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Introduccion y Objetivos

La Naturaleza ha proporcionado durante décadas ingente
cantidad de metabolitos secundarios activos (MS#) muy diversas
aplicaciones terapéuticas. Este hecho ha conllevadgran interés en el
desarrollo de compuestos semisintéticos y sintgtiogpirados en los
productos naturales.

Durante décadas, nuestro grupo de investigacidrassntrado en
el aislamiento de metabolitos secundarios activos plantas
pertenecientes a la familia Annonaceas. Ademasaseebarrollado un
gran numero de andalogos estructurales de alguno& bt8no, por
ejemplo, acetogeninas y alcaloides isoquinoleinicos
(bencilisoquinoleinas, aporfinas y protoberberinds)s compuestos
aislados o sintetizados en nuestro grupo son sdoseta ensayos
biologicos para determinar su actividad citotoxi@gahibicion de la
cadena respiratoria mitocondrial), antibacteriarengffingica o evaluar

su afinidad por los receptores dopaminérgicos.

Considerando estos hechos se propuso en la pre3esis
Doctoral la consecucion de los siguientdgetivos:

1- Estudio de los distintos tipos de metabolitos sdatins
activos presentes en la familia Annonéaceas queseauido
de inspiracion para el desarrollo de nuevos farsmaco

2- Sintesis y determinacion de la actividad antib&uter y

antifingica de:
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a) 1-Alquil-tetrahidroisoquinoleinas  funcionalizadas
con carbamatos y ésteres.
b) Pirrolg2,1-a]lisoquinolein-3-onas.
3- Sintesis de hexahidrociclopentilisoquinoleinas tydis de

su afinidad por receptores dopaminérgicos.

En elCapitulo | de esta Tesis Doctoral se hace un breve estudio de
los principales grupos de metabolitos secundaratvas aislados en
Annonaceas haciendo especial hincapié en los palahechos en
nuestro grupo desde hace décadas. Una de nuesteipgles lineas de
investigacién se ha centrado en el aislamientocd¢ogeninas y en la
determinacion de su actividad citotoxica, pueseM&A son potentes
inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial.

En el Capitulo Il se destaca la contribucion realizada en los
Ultimos afios por nuestro grupo en el campo dentes$ de alcaloides
isoquinoleinicos biologicamente activos. En esfdtab se desarrolla la
sintesis de diversas tetrahidroisoquinoleinas (JTHEQNn actividad
antibacteriana y antifangica o dopaminérgica.

En el primer apartado de este capitulo se expagearitecedentes
bibliograficos que conducen al desarrollo del mismo

En el segundo apartado del capitulo se descrilsntasis de 1-
alquil-THIQ con diversos sustituyentes introducieosdiante funciones
tipo carbamato y éster. También se muestra lasssnte pirrol$2,1-
alisoquinolein-3-onas. A continuacion se describe datividad
antibacteriana y antifingica manifestada por losmeestos sintetizados

estableciéndose una relacion estructura-actividad.
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En la tercera parte de este capitulo se muestrsini@sis de
isoquinoleinas 1-sustituidas con esqueleto
hexahidrociclopen{g]isoquinoleinico. Se presenta ademas la afinidad de
estos compuestos por los receptores dopaminéripm®; y tipo-D, vy,
basandonos en dichos resultados, establecemoslac#n estructura-

actividad dopaminérgica.
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Introduction and Objetives

Nature has provided for decades a huge numbettigeaecondary
metabolites (ASM) with a broad spectrum of therdigeapplications.
This fact has led to a great interest in the dguakent of semisynthetic
and synthetic compounds inspired in natural praguct

For decades, our research group has focused itheston the
isolation of active secondary metabolites from tdabelonging to the
Annonaceous family. In addition a great numbertaictural analogues
of some ASM have been developed such as acetogemihisoquinoline
alkaloids (benzylisoquinolines, aporphines and givetberines). The
isolated or synthesized compounds by our group nwetg biological
assays to determine their cytotoxic (mitochondr@spiratory chain
inhibition), antibacterial and antifungal activity evaluate their affinity

towards dopaminergic receptors.

Therefore, in the presenbDoctoral Thesis we proposed the
achievement of the followingbjectives
1- Study of the different types of active secondaryamelites
present in the Annonaceous family that may inspire
development of new drugs.
2- Synthesis and determination of the antibacteriad an
antifungal activity of:
a) 1-Alkyl-tetrahydroisoquinolines functionalized with
carbamates and esters.

b) Pyrrold2,1-a]isoquinolin-3-ones.
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3- Synthesis of hexahydrocyclopentylisoquinolines ahatdly

of their affinity towards dopaminergic receptors.

In Chapter | of this Doctoral Thesis we do a brief study of the
main active secondary metabolites groups isolateth fAnnonaceous
with particular emphasis findings encountered by gnoup in the last
decades. One of our main research lines focuseth@nsolation of
acetogenins and the evaluation of their cytotoxativay, since these
ASM are potent mitochondrial respiratory chain bitars.

In Chapter Il we highlight the contribution carried out by our
group in the area of the synthesis of biologicalltive isoquinoline
alkaloids in the recent years. In this chapter slpthesis of various
tetrahydroisoquinolines (THIQ) with antibacteriahda antifungal or
dopaminergic activity has been carried out.

In the first section of this chapter we compile thieliographic
background that lead to their development.

In the second section of the chapter the synthadsisalkyl-THIQ
with different substituents introduced by carbaneatd ester functions is
described, besides the synthesis of py{&lbalisoquinolin-3-ones.
Then the antibacterial and antifungal activitiesspthyed by all
synthesized compounds have been detailed, estalglish structure-
activity relationship.

In the third part of this chapter the synthesis le$ubstituted
isoquinolines with hexahydrocyclopefijisoquinoline skeleton is
carried out. The affinity of these compounds towatype-0 and type-

D, dopaminergic receptors is demonstrated and, onbdses of the

10
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generated data, a structure-dopaminergic actiatgtionship has been

established.

