL, 300 MHz) & (ppm) : 092 (t, J = 7,0 Hz, 3H,
CH=CHCH,CH,CH,CH,CH3); 1,30 — 1,40 (m, 4H, CH=CHCH,CH,CH,CH,CH3,
CH=CHCH,CH,CH,CH,CHs); 1,55 (qt, /= 7,2 Hz, 2H, CH=CHCH,CH,CH,CH,CHj3);
2,33 (dq, J; =7,1 Hz, J, = 1,4 Hz, 2H, CH=CHCH,CH,CH,CH,CHj3); 3,79 (s, 3H, CH3-
OC¢Hy); 6,77 (dt, J; = 15,2 Hz, J> = 1,4 Hz, 1H, COCH=CHCH,); 6,91 (d, J = 9,0 Hz,
2H, H-3’, H-5); 7,10 (dt, J; = 15,2 Hz, J, = 7,0 Hz, 1H, COCH=CHCHy); 7,29 - 7,43
(m, 2H, H-5, H-6); 7,88 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7,90 — 7,95 (m, 1H, H-7); 8,24
(s, 1H, H-2); 8,31 — 8,46 (m, 1H, H-4).

RMN “*C (CDCl, 75,5 MHz) § (ppm): 14,1 (CH;, CH=CHCH,CH,CH,CH3); 22,6
(CH,, CH=CHCH,CH,CH,CH,CH3); 28,0 (CH,, CH=CHCH,CH,CH,CH,CH3); 31,5
(CH,, CH=CHCH,CH,CH,CH,CH3); 32,7 (CH,, CH=CHCH,CH,CH,CH,CHs); 55,8
(CHs, CH3-OC¢Hy); 113,1 (CH, C-7); 114,8 (CH, C-3°, C-5°); 121,7 (C, C-3); 123,3
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(CH, C-4); 124,7 (CH, C-6); 125,8 (CH, C-5); 126,6 (CH, C-2); 128,2 (C, C-3a); 128.8
(C, C-1); 129,5 (CH, C-2°, C-6"); 131,6 (CH, COCH=CH); 134,9 (C, C-7a); 148,3
(CH, COCH=CH); 164,3 (C, C-4"); 185,5 (C, C=0).

4.2.2.4. Preparacio de I’éter d’enol de 3-acetil-/V-(4-
metoxifenilsulfonil)indole. Métode general.

) RO
@Z__?\CHs 1) HMDS, TMEDA, THF @Z’{:CHZ
\ 2h 30, -78 °C . \
N 2) Electrofil N
0=S=0 15h 0=S=0
OCH; OCH;
27 102. R = SiMe,#-Bu
C17H s04NS 103. R = COOEt
329,37 g/mol
Reactius
(MesSi),NLi (1,0 M en THF) 1,2 equivalents
TMEDA 1,2 equivalents
THF 10mL/g
Electrofil 5 equivalents

Procediment general

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat totalment flamejat i sota una atmosfera
d’arg6 s’hi transfereix la cetona de partida (27) dissolta en uns 5 mL de THF destil-lat.
Seguidament, es refreda amb un bany extern d’acetona amb neu carbonica a saturacid
(-78 °C) 1 s’hi addicionen la base organolitica HMDS 1,0 M en THF (1,2 eq) i la
TMEDA (1,2 eq). La reaccio es manté a baixa temperatura i en agitacidé constant durant
2,5 hores.

Passat aquest temps, es continua amb 1’addicio de 1’electrofil (5 eq). La reaccio vira cap
a un color més clar. El cru de reacci6 es deixa temperar lentament fins 1’endema (unes

15 h aproximadament).
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Final de reaccio

El cru de reaccid s’hidrolitza amb 1’addicié d’uns 2 mL d’una soluci6 aquosa saturada
d’NH4CI, mantenint 1’agitacio durant 5 minuts més. El control de la reacci6 es fa per
CCF (eluent: hexa / d’acetat d’etil 5:5, R(PP) = 0,44).

A continuacid, es dilueix el cru de reaccido amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase
organica tres vegades amb una solucid saturada d’NaCl, s’asseca sobre Na,SOy, es filtra

1 es concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.

a) Captacio en forma de carbonat

(0) EtOOCO
CH3 1) HMDS, TMEDA, THF =CH,
\ 2h 30', -78 °C \
N 2) EtOCOCI N
0=S=0 15h 0=S=0
OCHj OCHj;
27 103
C17H504NS Ca0H1906NS
329,37 g/mol 401,43 g/mol
Reactius
(Me;Si),NLi o HMDS (1,0 M) 1,2 equivalents
TMEDA 1,2 equivalents
THF 10mL/g
EtOCOCI 5 equivalents
Procediment

A partir de 0,62 g (1,67 mmol) de I’acil 27, 5 mL de THF, 2 mL d’HMDS (2 mmol), 0,3
mL de TMEDA (2 mmol) i 0,4 mL de cloroformiat d’etil (4,2 mmol) s’ha seguit el

procediment general exposat anteriorment per a obtenir el carbonat 103.

Purificacio

El producte sintetitzat per aquest procediment s’obté amb suficient grau de puresa i no
requereix de posterior purificacié (per CCF i RMN-'H s’observa el un producte tnic i
pur). Pero, en altres ocasions, s’ha purificat per cromatografia de columna de gel de

silice (10 cm d’algada de silice 1 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa,
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després es va augmentant la polaritat progressivament amb un percentatge creixent

d’acetat d’etil. El producte d’interés comenga a eluir amb el 15% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 0,66 g (1,65 mmol)
Rendiment: 99%

Dades analitiques

Compost 103: Carbonat d’etil-1-[(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il]vinil

R¢= 0,52 (hexa / AcOEt 5:5)

Aspecte del producte: solid blanc

p.f.: 82-84 °C (AcOEt)

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) § (ppm) : 1,36 (t, J= 7,1 Hz, 3H, COOCH,CH;); 3,79 (s,
3H, CH;-OC¢Hy); 4,28 (q, J = 7,1 Hz, 2H, COOCH,CH3); 5,26 (d, J = 2,5 Hz, 1H,
CH=CH,); 5,45 (d, J= 2,5 Hz, 1H, CH=CH,); 6,88 (d, /= 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5’); 7,26
- 7,42 (m, 2H, H-5, H-6); 7,72 — 7,76 (m, 1H, H-7); 7,74 (s, 1H, H-2); 7,83 (d, J = 8,9
Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7,98 (d, J= 7,5 Hz, 1H, H-4).

RMN "*C (CDCl, 75,5 MHz) § (ppm): 14,4 (CH;, COOCH,CHj3); 55,8 (CHs, CHs-
OC¢Hy); 65,0 (CH,, COOCH,CHj3); 103,1 (CH,, CH,=C-COOQEY); 113,9 (CH, C-7);
114,7 (CH, C-3°, C-5’); 117,4 (C, C-3); 120,8 (CH, C-2); 123,9 (CH, C-6); 124,8 (CH,
C-5); 125,2 (CH, C-4); 1274 (C, C-3a); 129,35 (CH, C-2’, C-6"); 129,41 (C, C-17);
1354 (C, C-7a); 147,6 (C, CH,=C-COOE); 153,2 (C, CH,=C-COOEt); 164,1 (C, C-
4%).

Compost 106: 3-hidroxi-3-[1-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il]-acrilat d’etil

Rs= 0,48 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) § (ppm) : 1,21 (t, J= 7,0 Hz, 3H, COOCH,CH3); 2,52 (s,
1H, C=CHCOOEV); 3,69 (s, 3H, CH3-OC¢Hy); 4,20 (q, J = 7,1 Hz, 2H, COOCH,CH>);
4,98 (ba, 1H, OH); 6,83 (d, J= 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,14 - 7,42 (m, 2H, H-5, H-6);
7,73 — 7,95 (m, J= 8,9 Hz, 3H, H-7, H-2’, H-6"); 8,19 — 8,39 (m, 2H, H-2, H-4).
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OCH,

27
Ci7H;504NS
329,37 g/mol

Reactius

(Me;Si),NLi o HMDS (1,0 M)
TMEDA

THF

t-BuMe,SiCl (o TBDMSCI)

Procediment

b) Captacioé en forma de silil

H;C CH,
H3CA< ./CH3
SI*CH:;
/
CH3 1) HMDS, TMEDA =CH,
THF, 3h 30, -78 °C \
2) TBDMSCI N
15h 0=S=0
OCH;,
102 (20%)
Ca3H004NSSi

443,63 g/mol

1,5 equivalents
1,5 equivalents
10mL/g

5 equivalents

A partir de 0,15 g (0,47 mmol) de I’acil 27, 2 mL de THF, 0,7 mL d’HMDS (0,7 mmol),
0,1 mL de TMEDA (0,7 mmol) i 0,35 g mL de TBDMSCI (2,3 mmol) es segueix el

meétode general exposat anteriorment per a la obtencid del silil derivat 102.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel d’alimina neutra (10 cm de

silice i 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% d’hexa, després es va augmentant la

polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte

d’interes comenca a eluir amb el 5% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 0,04 g (0,09 mmol)

Rendiment: 20%

Recuperacié de producte de partida: 60%
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Dades analitiques

Compost 102: 3-[1-(terc-butildimetilsililoxi)ete]-1-(4-metoxifenilsulfonil)indole

Rfpr = 0,69 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) § (ppm) : 0,21 (s, 6H, Si(CH3),C(CHs)s); 1,01 (s, 9H,
Si(CH3),C(CHs)3); 3,78 (s, 3H, CH3-OC¢Hy); 4,58 (d, J = 1,6 Hz, 1H, CH=CH,); 4,87
(d, J= 1,5 Hz, 1H, CH=CH,); 6,87 (d, J= 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,19 - 7,41 (m, 2H,
H-5, H-6); 7,72 (s, 1H, H-2); 7,78 (d, J = 7,3 Hz, 1H, H-7); 7,82 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-
2’, H-6%); 8,01 (dd, J; = 8,0 Hz, J, = 0,8 Hz, 1H, H-4).

RMN "C (CDCl;, 75,5 MHz) § (ppm): -4,4 (CHs, Si(CH;),C(CH:)3); 18,5 (C,
Si(CH3),C(CHs)3); 26,0 (CHs, Si(CH;3).C(CHs)3); 55,8 (CHs, CH3-OCgHa); 93,8 (CHa,
CH,=C-0Si); 113,9 (CH, C-7); 114,6 (CH, C-3°, C-5"); 121,2 (CH, C-2); 121,5 (C, C-
3); 123,6 (CH, C-4); 124,8 (CH, C-6); 125,1 (CH, C-5); 127,9 (C, C-3a); 129,2 (CH, C-
2°,C-6%); 129,7 (C, C-17); 135,7 (C, C-7a); 150,7 (C, CH,=C-0Si); 163,9 (C, C-4").

¢) Obtencio de 3-acetil-2-trimetilsilil-V-(4-metoxifenilsulfonil)indole com a
subproducte de reaccio

0] (0]
CH; 1) LDA CH;
{ THF, 1h, -78 °C
> Si(CH
N 2) (CH3)3SiCl N i(CHy)s
0=S=0 15h 0=S=0
27 107 (20%)
C16H1303NS C19H2103NSSi
299,34 g/mol 371,53 g/mol
Reactius
LDA (1,8 M) 2,2 equivalents
THF 10mL/g
(CH3);SiCl 6 equivalents
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat i sotmes a una atmosfera
d’argd s’hi transfereix la cetona de partida (0,32 g; 1,07 mmol) dissolta en 5 mL de

THF destil-lat. Seguidament, es refreda amb un bany extern d’acetona (-78 °C) amb neu
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carbonica a saturacid 1 s’hi addiciona I’'LDA (1,3 mL; 2,3 mmol). La reaccio es manté a
baixa temperatura i en agitacid constant durant 1 hora.

Passat aquest temps, es continua amb 1’addicié del clorotrimetilsila (0,8 mL; 6,3 mmol).
Després d’1 hora de reaccio, es retira el bany 1 es deixa la reaccid a temperatura ambient

durant 2 hores més.

Final de reaccio

El cru de reaccid s’hidrolitza amb 1’addicié d’uns 2 mL d’una soluci6 aquosa saturada
d’NH4Cl, mantenint 1’agitacié durant 5 minuts més. El control de la reacci6 es fa per
CCF (eluent: hexa / d’acetat d’etil 5:5, R{(PF) = 0,63; R(PP) = 0,44).

Es dilueix el cru de reaccid amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase organica tres
vegades amb una solucid saturada d’NaCl,g), s’asseca sobre Na,SOy, es filtra i es

concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel d’alimina neutra (10 cm
d’algada de silice i 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va
augmentant la polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El

producte d’interés comenca a eluir amb el 5% d’acetat d’etil.

Rendiment: 20%

Dades analitiques

Compost 107: 3-acetil-2-trimetilsilil-N-fenilsulfonil)indole

R¢= 0,63 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) § (ppm) : 0,49 (s, 9H, Si(CH;)s); 2,65 (s, 3H, COCH3);
7,20 — 7,31 (m, 2H, H-5, H-6); 7,33 — 7,37 (m, 2H, H-7, H-4"); 7,44 — 7,48 (m, 2H, H-
3’,H-5%); 7,61 (d, J= 8,1 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7,90 (d, J= 8,2 Hz, 1H, H-4).
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d) Dimeritzacio del 3-acetil-NV-(4-metoxifenilsulfonil)indole com a reaccio

secundaria
OCHj;
@)
CHj
\ 1) 1,2 eq LDA
]TI THF, t.a., 2h N
0=8=0 2) Electrofil 2,0 eq
15h
OCHj; OCHj,
27 104
Ci7H;sO4NS C34H3005N,S,
329,37 g/mol 658,74 g/mol
Reactius
LDA (1,8 M en THF/hepta/etilbenze) 1,2 equivalents
THF 10mL/g
Electrofil 2 equivalents
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat i sota una atmosfera d’argd
s’hi transfereix la cetona de partida (0,10 g; 0,30 mmol) dissolta en 2,5 mL de THF
destil-lat. Seguidament, es refreda amb un bany extern d’aigua-gel/NaCl i s’hi addiciona
la base organolitica LDA (0,2 mL; 0,35 mmol). Es retira el bany després de 1’addicié i
la reaccié es manté en agitacio constant a temperatura ambient durant 2 hores.

Passat aquest temps, es continua amb 1’addicié de I’electrofil i es deixa la reaccid a

temperatura ambient fins ’endema (15 — 24 h).

Final de reaccio

El cru de reacci6 s’hidrolitza amb uns 2 mL d’NH4Cl, mantenint 1’agitacié durant 5
minuts més. El control de la reaccié es fa per CCF (eluent: hexa / d’acetat d’etil 5:5,
R{(104) = 0,57; R(PP) = 0,44).

Es dilueix el cru de reaccié amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase organica tres
vegades amb una solucid saturada d’NaCl,g), s’asseca sobre Na;SOy, es filtra 1 es

concentra per evaporacio dels dissolvents en el rotavapor.
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Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel d’alumina (10 cm d’al¢ada
de silice i 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% d’hexa, després es va augmentant
la polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte

obtingut (104) comenga a eluir al 20% d’acetat d’etil.

Repeticions de la reaccio: les diverses repeticions de la reaccid es resumeixen en la

taula segiient:

Temperatura Recuperacio de
Entrada Base Electrofil d’addicié Dimer (104) producte de
de la base* partida
1 LDA 1,2eq | #BuMe,SiCl -20 °C 17% 28%
2 LDA 1,2eq | #BuMe,SiCl 0°C 34% 35%
3 LDA 1,2eq | Valeraldehid -15°C 23%** 50%

* Aquesta temperatura només es manté inicialment per a 1’addicio de la base i, seguidament, es deixa
temperar.
**També s’ha detectat un 24% de producte d’alquilacio sobre la posicié a-carbonilica (97).

Dades analitiques

OCHj

Compost 104

R{(104) = 0,57 (hexa / AcOEt 5:5)

ESI(+)-EM (m/z, massa exacta): 659,1493 (M+H)".

CI(+)-EM (m/z): 330,2 (C7H,504,NS+H)".

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) § (ppm) : 1,26 (s, 3H, CH;-C-OH); 2,04 (s, 3H, CH;CO);
3,80 (s, 3H, ArOCH3 anell a); 3,82 (s, 3H, ArOCH3s, anell b); 5,12 (m, 1H, OH); 6,88
(d, J=9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5" anell a); 6,95 (d, J=9,1 Hz, 2H, H-3’, H-5" anell b); 7,03
(dt, J;=17,5,J,=1,0 Hz, 1H, H-5 anell a); 7,19 (d, J= 7,6 Hz, 1H, H-7 anell a); 7,23 —
7,45 (m, 3H, H-6 anell a, H-5, H-6 anell b); 7,70 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-7 anell b); 7,77
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(d, /=9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6" anell a); 7,89 — 8,03 (m, 1H, H-4 anell a); 7,95 (d, /=9,0
Hz, 2H, H-2’, H-6’ anell b); 8,23 — 8,30 (m, 1H, H-4 anell »); 8,40 (s, 1H, H-2).

RMN "“C (CDCl;, 75,5 MHz) § (ppm): 28,0 (CH3, COCHs); 47,0 (CH3, CH3-C-OH);
55,7 (CH3, CH3-OCg¢Hy anell a); 55,9 (CHs, CH3;-OCgHy4 anell b); 77,4 (C, CH3-C-OH);
113,3 (CH, C-7 anell a); 114,3 (CH, C-3’, C-5" anell a); 115,0 (CH, C-3°, C-5 anell b);
116,1 (CH, C-7 anell b); 120,7 (C, C-3 anell b); 123,0 (CH, C-4 anell a); 124,3 (CH, C-
6 anell a); 124,9 (CH, C-6 anell b); 125,6 (CH, C-5 anell a); 125,9 (CH, C-5 anell b);
127,3 (C, C-3a anell a); 128,4 (C, C-3a anell b); 128,9 (C, C-1" anell a); 129,0 (C, C-1”
anell b); 129,5 (CH, C-4 anell a); 129,8 (CH, C-3’, C-5 anell a); 129,9 (CH, C-3’, C-5°
anell b; C, C-2 anell b); 133,0 (CH, C-2 anell a); 135,0 (C, C-7a anell a); 141,4 (C, C-7a
anell b); 163,7 (C, C-4’ anell a); 164,5 (C, C-4’ anell b); 193,6 (C, C=0).

4.2.2.5. Preparacio de 3-acilindoles o 1-(1H-indol-3-il)-alcan-1-ones

(1b-c). Metode general.

(0]
Ry
\ R;COCI 3
Al(CH3); \
N CH,Cl, N
H H
30. indole 84. R, =-CH;
122. R] = -(CH2)3CH3
123. R] = -(CH2)4CH3
Reactius
R;COCI 2,0 equivalents
Al(CHz); 1,5 equivalents
CH,Cl, 30 mL / g producte

Procediment general

Per a la preparacié de 3-acilindoles (122-123), s’ha seguit el procediment descrit a
Synthesis 2004, 2277-2282**" i a Org. Lett. 2000, 2, 1485-1487.**" El 3-acetilindole és
comercial 1 s’ha adquirit a Sigma-Aldrich.

R¢ (indole) = 0,63 (hexa/AcOEt 5:5)

240 1 H. Wynne, C. T. Lloyd, S. D. Jensen, S. Boson, W. M. Stalick. Synthesis 2004, 2277-2282.
21 T. Okauchi, M. Itonaga, T. Minami, T. Owa, K. Kitoh, H. Yoshino. Org. Lett. 2000, 2, 1485-1487.
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Repeticions de la reaccio
Es realitzen diverses repeticions de la reaccid seguint el mateix procediment a partir
d’1,0 g d’indole i de diferents clorurs d’acil.

Conversié: 100% (per CCF i per RMN-'H)

a) Obtencio de 3-valeroilindole o 1-(1H-indol-3-il)-pentan-1-ona (122)
A partir d’1,00 g d’indole (8,5 mmol), 30 mL de CH,Cl,, 6,4 mL de trimetilalumini 2,0
M (12,8 mmol), 2,1 mL de clorur de valeril i seguint les condicions generals exposades

anteriorment, s’obtenen 1,26 g d’un solid rosat corresponent a ’acil 1b amb rendiment

del 73%.

Dades analitiques

Compost 122
Les dades analitiques obtingudes per a I’acil 122 coincideixen amb les descrites a la
literatura.***

R¢= 0,51 (hexa/AcOEt 5:5)

b) Obtencio de 3-caproilindole o 3-hexanoilindole o 1-(1H-indol-3-il)-hexan-1-ona
(123)
A partir d’1,00 g d’indole (8,5 mmol), 30 mL de CH,Cl,, 6,4 mL de trimetilalumini 2,0
M (12,8 mmol), 2,0 mL de clorur de caproil i seguint les condicions generals exposades

anteriorment, s’obtenen 1,82 g d’un solid rosat corresponent a 1’acil 1¢ amb rendiment

del 99%.