11
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CAPITULO I: MSA de Annondceas como inspiradores de nuevos
fdrmacos

CAPITULO I: Metabolitos secundarios activos (MSA) de

Annonaceas como inspiradores de nuevos farmacos

l.1. Introduccion

La Farmacoquimica Natural se define como el estui#iolos
principios activos de origen natural. Esta rama dehocimiento
farmacéutico aborda el analisis de dichos prinsi@otivos naturales o
metabolitos secundarios activos (MSA) desde vapaspectivas. En
concreto se estudia su origen bioldgico y biogenétias propiedades
fisicoquimicas, la estructura quimica, las actidek bioldgicas y las
aplicaciones a nivel terapéuti¢d]. Cabe destacar que el origen natural
de dichos principios activos es muy variado, pugst® pueden proceder
de especies vegetales, animales o microorganisrPosLps MSA
constituyenper seuna parte importante del arsenal terapéutico hctua
pudiendo ser empleados directamente como farmacssviendo de
inspiracion para desarrollar nuevos productos ddos. Se debe
enfatizar que algunos MSA presentan problemas bbifdad, escasa
estabilidad metabdlica, baja potencia y/o selataidi[3]. Es en estos
casos cuando cobra vital relevancia la modifica@stnuctural del MSA
mediante semisintesis o la obtencién de analodgnsctgales a través de
una sintesis total [4].

Histéricamente, el mayor esfuerzo invertido por itelustria
farmacéutica en el descubrimiento de nuevos MSgrseujo durante la
segunda guerra mundial. En primer término, las stigaciones se

centraron en combatir las enfermedades infecciadesarrollando

15
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fdrmacos

farmacos antibacterianos o antifungicos. Postegaten se fue
ampliando el alcance de las investigaciones a gp@&®logias no
infecciosas. Por ejemplo, las primeras estatinagrigen natural fueron
descubiertas en los afios 70, en concretmdaastatinafue aislada de
Penicillium citrinum y la lovastatina de Aspergillus terreus Estos
compuestos poseen una analogia estructural evident& 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) y actian inhilmdo de forma
competitiva y reversible el enzima HMG-CoA-reduetasl cual esta
implicado en el paso limitante de la sintesis Hepéatlel colesterol
(Figura 1) [5].

6
OH OH
"ol o , HooC XA
S 1 3 OH
SCoA T&ﬁé&%’; Ac. Mevalénico

HMG-CoA @ \:

hidroxi-acido
(forma activa)

0 HO Colesterol
OH

Lovastatina

Figura 1. Mecanismo de accion de las estatinas
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A pesar de los indiscutibles logros alcanzadosvastigacion en
productos naturales por parte de la industria feéutca fue en
detrimento en los afios 90. Se prefirid dirigir ésfuerzos a la basqueda
de productos activos a través del cribado de atmlimiento ohigh
throughput screening(HTS) de librerias obtenidas por la quimica
combinatoria[6]. Tras considerar el escaso éxito de los métodos
fundamentados en la quimica combinatoria se ha uprdd un
resurgimiento del descubrimiento de nuevos MSA ldisarrollo de
productos derivados de los naturales. Actualmeotiig aseverarse que
aproximadamente un 50 % de los farmacos comeriflz son MSA o
compuestos que han sido generados inspirandoseeuacfos naturales
[7]. Cabe destacar que en el campo de las enfermeitidelssosas y en
oncologia, la presencia de MSA es todavia masrstiatallegando a los
dos tercios del total.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrolladamsniltimos afios
sus principales trabajos en el campo de la Farmdeicg Natural.
Concretamente, los estudios se han centrado en bl@naon,
determinacion estructural y evaluacion de las ataoes biolégicas de
MSA provenientes de especies vegetales de la tadegllas Annonéceas.
Entre los numerosos MSA aislados en esta familjadoenpuestos con
propiedades antipaltdicas, insecticidas y dopamices, entre otras.
Los MSA presentes en esta familia vegetal se pueatsificar en:
acetogeninas, alcaloides isoquinoleinicos, azadhmmas, benzopiranos,
estiril-lactonas y monoterpendsSigura 2). En el presente capitulo se va
a citar algunas azafluorenonas, benzopiranos kildsttonas presentes

en Annonaceas Yy se va a profundizar en el estuiasdacetogenings]
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y los alcaloides isoquinoleinico®], pues estos MSA son bastante

abundantes y poseen gran relevancia en esta familia

Acetogeninas
(Sguamocina)

.9 g
SN
o NH 0
H
O H,CO
HO

Alcaloides
isoquinoleinicos
(Annonaina)

H
= 0]
o N ~COOH m.@
0" o
H oH

Benzopiranos Estiril-lactonas
(Polycerasoidol) (Altholactona)

Azafluorenonas
(Macondina)

HO

Figura 2. Ejemplos de los distintos grupos de MSA identifasén

Annonaceas

l.2. MSA presentes en Annonéceas

[.2.1. Acetogeninas

Las acetogeninas (ACG) son MSA derivados de agidasos y se
caracterizan estructuralmente por poseer una largadena

hidrocarbonada (32 6 34 atomos de carbono),\tiaatona terminal y
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una region polioxigenada constituida por tetratigianos y grupos
hidroxilos. Estos MSA han sido aislados exclusivaiaele especies de
Annonaceas, en particular, en los génefosiona Goniothalamus
Rollinia, Asiminay Uvaria.

Las ACG son metabolitos citotéxicos que manifiegiespiedades
antimicrobianas, antiviricas, antihelminticas, paitidicas, plaguicidas
[10,1] y antitumoraled12-19. Se ha demostrado la capacidad de las
ACG de inhibir la cadena respiratoria mitocondri@RM) actuando
sobre la NADH-ubiquinona oxidorreductasa (complgj®,20-24. Cabe
destacar que dicha inhibicion es ejercida con waa gotencia, llegando
a ser superior a la manifestada por los inhibidatésicos (rotenona y
piericidina A)[25].

En nuestro grupo de investigacion se ha colabogadabundantes
estudios para establecer una relacion estructtiraeza (REA) [15-
22,26. A modo de ejemplo, se semisintetizaron derivadies
squamocina (ACG extraida de las semillas de especies delrgéne
Annong modificando lay-lactonaa,B-insaturada terminal. Se observo la
relevancia del motivo estructural lactonico, sierdte un farmacoforo
indispensable para la actividad inhibitoria de A3G sobre la CRM.
Sélo las sustituciones de diclydactona a,B-insaturada terminal por
bioisésteros consiguieron mantener la potenciat&itca en el rango

nanomolar Figura 3) [21,23.
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S12- Clsp = 2.4 nM

Figura 3. Analogos semisintéticos de squamocina

En este apartado nos gustaria destacar la semisidi lal5,24-
diacetilguanacona ACG que posee una cetona en posicionFigufa
4). Este producto semisintético se obtuvo a paetimbnoacetilados de la
guanacona extraidos de las semillas de la espaciena spragu€il9].

A través de estudios de modelizacion moleculamsdiz la disposicion
espacial que adopta la 15,24-diacetilguanaconaaehidapa lipidica
observandose una interaccién de sus grupos potadmnte puentes de

hidrogeno con los fosfolipidos de membrhg|.

34 s
O ~ 10

1
o) o Y

35

O
15,24-Diacetilguanacona

Figura 4. Estructura de la 15,24-diacetilguanacona

20



CAPITULO I: MSA de Annondceas como inspiradores de nuevos
fdrmacos

Cabe resaltar la peculiaridad de algunas ACG congwpo
hidroxilo en su y-lactona terminal, tales como I|&herradurina,
itrabina, otivarina y jeteina. Estos MSA fueron aislados de las semillas
de Annona cherimolia[27,28 y destacan por manifestar la mayor
potencia inhibitoria sobre la CRMFigura 5) [14,25. Ademas, la
laherradurina es capaz de inhibir varias lineas celulares tul@®rsin
dafiar a células no tumorales. Este importante zgalaonvierte a la
laherradurina en un firme candidato para ser empleado como fayma

antitumoral[29].

Laherradurina - Clsg = 0.18 nM
Figura 5. Estructura de la laherradurina: potente ACG imula de la

CRM

La actividad inhibitoria sobre la CRM también cené a las ACG
un interesante efecto insecticida. De hecho, laherradurina,
squamocinay rolliniastatina-2 han puesto de manifiesto su capacidad
insecticida frente a_eptinotarsa decemlineataEstas ACG también
mostraron un efecto téxico frente al paragitgpanosoma cruzy frente
a la larva dé&podoptera littoralig30,3].

Algunas ACG isOmeras dgjuamocing aisladas de las semillas de
Annona squamosajercen una actividad téxica frente a los nenaod
fitoparasitos Bursaphelenchus xylophiluy Meloidogyne incognita
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También se ha observado la capacidad antifungiestds ACG frente a
los agentes fitopatégendaiccinia reconditay Phytophthora infestans
los cuales afectan al trigo y a las solanaceagcéspmentd32].
Considerando todos estos hechos, las ACG son MSéeptibles
de ser aplicados comercialmente como plaguicidamctuso como

suplementos topicd83,34.

[.2.2. Alcaloides isoquinoleinicos

Los alcaloides constituyen un grupo de compuestgganicos
nitrogenados de origen natural con una gran dadside estructuras
guimicas y variadas actividades biologicigb]. En particular, los
alcaloides isoquinoleinicos o isoquinoleinas (IQ) smuy abundantes en
el reino vegetal y resultan desde una perspectwadcoldgica muy
interesantes debido a las actividades que mamifig36,37.

Estos MSA se han aislado de especies vegetalesicleamfamilias
del orden de las Magnoliales, como por ejemplo affiamilia de las
Annonacea$9].

Las isoquinoleinas son biosintetizadas a partir lde 1-
benciltetrahidroisoquinoleina (BTHIQ) denominag-norcoclaurina.
Se trata de una BTHIQ 6,7-dioxigenada, cuya biesiasttiene lugar
mediante la condensacion de dopamina pdndroxifenilacetaldehido,
formados éstos a su vez a partir Heirosina figura 6). Esta
condensacion de tipo Pictet-Spengler es catalizalda forma
estereoselectiva por la enzima norcoclaurina san(BKCS), la cual fue

aislada de varias especies vegetales de las famiderberidaceas,
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Papaveraceas y Ranunculacgas,39. La (S)-norcoclaurina es un

precursor central a partir del cual se originan sgrée de intermediarios
de diversificacion biosintética que permiten obtdoe distintos tipos de
alcaloides isoquinoleinicos. Cabe destacar queasestudiado la gran

cantidad de enzimas implicadas en las distintass roipsintéticas de las

IQ [40-47.
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Figura 6. Biosintesis de isoquinoleinas

Desde hace décadas, el estudio de los distintos tip 1Q y sus
propiedades biolégicas ha constituido una de laxipales lineas de
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investigacion de nuestro grupé3-49. A continuacion se va a comentar
brevemente algunas caracteristicas de las aporfina®toberberinas,

pues son MSA que se aislan con frecuencia en lasrfateas.

a) Aporfinas

Los alcaloides con esqueleto aporfinico conforman extenso
grupo dentro de las 1Q. Su amplia distribucién edam gran niumero de
familias botanicas, entre las que destacan las Waueas, Berberidaceas,
Lauraceas, Menispermaceas, Papaveraceas y Rarnaas)it)].

Las aporfinas son un interesante grupo de MSA desdaunto de
vista farmacoldgico, pues manifiestan un amplionadmade propiedades
biolégicas. Muchas de estas IQ poseen actividadmambbiana,
citotoxica, antitumoral, antiinflamatoria o son aaps de interaccionar
con receptores de neurotransmisorgsl]. Por ejemplo, la(R)-
annonaing alcaloide aporfinico presente en muchas espedis
Annonaceas, es capaz de inhibir la recaptaciéon apardina en los
sinaptosomas manifestando asi una actividad dogagita indirecta
[48,49.

Cabe destacar que algunas aporfinas han llegadoaplkcadas en
terapedutica, tal es el caso de(R)-apomorfina, la cual es obtenida
mediante semisintesis a partir de nerfina y es empleada en el

tratamiento de la patologia de Parkinson.
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b) Protoberberinas

Las protoberberinas son alcaloides isoquinoleinas estructura
tetraciclica que han sido aislados en especieasdamilias Annonaceas,
Ranunculaceas y Berberidaceas. Estos MSA poseersds/propiedades
farmacoldgicas, por ejemplo, teerberina ha sido muy estudiada por su
actividad antibacteriana, antifingica y antitumoral

En nuestro grupo se aislaron varias protoberberc@so la(R)-
coreximina, de especies del géndBmiatteriaque mostraron afinidad por

los receptores dopaminérgicos tipe{B6).

1.2.3. Azafluorenonas

Las azafluorenonas son alcaloides aislados ocdsiente en la
familia de las Annonacea$52]. Se ha observado que algunas
azafluorenonas deMitrephora diversifolia manifiestan actividad
antipaludica frente #&. falciparum[53]. También se ha sintetizado y
demostrado la actividad antibacteriana de algun&A Me este grupo
[54].