Dades analitiques

Compost 123

Les dades analitiques obtingudes per a I’acil 123 coincideixen amb les descrites a la
literatura: Synthesis 2004, 2277-2282.2%

R¢= 0,63 (hexa/AcOEt 5:5)

p.f. (trobat): 141-143 °C (AcOEt)

p.f. (lit.): 155-156 °C

2 (a) P. N. James, H. R. Snyder. Org. Synth. 1959, 39, 30-33. (b) Y. M. Na, M. Le Borgne, F. Pagniez,
G. Le Baut, P. Le Pape. Eur. J. Med. Chem. 2003, 38, 75-87.
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4.2.2.6. Preparacio de 3-acil-NV-(4-metoxifenilsulfonil)indoles (27-29).

Meétode general.

0) 0)
Rl Rl
\ NaH, DMF -~ \
N (p-CH30)C¢H,SO,Cl N
H 0=8=0
84.R, =-CH;
122. R1 = -(CH2)3CH3
123. R1 = -(CH2)4CH3
OCH;
27. R[ = -CH3

28. Rl = -(CHz)gCHg
29. R1 = -(CH2)4CH3

Reactius

NaH (60%) 1,3 equivalents
CH;0C4HsSO,C1 1,3 equivalents
DMF 5 mL / g producte

Procediment general

Dins un matras de 25 mL de capacitat, es pesa I’NaH, es renta amb hexa, es decanta el
dissolvent i s’asseca al buit. Seguidament, s’hi addicionen 10 mL de DMF destil-lada i
I’acil de partida (84, 122-123), s’agita a temperatura ambient durant uns 30 min fins a la
completa dissolucio dels reactius (amb 1’ajut de sonicaci6 si €s necessari). Llavors, es
refreda amb un bany extern d’aigua i1 gel i s’hi afegeix lentament el reactiu
CH3;0C¢H4SO,ClI diluit en 2,5 mL de DMF. La reaccié es deixa en agitacid a
temperatura ambient fins I’endema.

Per al control de la reaccio, es pren una aliquota del cru de la mateixa i es fa una petita
extraccid in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua i AcOEt per separar la

DMF. S’analitza la fase organica en una placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5).

Final de reaccio

S’hi afegeixen 5 mL d’aigua i es manté en agitacidé durant 5 minuts per desactivar les
restes d’NaH. Llavors, es dilueix el cru de reaccio amb 50 mL d’AcOEt i es renta la fase
organica cinc vegades amb 10 mL d’aigua. S’asseca la fase organica sobre Na,SOy, es

filtra 1 es concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.
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Repeticions de la reaccio

Es realitzen diverses repeticions de la reaccid seguint el mateix procediment a partir d’1
0 2 g de diferents 3-acilindoles com a productes de partida.

Aspecte dels productes: solid blanc

Conversié: 100% (per CCF i per RMN-'H)

a) Preparacio de 3-acetil-NV-(4-metoxifenilsulfonil)indole (27)
A partir de 2,00 g (12,6 mmol) de I’acil 1a, 0,67 g (16,7 mmol) d’NaH, 3,38 g (16,4
mmol) de CH3;0C¢H4SO,Cl 1 seguint les condicions generals exposades anteriorment,
s’obtenen 3,99 g (12,1 mmol) d’un solid blanc corresponent a 1’acil N-protegit 27 amb
rendiment del 96%.
Massa teorica: 4,16 g
Massa obtinguda: 3,99 g (12,1 mmols)
Rendiment: 96%

Dades analitiques

Compost 27: 3-acetil-N-(4-metoxifenilsulfonil)indole

R{(27) = 0,44 (hexa / AcOEt 5:5); R(PP) = 0,22 (hexa / AcOEt 5:5)

Aspecte del producte: solid blanc

p.f.: 116-118 °C (AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 1666 (C=0); 1593 (C=C); 1368 (Ar-O); 1138 (Ar-S); 1088 (C-O).
RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) : 2,57 (s, 3H, CH;-CO); 3,80 (s, 3H, CH;-
OC¢Hy); 6,93 (d, J = 9,08 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,32 — 7,35 (m, 2H, H-5, H-6); 7,88 —
7,94 (m, 1H, H-7); 7,89 (d, 2H, J = 9,12 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 8,21 (s, 1H, H-2); 8,30 —
8,36 (m, 1H, H-4).

RMN "C (CDCl;, 50,3 MHz) § (ppm): 28,0 (CH3-CO); 55,9 (CH3;-OCgHy); 113,1
(CH, C-7); 114,9 (CH, C-3°, C-5"); 121,5 (C, C-3); 123,2 (CH, C-6); 124,8 (CH, C-5);
125,7 (CH, C-4); 127,6 (C, C-3a); 128,8 (C, C-1"); 129,6 (CH, C-2’, C-6’); 132,3 (CH,
C-2); 134,9 (C, C-7a); 164,4 (C, C-4’); 193,5 (C, C=0).

b) Preparacio d’1-(/N-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il)-pentan-1-ona (28)

A partir de 0,71 g (3,5 mmol) de I’acil 122, 0,20 g (5,0 mmol) d’NaH, 1,03 g (5,0

mmol) de CH;0CgH4SO,Cl i seguint les condicions generals exposades anteriorment,
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s’obtenen 1,09 g (2,9 mmol) d’un solid blanc corresponent a I’acil N-protegit 28 amb
rendiment del 83%.

Massa teorica: 1,32 g

Massa obtinguda: 1,09 g (2,9 mmols)

Rendiment: 83%

Dades analitiques

Compost 28: 1-(N-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il)-pentan-1-ona

Rf = 0,60 (hexa / AcOEt 5:5)

Aspecte del producte: solid blanc

p.f.: 82-84 °C (AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 1664 (C=0); 1593 (C=C); 1376 (Ar-O); 1139 (Ar-S); 1086 (C-O).
RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) § (ppm): 0,95 (t, J = 7,3 Hz, 3H, COCH,CH,CH,CH;);
1,41 (sext, J = 7,3 Hz, 2H, COCH,CH,CH,CHs); 1,74 (qt, J = 7,5 Hz, 2H,
COCH,CH,CH,CHs); 2,90 (t, J = 6,4 Hz, 2H, COCH,CH,CH,CH3); 3,76 (s, 3H, CHs-
OC¢Ha); 6,89 (d, J =9,1 Hz, 2H, H-3°, H-5"); 7,27 — 7,42 (m, 2H, H-5, H-6); 7,87 (d,
2H, J = 9,1 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7,90 — 7,97 (m, 1H, H-7); 8,25 (s, 1H, H-2); 8,29 —
8,41 (m, 1H, H-4).

RMN "C (CDCl, 75,5 MHz) § (ppm): 14,0 (CH;, COCH,CH,CH,CHj3); 22,6 (CH,,
COCH,CH,CH,CH3); 26,8 (CHa, COCH,CH,CH,CH3); 39,9 (CHap,
COCH,CH,CH,CHs); 55,8 (CH3-OCg¢Hy); 113,0 (CH, C-7); 114,8 (CH, C-3°, C-5’);
121,2 (C, C-3); 123,2 (CH, C-6); 124,7 (CH, C-5); 125,6 (CH, C-4); 127,8 (C, C-3a);
128,8 (C, C-17); 129,5 (CH, C-2’, C-6’); 131,7 (CH, C-2); 134,9 (C, C-7a); 164,3 (C, C-
4’); 196,5 (C, C=0).

¢) Preparacio d’1-(/NV-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il)-hexan-1-ona (29)
A partir de 1,57 g (7,3 mmol) de l’acil 123, 0,41 g (10,3 mmol) d’NaH, 2,15 g (10,4
mmol) de CH3;0C¢H4SO,Cl 1 seguint les condicions generals exposades anteriorment,
s’obtenen 2,78 g (7,2 mmol) d’un solid blanc corresponent a 1’acil N-protegit 29 amb
rendiment del 99%.
Massa teorica: 2,81 g
Massa obtinguda: 2,78 g (7,2 mmols)
Rendiment: 99%
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Dades analitiques

Compost 29: 1-(N-(4-metoxifenilsulfonil)indol-3-il)-hexan-1-ona

Rf = 0,67 (hexa / AcOEt 5:5); 0,46 (hexa / AcOEt 7:3)

Aspecte del producte: solid blanc

p.f.: 95-97 °C (AcOE)

IR (ATR) v em™ : 1675 (C=0); 1593 (C=C); 1372 (Ar-0); 1166 (Ar-S); 1085 (C-O).
RMN 'H (CDCL, 300 MHz) & (ppm): 0,88 (t, J = 63 Hz, 3H,
COCH,CH,CH,CH,CHs3); 1,28 - 1,41 (m, 4H, COCH,CH,CH,CH,CHzs,
COCH,CH,CH,CH,CH»); 1,75 (qt, J = 6,9 Hz, 2H, COCH,CH,CH,CH,CH3); 2,90 (t, J
= 17,4 Hz, 2H, COCH,CH,CH,CHs); 3,70 (s, 3H, CH3-OC¢H,); 6,83 (d, /= 9,1 Hz, 2H,
H-3°, H-5"); 7,25 — 7,37 (m, 2H, H-5, H-6); 7,86 (d, 2H, J = 9,1 Hz, 2H, H-2’, H-6’);
7,93 (d, J= 8,0 Hz, 1H, H-7); 8,29 (s, 1H, H-2); 8,35 (d, /= 7,6 Hz, 1H, H-4).

RMN "“C (CDCl;, 75,5 MHz) § (ppm): 13,9 (CHs;, COCH,CH,CH,CH,CH3); 22,5
(CH,, COCH,CH,CH,CH,CH3); 24,2 (CH,, COCH,CH,CH,CH,CHj3); 31,5 (CHa,
COCH,CH,CH,CH,CHs); 39,9 (CH,, COCH,CH,CH,CH,CHs); 55,6 (CH3-OCsHa);
113,0 (CH, C-7); 114,7 (CH, C-3’, C-5"); 121,1 (C, C-3); 123,0 (CH, C-6); 124,6 (CH,
C-5); 125,5 (CH, C-4); 127,7 (C, C-3a); 128,6 (C, C-1"); 129,3 (CH, C-2’, C-6"); 131,7
(CH, C-2); 134,8 (C, C-7a); 164,2 (C, C-4’); 196,4 (C, C=0).
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4.2.2.7. Preparacio d’3-acildietoxiacetal-/V-(4-
metoxifenilsulfonil)indoles (112-114). Métode General.

OCH;

27. Rl = -CH3
28. R1 = -(CH2)3CH3
29. R1 = -(CH2)4CH3

omO
Etilenglicol . C\Z_§<R1
APTS, tolug, A
N
0=S=0
OCH;
112. R, = -CH,

113. Rl = -(CH2)3CH3
114. Rl = -(CH2)4CH3

Reactius

Etilenglicol gran excés (1 mL/ g; 6 eq.)
APTS quantitat catalitica

Tolue 15-20mL /g
Procediment

En un matras de 50 mL de capacitat proveit d’un dispositiu tipus Dean-Stark, s’hi
addiciona 1’acetal 112-114 (1 — 2 g) i es dissol en 25 mL de tolu¢. S’hi afegeixen
I’etilenglicol en excés 1 una punta d’espatula d’APTS 1 la mescla resultant s’escalfa fins
a reflux de tolu¢. Es manté en aquesta temperatura i sota agitacio durant almenys 3 — 4
hores. Per al compost 3a, es realitza un control de la reaccié per CCF (eluent: hexa /
acetal d’etil 5:5, Ry(112) = 0,49, R«(27) = 0,44); per als compostos 113-114, la CCF no

resulta d’utilitat ja que el seu Rf és massa proper al producte de partida corresponent.

Final de reaccio

El cru de reaccio es refreda amb un bany extern de gel-aigua i s’hi addiciona una petita
quantitat d’NaHCOj3). Es dilueix el cru amb uns 30 mL d’AcOEt 1 es renta tres vegades
amb una solucid6 d’NaHCOs@q) 0,5 N. La fase organica s’asseca sobre sulfat sodic

anhidre, es filtra i s’evapora el dissolvent al rotavapor.
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Purificacio
Degut a la poca estabilitat dels acetals, no es realitza cap purificacid ni cristal-litzacio en

aquesta etapa. Simplement es realitza un control per CCF i RMN-'H.

Conversio: per RMN-'H es comprova el percentatge de conversié de la reaccio i, sense
posterior purificacid, es continua amb la segiient etapa. En general, la conversio és
elevada (> 80%), pero es detecten petites quantitats de producte de partida resultants de
la hidrolisi de I’acetal durant el final de reaccié o durant la realitzacid del mateix
espectre d’RMN-'H. La senyal més clara que ens permet determinar la proporcié
d’acil/acetal és el singlet H-2 de I’indole, que en 1’acil es troba més desapantallat, entre
la senyal d’H-4 i el doblet d’H-2’1 H-6’; mentre que en 1’acetal s’apantalla fins a situar-
se entre la senyal d’H-5 1 H-6 i la senyal d’H-7. També s’ha comprovat que 1’acetal 3a
dissolt en CDCl; s’hidrolitza al 50% en 6 hores aproximadament. Per aixo, no s’ha
pogut obtenir cap espectre d’RMN-">C net, ja que sempre s’obté una barreja d’acetal i

cetona.

a) Preparacio de 3-(2-metil-1,3-dioxolan-2-il)-/NV-(4-metoxifenilsulfonil)indole (112)
A partir de 1,50 g de I’acil 27 (4,56 mmol), 25 mL de tolue, 1,7 mL d’etilenglicol (30,5
mmol) i seguint les condicions generals exposades anteriorment, s’obté un solid pastos
corresponent a I’acetal 112 amb una conversio total.

L’acetal 112 s’ha pogut purificar per cromatografia de columna de gel de silice.
L’eluent inicial €s 100% d’hexa, després es va augmentant la polaritat progressivament
amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte d’interés comenga a eluir amb
el 20% d’acetat d’etil. S’obtenen 0,48 g de 1’acetal 112 (1,28 mmol) com a solid blanc
amb un rendiment del 28% (la resta s’ha recuperat com a producte de partida resultant
de la hidrolisi en el mateix gel de silice).

En canvi, si que podria purificar-se mitjancant un aparell de cromatografia flash
automatica en les condicions que s’indiquen a la pagina segiient. En la petita prova
realitzada, 1’acetal elueix amb un temps de retencié d’uns 9 minuts. Aquest sistema ¢és

prou rapid com per evitar-ne la hidrolisi durant la purificacid.
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SampleName: acetal

Thursday 02 December 2010 11:-46AM

Peak Tube Volume: 8.0 ml
RediSep Column: Silica 4g Non Peak Tube Volume: 9.0 ml
Flow Rate: 15 mlmin Loading Type: Solid
Equilibration Volame: 33 .6 ml Warvelength 1 (red): 254nm

Imitial Waste: 0.0 ml

Air Parge: 0.0 min
Soblvent A- Al herame
Saolvent B: Bl ethyl acetate

Peak Width: 30 sec
Threshold: 020 AT
All Wavelength (orange): 200nm - 36inm
Peak Width: 30 sec
Threshold: 0.20 AT

Eun Notes:

T 14 T 16 18 T 3
b BT wlfa?
2.50 100
215 | e e — o0
20—} oy | %0
175 | i el
1.50 | |I | | 7]
125 | || | | 5
1.00 | I I 40
075 i k1]
0.50 | | | 0
025 | | 10
0. ' Yl felestal o
s [T I I I I
08 10 10 30 40 59 60 78 80 90 100 110 120 139 140 150 168 170
Absorbamce Enn Length 17.1 Min Percent B
Rack A Pealk # Start Tube End Tube
1 ATl Al
ooe®eB 2 A1 Al
T T T /I 3 A-13 AlS
4 Alo A19
@ @ &8 & @ 5 A0 A
& ® &3 ®
& & & & @
@& @ @ @ @
@ @ &
@ ® 80 Duration  %B Solvent A Solvent B
1
a2 @8 e [T] [T]] Al hexane B1 ethyl acetate
08 0o Al hexane B1 ethyl acetate
@3 a6 8 44 ™ Al bexane B1 ethyl acetate
8 & @ @ B 0z 93 A1 hexane B1 ethyl acetate
04 102 Al bexane B1 ethyl acetate
o000 03 109 Al bexane B1 ethyl acetate
18 1 Al hexane B1 ethyl acetate
o006 04 286 Al hexane B1 ethyl acetate
am m (E ® 21 28.6 Al hexane B1 ethyl acetate
(1] 28.6 Al bexane B1 ethyl acetate
I @ @ 6] - - = ~
16 mm 1 150 mm Tuobe:
Pagelofl

Imatge 1. Purificacié de ’acetal 112 per cromatografia flash automatica.

També ¢&s possible cristal-litzar el producte en MeOH/AcOEt, perd igualment

disminueix molt el rendiment (52%).
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Dades analitiques

Compost 112

R¢= 0,49 (hexa / acetal d’etil 5:5)

Aspecte del producte pur: solid blanc

p.f.: 138-140 °C (hexa/AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 1593 (C=C); 1505; 1362 (Ar-O); 1267 (Ar-O); 1163 (S-0); 1089 (C-
0); 1017.

ESI(+)-EM (m/z): 374,1058 (M+H)"; 396, 0878 (M+Na)"; 769,1854 (2M+Na)";
785,1618 2M+K)".

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 1,76 (s, 3H CHs-CO); 3,80 (s, 3H, CHs-
OC¢Ha); 3,87 (d, J = 8 Hz, 2H, O-CH,-CH,-0); 4,05 (d, J = 8 Hz, 2H, O-CH,-CH,-0);
6,89 (d, J=9,06 Hz, 2H, H-3’, H-5); 7,20 — 7,35 (m, 2H, H-5, H-6); 7,56 (s, 1H, H-2);
7,72 (d, J = 8,48 Hz, 1H, H-7); 7,83 (d, 2H, J = 9,08 Hz, H-2’, H-6"); 7,95 (d, J = 7,10
Hz, 1H, H-4).

b) Preparacié de 3-(2-butil-1,3-dioxolan-2-il)-/V-(4-metoxifenilsulfonil)indole (113)
A partir de 0,94 g de I’acil 27 (2,54 mmol), 20 mL de tolue, 1,4 mL d’etilenglicol (25,1
mmol) i seguint les condicions generals exposades anteriorment, s’obté un solid pastos

corresponent a I’acetal 113 amb una conversié del 88%.

¢) Preparacio de 3-(2-pentil-1,3-dioxolan-2-il)- V-(4-metoxifenilsulfonil)indole (114)
A partir de 1,18 g (3,06 mmol) de 1’acil 28, 20 mL de tolu¢, 1,0 mL d’etilenglicol (17,9
mmol) i seguint les condicions generals exposades anteriorment, s’obté un solid pastos
corresponent a I’acetal 114 amb una conversié del 66%. Es repeteix la reaccio seguint
les mateixes condicions i emprant aproximadament les mateixes quantitats i s’obté una

conversio del 86%.
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d) Formacio de 3-etinil-/V-(4-metoxifenilsulfonil)indole (115) com a producte

secundari
Q o/—/\O y CH
CH; 7
CH;
\ Etilenglicol - \ + \
]I\] APTS, tolue, A ITI N
0O=S=0 0=S=0 0=S=0
OCH; OCH; OCH;,
27 112 115
C7H;504NS Ci9H19OsNS C7H,303NS
329,37 g/mol 373,42 g/mol 311,36 g/mol

A partir de 0,51 g (1,52 mmol) de I’acil 27, 15 mL de tolug, 2,1 mL d’etilenglicol (42,5
mmol) es segueixen les condicions generals exposades anteriorment, perd mantenint el
reflux durant 48 hores.

Es purifica per cromatografia en columna d’alimina. L’eluent inicial és 100% hexa,
després es va augmentant la polaritat progressivament amb un percentatge creixent
d’acetat d’etil. El producte 115 elueix al 20% d’acetat d’etil, just abans que 1’acetal 112,
que comenga a eluir amb el 25% d’acetat d’etil. S’obtenen 0,086 g de I’acetal 112 (0,23
mmol) com a solid blanc amb un rendiment del 15% i 0,022 g del subproducte 115

(0,07 mmol) com a solid blanc amb un rendiment del 5%.

Dades analitiques

Compost 115

R¢= 0,56 (hexa / acetal d’etil 5:5)

IR (ATR) v em™ : 1539 (C=C); 1362 (Ar-0); 1168 (S-0); 1091 (C-O).

ESI(+)-EM (m/z): 288,0694 (C;sH;30;NS+H)"; 310, 0513 (C;5H;30;:NS+Na)’;
326,0257 (C15H1303NS+K)"; 597,1124 (2C;5H;30;NS+Na) .