1.2.4. Benzopiranos prenilados

Los benzopiranos prenilados han sido aislados dasvaspecies
del géneroPolyalthia (Annonaceas), asi como de plantas de otras
familias y de organismos marinos. En nuestro gmpadanvestigacion se
aislaron nuevos benzopiranos prenilados de lazodeP. cerasoidey
P. sclerophylla Los MSA polycerasoidol polycerasoidina y

polyalthidina fueron sometidos a ensayos sobre inhibicion delptejo
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| de la CRM. Estos compuestos resultaron activosnds la
polyalthidina el mas potente de ellos con ung.Qle 4.4 uM[55]. Al
considerar esta actividad se logra comprender lagpigrlades
antitumorales y citotoxicas que manifiestan laseess que contienen
estos MSA.

1.2.5. Estiril-lactonas

Las estiril-lactonas poseen un esqueleto de 13cd&aie carbono
qgue conforman una estructura estiril 0 pseudokesiim unay- 0 6-
lactona. Se encuentran principalmente en el gé@emoiothalamusy
manifiestan actividad citotoxica y antitumoral. Boestro grupo de
investigacion se aislaron varias estiril-lactonas h corteza de
Goniothalamus arvensig se demostrd la actividad inhibitoria de estos
MSA sobre la CRM[56]. Ademas se han semisintetizado nuevos
derivados de las estiril-lactonas naturalealtholactona vy
goniothalesdiol Altholactona y algunos de sus analogos semisintéticos
manifestaron un interesante poder inhibitorio sdéneroliferacion de la

linea celular leucémica L-12167].

1.3. Conclusiones

Las Annonaceas contienen una gran diversidad de MGSA
estructuras quimicas originales y propiedades Qicé& de gran interés.
Este hecho conlleva que los MSA de esta familia daoe ser
consideradoper seunos firmes candidatos a farmacos, cuyo campo de
aplicacion abarque desde la terapia antitumoraiahelstratamiento de
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patologias neurodegenerativas. Ademas cabe desscamposible
utilizacion como agentes plaguicidas en agricult@@mo consecuencia
de estas variadas aplicaciones, ya sean terapguotida otra indole, los
MSA de Annonaceas son actualmente inspiradoresdéshrrollo de

nuevos farmacos.
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CAPITULO II: Sintesis de tetrahidroisoquinoleinas tsustituidas con

actividad antibacteriana y antifiUngica o dopaminérgca

II.1. Antecedentes bibliogréaficos

Los alcaloides isoquinoleinicos constituyen un gruple
interesantes compuestos de origen natural o siatéton diversas
propiedades biolégicas, como por ejemplo su a&ticntitumoral,
antimicrobiana o su afinidad por receptores doparginos vy
serotoninérgicof36].

Cabe destacar que los MSA isoquinoleinicos
(bencilisoquinoleinas, aporfinas y protoberberinasglados de las
Annonaceas han manifestado afinidad por los repeptiopaminérgicos.
Este hecho ha servido de inspiracion a nuestroogdepnvestigacion en
los dltimos afios para sintetizar diversos cabegaede isoquinoleinicos
con afinidad por dichos receptores y establecandast de relacion
estructura-actividad (REA) [48,58-63].

En la present@esis Doctoralse ha llevado a cabo la sintesis y la
determinacion de la actividad antibacteriana yfamgica de THIQ
sustituidas en posicion 1 con carbamatos y eéstknesionalizados.
También se muestra la sintesis de pif@ybalisoquinolein-3-onas y la
evaluacion de la actividad antibacteriana y antjiié@m que estos
compuestos han manifestado. Ademas se describptésis de 7-fenil-
hexahidrociclopen{g]isoquinoleinas y la afinidad por los receptores
dopaminérgicos de tipoDy tipo-D, que estas isoquinoleinas han

mostrado.
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II.1.1 Sintesis de alcaloides isoquinoleinicos

Las aproximaciones generales utilizadas habitugknesn la
sintesis de IQ se pueden clasificar en cinco grepofuncion del lugar
gue ocupe el enlace quimico que se forma duranteeet del anillo B
(Figura 7).

Tipo I. Formacion del enlace C8a-C1: Se trata dgelaeracion del
anillo B mediante la unién del atomo de carbono @-El anillo
aromatico. Este tipo de ciclacion se lleva a cagnis las metodologias
de Bischler-Napieralski y Pictet-Splenger [64].

Tipo Il. Formacién del enlace C1-N.

Tipo Ill. Formacion del enlace N-C3.

Tipo IV. Formacion del enlace C3-C4.

Tipo V. Formacion del enlace C4-C4a.

5 4
6 S 3 ’/,,l \\\\\
A, NR NR R NR NR
4 8a '1 2

Tipo | Tipo Il Tipo I Tipo IV Tipo V
Figura 7. Tipos de ciclacion en la formacion del nucleo isogleinico

2

Las ciclaciones tipo II-1V son realizadas a tradésla reaccion de
Pomeranz-Fritscf64] y sus modificaciones.
En la presentelesis Doctoral se han sintetizado los nucleos

isoquinoleinicos mediante la ciclacion de BisciNapieralski.
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a) Sintesis de THIQ mediante ciclacion de Bischlédapieralski

El método de ciclacién de Bischler-Napieralski dstgs en una
ciclodeshidratacion dé-feniletilamidas mediante un &cido de Lewis
como por ejemplo oxicloruro de fosforo (PQCl pentadxido de
difésforo (ROs).

Entre los métodos mas empleados para realizarakzxid deN-
acilacion dep-feniletilaminas con cloruros de acido se encuetdra
reaccion de Schotten-Baumann. Esta consiste eraguenucleofilico
exotérmico de lg-feniletilamina al cloruro de acido generandosélda
feniletilamida correspondiente y acido clorhidriebcual es neutralizado
mediante una base inorganidagura 8). Ademas de la reaccion dé
acilacion de Schotten-Baumann, también se pueder haaccionar
directamente lg3-feniletilamina con el correspondiente acido caflox
calentando a temperatura elevada (150 °C) o bidmantdo agentes
acoplantes como por ejemplo NgN-diciclohexilcarbodiimida (DCC) o
el hidroxibenzotriazol (HOBt) capaces de activagrelpo carboxilo.

O3
o NH

Q
NaOH 5% - HCI
o |y e O
) NH NH
- R__Cl R ~
N T cl
0.
Figura 8. Mecanismo de accion de laacilacion
Las N-feniletilamidas son sometidas a un proceso de

ciclodeshidratacion empleando acidos de Lewis (R@CR.Os, entre

otros) en distintos disolventes (acetonitrilo, diometano o tolueno) a
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reflujo (Figura 9). De esta forma se consigue generar el anillo B
obteniéndose iminas 3,4-dihidroisoquinoleinicas, daales debido a su

inestabilidad suelen ser reducidas a THIQ u oxigladi).