RMN 'H (CDCls, 200 MHz) § (ppm) : 3,77 (s, 3H, CH3-OC¢H,); 6,64 (d, J, = 3,7 Hz,
J,=0,6 Hz, 1H, CH=C-); 6,86 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,16 — 7,36 (m, 2H, H-5,
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H-6); 7,49 — 7,52 (m, 1H, H-7); 7,55 (d, J = 3,7 Hz, 1H, H-2); 7,81 (d, 2H, J = 8,9 Hz,
H-2°, H-6"); 7,98 (d, J = 8,5 Hz, 1H, H-4).

RMN "*C (CDCl, 75,5 MHz) & (ppm): 55,7 (CH3-OC¢H,); 109,0 (CH, CH=C-); 113,6
(CH, C-7); 114,5 (CH, C-3’, C-5>; C, C-3); 121,5 (CH, C-2); 123,3 (CH, C-6); 124,6
(CH, C-5); 126,4 (CH, C-4); 129,1 (CH, C-2’, C-6’; C, C-1"); 129,8 (C, C-3a); 130,38
(C, CH=C-); 134,8 (C, C-7a); 163,8 (C, C-4").

Les dades analitiques coincideixen amb les dades de la literatura: V. C. Wentrup, H.-W.
Winter. Angew. Chem. 1978, 90, 643-644 i N. N. Surovov, A. B. Kamenskii, Yu. L
Smushkevich, A. L. Livshits. Zh. Org. Khim. 1977, 13, 197-199.*%

4.2.2.8. Preparacio de 3-(2-alquil-1,3-dioxolan-2-il)- 2-(1-hidroxialquil)-
N-(4-metoxifenilsulfonil)indole (116-121)

o
R 1) 3,5 eq. LDA 3h R,
{ : THE, -78 °C \
N 2) R,CHO N
| —i—n R
0=5=0 0=S=0
OCH; OCH;4
112. R] = -CH3 116. Rl = -CH3, R2 = -CH3
113. R] = -(CH2)3CH3 117. R1 = -(CH2)3CH3, R2 = -CH3
114. Rl = _(CH2)4CH3 118. R1 = -(CH2)4CH3, R2 = -CH3
119. R1 = -CH3, R2 = -(CH2)3CH3
120. R1 = -CH3, R2 = -(CH2)4CH3
121. R1 = -CH3, R2 = -(CHz)SCH3
Reactius
LDA (1,8 M) 3,5 equivalents
THF 15mL/ g
Aldehid 5 — 10 equivalents
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat, sota atmosfera d’argo6 i

refredat amb un bany extern d’acetona saturada amb neu carbonica, s’hi addiciona

3 (a) V. C. Wentrup, H.-W. Winter. Angew. Chem. 1978, 90, 643-644. (b) N. N. Surovov, A. B.
Kamenskii, Yu. I. Smushkevich, A. L. Livshits. Zh. Org. Khim. 1977, 13, 197-199.
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I’LDA (3,5 eq). Seguidament, s’hi transfereix 1’acetal de partida (3a-c) dissolt en THF
destil-lat. La reaccid es manté a baixa temperatura i en agitacid constant durant 3 hores.

Passat aquest temps, es continua amb ’addicié de 1’aldehid. La reaccio vira cap a un
color més clar. El cru de reaccid es deixa temperar lentament fins I’endema (unes 15 —

24 h).

Final de reaccio

El cru de reaccié s’hidrolitza amb uns 2 mL d’NH4Cl, mantenint 1’agitacié durant 5
minuts més. El control de la reaccio es fa per CCF (eluent: hexa / d’acetat d’etil 5:5).
Es dilueix el cru de reaccido amb uns 15 mL d’AcOEt i es renta la fase organica tres
vegades amb una solucid saturada d’NaCl,q), s’asseca sobre Na;SOy, es filtra 1 es

concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.

Purificacio

Degut a la poca estabilitat dels acetals, no es purifica el producte obtingut, sin6 que es
procedeix amb la segiient etapa. Simplement es realitza un control per CCF i per RMN-
'H. L’espectre d’RMN-"H permet calcular la conversié en aquesta etapa a partir de la

proporcid producte final/producte de partida.

a) Obtencio de 3-acetildietoxiacetal-2-(1-hidroxietil)-/NV-(4-
metoxifenilsulfonil)indole (116)
A partir de 0,42 g (1,14 mmol) de I’acetal 112, 5 mL de THF, 2,2 mL d’LDA (3,96
mmol), 0,5 mL d’acetaldehid (8,96 mmol) i1 seguint les condicions generals exposades
anteriorment, s’obté un solid pastos corresponent a 1’hidroxiacetal 116. Les conversions

per a aquesta reaccio s’observen en la segiient taula:

Conversio de ’acetal 112 en producte 116
Entrada Producte final (116)

1 33%

2 62%

3 25%

4 67%

Conversio mitjana: 47%
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Per a poder caracteritzar el producte, una petita quantitat de I’hidroxiacetal 116 s’ha
purificat per cromatografia de columna d’alimina. L’eluent inicial és 100% d’hexa,
després es va augmentant la polaritat progressivament amb un percentatge creixent
d’acetat d’etil. El producte d’interés comenga a eluir amb el 10% d’acetat d’etil. S’obté

I’hidroxiacetal 116 com a solid blanc.

Dades analitiques

Compost 116

R¢= 0,42 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) § (ppm) : 1,72 (d, J = 6,72 Hz, 3H CH;-CH); 1,77 (s, 3H
CH;-CO); 3,77 (s, 3H, CH3-OC¢Ha); 3,89 (s, 2H, O-CH,-CH,-0); 4,08 (s, 2H, O-CH;-
CH»-0); 5,83 (q, J = 5,02 Hz, J = 6,70 Hz, 1H, CH-OH); 6,82 (d, J = 9,08 Hz, 2H, H-
3’, H-5"); 7,16 - 7,30 (m, 2H, H-5, H-6); 7,74 (d, 2H, J= 9,10 Hz, H-2’, H-6); 7,91 (d,
J=28,7Hz, 1H, H-7); 8,01 (d, J = 8,88 Hz, 1H, H-4).

b) Obtencio de 3-(2-butil-1,3-dioxolan-2-il)-2-(1-hidroxietil)-/N-(4-
metoxifenilsulfonil)indole (117)
A partir d’1,38 mmol del cru de reaccié anterior, 6 mL de THF, 2,7 mL d’LDA (4,82
mmol), 0,4 mL d’acetaldehid (7,17 mmol) i seguint les condicions generals exposades
anteriorment, s’obté un solid pastos corresponent a I’hidroxiacetal 117.

R(117) = 0,51 (hexa / AcOEt 5:5)

¢) Obtencié de 3-(2-pentil-1,3-dioxolan-2-il)- 2-(1-hidroxietil)- N-(4-
methoxifenilsulfonil)indole (118)
A partir de 1,47 mmol del cru de reaccioé anterior, 5 mL de THF, 2,8 mL d’LDA (5,04
mmol), 0,5 mL d’acetaldehid (8,96 mmol) i1 seguint les condicions generals exposades
anteriorment, s’obt¢ un solid pastds corresponent a 1’hidroxiacetal 4c.

R{(118) = 0,63 (hexa / AcOEt 5:5)

d) Obtenci6 de 3-(2-metil-1,3-dioxolan-2-il)-2-(1-hidroxipentil)-/N-(4-
metoxifenilsulfonil)indole (119)
A partir de 0,52 g (1,40 mmol) de ’acil 112, 8 mL de THF, 2,8 mL d’LDA (5,04
mmol), 0,55 mL de valeraldehid (5,17 mmol) 1 seguint les condicions generals

exposades anteriorment, s’obté un solid pastds corresponent a ’hidroxiacetal 119. Es
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realitza un control per RMN-'H per a controlar el percentatge de conversié de la
reaccid. Les conversions obtingudes per a aquesta reaccid es recullen en la segiient
taula:

R¢(119) = 0,51 (hexa / AcOEt 5:5)

Conversio de I’acetal de partida (112) en producte final (119)
Entrada Producte final (119)

1 50%

2 67%

e) Obtenci6 de 2-(1-hidroxihexil)-3-(2-metil-1,3-dioxolan-2-il)-V-(4-
metoxifenilsulfonil)indole (120)
A partir de 1,52 mmol del cru de la reaccio anterior, 7 mL de THF, 2,5 mL d’LDA (4,50
mmol), 0,75 mL d’hexanal (6,25 mmol) i seguint les condicions generals exposades
anteriorment, s’obté un solid pastds corresponent a 1’hidroxiacetal 120 amb un 82% de
conversio.

R{(120) = 0,54 (hexa / AcOEt 5:5)

f) Obtencié de 2-(1-hidroxiheptil)-3-(2-metil-1,3-dioxolan-2-il)-/V-(4-
metoxifenilsulfonil)indole (121)
A partir de dues reaccions que contenen 1,20 mmol del cru de reaccid anterior, 5 mL de
THF, 2,3 mL d’LDA (4,14 mmol) i 0,8 mL d’heptanal (6,0 mmol) cadascuna i seguint
les condicions generals exposades anteriorment, s’obté un solid pastos corresponent a
I’hidroxiacetal 121. La conversi6 calculada per RMN-'H és del 57%.
R¢(121) = 0,50 (hexa / AcOEt 5:5)
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4.2.2.9. Preparacio d’1,3-dialquil-NV-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3.4-
blindoles (5a-f)

N
resina acida - 770
iPrOH, 1% H,0 —
N Ry
0=S=0
OCH;,4 OCH;
116-121 17,19, 23-26
116. R1 = -CH3, R2 = -CH3 17. }{1 = _CH3’ R2 = _(:H3
117. R] = -(CH2)3CH3, R2 = -CH3 23. }{1 = _(CH2)3CH3’ R2 = _(:H3
118. R] = -(CH2)4CH3, R2 = -CH3 25. }{1 = _(CH2)4CH3’ R2 = _(:H3
119. R] = -CH3, R2 = -(CH2)3CH3 19. }{1 = _CH3’ R2 = _(CH2)3CH3
120. R, =-CHj3, R, = -(CH;),CH; 24. R, = -CH;, R, = -(CH,),CH;
121. R] = -CH3, R2 = -(CH2)5CH3 26. 1{1 = _CH3’ R2 = -(CH2)5CH3
Reactius
Resina acida (Amberlyst®-15) 1 g/ 500 mg producte
Isopropanol 75 mL / g producte
H,O 1% v/v
Procediment

En un matras de 100 mL de capacitat, es dissol el compost 116-121 amb isopropanol.
S’hi addicionen aigua (1% v/v) i de resina acida d’intercanvi idnic (Amberlyst®-15). Es
deixa en agitacio a temperatura ambient durant almenys 2 hores. El control de la reaccio

es realitza per CCF (eluent: hexa/AcOEt 5:5).

Final de reaccio
El cru de reaccio es filtra, rentant la resina amb MeOH i es concentra per evaporacié del

dissolvent al rotavapor.
Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm de silice 1

2 cm de diametre). L’eluent inicial fou 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
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progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. Els productes d’interes

comencen a eluir amb el 3% d’acetat d’etil.

Repeticions de la reaccio
Es realitzen diverses repeticions de la reaccio seguint el mateix procediment, a partir de
0,5 — 1 g 1 emprant productes de partida amb diferents cadenes alquiliques sobre les

posicions 2 i 3 del nucli indolic.

a) Obtencio de 1,3-dimetil-/V-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole (17)
A partir d’1,80 mmol del cru de la reaccid anterior, 60 mL d’isopropanol, 0,6 mL
d’aigua destil-lada, 1,2 g de resina acida d’intercanvi ionic i seguint les condicions
generals exposades anteriorment, s’obté un solid blanc corresponent al di¢ 17 amb un

rendiment del 40% i un 20% de cetona 27 recuperada.

Dades analitiques

Compost 17: 1,3-Dimetil-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole

Aspecte del producte: solid blanc

Rs = 0,38 (hexa/AcOEt 7:3); Ry = 0,56 (hexa/AcOEt/MeOH 7:2:1); Ry = 0,60
(hexa/AcOEt 5:5)

p.f.: 166-168 °C (hexa/AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 1594 (C=C); 1262 (Ar-0); 1184 (Ar-S); 1167 (C-O).

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) § (ppm) : 2,43 (s, 1H, CHs-Ar); 2,68 (s, 1H, CHs-Ar);
3,74 (s, 3H, CHs-0); 6,75 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5’); 7,13 — 7,32 (m, 2H, H-6, H-
7); 7,40 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-5); 7,56 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,03 (d, J = 8,4
Hz, 1H, H-8).

RMN “C (CDCL, 100,6 MHz) § (ppm): 13,1 (CHs, CHs-Ar); 14,3 (CHs, CHs-Ar);
55,6 (CHs, CH3-0); 114,1 (CH, C-3°, C-5’); 116,8 (CH, C-5); 118,7 (C, C-8b); 121,1
(CH, C-8); 123,8 (C, C-3a); 124,6 (CH, C-6); 126,5 (CH, C-7); 128,2 (C, C-8a); 128,4
(C, C-1"); 129,3 (CH, C-2°, C-6"); 132,6 (C, C-3); 138,1 (C, C-1); 145,2 (C, C-4a);
163,6 (C, C-4°).
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b) Obtencié d’1-butil-3-metil-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole (23)

A partir de 2,56 mmol del cru de la reaccié anterior, 60 mL d’isopropanol, 0,6 mL
d’aigua destil-lada, 2,0 g de resina acida d’intercanvi ionic i seguint les condicions
generals exposades anteriorment, s’obtenen 271 mg d’un solid blanc corresponent al di¢
S5b amb un rendiment global del 34% des de la cetona 28 i un 34% de cetona 28
recuperada. Es repeteix la reaccid seguint el mateix procediment i emprant
aproximadament les mateixes quantitats i s’obté el di¢ amb un rendiment global del
47% 1 es recuperen un 32% de la cetona.

Els rendiments obtinguts en les diferents repeticions d’aquesta reaccio es recullen en la

segiient taula:

Rendiment global d’obtenci6 del di¢ (23) des de la cetona (28)
Entrada Dié (23) Cetona de partida (28)

1 34% 34%

2 47% 32%

Dades analitiques

Compost 23: 1-Butil-3-metil-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole

Aspecte del producte: solid blanc

R¢= 0,48 (hexa/AcOEt 7:3)

p.f. : 87-89 °C (hexa/AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 1594 (C=C); 1261 (Ar-O); 1184 (Ar-S); 1163 (C-O).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 0,90 (t, J = 7,4 Hz, 2H, CH3;CH,CH,CH,-Ar);
1,31 (m, 2H, CH;CH,CH,CH,-Ar); 1,67 (m, 2H, CH3CH,CH,CH,-Ar); 2,68 (s, 1H,
CHs-Ar); 2,77 (t, J = 7,5 Hz, 2H, CH3;CH,CH,CH,-Ar); 3,74 (s, 3H, CH3-0); 6,75 (d, J
= 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,18 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-7); 7,28 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-6);
7,40 (d, J= 7,5 Hz, 1H, H-5); 7,55 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,03 (d, J = 8,3 Hz,
1H, H-8).

RMN “C (CDCL, 75,5 MHz) & (ppm): 132 (CH;, CHs-Ar); 13,9 (CHs,
CH;CH,CH,CH;-Ar); 22,4 (CH,, CH3CH,CH,CH;-Ar); 28,0 (CH,, CH3;CH,CH,CH>-
Ar); 30,5 (CH,, CH3CH,CH,CH,-Ar); 55,6 (CHj3, CH3-0); 114,1 (CH, C-3°, C-5");
116,9 (CH, C-5); 118,4 (C, C-8b); 121,4 (CH, C-8); 124,0 (C, C-3a); 124,7 (CH, C-6),
126,4 (CH, C-7); 128,2 (C, C-8a); 128,3 (C, C-1); 129,3 (CH, C-2°, C-6); 132,6 (C, C-
3); 142,7 (C, C-1); 145,3 (C, C-4a); 163,5 (C, C-4°).
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¢) Obtencié de 3-metil-1-pentil-NV-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole (25)
A partir de 2,20 mmol del cru de la reaccié anterior, 50 mL d’isopropanol, 0,5 mL
d’aigua destil-lada, 1,00 g de resina acida d’intercanvi i0nic i seguint les condicions
generals exposades anteriorment, s’obtenen 285 mg d’un solid blanc corresponent al di¢
25 amb un rendiment global del 32% des de la cetona 29 i es recuperen 255 mg de
cetona 29 (30%). Es repeteix la reaccid a partir de 2,38 mmol i s’obtenen 306 mg del
di¢ 25 amb un rendiment global del 31% i es recuperen 312 mg (34% de recuperacio) de
la cetona 29. Els rendiments obtinguts en les diferents repeticions d’aquesta reaccid es

recullen en la segiient taula:

Rendiment global d’obtencio6 del di¢ (5c) des de la cetona (29)
Entrada Dié (25) Cetona de partida (29)

1 32% 30%

2 31% 34%

Dades analitiques

Compost 25: 3-Metil-N-(4-metoxifenilsulfonil)-1-pentilfuro[3,4-b]indole

Aspecte del producte: oli groc

R¢= 0,51 (hexa/AcOEt 7:3)

IR (ATR) v em™ : 1594 (C=C); 1261 (Ar-0); 1181 (Ar-S); 1165 (C-O).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 0,85 (t, J = 7,0 Hz, 2H, CH;CH,CH,CH,CH>-
Ar); 1,25 — 1,31 (m, 4H, CH;CH,CH,CH,CH,-Ar, CH;CH,CH,CH,CH>-Ar); 1,69 (m,
2H, CH;CH,CH,CH,CH>-Ar); 2,69 (s, 1H, CHs-Ar); 2,76 (t, J = 7,4 Hz, 2H,
CH;CH,CH,CH,CH,-Ar); 3,71 (s, 3H, CH3-0O); 6,73 (d, J = 9,1 Hz, 2H, H-3’, H-5");
7,17 (td, J; = 1,1 Hz, J,=7,5 Hz, 1H, H-7); 7,28 (td, J; = 1,4 Hz, J, = 7,5 Hz, 1H, H-6);
7,40 (dd, J; = 0,9 Hz, J, = 7,5 Hz, 1H, H-5); 7,48 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,03
(d, J= 8,3 Hz, 1H, H-8).

RMN "*C (CDCl;, 75,5 MHz) § (ppm): 13,1 (CH3, CHs-Ar); 14,1 (CH;, CH;CH,CH,-
CH,CH,-Ar); 22,5 (CH,, CH3;CH,CH,CH,CH,-Ar); 28,1 (CH,, CH;CH,CH,CH,CH,-
Ar); 28,2 (CH,, CH;CH,CH,CH,CH,-Ar); 31,4 (CH,, CH;CH,CH,CH,CH,-Ar); 55,6
(CH;, CH3-0); 114,0 (CH, C-3°, C-5"); 116,8 (CH, C-5); 118,4 (C, C-8b); 121,4 (CH,
C-8); 123,9 (C, C-3a); 124,7 (CH, C-6); 126,4 (CH, C-7); 128,1 (C, C-8a); 128,3 (C, C-
1°); 129,3 (CH, C-2°, C-6"); 132,5 (C, C-3); 142,8 (C, C-1); 145,2 (C, C-4a); 163,5 (C,
C-4").
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d) Obtencio de 3-butil-1-metil-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole (19)
A partir d’1,40 mmol del cru de la reaccid anterior, 20 mL d’isopropanol, 0,2 mL
d’aigua destil-lada, 1,0 g de resina acida d’intercanvi ionic i seguint les condicions
generals exposades anteriorment, s’obté un solid blanc corresponent al di¢ 19 amb un
rendiment global del 47% des de la cetona 27 i1 un 22% de cetona 27 recuperada. En
repetir la reacci6 s’ha obtingut un rendiment del 68% 1 s’ha recuperat un 24% de cetona.
Els rendiments obtinguts en les diferents repeticions d’aquesta reaccio es recullen en la

segiient taula:

Rendiment global d’obtencio6 del die (19) des de la cetona (27)
Entrada Di¢ (19) Cetona de partida (27)

1 47% 22%

2 68% 24%

Dades analitiques

Compost 19: 3-butil-1-metil-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole

Aspecte del producte: solid blanc

R = 0,38 (hexa/AcOEt 7:3); Ry = 0,49 (hexa/AcOEt/MeOH 7:2:1); Ry = 0,60
(hexa/AcOEt 5:5)

p.f. : 94-96 °C (hexa/AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 1594 (C=C); 1264 (Ar-O); 1180 (Ar-S); 1161 (C-O).

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 0,98 (t, J = 7,2 Hz, 2H, CH3;CH,CH,CH,-Ar);
1,43 (m, 2H, CH3;CH,CH,CH;-Ar); 1,74 (m, 2H, CH3;CH,CH,CH,-Ar); 2,44 (s, 1H,
CH3-Ar); 3,10 (t, J = 7,3 Hz, 2H, CH3;CH,CH,CH,-Ar); 3,73 (s, 3H, CH3-0); 6,74 (d, J
=9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,17 (td, J; = 1,3 Hz, J, = 7,4 Hz, 1H, H-7); 7,27 (td, J; = 1,5
Hz, J,=17,5 Hz, 1H, H-6); 7,39 (dd, J; = 1,0 Hz, J, = 7,2 Hz, 1H, H-5); 7,55 (d, /= 9,0
Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,02 (d, J= 7,5 Hz, 1H, H-8).

RMN "C (CDCl;, 75,5 MHz) & (ppm): 13,7 (CH;, CH;CH,CH,CH,-Ar); 14,1 (CHs,
CH;-Ar); 22,7 (CH,, CH;CH,CH,CH;-Ar); 26,8 (CH,, CH;CH,CH,CH,-Ar); 31,1
(CH,, CH3CH,CH,CH,-Ar); 55,6 (CHs, CH3-O); 114,0 (CH, C-3°, C-5"); 117,0 (CH, C-
5); 118,6 (C, C-8b); 121,1 (CH, C-8); 123,9 (C, C-3a); 124,7 (CH, C-6); 126,4 (CH, C-
7); 127,9 (C, C-8a); 128,5 (C, C-17); 129,3 (CH, C-2’, C-6"); 137,4 (C, C-3); 138,2 (C,
C-1); 145,3 (C, C-4a); 163,5 (C, C-4").

Anal. Calct. per C;oHy3NO4S: C 66,48; H 5,83; N 3,52. Trobat: C 66,76; H 6,22; N
3,11.
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e) Obtencié d’1-metil-3-pentil-V-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole (24)
A partir de 3,04 mmol del cru de la reaccié anterior, 50 mL d’isopropanol, 0,5 mL
d’aigua destil-lada, 1,0 g de resina acida d’intercanvi ionic i seguint les condicions
generals exposades anteriorment, s’obtenen 761 mg d’un solid blanc corresponent al di¢
24 amb un rendiment global del 51% des de la cetona 27. S’ha repetit una vegada la

reaccio en les mateixes condicions i quantitats, obtenint un rendiment global del 66%.

Dades analitiques

Compost 24: 1-Metil-N-(4-metoxifenilsulfonil)-3-pentilfuro[3,4-b]indole

Aspecte del producte: oli groc

R¢= 0,45 (hexa/AcOEt 7:3)

IR (ATR) v em™ : 1594 (C=C); 1262 (Ar-0); 1180 (Ar-S); 1166 (C-O).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 0,91 (m, 2H, CH;CH,CH,CH,CH,-Ar); 1,30
(m, 2H, CH;CH,CH,CH,CH;-Ar); 1,40 (m, 2H, CH3;CH,CH,CH,CH,-Ar); 1,77 (m,
2H, CH;CH,CH,CH,CH,-Ar); 2,39 (s, 1H, CHs-Ar); 3,10 (t, J = 7,3 Hz, 2H,
CH;CH,CH,CH,CH,-Ar); 3,60 (s, 3H, CH3-0); 6,64 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-3", H-5’);
7,12 (t, J=17,5 Hz, 1H, H-7); 7,23 (t, J = 8,3 Hz, 1H, H-6); 7,34 (d, /= 7,6 Hz, 1H, H-
5); 7,53 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 8,01 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-8).

RMN “C (CDCl;, 75,5 MHz) & (ppm): 13,4 (CHs;, CH;CH,CH,CH,CH,-Ar); 14,1
(CH3, CHs-Ar); 22,5 (CH,, CH3CH,CH,CH,CH;-Ar); 26,9 (CH,, CH3;CH,CH,CH,-
CH,-Ar); 28,6 (CH3;CH,CH,CH,CH,-Ar); 31,7 (CH,, CH3CH,CH,CH,CH,»-Ar); 55,3
(CHs, CH3-0); 113,8 (CH, C-3’, C-5°); 116,7 (CH, C-5); 118,4 (C, C-8b); 120,9 (CH,
C-8); 123,7 (C, C-3a); 124,5 (CH, C-6); 126,2 (CH, C-7); 127,7 (C, C-8a); 128,2 (C, C-
17); 129,1 (CH, C-2’, C-6’); 137,2 (C, C-3); 138,1 (C, C-1); 145,1 (C, C-4a); 163.,4 (C,
C-4°).

Anal. Calct. per C3H,sNO4S: C 67,13; H 6,12; N 3,40. Trobat: C 67,15; H 6,57; N
3,20.

f) Obtencio de 3-hexil-1-metil-NV-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole (26)
A partir de dues reaccions que contenen cadascuna 1,20 mmol del cru de la reaccid
anterior, 50 mL d’isopropanol, 0,5 mL d’aigua destil-lada, 1,0 g de resina acida

d’intercanvi i0nic 1 seguint les condicions generals exposades anteriorment, s’obtenen
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780 mg d’un solid blanc corresponent al di¢ 26 amb un rendiment global del 76% des

de la cetona 27 i es recuperen 150 mg de cetona 27 (19%).

Dades analitiques

Compost 26: 3-Hexil-1-metil-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole

Aspecte del producte: solid blanc

R¢= 0,70 (hexa/AcOEt 5:5)

p.f. : 92-94 °C (hexa/AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 1593 (C=C); 1256 (Ar-0); 1183 (Ar-S); 1169 (C-O).

RMN 'H (CDCL, 300 MHz) & (ppm) : 090 (t, J = 69 Hz 2H,
CH;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar); 1,21 — 1,45 (m, 6H, CH;CH,CH,H,CH,CH,-Ar,
CH;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar, CH;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar); 1,76 (q, J = 7,6 Hz, 2H,
CH;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar); 2,42 (s, 1H, CHs-Ar); 3,10 (t, J = 7,5 Hz, 2H,
CH;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar); 3,68 (s, 3H, CH3-0); 6,70 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-3", H-
5°); 7,15 (td, J, = 1,1 Hz, J, = 7,5 Hz, 1H, H-7); 7.25 (td, J, = 1,4 Hz, J, = 7,5 Hz, 1H,
H-6); 7,37 (dd, J; = 1,0 Hz, J, = 7,5 Hz, 1H, H-5); 7,55 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6");
8,02 (d, J=8,2 Hz, 1H, H-8).

RMN "C (CDCl;, 75,5 MHz) § (ppm): 13,5 (CH;, CH3;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar);
14,2 (CH;, CHs-Ar); 22,7 (CH,, CH3;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar); 27,0 (CH,, CH3CH,-
CH,CH,CH,-Ar); 28,9 (CH,, CH;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar); 29,2 (CH,, CH3;CH,CH>-
CH,CH,CH>-Ar); 31,8 (CH,, CH;CH,CH,CH,CH,CH,-Ar); 55,5 (CH3, CH3-0); 113,9
(CH, C-3°, C-5"); 116,8 (CH, C-5); 118,5 (C, C-8b); 121,0 (CH, C-8); 123,8 (C, C-3a);
124,6 (CH, C-6); 126,3 (CH, C-7); 1278 (C, C-8a); 128,4 (C, C-1°); 129,2 (CH, C-2°,
C-6"); 137,3 (C, C-3); 138,1 (C, C-1); 145,2 (C, C-4a); 163,5 (C, C-4).
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4.3. Altres rutes de sintesi de furo[3,4-b]indoles

4.3.1. Sintesi de I’indole-3-carboxilat de metil

0] Q
OH OCH;
N CH;l A\
N NaHCO; N
H DMF, t.a. H
124 125
C9H702N C10H9O2N
161,16 g/mol 175,19 g/mol

Reactius

NaHCO; 1,5 equivalents

CH;l 2 equivalents

Procediment

En un matras de 50 mL de capacitat es dissol 1’acid indole-3-carboxilic 124 (0,20 g;
1,24 mmols) amb 7 mL de DMF destil-lada. S’hi addicionen I’'NaHCO; (1,5 g; 17,8
mmol) i 2 equivalents de CHslI (1,5 mL; 24,1 mmol). La reaccid es deixa en agitacid a
temperatura ambient fins I’endema (15 hores aproximadament).

Per al control de la reaccid, es pren una mica del cru de la mateixa i es fa una petita
extraccio in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua i eter per separar la DMF.

Es pica la fase etéria en una placa de CCF (eluent: hexa/AcOEt 5:5, Re(125) = 0,52).

Final de reaccio

El cru de reaccid s’agita amb uns 20 mL d’aigua destil-lada, s’extreu tres vegades amb
30 mL d’¢éter etilic. S’ajunten les fases organiques i es renten cinc vegades amb uns 10
mL d’aigua per eliminar la DMF. Després s’assequen sobre Na,SQOy, es filtren i es

concentren evaporant el dissolvent al rotavapor.

Massa teorica: 0,22 g
Massa obtinguda: 0,18 g (1,03 mmol)
Conversio: 100%

Rendiment: 83%
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Repeticions de la reaccio
S’ha repetit la reaccié seguint el mateix procediment descrit anteriorment, a partir de
0,25 g d’acid indole-3-carboxilic, 0,33 g d’NaHCO; i 0,4 mL de CHsl i s’ha obtingut el

producte final amb un rendiment del 70%.

Dades analitiques

Compost 125

Els espectres d’H'-RMN i d’IR coincideixen amb les dades publicades en la literatura
per a aquest compost: M. G. Saulnier, G. W. Gribble J. Org. Chem. 1982, 47, 757-761.
R{(125) = 0,52 (hexa / AcOEt 5:5); 0,36 (hexa / AcOEt 7:3)

RMN "C (CDCl;, 50,3 MHz) § (ppm): 51,3 (CH3;-00C); 108,8 (C, C-3); 111,7 (CH,
C-7); 121,5 (CH, C-6); 122,1 (CH, C-5); 123,3 (CH, C-4); 125, 8 (C, C-3a); 131,2 (CH,
C-2); 136,2 (C, C-7a); 165,9 (C, C=0).

4.3.2. Sintesi d’ V-fenilsulfonilindoles 3-substituits (22a-b). Métode

general.
0,
OCH;
RCH,SO,CI OCH;
N NaH - \
N DMF, t.a. N
H |
125 0=5=0
175,19 g/mol
R
126.R=H
127. R = OCH;
Reactius
NaH (60%) 1,1 equivalents
RC¢H;5SO,Cl 1,2 equivalents

Procediment general

Dins un matras de 50 mL de capacitat, que contingui uns 20 mL de DMF destil-lada i
refredat en un bany extern d’aigua i1 gel (perque es produeix una reaccid exotérmica),
s’hi afegeix lentament I’NaH (0,045 g; 1,17 mmol). Seguidament, s’hi addiciona el
compost 125 (0,18 g; 1,06 mmol) 1, finalment, el reactiu RC¢H4SO,ClI (1,27 mmol). La
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reaccid es deixa en agitacid a temperatura ambient fins I’endema (15 hores
aproximadament).

Per al control de la reaccio, es pren una mica del cru de la mateixa i es fa una petita
extraccid in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua i eter etilic per separar la
DMF. Es pica la fase eteria en una placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5, Ry(125) =
0,52).

Final de reaccio

S’hi afegeixen 20 mL d’aigua 1 es manté en agitacidé durant 5 minuts. Llavors, es fan
tres extraccions amb 30 mL d’éter etilic. Les fases organiques es renten cinc vegades
amb 10 mL d’aigua, s’assequen sobre Na;SOy, es filtren 1 es concentren per evaporacio

del dissolvent al rotavapor.

a) Obtencio d’ N-(fenilsulfonil)indole-3-carboxilat de metil (126)
A partir de 0,45 g de I’éster 125 (2,57 mmol), 0,13 g d’NaH (3,34 mmol), 0,4 mL de
CsHsSO,Cl1 (3,08 mmol) 1 seguint les condicions generals exposades anteriorment,
s’obtenen 0,80 g (2,54 mmol) d’un solid blanc corresponent a 1’¢ster N-protegit 126

amb rendiment del 99%.

Dades analitiques

Compost 126
R¢(126) = 0,60 (hexa / AcOEt 5:5)
Els espectres d’H'-RMN i d’IR coincideixen amb les dades publicades en la literatura:

E. Wenkert, P. D. R. Moeller, S. R. Piettre J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 7188-7194.%%

b) Obtencio d’/V-(4-metoxifenilsulfonil)indole-3-carboxilat de metil (127)
A partir de 0,18 g de I’eéster 125 (1,06 mmol), 0,045 g d’NaH (1,17 mmol), 0,26 g de
CH3;0C¢H4SO,Cl (1,27 mmol) 1 seguint les condicions generals exposades
anteriorment, s’obtenen 0,36 g (1,04 mmol) d’un solid blanc corresponent a 1’¢ster N-

protegit 127 amb rendiment del 98%.

2 E Wenkert, P. D. R. Moeller, S. R. Piettre J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 7188-7194.
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Dades analitiques

Compost 127

R«(127) = 0,59 (hexa / AcOEt 5:5); 0,36 (hexa / AcOEt 7:3)

RMN 'H (CDClL;, 200 MHz) § (ppm) : 3,78 (s, 3H, CH;OC¢Hy); 3,92 (s, 3H,
COOCHj3); 6,89 (d, J=9,1 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 7,30 — 7,43 (m, 2H, H-5, H-6); 7,87 (d,
J=9.1 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7,93 — 8,00 (m, 1H, H-7); 8,07 — 8,19 (m, 1H, H-4); 8,28
(s, 1H, H-2).

RMN "“C (CDCL;, 50,3 MHz) § (ppm): 51,8 (CH;, COOCH;); 55,8 (CHs,
CH;0C¢H,); 113,3 (CH, C-7); 114,8 (CH, C-3°, C-5"); 122,0 (C, C-3); 122,2 (CH, C-6);
124,4 (CH, C-5); 125.4 (CH, C-4); 127,8 (C, C-3a); 128.8 (C, C-17); 129,5 (CH, C-2,
C-6"); 132,1 (CH, C-2); 134,8 (C, C-7a); 164,2 (C, C-4’); 164,3 (C, C=0).

4.3.3. Assajos d’alquilacio d’indole N-protegit
A) Metal‘lacio d’ N-metilindole

1) -BuLi / TMEDA
\ THF /-100 °C \ ol
2) COy (9)

N N
éH3 (les 0
130 60
CoHgN CioHoO,N
131,18 g/mol 175,19 g/mol

Reactius
t-BuLi (1,7 M en penta) 2 equivalents
TMEDA 2 equivalents
CO; (g) barboteig
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat i sotmes a una atmosfera
d’argd, s’hi transfereix el compost 130 (0,46 g; 3,51 mmol) dissolt en uns 2 mL de THF
destil-lat. Aquesta dissoluci6 es porta a —100°C mitjangant un bany d’éter etilic saturat
amb neu carbonica. S’hi addicionen la TMEDA (1,1 mL; 7,30 mmol) i el #-BuLi (4,0
mL; 6,80 mmol). Es manté la reaccid en agitacidé i a temperatura constant durant 2
hores. A continuacid, s’hi afegeix dioxid de carboni mitjangant un borbolleig constant

durant 1 h 30 min.
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Final de reaccio

El cru de reaccid s’hidrolitza amb 2 mL aprox. d’NH4Cl mantenint I’agitaci6é durant 15
minuts. El control de la reaccio es fa per CCF. S’evapora el THF al rotavapor i es fan
tres extraccions amb 10 mL d’¢ter etilic i unes gotes d’acetat d’etil. Les fases
organiques s’assequen sobre Na,SOy, es filtren 1 es concentren evaporant el dissolvent

al rotavapor.
Per RMN-'H es detecta com a producte majoritari ’acid N-metilindole-2-carboxilic

amb un 35% de conversid. Les dades analitiques coincideixen amb les dades del

producte comercial de Sigma-Aldrich.

B) Metal-lacio d’ V-(fenilsulfonil)indole

1) +-BuLi/ TMEDA
\ THF /-100 °C \ OH
2) CO, (8)

N B
0—t—0 o=s=o0 ©
72 20
CisHiiNO,S CisHiNO4S
257,31 g/mol 301,32 g/mol
Reactius
t-BuLi (1,7 M en penta) 2 equivalents
TMEDA 2 equivalents
CO; (g) borbolleig
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat i sotmeés a una atmosfera
d’argd, s’hi transfereix el compost 72 (0,30 g; 1,17 mmol) dissolt en uns 2 mL de THF
destil-lat. Aquesta dissolucid es porta a —100°C mitjangant un bany d’¢ter etilic saturat
amb neu carbonica. S’hi addicionen la TMEDA (0,4 mL; 2,65 mmol) i el -BuLi (1,4
mL; 2,38 mmol) i seguidament s’hi afegeix didoxid de carboni amb un barboteig

constant durant 6 h.
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Final de reaccio

El cru de reaccié s’hidrolitza amb 1 mL d’una solucié saturada d’NH4CI mantenint
’agitacié durant 15 minuts. El control de la reaccio es fa per CCF. S’evapora el THF al
rotavapor 1 es fan tres extraccions amb 10 mL d’eter etilic 1 unes gotes d’acetat d’etil.
Les fases organiques s’assequen sobre Na,SQOy, es filtren 1 es concentren evaporant el

dissolvent al rotavapor.

Per RMN-'H es detecta com a producte majoritari ’acid N-(fenilsulfonil)indole-2-

carboxilic amb un 87% de conversio.

Repeticions de la reaccio
S’ha repetit la reaccido emprant Fe;(CO)y com a reactiu enlloc de COx(g) 1, en un altre
intent, s’ha emprat HMDS enlloc de -BuLi com a base. Per0d en aquests dos intents

unicament s ha recuperat el producte de partida.

4.3.4. Preparacio d’ N-(4-metoxifenilsulfonil)indole-3-formaldehid

(@)
0 (0]
CH;0C¢H,SO,Cl H
N NaH - \
N DMF
A i
132 0=S=0
CyoH,ON
145,16 g/mol
OCH;
133
C16H1304NS
315,35 g/mol
Reactius
NaH (60%) 1,1 equivalents
(p-CH30)CsH5SO,C1 1,2 equivalents

Procediment general
Dins un matras de 50 mL de capacitat, que contingui el compost 132 (0,70 g; 4,84
mmol) dissolt en uns 7 mL de DMF destil-lada i refredat en un bany extern d’aigua i

gel, s’hi afegeix lentament I’NaH (0,23 g; 5,81 mmol). Passats uns 10 min, s’hi
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addicionen 1,25 g de CH3;0CsH4SO,Cl1 (6,06 mmol) dissolts en 2 mL de DMF. La
reaccid6 es deixa en agitaci0 a temperatura ambient fins ’endema (15 hores
aproximadament).

Per al control de la reaccid, es pren una mica del cru de la mateixa 1 es fa una petita
extraccid in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua i eter etilic per separar la
DMF. Es pica la fase eteria en una placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 2:8, R(PF) =
0,68; R(PP) = 0,48).

Final de reaccio

S’hi afegeixen 5 mL d’aigua i es manté en agitaci6é durant 5 minuts. Llavors, es fan tres
extraccions amb 20 mL d’¢ter etilic. Les fases organiques es renten cinc vegades amb
10 mL d’aigua, s’assequen sobre Na,SO,, es filtren i es concentren evaporant el

dissolvent al rotavapor.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm de silice i
2 cm de diametre). L’eluent inicial fou 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte d’interes

comenga a eluir al 20% d’acetat d’etil.

Aspecte del producte: solid blanc
Massa teorica: 1,53 g

Massa obtinguda: 0,95 g (3,00 mmols)
Rendiment: 62%

Recuperacié de producte de partida: 9%

Dades analitiques

Compost 133

Aspecte del producte: solid blanc

R¢= 0,68 (hexa/AcOEt 2:8)

Els espectres d’RMN-'H i d’IR coincideixen amb les dades publicades en la literatura:
J. Med. Chem. 2004, 47, 6270-6282."
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4.3.5. Intent d’oxidacié d’/N-(4-metoxifenilsulfonil)indole-3-

formaldehid a acid carboxilic

H;C  CH;
Q Q CH,
H (0]
Qg\ CuCl, -BuOOH - w
N ACN N
O=é=0 O=é=0
OCH; OCH;,4
133 134
Ci6H1304NS CyoH»,0sNS
315,35 g/mol 387,45 g/mol
Reactius
CuCl quantitat catalitica (5 mol%)
-BuOOH g 70% 1 eq
ACN SmL /100 mg
Procediment

S’ha seguit el métode descrit a Tetrahedron Lett. 2008, 49, 1083-1086."*

Dins un matras de 25 mL de capacitat, que contingui el compost 133 (0,10 g; 0,32
mmol) dissolt en uns 5 mL d’acetonitril, s’hi addicionen una punta d’espatula de CuCl i
0,04 mL d’una soluci6 aquosa de ~-BuOOH al 70% (0,30 mg ~-BuOOH; 0,33 mmol). La
mescla resultant pren un color marro i en uns 30 min ha virat a verd. La reacci6 es deixa
en agitacid a temperatura ambient durant 48 hores. Per al control de la reaccio, es

realitza una CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5, R{(PP) = 0,57).