R.3 . B R C(Ia -PO,CI R.6 5 4ol
R4 Hl'\l;)fo cl R R /N_H R™ 7 8a N2
R\_/' ;:>$O ° Rl

c’ g
Figura 9. Mecanismo de la ciclacion de Bischler-Napieralski

Cabe destacar que la ciclacion de Bischler-Nagikrdiepende del
namero y naturaleza quimica de los sustituyenteardio aromatico A
de laN-feniletilamida. Este tipo de ciclacion se prodpceferentemente
en la posiciérpara respecto al sustituyente electrodonante situadel en
carbono 3 del anillo aromatico. Si en dicha posicitel anillo A se
introduce un grupo electroatrayente como por ejenyol halégeno, la
ciclacion de Bischler-Napieralski se ve dificultagaultando necesaria la
utilizacion de varios agentes deshidratantes. Epstnu grupo se
sintetizaron varias series de 6-cloro-7-metoxi-THIQsustituidas
empleando una mezcla de PQEIP,Os en tolueno a reflujp62,65. En
otros grupos de investigacion también se ha obdentdcloro-
isoquinoleinas 1-sustituidas empleando dicha mezbda agentes
deshidratantes en xileri66,67.

La estrategia sintética de ciclacion de Bischlepibialski
proporciona en la mayoria de los casos un buernimémto y ha sido
empleada habitualmente por nuestro grupo de imaestin para obtener
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alcaloides 1-sustituidos con esqueleto de benglismleina, aporfina y
protoberberina inspirados en los productos natsirgflégura 10)
[62,63,68.

N0 O <O O HO
N o N HO
OH
T ®

1-Benzoil-dihidroisoquinoleina Tetrahidroprotoberberina Aporfina
Figura 10. Tipos de alcaloides 1Q sintetizados en nuestrp@ru

Otros grupos también han sintetizado MSA y analogos
estructurales mediante esta ciclacion. A modo edmglo se va a citar la
sintesis de las protoberberinas naturalesralidina y O-
metilcoritenquirina [69]. El esqueleto protoberberinico de estos
productos naturales y de sus analogos se sintdézfbrmaone-pota
partir de la acetamida mediante una ciclacién e@naeloruro de fésforo
(PCk) en acetonitrilo Figura 11). Una posterior reduccion del
dihidroprotoberberinio da lugar a las tetrahidrepberberinas (THPB).
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_0 OTBDPS
i
\O N

0 PCls
) ’
o CHZCN
O\
Acetamida Dihidroprotoberberinio

THF \ NaBH,

Coralidina O-Metilcoritenquirina

Figura 11. Sintesis de coralidina@-metilcoritenquirina

Cabe destacar que tanto la ciclacion de Bischlgriedalski como
la estrategia de Pictet-Spengler pueden llevarsgba en un sistema de
microondas en tiempos reducidos y con buenos reedios. Utilizando
esta metodologia, se han sintetizado 3,4-dihidgoismleinas con
elevados rendimientos (75-90 %) mediante una cddrlade Bischler-
Napieralski empleando POLCén tolueno a 140 °C durante 30 minutos
[70].

b) Sintesis y aplicaciones de compuestos funciorz@dos con
carbamatos

En la present@esis Doctoral se describe la sintesis de 1-alquil-
THIQ funcionalizadas con carbamatos y ésteres catividad
antibacteriana y antifungica.
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En este apartado se va a poner de relieve la ianpDéa que posee
el grupo carbamato en el campo de la quimica médésaribiendo
algunos ejemplos de farmacos, funcionalizados dioho grupo, con
aplicaciones terapedticas.

Desde hace décadas, el interés por este grupoohatciha
suscitado el desarrollo de una gran variedad dedustsintéticos que
permitan su obtencion. Cabe destacar la implicad&rgrupo funcional
carbamato en la actividad de farmacos y en la chiterde profarmacos.
Las estrategias empleadas para sintetizar carbambtizcan desde los
métodos tradicionales, el uso de carbonatos madtigados y la sintesis
en fase solidaHigura 12). Entre los métodos tradicionales destaca la
utilizacion de isocianatos, derivados alquilicok atedo cloroformico y
diéxido de carbono. La sintesis de carbamatos\e&drde carbonatos
mixtos activados fue desarrollada como una altetamands econdémica a
los métodos tradicionales. Los carbonatos mixtosdymen una
alcoxicarbonilacion de las aminas dando lugar ackrbamatos. En la
sintesis en fase sdlida, las aminas y anilinamee a través de didxido
de carbono a una resina de Merrifield en presafeiearbonato de cesio
y yoduro de tetrabutilamonio, empleanbigN-dimetilformamida como
disolvente. Este método resulta eficiente y permsiitéetizar librerias de

compuestos con carbamatos para su posterior critiatbgico[71].
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Figura 12. Ejemplos de estrategias sintéticas de carbamatos

A continuacion se expone a modo de ejemplo algdaosacos
empleados en terapéutica funcionalizados con catoasnfigura 13).

La fisostigmina es un MSA aislado d@hysostigma venenosum
con capacidad de inhibir de forma reversible Idilmoéinesterasa y la
butirilcolinesterasa. Este MSA posee un grupo cadta en su
estructura y su accion sobre las colinesterasassid&#@ma nervioso
central se ve dificultada por su polaridad. Estehbesuscité la sintesis de
analogos que conservaran el grupo funcional cartmamague fueran

capaces de atravesar la barrera hematoencefffiga Entre los
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compuestos sintetizados cabe destacaivéstigmina. Este farmaco es
empleado actualmente en terapéutica en el traté&mniEnlas demencias
asociadas a las enfermedades de Parkinson y Alehgldj.

La mitomicina C es un carbamato antibacteriano aislado de los
cultivos de Streptomyces caespitosyses empleado en clinica como
antitumoral [71]. El producto natural paclitaxel, aislado dexus
brevifolia, es un farmaco antineoplasico que se administrdiamie
perfusién debido a su pobre biodisponibilidad oead.los dltimos afios
se ha semisintetizado analogos con grupos carbanmate presentan
mejores propiedades de biodisponibilidad ¢rg].