Final de reaccio
S’evapora el dissolvent al rotavapor 1 el residu es dissol en uns 10 mL de diclorometa.
Es filtra la mescla 1 es renta tres vegades amb 5 mL d’HCI 1 N. La fase organica

s’asseca sobre Na,SOy, es filtra i es concentra evaporant el dissolvent al rotavapor.
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Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm de silice i
2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte d’interes

comenga a eluir al 20% d’acetat d’etil.

Rendiment: 36%

Dades analitiques

Compost 134

N-(4-Metoxifenilsulfonil)indole-3-carboxilat de zerc-butil

Aspecte del producte: solid blanc

R¢= 0,64 (hexa/AcOEt 5:5)

RMN 'H (acetona, 200 MHz) 3 (ppm) : 1,27 (s, 9H, C(CHs)3); 3,85 (s, 3H, CH3-0O);
7,02 — 7,09 (m, 2H, H-3’, H-5"); 7,28 — 7,34 (m, 2H, H-5, H-6); 8,01 — 8,19 (m, 4H, H-
4, H-7, H-2’, H-6’); 8,33 (s, 1H, H-2).

ESI(+)-EM (m/z): 369,7 (M-OH)".

4.3.6. Sintesi d’1H-indole-3-glioxilat de metil

OH OCH
Q Q 3
(@) O
A\ CH,I _ A\
N NaHCO3 N
H DMF, t.a. H
135 136
C10H703N C11H903N
189,17 g/mol 203,20 g/mol
Reactius
NaHCO; 1,5 equivalents
CH;l 2 equivalents
Procediment

En un matras de 50 mL de capacitat es dissol 1’acid indole-3-glioxilic 135 (0,50 g; 2,64
mmols) amb 10 mL de DMF destil-lada. S’hi addicionen I’'NaHCO; (0,34 g; 4,04 mmol)
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1 2 equivalents de CHs3l (0,3 mL; 4,8 mmol). La reaccido es deixa en agitacido a
temperatura ambient fins I’endema (15 hores aproximadament).

Per al control de la reaccio, es pren una mica del cru de la mateixa i es fa una petita
extraccid in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua 1 eter per separar la DMF.

Es pica la fase etéria en una placa de CCF (eluent: hexa/AcOEt 5:5; R{(136) = 0,40).

Final de reaccio

El cru de reaccid s’agita amb uns 20 mL d’aigua destil-lada, s’extreu tres vegades amb
30 mL d’¢eter etilic. S’ajunten les fases organiques 1 es renten cinc vegades amb uns 10
mL d’aigua per eliminar la DMF. Després s’assequen sobre Na,SOy, es filtren 1 es

concentren evaporant el dissolvent al rotavapor.

Aspecte del producte: solid blanc

Massa teorica: 0,54 g

Massa obtinguda: 0,53 g (2,61 mmol)

Conversié: 100%

Rendiment: 98%

Les dades analitiques coincideixen amb les del producte comercialment disponible a

Sigma-Aldrich.

4.3.7. Sintesi d’ N-(4-metoxifenilsulfonil)indole-3-glioxilat de metil

o, OCH; o -
O CH,0C4H,S0,Cl
\ NaH > \ 0
N DMF, t.a. N
136 0=$=0
C, HyO5N

203,20 g/mol

OCHj;4
137
CigH sO¢NS
373,39 g/mol
Reactius
NaH (60%) 1,3 equivalents
CH;0C4HsS0O,C1 1,3 equivalents
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Procediment

Dins un matras de 50 mL de capacitat, que contingui uns 20 mL de DMF destil-lada 1
refredat en un bany extern d’aigua i gel (perque es produeix una reaccid exotermica),
s’hi afegeix lentament I’NaH (78 mg; 1,95 mmol). Seguidament, s’hi addiciona el
compost 136 (0,33 g; 1,16 mmol) 1, finalment, el reactiu CH3CcH4SO,Cl1 (0,40 g; 1,94
mmol). La reaccid es deixa en agitacid a temperatura ambient fins I’endema (15 hores
aproximadament).

Per al control de la reaccid, es pren una mica del cru de la mateixa 1 es fa una petita
extraccid in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua i ¢ter etilic per separar la
DMEF. Es pica la fase eteria en una placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5, R{(137) =
0,58).

Final de reaccio

S’hi afegeixen 20 mL d’aigua i es manté en agitacido durant 5 minuts. Llavors, es fan
tres extraccions amb 30 mL d’¢ter etilic. Les fases organiques es renten cinc vegades
amb 10 mL d’aigua, s’assequen sobre Na,SOy, es filtren i es concentren per evaporacio

dels dissolvents al rotavapor.

4.3.8. Preparacio de 3-acetonitril-5-bromoindole (142)

Br
CN CN
\ NBS, AIBN cat. \
>
N CCly hy N
H ,
140 142
C 1 0H8N2 C 1 0H7N2BI'
156,19 g/mol 235,08 g/mol
Reactius
NBS 1,3 equivalents
AIBN quantitat catalitica
CCly q.s.

Procediment general
Dins un matras de 25 mL de capacitat, es dissolen 102 mg del producte de partida (0,65
mmol) en 10 mL de CCly. S’hi addicionen 146 mg d’NBS (0,82 mmol) i una punta

d’espatula d’AIBN. La reaccio es deixa en agitacid sota una lampada de tungste de 100
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W?* fins I’endema; tot el sistema es cobreix amb paper d’alumini. La mescla pren un
color vermellds durant la reacci6.
Per al control de la reaccid, es pren una aliquota del cru de la mateixa i s’analitza en una

placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5; R{140) = 0,45; R{142) = 0,60).

Final de reaccio
Es dilueix el cru de reaccio amb 10 mL més de CH,Cl, i es renta la fase organica tres
vegades amb 5 mL d’una solucid aquosa saturada d’NaHCOs. S’asseca la fase organica

sobre Na,SQy, es filtra 1 es concentra per evaporacid del dissolvent al rotavapor.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna d’alimina (10 cm d’alimina i 2
cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte d’interes

comenga a eluir amb el 25% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 40 mg
Massa teorica: 154 mg
Rendiment: 26%

Recuperacié de producte de partida: 16%

Dades analitiques

Compost 142: 3-acetonitril-5-bromoindole

R¢(142) = 0,60 (hexa / AcOEt 5:5)

Aspecte del producte: solid blanc

p.f.: 107 —-109 °C

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm) : 3,78 (s, 2H, Ar-CH,-CN); 7,17 — 7,33 (m, 3H,
H-2, H-6, H-7); 7,59 — 7,64 (m, 1H, H-4); 8,38 (ba, 1H, NH).

* S’aconsegueix amb la llum potent que s’escalfa el dissolvent fins a la temperatura de reflux.
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4.3.9. Preparacio de 3-acetonitril-/V-(4-metoxifenilsulfonil)indole (141)

CN CN
Q_y NaH, DMF o Q_g\

E (p-CH30)CgH4SO,Cl TI\I
0=S=0
140
CioHgN,
156,19 g/mol
OCH;
141
C10H8N203S
326,37 g/mol
Reactius
NaH (60%) 1,1 equivalents
CH;0C4HsSO,C1 1,2 equivalents
DMF 10 mL / 1 g producte
Procediment

Dins un matras de 25 mL de capacitat, es pesen 87 mg d’NaH (2,18 mmol), es renta
amb hexa, es decanta el dissolvent i s’asseca al buit. Seguidament, s’hi addicionen 3 mL
de DMF destil-lada 1 312 mg de producte de partida 140 (2,00 mmol), s’agita a
temperatura ambient durant uns 30 min fins a la completa dissolucio dels reactius (amb
I’ajut de sonicacio si €s necessari). Llavors, es refreda amb un bany extern d’aigua i gel
1 s’hi afegeixen lentament 497 mg de reactiu CH;0CsH4SO,Cl (2,41 mmol) diluits en 2
mL de DMF. La reaccio es deixa en agitacio a temperatura ambient fins I’endema.

Per al control de la reaccio, es pren una aliquota del cru de la mateixa i es fa una petita
extraccio in situ dins un tub d’assaig amb unes gotes d’aigua i AcOEt per separar la
DMF. S’analitza la fase organica en una placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5;
R«(PP) = 0,45; R{PF) = 0,39).

Final de reaccio

S’hi afegeixen 5 mL d’aigua i es manté en agitacié durant 5 minuts per desactivar les
restes d’NaH. Llavors, es dilueix el cru de reaccio amb 20 mL d’AcOEt i es renta la fase
organica cinc vegades amb 5 mL d’aigua. S’asseca la fase organica sobre Na;SQOy, es

filtra 1 es concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.
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Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (15 cm de silice i
2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte d’interes

comenca a eluir amb el 30% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 90 mg
Massa teorica: 651 mg

Rendiment: 14%>*

Repeticions de la reaccio
S’ha intentat aquesta reaccié emprant d’altres bases i dissolvents: KOH en DMF, KOH i
KI en DMF, KOH en DMSO, piridina o Et;N en CH,Cl,. En cap d’aquests casos la

reaccio ha estat satisfactoria.

Dades analitiques

Compost 141: 3-acetonitril-N-(4-metoxifenilsulfonil)indole

R¢(141) = 0,39 (hexa / AcOEt 5:5)

Aspecte del producte: solid blanc

RMN 'H (CDCl, 200 MHz) § (ppm) : 3,82 (s, 3H, CH3-OC4H,); 3,93 (s, 2H, Ar-CH,-
CN); 6,95 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-3’, H-5’); 7,31 — 7,51 (m, 2H, H-5, H-6); 7,90 (d, J =
9,0 Hz, 2H, H-2’, H-6); 7,95 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-7); 8,06 (d, J = 7,4 Hz, 1H, H-4);
8,35 (s, 1H, H-2).

246 . . N . . .
El baix rendiment es deu a la preséncia d’una barreja complexa de productes secundaris.
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4.3.10. Preparacio de 3-acetonitril-V-(trifluoroacetil)indole (143)

CN CN
Qg\ (CF5CO),0 _ Qg\
N

EtzN, CH,Cl, N
i A
140 F;C (6]
CioHgN, 143
156,19 g/mol C]2H7N20F3
252,20 g/mol
Reactius
Et;N 1,3 equivalents
Anhidrid trifluoroacétic 1,4 equivalents
CH,Cl, 20 mL / 1 g producte
Procediment

Dins un matras de 25 mL de capacitat préviament flamejat i sota atmosfera inert d’argo,
es dilueixen 0,50 g del producte de partida (3,20 mmol) en 10 mL de diclorometa
destil-lat. Seguidament, es refreda amb un bany extern de gel 1 aigua i1 s’hi addicionen
0,6 mL de trietilamina (4,29 mmol) i 0,64 mL d’anhidrid triofluoroacétic (4,53 mmol).
La reacci6 es deixa en agitacio a temperatura ambient fins I’endema.

Per al control de la reaccio, es pren una aliquota del cru de la mateixa i s’analitza en una

placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5; R{PP) = 0,45; R{PF) = 0,64).

Final de reaccio
Es dilueix el cru de reaccié amb 10 mL més de CH,Cl, 1 es renta la fase organica tres
vegades amb 5 mL d’aigua. S’asseca la fase organica sobre Na,SOs, es filtra i es

concentra per evaporacio6 del dissolvent al rotavapor.

Purificacio

Per tal de poder-lo caracteritzar, el producte s’ha pogut aillar per cromatografia de
columna de gel de silice (6 cm de silice 1 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100%
hexa, després es va augmentant la polaritat progressivament amb un percentatge
creixent d’acetat d’etil. El producte d’interés comenca a eluir amb el 10% d’acetat
d’etil. De tota manera, no €s recomanable purificar-lo degut a la poca estabilitat del grup

N-protector.
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Massa obtinguda: 12 mg
Massa teorica: 807 mg
Rendiment: 2%

Recuperacié de producte de partida: 74%*

Repeticions de la reaccio
S’ha intentat aquesta reaccié emprant d’altres bases 1 dissolvents. Les condicions i
rendiments (sense posterior purificacid per cromatografia de columna) s’indiquen en la

taula segiient:

Entrada | Base | Dissolvent | Rendiment
1 Et:N | CH,CI, 91%
2 Et;N CHCl, 81%
3 DBU CHCl; 26%
4 NaH DMF 85%

Dades analitiques

Compost 143: 3-acetonitril-N-(trifluoroacetil)indole

R(143) = 0,64 (hexa / AcOEt 5:5)

Aspecte del producte: solid blanc

p.f.: 67-69 °C (AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 2256 (C=N); 1718 (C=0); 1459 (C=C); 1190 (CF5); 1146 (CF5).
RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) § (ppm) : 3,82 (d, J = 1,3 Hz, 2H, Ar-CH,-CN); 7,42 —
7,62 (m, 4H, H-2, H-5, H-6, H-7); 8,46 (d, 1H, J= 7,1 Hz, H-4).

Degut a la poca estabilitat del compost, no s’ha pogut obtenir I’espectre d’RMN-">C.

7 Es recupera gran quantitat de producte de partida degut a la ruptura del grup protector durant el procés
de purificacid, pero la conversié de la reaccié és major.
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4. Part experimental

4.3.11. Preparacio de 3-acetonitril-V-(trifluometansulfonil)indole (147)

CN CN
N

H NaH, CH2C12 II\I
o= § =0
140 CF;
CioHsN,
156,19 g/mol 147

C11H7N202SF3
288,25 g/mol

Reactius

NaH (60% en oli mineral) 1,1 equivalents

Anhidrid trifluorometansulfonic 1,2 equivalents

CH,Cl, destil-lat 20 mL / 1 g producte

Procediment

Dins un matras de 25 mL de capacitat, es pesen 145 mg d’NaH (3,63 mmol), es renta
amb hexa, es decanta el dissolvent i s’asseca al buit. Seguidament, s’hi addicionen 3 mL
de DMF destil-lada 1 513 mg de producte de partida 140 (3,28 mmol), s’agita a
temperatura ambient durant uns 30 min fins a la completa dissolucid dels reactius (amb
I’ajut de sonicacio si €s necessari). Llavors, es refreda amb un bany extern d’aigua i gel
1 s’hi afegeixen lentament 0,7 mL de (CF5S0O;),0 (4,14 mmol). La reacci6 es deixa en
agitacio a temperatura ambient fins I’endema.

Per al control de la reaccid, es pren una aliquota del cru de la mateixa i s’analitza en una

placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 7:3; R{PP) = 0,19; R{PF) = 0,36).

Final de reaccio
Es dilueix el cru de reaccio amb 10 mL més de CH,Cl, i es renta la fase organica tres
vegades amb 5 mL d’aigua. S’asseca la fase organica sobre Na,SOs, es filtra i es

concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.

Purificacio

Tot i que el producte s’ha pogut aillar per cromatografia en columna de gel de silice (6
cm de silice 1 2 cm de diametre), és preferible no purificar-lo degut a la poca estabilitat
del grup N-protector. L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la
polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte

d’interés comenga a eluir amb el 10% d’acetat d’etil.
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Massa obtinguda: 227 mg
Massa teorica: 947 mg
Rendiment: 24%>*

Recuperacié de producte de partida: 59%

Repeticions de la reaccio
S’ha intentat aquesta reaccié emprant d’altres bases 1 dissolvents. Les condicions i

rendiments s’indiquen en la taula segiient:

Entrada | Base | Dissolvent Resultat
1 Et;N CH,Cl, Només PP
2 NaH ACN Aparicid de productes secundaris
3 NaH DMF Només PP

Dades analitiques

Compost 147: 3-acetonitril-N-(trifluoroacetil)indole

R{(147) = 0,36 (hexa / AcOEt 7:3)

Aspecte del producte: solid blanc

p.f.: 76-78 °C (AcOEt)

IR (ATR) v em™ : 2161 (C=N); 1455 (C=C); 1399 (S=0); 1208 (CF3); 1149 (CF3).
RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 3,82 i 3,83 (s, 2H, Ar-CH,-CN); 7,40 — 7,56
(m, 3H, H-2, H-5, H-6); 7,59 — 7,67 (m, 1H, H-7); 7,94 (dd, J; = 6,6 Hz, J, = 2,3 Hz,
1H, H-4).

RMN “C (CDCl, 50,3 MHz) § (ppm): 14,7 (CH,, Ar-CH,-CN); 114,3 (CH, C-7);
114,6 (C, CN); 116,1 (C, C-3); 1194 (CH, C-2); 119,6 (C, d, J = 323,4 Hz, CF3); 124,4
(CH, C-6); 125,4 (CH, C-5); 127,0 (CH, C-4); 128,9 (C, C-3a); 135,8 (C, C-7a).

%8 E] baix rendiment es deu a la ruptura en bona part del grup protector durant el procés de purificacid,
pero la conversid és major.
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4.3.12. Preparacio de 3-(a-bromoacetonitril)-/V-

(trifluometansulfonil)indole (146)

CN CN
Q—§ NBS, AIBN cat. |
S
N

/IL CCly, hv L

143 146
C12H7N20F3 C12H6N20F3Br
252,20 g/mol 331,10 g/mol
Reactius
NBS 1,3 equivalents
AIBN quantitat catalitica
CCly q.s.

Procediment general

Dins un matras de 25 mL de capacitat, es dissolen 280 mg del producte de partida (1,11
mmol) en 15 mL de CCly. S’hi addicionen 234 mg d’NBS (1,31 mmol) i una punta
d’espatula d’AIBN. La reaccid es deixa en agitacid sota una lampada de tungsté de 100
W fins (s’aconsegueix amb la llum potent que s’escalfi la reaccid fins a la temperatura
de reflux).

Per al control de la reaccio, es pren una aliquota del cru de la mateixa i s’analitza en una

placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 5:5; R{PP) = 0,64; R{PF) = 0,36).

Final de reaccio
Es dilueix el cru de reaccié amb 10 mL més de CH,Cl, 1 es renta la fase organica tres
vegades amb 5 mL d’una solucid aquosa saturada d’NaHCOs. S’asseca la fase organica

sobre Na,SQy, es filtra i es concentra per evaporaci6 del dissolvent al rotavapor.

Purificacio

Tot 1 que el producte s’ha pogut aillar per cromatografia de columna d’alimina (10 cm
d’alimina 1 2 cm de diametre), és preferible no purificar-lo degut a la poca estabilitat
del grup N-protector. L’eluent inicial €s 100% hexa, després es va augmentant la
polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte

d’interés comenga a eluir amb el 40% d’acetat d’etil.
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Massa obtinguda: 18 mg
Massa teorica: 368 mg
Rendiment: 5%

Recuperacié de producte de partida: 59%

Dades analitiques

Compost 146: 3-(a-bromoacetonitril)-N-(trifluoroacetil)indole

R(146) = 0,36 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) § (ppm) : 6,30 (s, 1H, -CHBr-CN); 6,89 (d, J = 8,0 Hz,
1H, H-7); 7,06 — 7,18 (m, 1H, H-5); 7,32 — 7,46 (m, 2H, H-2, H-6); 8,07 (d, J = 7,3 Hz,
1H, H-4).

4.3.13. Preparacio de 3-(a-bromoacetonitril)-/V-

(trifluometansulfonil)indole (148)

Br
CN CN
\ NBS, AIBN cat. \
>
N CCly, hv N
0=8=0 0=8=0
CF; CF3
147 148
C1,H/N,0,SF; C11HeN,O,SF;Br
288,25 g/mol 367,15 g/mol
Reactius
NBS 1,3 equivalents
AIBN quantitat catalitica
CCly q.s.

Procediment general

Dins un matras de 25 mL de capacitat, es dissolen 129 mg del producte de partida (0,45
mmol) en 10 mL de CCly. S’hi addicionen 109 mg d’NBS (0,61 mmol) i una punta
d’espatula d’AIBN. La reaccio es deixa en agitacid sota una lampada de tungste de 100
W fins ’endema (s’aconsegueix amb la llum potent que s’escalfi la reaccio fins a la
temperatura de reflux).

Per al control de la reaccid, es pren una aliquota del cru de la mateixa i s’analitza en una

placa de CCF (eluent: hexa / AcOEt 7:3; R{PP) = 0,36; R{PF) = 0,44).
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Final de reaccio
Es dilueix el cru de reaccio amb 10 mL més de CH,Cl, i es renta la fase organica tres
vegades amb 5 mL d’una solucid aquosa saturada d’NaHCOs. S’asseca la fase organica

sobre Na,SQy, es filtra 1 es concentra per evaporacid del dissolvent al rotavapor.

Purificacio

Tot 1 que el producte s’ha pogut aillar per cromatografia en columna de gel de silice (10
cm de silice 1 2 cm de diametre), és preferible no purificar-lo degut a la poca estabilitat
del grup N-protector. L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la
polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte

d’interés comenga a eluir amb el 5% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 102 mg

Massa teorica: 165 mg

Rendiment: 62%

Recuperacié de producte de partida: 29%

Dades analitiques

Compost 148: 3-(a-bromoacetonitril)-N-(trifluorometansulfonil)indole

R¢(148) = 0,44 (hexa / AcOEt 7:3)

IR (ATR) v em™ : 2161 (C=N); 1450 (C=C); 1422 (S=0); 1206 (CF3); 1154 (CF5).
RMN 'H (CDCl, 300 MHz) § (ppm) : 5,72 (s, 1H, Ar-CHBr-CN); 7,45 — 7,64 (m,
2H, H-5, H-6); 7,72 (s, 1H, H-2); 7,81 — 7,84 (m, 1H, H-7); 7,93 — 7,96 (m, 1H, H-4).
RMN "*C (CDCl, 75,5 MHz) § (ppm): 18,5 (CH,, Ar-CHBr-CN); 114,4 (CH, C-7);
115,0 (C, CN); 118,0 (C, C-3); 119,5 (C, d, J = 323,64 Hz, CF3); 120,4 (CH, C-2);
125,3 (CH, C-6); 125,7 (CH, C-5); 126,9 (C, C-3a); 127,5 (CH, C-4); 136,1 (C, C-7a).
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4.3.14. Intent d’alquilacio de 3-acetonitril-/V-(trifluoacetil)indole

CH;
HO
CN 1)1,4eq LDA 2 h CN CN
THF, -78 °C
\ > \ CH; *+ \
N 2) CH;CHO N N
/K H OH H
F;¢” 0
143 144 (24%) 145 (7%)
C12H7N20F3 CIZHIZNZO CIZHIZNZO
252,20 g/mol 200,24 g/mol 200,24 g/mol

Reactius

LDA 2 M) 1,4 equivalents
THF q.s.

CH;CHO 5 — 10 equivalents
Procediment

En un matras de 2 boques de 25 mL de capacitat flamejat, sota atmosfera d’arg6 i
refredat amb un bany extern d’acetona saturada amb neu carbonica, s’hi transfereixen
200 mg de producte de partida 143 (0,79 mmol) dissolts en 5 mL THF destil-lat.
Seguidament, s’hi addicionen 0,6 mL d’LDA (1,08 mmol). La reaccié es manté a baixa
temperatura i en agitacid constant durant 2 hores.

Passat aquest temps, es continua amb I’addicié de 0,8 mL d’acetaldehid (5,6 mmol).
Després de 3 h de reaccio, es retira el bany extern i es deixa en agitacio a temperatura

ambient durant 1 h.

Final de reaccio

El cru de reaccid s’hidrolitza amb 1 mL d’una solucié aquosa saturada d’NH4Cl,
mantenint I’agitacio durant 5 minuts més. El control de la reaccio es fa per CCF
(eluent: hexa / d’acetat d’etil 5:5; Ry(143) = 0,64; Ry(144) = 0,51; R{(145) = 0,29). El
cru de reaccid es dilueix amb uns 15 mL de diclorometa, es renta la fase organica tres
vegades amb 5 mL d’una soluci6 saturada d’NaCl,g), s’asseca sobre Na,SOy, es filtra i

es concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.
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Purificacio

El producte s’ha intentat purificar per cromatografia de columna d’alimina (7 cm de
silice 1 2 cm de diametre), perd no s’ha separat prou bé els productes, aixi que s’ha
tornat a purificar per cromatografia en columna de gel de silicagel flash. L’eluent inicial
¢s 100% hexa, després es va augmentant la polaritat progressivament amb un
percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte 144 elueix al 30% d’acetat d’etil 1 el

145, al 40%.

Massa obtinguda: 181 mg (144) + 38 mg (145)

Massa teorica: 750 mg

Rendiment: 24% (144) + 7% (145)

Recuperacié de producte de partida N-desprotegit (140): 40%

Dades analitiques

Compost 144

R{(144) = 0,51 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 1,38 (d, J = 6,3 Hz, 3H, -CHOHCHS); 3,91 (d,
J=0,7 Hz, 2H, Ar-CH,-CN); 4,31 (q, J = 5,7 Hz, 1H, -CHOHCH3); 7,23 — 7,43 (m, 3H,
H-2, H-5, H-6); 7,47 — 7,55 (m, 1H, H-7); 7,68 — 7,76 (m, 1H, H-4); 8,92 (ba, 1H, NH).

Compost 145

R((145) = 0,29 (hexa / AcOEt 5:5)

RMN 'H (CDCls, 200 MHz) § (ppm) : 1,38 (d, J = 6,2 Hz, 3H, -CHOHCHj); 4,11 (dt,
J; =47 Hz, J,=0,7 Hz, 1H, -CHCN); 4,23 (qt, J = 6,2 Hz, 1H, -CHOHCHj3); 7,07 —
7,32 (m, 3H, H-2, H-5, H-6); 7,39 (d, J= 7,3 Hz, 1H, H-7); 7,60 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-
4); 8,62 (ba, 1H, NH).

RMN "C (CDCls, 50,3 MHz) § (ppm): 21,0 (CH, CHCH:); 38,4 (CH, CHCN); 68,5
(CH, CHCH3); 107,5 (C, C-3); 111,9 (CH, C-7); 118,4 (CH, C-2); 119,3 (C, CN); 120,4
(CH, C-6); 122,9 (CH, C-5); 124,0 (CH, C-4); 125,4 (C, C-3a); 136,4 (C, C-7a).
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4.3.15. Assajos de preparacio de 3-(a-oxoacetonitril)indole (149)

Assaig 1
) HO
OH CN
\ 1) SOCI,, tolue, A \
>
N N
0 2) KCN, NEt; DMF, t.a. H
124 150
C9H7N02 CIOHSONZ
161,16 g/mol 172,18 g/mol
Reactius
SOCl, 5 — 7 equivalents
Tolue g.s.
KCN 2,5 equivalents
NEt; 10 mL/g producte
DMF q.s.
Procediment

En un matras de 25 mL de capacitat proveit d’un refrigerant, es dissol el compost 124
(0,50 g; 3,10 mmol) en 10 mL de tolu¢. S’hi addiciona el clorur de tionil (1,4 mL; 19
mmol), s’escalfa la reaccid a la temperatura de reflux del tolu¢ i es sotmet a agitacid
constant durant 2 hores.

No es procedeix a I’aillament del clorur d’acil perque és inestable; s’evapora el tolu¢ al
rotavapor, el residu es dissol en DMF (10 mL) i es refreda mitjangant un bany extern
d’aigua-gel. Seguidament, s’hi addicionen trietilamina (5 mL) per neutralitzar restes de
clorur de tionil** i KCN (0,50 g; 7,7 mmol). La reaccié s’agita a temperatura ambient
durant 15 hores. La reaccid es controla per CCF (eluent: hexa/AcOEt 2:8, R(PP) =
0,45; R(150) = 0,53).

Final de reaccio

Es dilueix el cru de reacci6 amb 10 mL d’una solucié aquosa saturada d’Na,COs; 1
s’extreu tres vegades amb 15 mL d’¢ter etilic. Es renta la fase organica 5 vegades amb
10 mL d’aigua destil-lada per extreure la DMF i la fase organica s’asseca sobre Na;SOs,

es filtra i es concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.

1 a trietilamina dona caracter basic a la mescla, evitant la formaci6 d’acid cianhidric.

294



4. Part experimental

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia en columna de gel de silice (10 cm de silica i
2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte 17 comenga a

eluir amb el 10% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 462 mg
Rendiment: 86%

Dades analitiques

Compost 150: 3-(a-hidroxiacetonitril)indole

R{(150) = 0,53 (hexa/AcOEt 2:8)

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) § (ppm) : 6,53 (s, 1H, -CHOH-CN); 7,05 — 7,23 (m, 3H,
H-2, H-5, H-6); 7,32 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-7); 7,64 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-4), 7,96 (ba,
1H, NH).

RMN "*C (CDCl, 75,5 MHz) § (ppm): 102,4 (CH, Ar-CHOH-CN); 111,2 (CH, C-7);
119,7 (CH, C-2); 120,7 (CH, C-6); 121,9 (CH, C-5); 124,3 (CH, C-4); 125,9 (C, CN);
127,1 (C, C-3); 127,9 (C, C-3a); 135,9 (C, C-7a).

Aquest producte només consta en una patent japonesa: Jpn. Kokai Tokkyo Koho 1988.
Manufacture of carbonyl compounds by oxidation of hydroxyl compounds in the

presence of aryltellurinic acid anhydrides.*°

0 F. Ogura, T. Otsubo, Y. Aso, N. KO. Jpn. Kokai Tokkyo Koho 1988. JP63079848.
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4. Part experimental

Assaig 2

0) 0] HO

OH CN CN
1) SOCl,, tolug, A

\ » \ + \

N 2) KCN, NEt; DMF, t.a. N N
H H H
124 149 150
CoH;NO, C10H¢ON, CoHsON,
161,16 g/mol 170,17 g/mol 172,18 g/mol

Reactius

SOCl, 5 — 7 equivalents

Tolue gs.

KCN 1,2 equivalents

NEt; 10 mL/g producte

DMF q.s.

Procediment

En un matras de 25 mL de capacitat proveit d’un refrigerant, es dissol el compost 16
(0,20 g; 1,24 mmol) amb 10 mL de tolue. S’hi addiciona el clorur de tionil (0,5 mL;
6,89 mmol), s’escalfa la reaccid a la temperatura de reflux del tolu¢ i es sotmet a
agitacio constant durant 4 hores.

No es procedeix a I’aillament del clorur d’acil perque és inestable; s’evapora el tolu¢ al
rotavapor, el residu es dissol en DMF (10 mL) i s’hi addicionen trietilamina (3 mL) per
neutralitzar restes de clorur de tionil 1 KCN (0,16 g; 2,5 mmol). La reaccié s’agita a
temperatura ambient durant 15 hores. La reaccid es controla per CCF (eluent:

hexa/AcOEt 2:8, R(PP) = 0,45; R(150) = 0,53; R(149) = 0,68).

Final de reaccio

Es dilueix el cru de reaccié amb 10 mL d’una solucié aquosa saturada d’Na,CO; i
s’extreu tres vegades amb 15 mL d’¢ter etilic. Es renta la fase organica 5 vegades amb
10 mL d’aigua destil-lada per extreure la DMF 1 la fase organica s’asseca sobre Na,;SOy,

es filtra i es concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.
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Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm de silica i
2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte secundari 150
elueix al 10% d’acetat d’etil, mentre que el producte esperat 149 comenca a eluir amb el
30% d’acetat d’etil.

Rendiment: 4% (149) + 73% (150)

Dades analitiques

Compost 149: 3-(a-oxoacetonitril)indole

R«{(149) = 0,47 (AcOE)

IE(+)-EM (m/z): 170,0 (M").

IR (ATR) v em™ : 2161 (C=N); 1686 (C=0); 1448 (C=C).

RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) & (ppm) : 7,27 — 7,37 (m, 2H, H-5, H-6); 7,48 (dd, J; =
6,5 Hz, J, = 2,0 Hz, 1H, H-7); 7,73 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-2); 7,78 (dd, J; = 6,3 Hz, J, =
2,2 Hz, 1H, H-4); 8,81 (ba, 1H, NH).

Les dades analitiques coincideixen amb les dades publicades en la literatura per a aquest

compost: Tetrahedron 1984, 40, 681-682.%>!

Assaig 3
HO (0]
CN CN
\ DDQ, CH2C]2 \
'

N N

H H

150 149
C10H80N2 C10H6ON2

172,18 g/mol

170,17 g/mol

Reactius

DDQ 2 equivalents
CH2C12 q.S.
Procediment

En un matras de 25 mL de capacitat proveit d’un refrigerant, es dissol el compost 150

(84 mg; 0,49 mmol) amb 10 mL de diclorometa. S’hi addicionen 110 mg de DDQ (0,49

11, T. Hogan, M. Sainsbury. Tetrahedron 1984, 40, 681-682.
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mmol) 1 la reacci6 s’agita a temperatura ambient durant 15 hores. La reaccid es controla

per CCF (eluent: hexa/AcOEt 2:8).

Final de reaccio

Es dilueix el cru de reacci6 amb 10 mL d’una solucié aquosa saturada d’Na,COs; 1
s’extreu tres vegades amb 15 mL d’¢ter etilic. Es renta la fase organica 5 vegades amb
10 mL d’aigua destil-lada per extreure la DMF 1 la fase organica s’asseca sobre Na;SOs,

es filtra 1 es concentra per evaporacio del dissolvent al rotavapor.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (12 cm de silica i
2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte 15 comenga a

eluir amb el 30% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 8§ mg
Massa esperada: 83 mg

Rendiment: 10%

4.3.16. Ruta alternativa per a la preparacio de 3-(a-
oxoacetonitril)indole (151) en dues etapes

Etapa 1 — Formacio de 2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamida

O  oH A NH
\ (0] urea \ O
>
N imidazole N
H dissolvent H
135 MW (300 W) 151
C,oH/NO; C1oHzO5N,
189,17 g/mol 188,18 g/mol
Reactius
urea 2 equivalents
imidazole 1 equivalent
dissolvent 5-15mL
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Procediment general
S’ha seguit el procediment descrit a Tetrahedron Lett. 2003, 44, 7325-7328,252 emprant

1,4-dioxa o DMSO com a dissolvents.

Entrada | Dissolvent | Temps | Producte de partida | Rendiment
1 Dioxa 5 min 50 mg -
2 DMSO 7 min 50 mg 51%
3 DMSO 10 min 200 mg 49%

Dades analitiques

Compost 151: 2-(1H-indol-3-1l)-2-oxoacetamida

Ry«(151) = 0,50 (hexa/AcOEt 3:7)

RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) & (ppm) : 5,19 (s, 2H, CONH,); 7,30 — 7,40 (m, 2H, H-5,
H-6); 7,43 — 7,50 (m, 1H, H-7); 7,85 (s, 1H, H-2); 8,27 — 8,36 (m, 1H, H-4), 10,02 (s,
1H, NH).

Les dades analitiques coincideixen amb les dades publicades en la literatura per a aquest

compost: Marine Drugs 2007, 5, 31-39.%

Etapa 2 — Deshidratacio

NH,

O
@) Il O I
NH, H3COﬁ_OH OH 0=S=0
O
Vo © (APTS) . "
N N
H H

Tamis 4 A, tolue¢, Dean-Stark, A

CH;
151 135 152
CioHgO2N, CioH7NO;5 C-H.O.NS
188,18 g/mol 189,17 g/mol 7OV
171,22 g/mol
Reactius
APTS quantitat catalitica
Tamis molecular de 4 A q.s.
Tolue q.s.

22 A, Khalafi-Nezhad, B. Mokhtari, M. N. S. Rad. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 7325-7328.
3 B. Bao, P. Zhang, Y. Lee, J. Hong, C.-O. Lee, J. H. Jung. Marine Drugs 2007, 5, 31-39.
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Procediment general

En un matras de 25 mL de capacitat, proveit d’un refrigerant i d’un dispositiu Dean-
Stark, es dissol el compost 151 (200 mg; 1,06 mmol) amb 15 mL de tolu¢. S’hi
addicionen una punta d’espatula d’APTS 1 tamis molecular. Com que per CCF no
s’observa la formacié de cap producte nou, s’addiciona APTS varies vegades. La

reaccio s’agita a la temperatura indicada a la taula durant 15 hores.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia de columna de gel de silice (10 cm de silica i
2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% hexa, després es va augmentant la polaritat
progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte 19 elueix al

20% d’acetat d’etil.

Massa obtinguda: 63 mg
Rendiment: 70%

Dades analitiques

Compost 152: p-toluensulfonamida

R¢(152) = 0,50 (hexa/AcOEt 3:7)

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 2,37 (s, 3H, Ar-CH3); 7,27 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
H-3, H-5); 7,80 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-2, H-6).

RMN "“C (CDCl;, 75,5 MHz) § (ppm): 21,6 (CHs, Ar-CHs); 127,6 (CH, C-2, C-6);
129,9 (CH, C-3, C-5); 139,1 (C, C-1); 144,0 (C, C-4).

Les dades analitiques coincideixen amb les dades del producte comercialment

disponible a Sigma-Aldrich.
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4.4. Sintesi en fase solida

4.4.1. Acoblament de I’acid 4-fluoro-3-nitrobenzoic a la resina Wang

. Q-
GOH N . DCC 2,5 eq .
o) DMAP cat. 3

Reactius

Resina Wang (0,6 — 1,0 mmol/g) 1,0g

Acid 4-fluoro-3-nitrobenzoic 2 equivalents

DCC 2,5 equivalents
DMAP quantitat catalitica
CH,Cl, 10 — 15 mL/g resina
Procediment

En un matras o embut de fase solida que contingui 1,01 g de resina Wang, s’hi
afegeixen 384 mg d’acid 4-fluoro-3-nitrobenzoic (2,07 mmol), 567 mg de DCC (2,75
mmol), una punta d’espatula de DMAP i 10 — 15 mL de diclorometa. La mescla s’agita

mitjancant un borbolleig d’argo6 a temperatura ambient fins I’endema (unes 18 hores).

Final de reaccio
La mescla es filtra al buit i la resina es renta per duplicat 1 successivament amb 25 mL

de DMF en calent, isopropanol, DMF en calent, diclorometa i isopropanol.

Control de la reaccio
Després de 4 hores d’assecar la resina a 70 °C 1 sota un corrent de nitrogen gas, es pesa

la resina i es calcula la carrega.
Massa de resina carregada: 1,16 g

Massa de producte acoblat: 1,16 - 1,01 =0,15 g

Carrega de la resina: 0,9 mmol/g resina
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4.4.2. Sintesi en fase solida de I’acid 4-(1-acetil-2-oxopropil)-2-

nitrobenzoic (154)

O O
H;C
o :\< DBU
(¢} CH
NO, DMF No, &
CF;COOH
CH,Cl,
H;C
HO 0]
0] CH;
NO, O
154
Reactius CioHy1O6N
265,21 g/mol
Acetilacetona 10 equivalents
DBU 10% v/v
DMF 10 mL/g resina
Procediment

En un matras o embut de fase solida que conté 1,16 g de resina unida al producte de
partida (0,90 mmol de producte), s’hi afegeixen 10 mL d’una mescla de DBU al 10% en
DMF i un excés d’acetilacetona (1 mL; 9,74 mmol). La mescla s’agita mitjangant un

borbolleig d’argd a temperatura ambient fins I’endema (unes 18 hores).

Final de reaccio
La mescla es filtra al buit i la resina es renta per duplicat i successivament amb 25 mL

de DMF, diclorometa i metanol.

Escissio de la resina i control de la reaccio

Per al control de la reaccid, es pren una petita mostra de la resina (24,1 mg) i
s’escindeix el producte per tractament amb 2 mL d’una mescla de CF;COOH i CH,Cl,
a parts iguals durant 1 hora en agitacié a temperatura ambient. La mescla es filtra 1 el
dissolvent s’evapora a sequedat al rotavapor. Tot seguit, el producte obtingut s’analitza

per espectrometria de masses d’alta resolucid.
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Massa obtinguda: 5,8 mg

Conversio: 100%

Rendiment: 100% (considerant una carrega de 0,9 mmol/g resina)

Per EM d’alta resolucid, només s’ha detectat el producte esperat, sense traces de

producte de partida.

Dades analitiques

Compost 154: acid 4-(1-acetil-2-oxopropil)-2-nitrobenzoic

Massa exacta calculada: 265,0586

EM (m/z, calculada): 264,0508 (M-H)'.

IR (ATR) v em™: 2927(-COOH, ba); 1711 (C=0); 1625 (C=0); 1493 (Ar-NO,); 1434
(C=C); 1287 (C-0); 1206; 1097; 1021.

4.4.3. Sintesi en fase solida d’acid 3-acetil-/N-hidroxi-2-metilindol-6-

carboxilic (155)
H3C Q H3C
GO 0 SnCly2H,0 0 o
NMP \
o} CH, o}
NO, O N™ CHy
HO
CF;COOH
CH,Cl,
H;C
HO
0
o \
N"cH;
HO
155
) CpoH, 04N
R t 121111Y4
eactius 233,22 g/mol
SnCl,-2H,0 3 g/10 mL NMP
NMP 10 mL/g resina
CF3COOH/CH,Cl, (1:1) q.s.
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Procediment

En un matras o embut de fase solida que contingui la resina (1,2 g) unida al producte de
partida, s’hi afegeix una mescla de 3,0 g (13,3 mmol) SnCl,-2H,0 en 10 mL d’NMP. La
mescla s’agita mitjancant un borbolleig d’argé a temperatura ambient fins I’endema

(unes 18 hores).

Final de reaccio
La mescla es filtra i la resina es renta per duplicat 1 successivament amb 25 mL de

DMF, diclorometa i metanol.

Escissio de la resina i control de la reaccio

Per al control de la reaccio, es pren una petita mostra de la resina i s’escindeix el
producte per tractament amb una mescla de CF3COOH i CH,Cl, a parts iguals durant 1
hora en agitacié a temperatura ambient. La mescla es filtra i el dissolvent s’evapora a
sequedat al rotavapor. Tot seguit, el producte obtingut s’analitza per espectrometria de
masses d’alta resoluci6 i d’RMN.