Se han desarrollado derivados semisintéticos faatizados con
un grupo carbamato ciclico de la eritromicina A, AM&htibidtico aislado
de la bactericBaccharopolyspora erythraed&a eritromicina A ha sido
empleada durante décadas y se ha observado quecarixitacion del
tracto gastrointestinal. Entre los compuestos setétecos, denominados
ketdlidos, destaca ldelitromicina pues es utilizada actualmente en el
tratamiento de infecciones del sistema respira{@idh

En las infecciones debidas a helmintos se emplezaddamato
albendazol farmaco de amplio espectro que es metabolizado
hepéticamente. El principio actiwfavirenz posee en su estructura un
carbamato ciclico y es empleado en la terapiaratrtoviral del virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) como inhibidor nocleosidico de
la transcriptasa inversa. Otros farmacos con caabmsrempleados en la
terapia antirretroviral son los inhibidores de fatpasa del VIH como,

por ejemployitonavir y atazanavir [71].
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Desde hace décadas, los carbamatos han sido ewgpleacho
insecticidas siendo su mecanismo de accion la imbib de la enzima
acetilcolinesterasa. Cabe destacar la aplicaciérhga tenido algunos de
estos compuestos como por ejemplaabaril, el cual se ha utilizado
como pediculicida frente Rediculus capitissi bien ya no se emplea

debido a sus posibles efectos carcinogérficdls

QN
AN
N< ;ﬁ“ I Y g ¥

Rivastigmina Albendazol Ritonavir

7\

N

N |4NH
H y OH o
o Fs HoN { o N AN
O{ o) O H
@
Efavirenz Mitomicina C Atazanavir

Figura 13. Ejemplos de carbamatos con aplicacion terapéutica

Cabe destacar que la funcionalizacion con carbamat una
estrategia empleada en quimica médica para obfgpé&rmacos que
mejoren la biodisponibilidad del compuesto activa.hidrélisis de este
grupo funcional puede producir, por tanto, la bivacion del
profarmaco administrado o la inactivacion del poofarmaco si éste

requiere un carbamato para ejercer su ada@ign
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A continuacion se va a describir algunos profarrmamm un grupo

carbamato empleados en terapéutitigura 14).

Irinotecan (profarmaco) 7-Etil-10-hidroxi-camptotecina (farmaco)

e
)
o]
(o]
\(
S\\gz
zZ
-~
I
Z
T Z\Zgz lo]
m

Capecitabina (profarmaco) 5-Fluorouracilo (farmaco)

Bambuterol (profarmaco) Terbutalina (farmaco)

Figura 14. Ejemplos de profarmacos con grupo carbamato

El irinotecan es un profarmaco hidrosoluble que es metabolizado
por carboxilesterasas hepaticas dando lugar abf@rantitumoral 7-etil-
10-hidroxi-camptotecina, potente inhibidor de lgdisomerasa I. La
capecitabinaes un profarmaco que favorece la selectividachection
citostatica de su correspondiente farmaco, el &duracilo. Este

profarmaco es transformado por tres enzimas, sielodode ellas mas
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abundantes en los tumores. Debido a este hechoadacitabina es

bioactivada a 5-fluorouracilo de forma selectivdantumoreg71].
También cabe destacart®mbuterol, profarmaco del agonisfa-

adrenérgico terbutalina. Este profarmaco mejoraatzion de la

terbutalina al dismunir considerablemente su méitaho hepéticq71].

c) Sintesis de pirrol¢2,1-a]isoquinoleinas

Los alcaloides con esqueleto pirf@ddl-alisoquinoleinico estan
constituidos por un nucleo 1Q fusionado con unccicitrogenado de
cinco miembros. Este tipo de compuestioeron paradoéjicamente
sintetizados antes de que se aislaran productasafed con esta misma
estructura. Las pirro[@,1-a]isoquinoleinas poseen variadas propiedades
biologicas como por ejemplo actividad antidepresivantitumoral[76].
Cabe destacar la actividad citotoxica frente arda lineas tumorales
humanas de lascrispinas, MSA con estructura de pirrd®,1-
alisoquinoleinas aisladas d@arduus crispus[77]. También resulta
interesante latrollina, obtenida del extracto etandlico de flores de
Trollius chinensis Este MSA ha manifestado actividad antibacteriana
frente a Klebsiella pneumonige Streptococcus pneumoniaey
Staphylococcus aureuasi como actividad antivirig@8]. La oleraceina
E es una pirrolf2,1-a]isoquinoleina aislada del extracto etandlico (70%)
de Portulaca oleracea(Figura 15) [79]. Este MSA ha mostrado su
capacidad antioxidante inhibiendo especialmenpetaxidacion lipidica

inducida por peroxido de hidrégef®0].
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/O /O N
\O N \O = N®
H
Crispina A Crispina B
HO
N
HO 0
H
Trollina Oleraceina E

Figura 15. Pirrold2,1-a]isoquinoleinas naturales bioactivas

Las relevantes propiedades biolégicas de este dgpdQ han
suscitado el interés de varios investigadores qae tHesarrollado
distintas estrategias para su sintesis.

A modo de ejemplo, la pirrdl@,1-a]isoquinoleina naturalrispina
A ha sido sintetizada a partir de una THIQ sustitied posicion 1 con
trimetilsililpropargilo, la cual sufre una ciclacié oxidativa
intramolecular mediante acetato de plata dandorlagda estructura
pirrolo[2,1-a]isoquinoleinica. Finalmente se genera la crispiratfavés

de la hidrogenacion del pirrdFigura 16) [81].

AgOAc, CH,Cly, 5% Rh/C, H,

0 14h,ta. 0 ACOH/MeOH, 8d., ta. O
\O NH \O \ N/ \O N

/. Crispina A

Figura 16. Sintesis de crispina A
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Recientemente se ha descrito una sintesis estketose se las
pirrolo[2,1-a]isoquinoleinas  naturales (S)-(-)-trollina,  (R)-(+)-
oleraceina Ey (R)-(+)-crispina A. Se han sintetizado 1-propenil-THIQ
quirales, las cuales son oxidadas con ozono, sdasesi una reaccion de
Wittig con un fosforano e hidrogenadas dando lumarHIQ quirales
sustituidas en posicion 1 con un éster saturadosE®mpuestos sufren
una desproteccién del nitrdgeno isoquinoleinico ®a uciclacion
intramolecular generandose de este modo el esqueeetpirrol¢g2,1-
alisoquinoleina con quiralidad. Finalmente se lleva cabo
modificaciones de los sustituyentes en las posssdhy 9 para obtener

los alcaloides naturaleBi@ura 17) [82].