Paral-lelament, també es realitza un espectre d’I.R. del producte unit a la resina:

IR (ATR) v em™: 1710 (C=0); 1601 (C=0); 1373; 1296 (C-0); 1230; 1296; 1230;
1206; 1079.

Massa recuperada: 11 mg

Rendiment: 100%

Dades analitiques

Compost 155: acid 3-acetil-N-hidroxi-2-metilindol-6-carboxilic

Massa exacta calculada: 233,0688 (M).

ESI(-)-EM (m/z, massa exacta): 232,0705 (M-H)".

ESI(+)-EM (m/z, massa exacta): 489,1322 (2M+Na)"; 467,1536 (2M+H)"; 256,0594
(M+Na)'; 234,0776 (M+H)".

ESI(-)-EM/EM (m/z, massa exacta, fragmentacid): 232,0705 (M-H)’; 215,0687 (M-
H-OH)’; 202,0586 (M-H-COOH)’; 189,0522 (M-H-COCH3).

IR (ATR) v em™: 2400-3200 (COOH, ba); 1684 (Ar-C=0); 1590 (C=0); 1485; 1445;
1417; 1388; 1351 (N-O); 1298; 1274 (C-O); 1202; 1147; 1033.
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RMN 'H (DMSO, 500 MHz) § (ppm) : 1,23 (s, 1H, N-OH); 2,56 (s, 3H, CH;3-COA);
2,73 (s, 3H, CHs-Ar); 7,78 (dd, J; = 8,4 Hz, J, = 1,3 Hz, 1H, H-5); 8,02 (d, /= 0,8 Hz,
1H, H-7); 8,14 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-4); 11,97 (s, IH, COOH).

RMN "C (DMSO, 125 MHz) § (ppm) : 11,3 (CH;, CH;-Ar); 30,8 (CH3, CH3-COAr);
109,0 (C, C-3); 110,3 (CH, C-7); 120,2 (CH, C-4); 122,7 (CH, C-5); 124,2 (C, C-3a);
125,2 (C, C-6); 132,3 (C, C-7a); 1438 (C, C-2); 167,6 (C, Ar-COOH); 192,5 (C, CHs-
COA).

Assignacié H | RMN-"H | HSQC (RMN-"C) | HMBC | Assignacié C
N-OH 1,23 - - -
CH;-COAr 2,56 30,8 109,0 C-3

192,5 CH;3-COAr
CH;-Ar 2,73 11,3 109,0 C-3

143,8 C-2

192,5 CH;3-COAr
H-5 7,78 122,7 110,3 C-7

125,2 C-6

167,6 | COOH
H-7 8,02 110,3 122,7 C-5

1252 C-6

132,3 C-7a

167,6 | COOH
H-4 8,14 120,2 109,0 C-3

124,2 C-3a
COOH 11,97 - - -

Les dades analitiques coincideixen amb les dades publicades en la literatura per a aquest

compost: Tetrahedron Lett. 1999, 40, 5799-5802.'%

Repeticions de la reaccio

Es repeteix la reaccid seguint el procediment descrit anteriorment i emprant 105 mg de
resina i 5 mL d’una mescla 2 M d’SnCl,-2H,0 en NMP, pero la mescla s’escalfa a 80
°C enlloc de mantenir-se a temperatura ambient. S obté el mateix producte 155 amb

rendiment quantitatiu.
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4.4.4. Sintesi en fase solida d’acid 3-amino-4-fluorobenzoic (156)

Q- Q-
F SnC122H§O F
3 NMP, 80 °C 4

NO, NH,
CF;COOH
CH,Cl,
HO
F
(0]
NH,
156
C7H602NF
155,13 g/mol
Reactius
SnCl,-2H,0 (2 M en NMP) 10 equivalents
CF;COOH/CH,Cl, (1:1) q.s.
Procediment

En un matras o embut de fase solida que contingui 147 mg de la resina unida al
producte de partida, s’hi afegeixen 7,4 mL d’una mescla 2 M d’SnCl,-2H,0 (3,35 g;
14,8 mmol) en NMP. La reaccid s’escalfa a 80 °C i s’agita mitjangant un borbolleig

d’argé fins I’endema (unes 18 hores).

Final de reaccio
La mescla es filtra i la resina es renta per duplicat i successivament amb 25 mL de

DMEF, diclorometa i metanol.

Escissio de la resina i control de la reaccio

Per al control de la reaccid, es pren una petita mostra de la resina (34 mg) i s’escindeix
el producte per tractament amb una mescla de CF;COOH i CH,Cl, a parts iguals durant
1,5 hores en agitaci6 a temperatura ambient. La mescla es filtra i el dissolvent s’evapora
a sequedat al rotavapor. Tot seguit, el producte obtingut s’analitza per espectrometria de

masses d’alta resolucié 1 técniques d’RMN.

Conversio: 100%
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Dades analitiques

Compost 156: Acid 3-amino-4-fluorobenzoic

Massa exacta calculada: 155,0383 (M).

ESI(-)-EM (m/z, massa exacta): 154,0370 (M-H)".

RMN 'H (DMSO, 400 MHz) § (ppm) : 7,11 (dt, J; = 8,5 Hz, J> = 2,0 Hz, 1H, H-5);
7,23 - 7,31 (m, 1H, H-2); 7,42 (dd, J; = 8,5 Hz, J, = 2,0 Hz, 1H, H-6).

Les dades analitiques coincideixen amb les dades del producte comercialment

disponible amb nimero CAS 2365-85-7.

4.4.5. Bromacio en fase solida de I’acid 3-acetil-/N-hidroxi-2-metilindol-

6-carboxilic

H:C X
Q" o z
o) 0
NBS, hv
© \ CHCI | N
N “CH; 3 0 N X,
HO |
HO
CF;COOH
CH,Cl,
X
HO
0
o |
N
HO

160. X, = H, X, = Br
161.X, =Br, X, =H

C,H,;,0O4N
Reactius 312,12 g/mol
NBS 1,1 equivalents
CHCl, 10 mL/g resina
CF;COOH/CH,CI, (1:1) g.s.
Procediment

En un matras proveit d’un refrigerant s hi disposen 0,25 g de la resina unida al producte
de partida, s’hi afegeixen 3 mL de CHCl; com a dissolvent, 49 mg d’NBS (0,27 mmol) i
es deixa en agitacio sota una lampada de tungste de 100 W durant 3 hores; tot el sistema

es cobreix amb paper d’alumini (s’aconsegueix amb la llum potent que s’escalfi la
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reaccio fins a la temperatura de reflux). La mescla pren un color vermellés durant la

reaccio.

Final de reaccio
La mescla es filtra i la resina es renta successivament 1 per duplicat amb 10 mL de

cloroform, DMF, metanol, DMF, diclorometa i metanol.

Escissio de la resina i control de la reaccio

Per al control de la reaccid, es pren una petita mostra de la resina (38 mg) 1 s’escindeix
el producte per tractament amb 2 mL d’una mescla de CF;COOH i1 CH,Cl, a parts
iguals durant 1 hora en agitacié a temperatura ambient. La mescla es filtra i el dissolvent

s’evapora a sequedat al rotavapor.

Massa obtinguda: 5,7 mg
Conversié: 67% (es detecta un 33% de producte de partida per espectre d’RMN-H")
Per RMN-H', s’observa una mescla de 3 productes. Per EM, es confirma que les masses

dels productes corresponen al producte de partida i a productes monobromats.

Repeticions de la reaccio
Es repeteix la reacci6 seguint el procediment descrit anteriorment i emprant les quantitat

exposades a la taula segtient:

Entrada Quantltat de Temps.(’ie NBS Dissolvent Resultat
resina carregada reaccio
1 190 mg 3h 2,0 eq 2 mL CHCJ; e
2 500 mg 2,5h 3,5eq | 15mL CHCI; Escissi6 majoritaria del
10 mL CHCI producte de la resina degut a
3 51 mg 3h 3,5¢eq L S ’excés d’HBr
2,5 eq piridina

En tots els casos, I’acid bromhidric format en la reaccidé ha provocat 1’escissid

prematura del producte de la resina.

308




4. Part experimental

4.4.6. Sintesi en fase solida d’acid 3-acetil-/V-fenilsulfoniloxi-2-

metilindol-6-carboxilic (163)

HsC
0 HsC
0 0

CISO,Ph

N CH, DMAP cat., piridina (0] | o
3

\//O

O
CF3COOH
CH,Cl,

T
O-
O~z

o

HO

163
CISHISOGNS
Reactius 373,38 g/mol

CISO,Ph 8 equivalents
DMAP quantitat catalitica

Piridina q.s.

Procediment

En un matras o embut de fase solida que contingui 96 mg de la resina unida al producte
de partida, s’hi afegeixen 2 mL de piridina, una punta d’espatula de DMAP 1 100 uL de
CISO,Ph. La mescla s’agita mitjangant un borbolleig d’argd a temperatura ambient fins

I’endema (unes 18 hores).
Final de reaccio

La mescla es filtra i la resina es renta per duplicat i successivament amb 10 mL de

diclorometa i metanol.
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Escissio de la resina i control de la reaccio

Per al control de la reaccid, es pren una petita mostra de la resina (38 mg) i s’escindeix
el producte per tractament amb 2 mL d’una mescla de CF;COOH i1 CH,Cl, a parts
iguals durant 1 hora en agitacié a temperatura ambient. La mescla es filtra i el dissolvent
s’evapora a sequedat al rotavapor.

El tractament amb una mescla de CF;COOH 1 CH,Cl, per a escindir el producte de la
resina, també trencara simultaniament, almenys parcialment, el grup fenilsulfonil. Aixi
doncs, tot 1 que si que ha estat possible detectar el producte desitjat per EM 1 RMN, no
s’ha pogut obtenir pur.

Paral-lelament, es realitza un espectre d’I.R. del producte unit a la resina:

IR (ATR) v em™: 1713 (C=0); 1393 (-SO,-); 1296; 1193 (-SO,-); 1083.

Repeticions de la reaccio
Es repeteix la reaccid seguint el procediment descrit anteriorment i emprant 1,0 g resina

carregada, 10 mL de piridina, 0,5 mL C¢HsSO,Cl i punta d’espatula de DMAP.

Dades analitiques

Compost 163: acid 3-acetil-N-fenilsulfoniloxi-2-metilindol-6-carboxilic

Massa exacta calculada: 373,0620 (M).

EM (m/z, calculada): 372,0542 (M-H)".

ESI(-)-EM (m/z, massa exacta): 372,0788 (M-H)".

RMN 'H (DMSO, 400 MHz) & (ppm) : 2,42 (s, 3H, CH;-COAr); 2,56 (s, 3H, CHs-
Ar); 7,30 — 7,34 (m, 1H, H-4"); 7,44 (d, J = 1,0 Hz, 1H, H-7); 7,58 — 7,64 (m, 2H, H-2’,
H-6); 7,72 — 7,82 (m, 2H, H-3’, H-5); 8,07 (dd, J; = 8,5 Hz, J, = 1,1 Hz, 1H, H-5);
8,16 (d, J= 8,4 Hz, 1H, H-4).
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4.4.7. Sintesi en fase solida de ’acetal de I’acid 3-acetil-/V-

fenilsulfoniloxi-2-metilindol-6-carboxilic

Q1 Qg s
@) 0]
CH, (Et0);CH CH,
0 | APTS cat. S \
N OCH3 N™ "CH;
0) o_,0
Pl 57
O ge
Reactius
(EtO);CH g.s.
APTS quantitat catalitica
Procediment

En un matras proveit d’un refrigerant i que contingui 114 mg de la resina unida al
producte de partida, s’hi afegeixen 4 mL d’ortoformiat de trietil (com a dissolvent i
reactiu) i una punta d’espatula d’APTS. La mescla s’escalfa fins a la temperatura de

reflux i es deixa en agitacio durant 2 hores.

Final de reaccio
La mescla es filtra i la resina es renta dues vegades amb cadascun dels dissolvents

segiients: 15 mL d’etanol, diclorometa i metanol.

Control de la reaccio

El tractament amb una mescla de CF;COOH i1 CH,Cl, per a escindir el producte de la
resina, també trencara I’acetal format. Aixi doncs, es procedeix amb la segiient etapa.
Només ha estat possible realitzar un espectre d’IR de la resina carregada:

IR (ATR) v em™: 1713 (C=0, d’acid carboxilic); 1371 (-SO,-); 1173 (C-0); 1083;
1013.

311



4. Part experimental

4.4.8. Bromacio en fase solida de I’acid 3-(1,1-dietoxietil)-/V-

fenilsulfoniloxi-2-metilindol-6-carboxilic

CH, NBS, hv CH,
0 \ CHCl; 0 L
N” O CH,
0.0
s7 )
CF3COOH
CH,Cl,

/

N

HO
CHj,

Br

O~z

/
N\

SN

166
C18H1406NSBI'
Reactius 452,28 g/mol

NBS 1,2 equivalents
CHCl, 10 mL/100 mg resina
CF;COOH/CH,CI, pp. g.s.

Procediment

En un matras proveit d’un refrigerant que contingui 114 mg de la resina unida al
producte de partida, s’hi afegeixen 10 mL de CHCI; com a dissolvent, 26 mg d’NBS
(14,6 mmol) i es deixa en agitacid sota una lampada de tungst¢ de 100 W durant 3
hores; tot el sistema es cobreix amb paper d’alumini (s’aconsegueix amb la llum potent
que s’escalfi la reaccid fins a la temperatura de reflux). La mescla pren un color

vermellos durant la reaccio.
Final de reaccio

La mescla es filtra i la resina es renta per duplicat i successivament amb 15 mL de

diclorometa 1 metanol.
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Escissio de la resina i control de la reaccio

S’escindeix el producte de la resina per tractament amb una mescla de CF;COOH 1
CH,Cl, a parts iguals durant 2 hores en agitacid a temperatura ambient. La mescla es
filtra 1 el dissolvent s’evapora a sequedat al rotavapor.

Per espectrometria de masses es detecta el producte de monobromacié en molt petita
proporci6. Majoritariament s’observa el producte sense bromar i també es detecta
producte de partida en el dissolvent del rentat de la resina, procedent de I’escissio

prematura del producte per efecte de la succinimida generada en la mateixa reaccio.

Dades analitiques

Compost 166: Acid 3-acetil-2-bromometil-N-(fenilsulfoniloxi)indol-6-carboxilic

Massa exacta calculada: 450,9725 (M, Br79); 452,9705 (M, Brgl).

ESI(-)-EM (m/z, massa exacta): 509,9566 (M+CH;COOH-H, Br'’); 511,9447
(M+CH;COOH-H, Br'y.

ESI(-)-EM (m/z, massa exacta, fragmentacidé m

(M+CH;COOH-SO,Ph-H)".

510+0,1): 368,9424

ESI(-)-EM (m/z, massa exacta, fragmentaci6 m 512+0,1): 370,9297

(M+CH;COOH-SO,Ph-H)".
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4.4.9. Sintesi en fase solida d’acid 4-(5,5-dimetil-1,3-dioxo-2-ciclohexil)-
3-nitrobenzoic (167)

0]
CH;
Q- :
F O GO CHj
o) DBU K CH,
NO, DMF NO, &
CF;COOH
CH,Cl,
0]
HO CH,
J CH;
NO, O
167
Reacti CisH;506N
eactius 305,28 g/mol
5,5-dimetil-1,3-hexandiona 5,0 equivalents
DBU 10% v/v
DMF 5 mL/200 mg resina
CF;COOH/CH,Cl, (1:3) q.s.
Procediment

En un matras o embut de fase solida que conté 207 mg de resina unida al producte de
partida, s’hi afegeixen 5 mL d’una mescla de DBU al 10% en DMF 1 un excés de 5,5-
dimetil-1,3-hexandiona (140 mg; 1,0 mmol). La mescla s’agita mitjangant un borbolleig

d’argd a temperatura ambient fins ’endema (unes 18 hores).

Final de reaccio
La mescla es filtra al buit i la resina es renta per duplicat 1 successivament amb 25 mL

de diclorometa 1 metanol.

Escissio de la resina i control de la reaccio
Per al control de la reaccid, es pren una petita mostra de la resina (51 mg) i s’escindeix
el producte per tractament amb 4 mL d’una mescla de CF;COOH / CH,Cl, (1:3) durant

1,5 hores en agitaci6 a temperatura ambient. La mescla es filtra i el dissolvent s’evapora
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a sequedat al rotavapor. Tot seguit, el producte obtingut s’analitza per espectrometria de

masses d’alta resolucid.
Conversio: 100% (no es detecta producte de partida).

Compost 167: acid 4-(5,5-dimetil-1,3-dioxo-2-ciclohexil)-3-nitrobenzoic

Massa exacta calculada: 305,0899 (M).

ESI(-)-EM (m/z, massa exacta): 304,0823 (M-H)".

ESI(-)-EM/EM (m/z, massa exacta, fragmentacio): 304,0823 (M-H); 257,0803
(fragment)’; 213,0924 (fragment) .

4.4.10. Sintesi en fase solida d’acid 7,7-dimetil-V-hidroxi-5-0x0-5,6,7,8-

tetrahidrocarbazole-2-carboxilic (31)

0
O—o CH, SnCl,2H,0, NMP OO 0
) <:2 ; >;CH3
o o%cm
0 N
! CH3
HO

NO,

CF;COOH
CH,Cl,

i
HO

31
CisH,s04N
273,28 g/mol
Reactius

SnCl,-2H,0 0,3 g/mL NMP
NMP 10 mL/g resina
CF;COOH/CH,CI, (1:1) q.s.

Procediment

En un matras o embut de fase solida que contingui la resina (186 mg) unida al producte

de partida, s’hi afegeix una mescla de 0,9 g (4,0 mmol) SnCl,-2H,0 en 3 mL d’NMP.
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La mescla s’agita mitjancant un borbolleig d’argd a temperatura ambient fins I’endema

(unes 18 hores).

Final de reaccio
La mescla es filtra i la resina es renta per duplicat 1 successivament amb 25 mL de

DMEF, diclorometa i metanol.

Escissio de la resina i control de la reaccio

Per al control de la reaccio, es pren una mostra de la resina (100 mg) i1 s’escindeix el
producte per tractament amb una mescla de CF;COOH i1 CH,Cl, a parts iguals durant 1
hora en agitacié a temperatura ambient. La mescla es filtra i el dissolvent s’evapora a
sequedat al rotavapor. Tot seguit, el producte obtingut s’analitza per espectrometria de
masses d’alta resolucio.

Paral-lelament, es realitza un espectre d’IR del producte unit a la resina:

IR (ATR) v em™: 2980; 1715; 1601; 1379.
Massa recuperada: 24 mg
Conversio: 100% (no es detecta producte de partida)

Rendiment: 87%

Dades analitiques

O
HO 8 9
{0
0 AN y CHj
/5 CH3
HO

Compost 31: acid 7,7-dimetil-N-hidroxi-5-0x0-5,6,7,8-tetrahidrocarbazole-2-carboxilic
Massa exacta calculada: 273,1001 (M).

ESI(-)-EM (m/z, massa exacta): 272,0925 (M-H)".

ESI(-)-EM/EM (m/z, massa exacta, fragmentacio): 240,0763 (fragment)’; 228,1166
(fragment)’; 195,0802 (fragment)’; 188,0481 (fragment)".
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4.4.11. Preparacio de 2-(2-nitrofenil)-1,3-ciclohexanodiona

’ Q
F
(:E DBU DMF
NO,

)
NO,
N02
168 169
C¢H,FNO, CeHsO, 170 171
141,10 g/mol 112,13 g/mol CioH 1 O4N Ci5Hy 03N;
233,22 g/mol 291,35 g/mol

Reactius
1,3-ciclohexandiona 1,1 equivalents
DBU 10% v/v (DMF)
DMF q.s.

Procediment general

En un matras de 10 mL de capacitat s’hi addicionen 0,67 g d’o-fluoronitrobenze (4,73
mmol) 1 0,58 g de diona 56 (5,17 mmol) i es dissolen en 5 mL de DMF. A continuacid,
s’hi afegeix un 10% v/v de DBU 1 la reacci6 vira a marrd fosc. Es manté a temperatura
ambient i sota agitacié fins ’endema (unes 15 hores aproximadament). Es realitza un
control de la reaccid per CCF (eluent: hexa / acetal d’etil 3:7; R¢ (1-fluoro-2-nitrobenze)
= 0,68; R¢ (1,3-ciclohexanodiona) = 0,15; R¢ (diona 170) = 0,46; R (subproducte 171) =
0,27).

Final de reaccio
Es dilueix el cru de reaccié amb uns 20 mL d’AcOEt i es renta cinc vegades amb 10 mL
d’aigua destil-lada. La fase organica s’asseca sobre sulfat sodic anhidre, es filtra i

s’evapora el dissolvent a sequedat al rotavapor.

Purificacio

El producte es purifica per cromatografia en columna de gel de silice (10 cm d’algada
de silice i 2 cm de diametre). L’eluent inicial és 100% d’hexa, després es va augmentant
la polaritat progressivament amb un percentatge creixent d’acetat d’etil. El producte 170

comenga a eluir amb el 60% d’acetat d’etil 1 el subproducte 171, amb el 70%.