PivO Desproteccion  pjyO

grupo amino
o N-goc o N,
Oxidacion o
Reaccion de Wittig
HidrogenaV )

~
O Reduccion
PivO Metilacion

Desproteccion
grupos oxigenados

HO _0
N HO. ~ N
HO N o)
HO N
H o

(S)-(-)-Trollina (R)-(+)-Crispina A
(R)-(+)-Oleraceina E

Figura 17. Sintesis de§)-(-)-trollina, (R)-(+)-oleraceina E yR)-(+)-
crispina A

Otra aproximacion para la obtencion de pirf@]t-alisoquinolonas
consiste en una sintesis en tandem, en la quemdotdeN-fenetilimidas

se produce una adicion carbofilica de un orgawoolitando lugar al
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correspondient®&-aciliminio que es ciclado obteniéndose la pirfd)a-
alisoquinolona. Esta reaccion puede llevarse a cabéornaone-pot
empleando distintos tipos de organoliticos en hedrafurano (THF) a -
78 °C seguido de un tratamiento posterior de éciffi@oroacético (TFA)

en diclorometano o cloroformé&igura 18) [83].

0

/O:QND 1) RLi, THF, -78° C o

~o O 2) TFA, CH,Cl, ~o N_o
R

(0]

@
+ - R
0 (6]
o N
/:@/\/NR

O

o

Figura 18. Sintesione-potde pirrold2,1-alisoquinolonas

También se ha descrito la sintesis de pif&lbalisoquinolonas
mediante una ciclacion tipo Parham. Primero se sonze la N-
fenetilimida a una halogenacion con cloruro de yodicl).
Posteriormente se afiade el reactivo organoliticolymiéndose asi un
intercambio entre el halégeno (1) y el metal (Gabe destacar que dicho
intercambio se realiza con mayor rapidez que lei@aidel organolitio al
grupo carbonilo de la imida. Debido a este hechopsmluce una
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ciclacién intramolecular que origina el compuestderimedio 10b-
hidroxipirroloisoquinolona, el cual sufre deshid@bn espontdnea

dando lugar a la enamidgigura 19) [83].

/ N\
o o
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lus)
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/ N\
o O
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o)

HO

Figura 19. Obtencion de pirrol@,1-a]isoquinolonas con enamida

mediante la ciclacion de Parham

d) Sintesis de hexahidrociclopen{g]isoquinoleinas

Los alcaloides con esqueleto
hexahidrociclopenf{g]isoquinoleinico se caracterizan por presentar en su
estructura un ciclopentano fusionado con un nukledCabe destacar la
escasa informacion encontrada en la literaturaeseste tipo concreto de
alcaloides. Estos compuestos poseen una analogietesal relevante
con las proaporfinas.

Las proaporfinas son  biosintetizadas a partir de

bencilisoquinoleinas (BIQ) y son a su vez compugesttermedios en la
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obtencién de aporfinas naturales comaslatebaina (Figura 20). De
forma general, las BIQ sufren un acoplamiento dwidadando lugar a
las proaporfinas, las cuales son transformadas o#firmgs mediante

reordenamientof84,83.

reduccién

HO diona

0

HO

_O
acoplamiento
N oxidativo
H

(S)-Orientalina (S)-Orientalinona (S)-Orientalinol
(proaporfina) (proaporfina)

(S)-Isotebaina
(aporfina)

Figura 20. Biosintesis deS)-isotebaina

Recientemente se ha aislado la proaporpnenuciferina y su
analogoN-sustituido con isopropanonitrilo, &piganina A de las raices
de Stephania epigae486]. Se ha propuesto un posible mecanismo
biosintético de la epiganina A a través de désidroxilaciones
enziméticas del acido glutamico. La cianohidrinaoshbitetizada
reacciona con la pronuciferina dando lugar a ulyeto intermedio que

es decarboxilado generandose la epiganingidufa 21).
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Glutamina

Pronuciferina Epiganina A

Figura 21. Biosintesis hipotética de epiganina A

Otras proaporfinas como lalitsericinona, la 8,9,11,12--
tetrahidromecambrina y la hexahidromecambrina A fueron aisladas
de las hojas d€hoebe grandisEstas proaporfinas manifestaron una
actividad citotoxicdn vitro frente a la linea celular tumoral Hep(&7].
La glaciovina es una proaporfina aislada @zotea lancifoliaque ha
mostrado su actividad antiparasitaria frente a piigotes de varias
especies del génet@ishmaniay frente alrypanosoma cruZisg].

Las proaporfinas naturales también han sido obdsnidediante
sintesis total y ademas han inspirado el desarsiflig¢tico de analogos
con esqueleto de hexahidrociclopé¢ipiasoquinoleina (HCPIQ).

Desde hace décadas se ha descrito distintas gsigatntéticas
para obtener el nicleo HCPIQ presente en las pria@e En la década
de los setenta se propuso una sintesis total diales con estructura de
aporfina, proaporfina y morfinandienona mediant@lfsis partiendo de

las correspondientes 1-bencilisoquinoleinas brosia&g
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También se ha sintetizado el esqueleto de HCPIQiamied
catdlisis acida haciendo reaccionar el correspatglie acido
isoquinoleinacético o su éster metilado con acidiifgsférico (PPA) a
115° C. La cetona obtenida es sometida a una Gada Wittig con
cloruro de metoximetil-trifenilfosfonio obteniéndosos derivados enol
éteres, los cuales son hidrolizados al aldehido iantdl &cido
metanosulfonico (AMS) acuoso. El aldehido es sadoedi una anelacion
de Robinson con butenona en presencia de tertddotgotasico para

obtener la HCPI@muronina (Figura 22) [90].

o _o _o _o
o N Cgtgl(gs o N\  Reaccién de Wittig o N + o N
o —_— _— >
PPA, 115°C o HsCOCH,P*PhsCl O 7 H—
/O

OH b

AMS aq, 90° C

N Anelacion de Robinson N
-
H,C=CHCOCHj3

BUO-
BUOK* o

I

Amuronina

Figura 22. Sintesis de la HCPIQ amuronina
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Cabe resaltar el reactivo de Eaton que permiteaillew cabo
alquilaciones y acilaciones sobre compuestos afoosat! olefinicos de
forma mas economica en comparacion con el empldo adelo
polifosforico[91]. Este reactivo consiste en una mezcla de pentdedo
fosforo en acido metanosulfénico en una proporaédn masa 1:10.
Mediante el empleo de este reactivo se sintetizaesios compuestos

como la dihidrojasmona y la 1-indanorfagura 23).