Rendiment: 2% (170) 1 35% (171)
Recuperacioé de producte de partida: 54%
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Dades analitiques

Compost 170: 2-(2-nitrofenil)-1,3-ciclohexanodiona i
3-hidroxi-2-(2-nitrofenil)ciclohex-2-enona

Ry(170) = 0,46 (hexa / AcOEt 3:7)

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) & (ppm) : 2,11 (qt, J = 6,4 Hz, 2H, H-5); 2,39 (t, J = 6,6
Hz, 2H, H-4); 2,73 (t, J = 6,2 Hz, 2H, H-6); 5,02 (s, 1H, H-2); 7,24 (dd, J; = 7,8 Hz, J,
= 1,6 Hz, 1H, H-6"); 7,37 - 7,49 (m, 1H, H-4); 7,67 (dt, J, = 7,8 Hz, J, = 1,6 Hz, 1H,
H-5"); 8,10 (dd, J; = 8,2 Hz, J, = 1,6 Hz, 1H, H-3").

RMN "*C (CDCl, 75,5 MHz) & (ppm): 21,1 (CH,, C-5); 28,3 (CH,, C-4); 36,7 (CHa,
C-6); 106,3 (CH, C-2); 125,1 (CH, C-4"); 126,5 (CH, C-6"); 127,1 (CH, C-3°); 135,1
(CH, C-5"); 146,0 (C, C-1°); 177,6 (C, C-2°); 199,2 (C, C-1, C-3).

Massa exacta calculada: 233,0688

ESI(+)-EMAR (m/z): 233,1164 (M)"; 234,0782 (M+H)"; 255,0984 (M +Na);
256,0603 (M+Na)"; 487,2075 (2M +Na)"; 488,1711 (M +M+Na)"; 489,1319 (2M+Na)".

456

1

N10
4.[ :[
2™NO,

3

Compost 171: 11-(2-nitrofeniloxi)-6,10-diazabiciclo[5.4.0]undeca

R«(171) = 0,27 (hexa / AcOEt 3:7)

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 1,62 (m, 6H, H-2, H-3, H-4); 1,84 (qt, J = 6,4
Hz, 2H, H-8); 2,48 (d, J = 6,3 Hz, 2H, H-1); 3,16 — 3,36 (m, 4H, H-5, H-7); 3,45 (t, J =
6,3 Hz, 2H, H-9); 6,54 (t, J= 7,8 Hz, 1H, H-4); 6,78 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-6’); 7,34 (t,
J=17,8 Hz, 1H, H-5); 8,06 (d, J= 8,6 Hz, 1H, H-3").

RMN *C (CDCl, 75,5 MHz) § (ppm): 23,4 (CH,, C-2); 27,6 (CH,, C-3); 28,6 (CH,,
C-4); 29,8 (CH,, C-1); 37,1 (CH,, C-8); 40,5 (CH,, C-9); 45,9 (CH,, C-5); 49,7 (CH,,
C-7); 113,6 (CH, C-4’); 115,0 (CH, C-6); 126,7 (CH, C-3°); 131,8 (C, C-11); 136,1
(CH, C-5°); 145,2 (C, C-1"); 176,1 (C, C-2°).

Massa exacta calculada: 291,1583
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ESI(+)-EMAR (m/z): 154,1226 (CoH7N,+H)"; 292,1668 (M+H)"; 314,1475 (M+H)";
583,3217 (2M+H)"; 605,3088 (2M+H)".

4.4.12. Reduccio del subproducte 171 per hidrogenacio catalitica

O e . OO

- NH
@ AcOH, dissolvent @O
NO, NH,
171 172

CISH2103N3 C15H23ON3
291,35 g/mol 261,36 g/mol

Reactius

H2(g) 10 — 12 bar

Pd-C (5%) 10% p/p

AcOH quantitat catalitica

Dissolvent (AcOEt o0 MeOH) 20 mL

Procediment general

En la capsula de I’hidrogenador, s’hi addicionen 33 mg del producte 171 (0,12 mmol)
dissolts en 20 mL d’AcOEt, 3 mg de Pd-C al 5% (0,01 mmol) i unes gotes d’acid acetic.
La capsula de reaccid es sotmet a una pressio d’hidrogen de 10 — 12 bar i es manté sota
agitacié 2 h 30 min. Es realitza un control de la reaccié per CCF (eluent: acetal d’etil i

gotes de MeOH; R¢ (171) = 0,33; R (172) = 0,13).

Final de reaccio

El cru de reaccid es filtra a través d’un filtre de plecs i amb I’ajut d’uns 50 mL més
d’AcOEt. La fase organica es renta tres vegades amb 10 mL d’una soluci6 aquosa
saturada d’NaHCO;, s’asseca sobre sulfat sodic anhidre, es filtra 1 s’evapora el

dissolvent al rotavapor.

Rendiment: 99%

319



4. Part experimental

Repeticions de la reaccio
S’ha repetit la reacci6 a partir de 215 mg de producte de partida, 22 mg de Pd-C, 1 mL
d’AcOH 1 seguint el mateix metode anteriorment descrit, perd emprant MeOH com a

dissolvent enlloc d’AcOEt. S’ha obtingut el producte 172 amb un rendiment quantitat.

Dades analitiques

456

1

N10
4'[ I
> 2'NH,

Compost 172: 11-(2-aminofeniloxi)-6,10-diazabiciclo[5.4.0Jundeca

R«(60) = 0,13 (AcOEt i gotes de MeOH)

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm) : 1,58 — 1,75 (m, 6H, H-2, H-3, H-4); 1,82 (qt, J
= 6,5 Hz, 2H, H-8); 2,46 — 2,61 (m, 2H, H-1); 3,15 (t, J = 6,4 Hz, 2H, H-4); 3,30 — 3,38
(m, 2H, H-5); 3,50 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-9); 6,60 — 6,71 (m, 3H, H-4’, H-5’, H-6"); 6,77
(dt,J;=7,4Hz, J,=1,.8Hz, 1H, H-3’).

RMN "C (CDCL, 75,5 MHz) & (ppm): 23,6 (CH,, C-2); 27,1 (CH,, C-3); 28,7 (CH,,
C-4); 30,1 (CHa, C-1); 37,3 (CHa, C-8); 40,7 (CH,, C-9); 45,5 (CH,, C-5); 49,7 (CH,,
C-7); 111,8 (CH, C-4"); 116,4 (CH, C-6°); 118,3 (CH, C-3"); 120,3 (CH, C-5’); 134,6
(C, C-11); 137,3 (C, C-1"); 176,3 (C, C-2°).

Massa exacta calculada: 261,1841

IE(+)-EM (m/z): 262,3 (M+H)".

Comportament acid-base: color vermell en medi basic 1 color blau en medi acid. En
fer 1’extraccid, €s soluble en solucié aquosa acida i només es pot extreure amb

dissolvents organics en medi basic.
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4.5. Assajos d’activitat citotoxica in vitro
Els assajos d’activitat in vitro han estat realitzats a la Universita Degli Studio di

Palermo (Italia) per la Dra. Maria Grazia Cusimano 1 el Professor Salvatore Plescia.

Linies cel-lulars i cultius cel-lulars

Una linia cellular de leucémia mielogena humana cronica, K562, es va fer
créixer en un cultiu en suspensio en el medi RPMI1640 (SIGMA-Aldrich, cat.#R8758)
complementat amb 10% sérum fetal bovi (FBS: SIGMA-Aldrich, cat#F6178), 100
U/mL de penicil-lina / 100 pg/mL d’estreptomicina (SIGMA-Aldrich, cat.#P4333) 1
0,25 pg/mL amfotericina B (SIGMA-Aldrich, cat.#A2411) a 37 °C en 5% CO, (medi
complet).

Una linia cel-lular de cancer de pulmé huma de cél-lules no-petites, NCI-H460,
una linia cellular de cancer de colon huma, HT-29, que expressa constitutivament
COX-2, 1 una linia cel-lular de fibroblasts humans, HuDe, es van cultivar en medi MEM
(SIGMA-Aldrich, cat.#M4655) complementat amb 10% FBS, 100 U/mL de penicil-lina,
100 pg/mL d’estreptomicina i 0,25 pg/mL amfotericina B a 37 °C en 5% COs,.

Assaig d’exclusié de blau tripan

L’assaig d’exclusio de blau tripan es va realitzar per avaluar ’efecte de tots els
compostos avaluats i I’el-lipticina emprada com a patré en la viabilitat de cel-lules
K562, com es descriu préviament.”*

Resumidament, unes 2x10° cél-lules/mL es van cultivar durant 24 hores i els
compostos es van afegir a la concentracié de 10 uM (o a diferents concentracions per a

calcular I’ICsp). EI nombre de cél-lules viables es va comptar cada 24 hores després de

resuspendre-les al 0,2%.

Assaig MTT
L’assaig MTT (bromur de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) es va

realitzar tal i com es descriu anteriorment.”>> L’MTT ¢és una sal de tetrazolium de color

2% K. K. Chiruvella, V. Kari, B. Choudhary, M. Nambiar, R. G. Ghanta, S. C. Raghavan. FEBS Lett.
2008, 582, 4066-4076.

233 (a) M. S. Shahabuddin, M. Nambiar, B. Choudhary, G. M. Advirao, S. C. Raghavan. Invest. New
Drugs 2010, 28, 35-48. (b) F. M. Freimoser, C.A. Jakob, M. Aebi, U. Tuor. Appl. Environ. Microbiol.
1999, 65, 3727-3729.
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groc que s’absorbeix 1 altera només les cel-lules metabolicament actives, les quals el
transformen en una sal de formazan acolorida i insoluble en aigua. El derivat de
formazan solubilitzat es pot quantificar per absorbancia a 570 nm (690 nm pel blanc), la
qual es mesura emprant un espectrofotometre de 96 pous (ELx800-BioTek instruments).
L’absorbancia es correlaciona directament amb el nombre de cél-lules presents.
Resumidament, es van cultivar unes 2x10° cél-lules/mL; ellipticina i els
compostos a avaluar es van afegir a la concentracié de 10 pM o 100 uM després de 24
hores de la sembra. Les cel-lules eren recol-lectades després de 72 hores de cultiu, 1
subjectes a 1’assaig MTT. Les cel-lules es van incubar amb 10 pL d’MTT (5 mg/mL en
PBS) a 37 °C durant 3 h. Els cristalls de tetrazolium es van solubilitzar per addici6 de
4,5 mL d’isopropanol i 0,5 mL de tritonX-100 en 150 pL 37% HCI. Les cel-lules
crescudes només en medi de cultiu 0 amb concentracions apropiades de DMSO van ser

emprades com a controls.
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4.6. Designing a new HPLC-MS CDK4/6 inhibition test.

Experimental Procedures.
Reagents
All reagents were of analytical grade and used as received. Aqueous solutions were

prepared using ultra-purified water obtained with Milli-Q apparatus (Millipore).

Apparatus and operating conditions

LC/MS studies were carried out on an ultraflow-LC attached to an ESI-TOF MS
instrument as described. The LC instrument included an UFLC-XR (Shimadzu Corp.)
with two pumps, a continuous wavelength detector, and a system control computer
(LCSolution Version 1.24 SP1, Shimadzu Corporation). The MS instrument included an
ESI-TOF mass spectrometer (micrOTOF-Q Bruker Daltonics) and a system control
computer (Bruker Daltonics micrOTOF control Version 2.2 and DataAnalysis Version
3.4).

The MS instrument was calibrated with HCOONa solution directly infused into the ESI
interface at a flow rate of 3.0 pL/min. Reverse-phase high-performance liquid
chromatography (HPLC) parameters were essentially as described. The flow rate was
0.4 mL/min for 2.0 mm i.d. columns. Ultraviolet (UV) absorbance was monitored at the
range from 190 to 300 nm wavelength. The column used was a Shim-Pack XR-ODS II
2.2 um, 2.0 mm i.d. x 75 mm (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Other columns
such as Agilent ZORBAX SB-C18 5 um, 4.6 mm i.d. x 150 mm were less efficient.
Mixtures of aqueous 0.2 % formic acid and 0.2 % formic acid in MeOH were used in a
22 min gradient method as described. 0.5 % MeOH for 5 min to elute buffer
components, then it was increased to 30 % in 0.1 min and maintained for 3.4 min to
elute proteins, then MeOH was gradually increased from 30 to 90 % during 2.5 min and
kept constant for 5 min to wash the column, and finally MeOH was decreased to 0.5 %
in 1 min and kept for 5 min to stabilize the column. Substrate pRb™C eluted at retention
time (RT) = 7.0 min and phospho-pRb™¢ and dehydro- pRb™ overlapped at RT = 7.1
min.

When samples were diluted just in aqueous formic acid, without any other salt or buffer,
a shorter 15 min method was equally efficient. 0.5 % MeOH for 2 min, then it was
increased to 30 % in 0.1 min and maintained for 3.4 min to elute proteins, then MeOH

was gradually increased from 30 to 50 % during 2.5 min and kept constant for 3 min,
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and finally MeOH was decreased to 0.5 % in 1 min and kept for 3 min. Substrate
pRb™C eluted at RT = 5.0 min.

Quantification of pRb™¢

A calibration curve was determined by linear regression using 18 samples at 6 different
concentrations: 100, 50, 20, 10, 5 and 1 ppm prlNG. Samples were dissolved in 0.1%
formic acid in ultrapure filtrate water and 5 pLL were injected through the HPLC system.

Area of ion +4 m/z = 403.0 £+ 0.1 was quantified.

Chemical phosphorylarion

A mixture of 48 pL ACN, 6 pL 1,000 ppm pRb™“ in water and 6 puL 20% POCl; in
DCM was sonicated for 1 h. Then, 140 pL of water or kinase buffer were added to
terminate reaction and dilute the sample before injection into the HPLC-MS system.

Area of ion m/z = 423.0 £ 0.1 was quantified.

Kinase assays — general method

The peptide substrate was incubated at 1 - 100 ppm final concentration in 50 mM Hepes
buffer (pH 7.0), 14.3 mM Mg*", 5 mM DTT, 0.02% Triton X-100, 0.5% NasVOs, 4%
DMSO and 1 mM ATP in a 5.5-uL volume at 37 °C for 1 h. The reaction was initiated
by addition of 10 - 100 ng CDK4/6 per reaction. The reaction was terminated by

freezing at -20 °C. Samples were thawed at room temperature for 1 min before analysis.
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5. Conclusions

1. Els diens de tipus 1,3-disubstituits-N-(fenilsulfonil)furo[3,4-b]indole (16-19)
constitueixen excel-lents precursors per a la sintesi dels compostos tetraciclics 1-15 de
tipus CONFIDENCIAL

CONFIDENCIAL . Aquests diens furanics s’obtenen a partir de

I’acid indole-2-carboxilic seguint una ruta sintetica de 8 etapes amb rendiments globals

del 8-22%.

2. L’acetalitzacid dels N-(4-metoxifenilsulfonil)-3-acilindoles, seguida de
I’alquilaci6 de la posicid 2 del nucli indolic 1 posterior desproteccid 1 ciclacio
intramolecular constitueix una gran alternativa per a la preparacié dels diens furanics
17, 19 1 23-26 de tipus 1,3-disubstituits-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole.
Aquesta nova via permet reduir a 5 les etapes sintétiques i s’obtenen els diens amb
rendiments globals superiors a les altres rutes posades a punt (rendiments globals del

31-76%).

3. Un estudi minucios de la ciclacid de I’hidroxiacetal 3-(2-metil-1,3-dioxolan-2-
il)-2-(1-hidroxipentil)-N-(4-metoxifenilsulfonil)indole (118) ens porta a considerar la
utilitzacié de diferents acids per a la hidrolisi de la funcid acetal; entre els quals cal
destacar una resina de bescanvi ionic, que en el si d’isopropanol, permet aconseguir el
corresponent di¢ 3-butil-1-metil-N-(4-metoxifenilsulfonil)furo[3,4-b]indole (19) amb un
rendiment excel-lent (92%). En aquestes condicions es produeix la hidrolisi de 1’acetal,

I’addicid de I’alcohol secundari sobre el grup carbonil cetonic i la deshidratacio.

4. Mentre que la transformacio de 3-acilindoles a les corresponents imides per
condensacid directa amb les amines o anilines corresponents, aixi com la preparacio
d’¢ters d’enol sililats per tractament dels 3-acilindoles amb HMDS/TMEDA/t-
Bu(CHj3)3SiCl s’han aconseguit en el treball descrit en aquesta memoria, en cap

d’ambdos casos fou possible I’alquilacié de la posici6 2 del nucli indolic.

5. La preséncia de substituents atraients d’electrons sobre I’atom de nitrogen
indolic (fenilsulfonil o derivats) esdeve necessaria per a la preparacid dels corresponents
diens furanics. Amb susbtituents donadors (-CH3) o abséncia de substituents sobre

I’atom de nitrogen indolic no s’aconsegueix la formacio de I’anell furanic tetrasusbtituit.

327



5. Conclusions

6. Els acids N-fenilsulfonil-2-indolilcarboxilics 20 1 21 s’obtenen amb bons
rendiments (practicament quantitatius) per tractament de 1’acid indole-2-carboxilic amb
NaHCO;3/CHsl, sulfonacid i hidrolisi quimioselectiva de I’éster metilic en medi basic
(solucié hidroetanolica d’NaOH). L’acid carboxilic de la posici6 2 de 1’indole
interfereix en el procés d’N-sulfonacid, inclus amb un gran excés del corresponent

clorur de sulfonil no fou possible aillar el producte procedent d’ N-sulfonacio.

7. Els intermediaris més adients per a 1’alquilacié de la posicié 3 del nucli
indolic foren les N’,N’-dimetil-(N-fenilsulfonilindole)-2-hidrazides 68 1 69, mentre que
les condicions optimes han estat litiaci6 amb #~-BuLi/TMEDA en el si de THF a -78 °C 1
posterior addicié de 1’aldehid corresponent a la llargaria de la cadena alquilica que es
desitgi introduir. L’alquilacio directa de 1’acid N-fenilsulfonil-2-carboxilic no fou

possible en cap de les condicions assajades.

8. El tractament de les N’,N’-dimetil-[3-(1-hidroxialquil)-N-fenilsulfonilindole]-
2-hidrazides 57-539 amb MnQO,/CH;COOH condueix directament a les lactones
tricicliques 47-49 de tipus 1-alquil-N-(fenilsulfonil)-1H-3-oxofuro[3,4-b]indole; el
dioxid de manganés oxida la hidroxi-hidrazida conduint a 1’hidroxi-acid intermediari
que, per ciclacio intramolecular, dona lloc a les lactones. La utilitzacié d’amides enlloc
d’hidrazides com a grups orto-dirigents per a la litiaci6 no ha permes accedir a les
lactones tricicliques 47-49 degut a problemes relacionats amb la dificultat que suposa la

hidrolisi.

9. La transformacié de les lactones 47-49 en els diens 16-19 s’aconsegueix amb
exit en dues etapes. En primer lloc, per tractament de les lactones amb 1’alquil litic
corresponent es forma I’hemiacetal intermedi. Aquest ultim, per tractament en medi

acid addicionat posteriorment, dona lloc al di¢ furanic.

10. El tractament dels diens 17, 19 i 23-26 amb els dienofils adients
(butirolactona o maleat de dimetil) condueix als adductes corresponents. En el cas de la
butirolactona s’obté una mescla de lactones tetracicliques isomeriques separables per
cromatografia de columna. La lactona que presenta el grup carbonil més allunyat de
I’atom de nitrogen indolic s’obté en major quantitat que el corresponent isomer de

posicié amb el grup carbonil a la posicio 3.
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11. La sintesi en fase solida proporciona un metode per a la preparacié de 1’acid
3-acetil-N-benzenesulfoniloxi-2-metilindol-6-carboxilic unit a la resina (170-R) i la
seva posterior bromacio de la posicio benzilica, aixi com per a la preparacié de 1’acid N-
hidroxi-7,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidro-5-oxo-carbazole-2-carboxilic 173. Mentre que les
reaccions dutes a terme en fase solida son senzilles 1 de facil manipulacid, aquesta

metodologia sintética no va ser reproduible en les condicions emprades en fase liquida.
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5. Conclusions

CONFIDENCIAL

16. En I’estada a la Universitat de Huddersfield, es va posar a punt un metode
analitic basat en les técniques d’HPLC-Masses (ESI-ToF) per a la quantificacié del
peptid fosfo-pRb™ procedent de la reacci6 de fosforilacié del péptid pRb™“ mediada
per CDK4/6. Aquest nou metode constitueix una alternativa a la determinacio de
I’activitat de compsotos inhibidors de CDK4/6 amb I’avantatge que no necessita de
derivats de fosfor marcats radioactivament i, per tant, ofereix menys riscos i major

seguretat en el treball del laboratori.
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