b —

Dihidrojasmona
o o
g —— 7
[
©/\)\OH - @é

1-Indanona

Figura 23. Compuestos sintetizados con el reactivo de Eaton

También ha sido descrita la sintesis total de laempworfinas
stefarina y pronuciferina. La stefarina se ha obtenido a través de una
ciclacion oxidativa intramolecular haciendo reaneio a la
correspondiente enamida fenodlica con diacetato aodohyenceno en
trifluoroetanol a 0° C, seguida de una reducciam lworohidruro sédico
(NaBH,;). La pronuciferina se genera medianteNanetilacion de la
stefarina Figura 24) [92)].
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(0] o

Stefarina Pronuciferina

Figura 24. Stefarina y pronuciferina

Cabe destacar que se han sintetizado analogos QHEoN
actividad inhibitoria sobre la feniletanolamiNametiltransferasa, enzima
implicada en la sintesis de la adrenal[88]. Recientemente se han
obtenido derivados sintéticos de HCPIQ capacesntibii de forma
potente la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP lut@&ndo citotoxicos
frente a células deficientes en genes supresoresumeres [94].
Considerando estos hechos resulta interesante nplivkr en la
obtencién de HCPIQ con posibles actividades bickgi

Desde hace afios se conoce la relevancia que tlesegrupos
hidroxilos libres en alcaloides con ndcleo 1Q plaranteraccion con los
receptores dopaminérgicos (R[36,58-63,65 La desproteccion de los
hidroxilos en las IQ sintéticas con afinidad pos IBD resulta, por
consiguiente, una etapa importante. Cabe destaealageaccion d®-
demetilacion es el proceso de desproteccion dexiids que se emplea
en la sintesis de compuestos con actividad dopagiiaéen nuestro
grupo de investigacion.

La reaccion dé-demetilacion se lleva a cabo desde hace décadas
utilizando triboromuro de boro (BBren un disolvente inerte y anhidro,

habitualmente diclorometari®5-97. Esta reaccion suele realizarse en
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condiciones suaves mezclando el compuesto a damg#l BBg a -80°

C para posteriormente dejar que la reaccion alcdactemperatura
ambiente. Cabe destacar que otros grupos de igaegth han descrito
procesos deO-demetilacion de 1-fenil-, 4-fenil- y 1-bencil-THIQ
dopaminérgicas empleado &cido bromhidrico (HBr) empteraturas

elevadas (100° C) obteniendo en dicha reacciors vajalimiento$66].

[1.1.2. Actividad antibacteriana y antifungica

En la Naturaleza existe una gran variedad de adt=do
isoquinoleinicos y quinoleinicos con actividad batteriana vy
antifingica que, a su vez, han inspirado la siste® derivados
guimicamente mas complejos y biol6gicamente actideshecho, en las
Ultimas décadas se han aislado y sintetizado um mgiianero de THIQ
con actividad antitumoral y antimicrobiaf@8,99.

En lafigura 25 aparecen representados los principales cabezas de

serie de alcaloides antimicrobianos.

0]
N N
‘/N j X X
N

° R \N/

Isoquinolein-5,8-diona Pirazino[2,1-a]isoquinoleina Pirrolo[1,2-aJisoquinoleina Pirrolo[1,2-a]quinoleina

O —

S
N N N SH
N ~-N N
Bencilisoquinoleina Benciloxiisoquinoleina Tienoisoquinoleina Mercaptoisoquinoleina

Figura 25. Cabezas de serie de alcaloides antimicrobianos
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En estudios previos se ha observado que la cuzaerén delN y
la proteccion de los grupos polares de los alcefidoquinoleinicos
sustituidos resultan relevantes en la actividatbacteriana, antifangica
y antimaléarica. Sin embargo, cabe destacar qudQason actividad
antiviral, concretamente frente al VIH, son aquekpie presentan los
grupos polares desprotegidos, como las THIQ o kessde 6,7-
dihidroxi-isoquinolinio[10(Q.

Cabe destacar que varias quinonas antimicrobiamrasstructura
de isoquinolein-5,8-dionasfueron extraidas de esponjas marinas del
géneroXestospongiaasi como de su molusco nudibranquiorgnna
funebrig. Dichos compuestos mostraron actividad frente aatdrias
Gram-positivas Bacillus subtilisy Staphyloccoccus aureuy frente a
hongos Cladosporium cucumerinim Ademas, se ha observado que
estos MSA ejercen una actividad insecticida frertB@odoptera littoralis
[101-103. Como consecuencia de la relevante actividad actBbiana y
también antitumoral de las quinonas se ha realifmdintesis de varias
isoquinolein-5,8-dionas, las cuales resultarorvastirente a. subtilis
[104).

Cabe destacar la potente actividad antibacteriarentef a
Helicobacter pylori manifestada por varias quinolonas aisladas del
actinomicetoPseudonocardissp. CL38489. En concreto, el compuesto
CJ-13,136 mostr6 una concentracion inhibitoria minima freateH.
pylori de 0.1 ng/mL{105.

Recientemente se han aislado alcaloides antimamobi con

estructura de benzofenantridina del vegetahthoxylum rhoifolium
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Entre los MSA obtenidos, el compuesto con mayoemoa y amplio
espectro de accion fuedaeleritrina [10§].

Se ha observado que varias THIQ con estructunairdeino[2,1-
aJisoquinoleina ejercen una actividad antifUngidga vitro frente a:
Cryptococcus neoforman3richophyton rubrumAspergillus fumigatus
y Candida albican$107-10§.

Alcaloides sintéticos con estructugarrolo [1,2-a]quinoleina e
isoquinoleina mostraron actividad antibacteriana frent€Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriaeYibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholera, B. subtilis, 8ureus, Klebsiella
pneumoniaey Pseudomonas aeruginosd&ste tipo de compuestos
también manifestaron actividad antifungic€atdida tropicalis, C.
albicansy Aspergillus niger[109.

Se ha observado que lawercapto- y tieno-isoquinoleinas
sintéticas resultan antibacterianasvitro frente aBacillus cereusE.
coli, P. aeruginosay S. aureus Algunos de estos compuestos también
mostraron actividad antifungica frentdanigery C. albicang11Q.

Cabe destacar que varias [IQ con esqueleto de
benciloxiisoquinoleinahan resultado activaa vitro frente aH. pylori,
mostrando una de ellas mayor actividad que la ariiimd y la
claritromicina, si bien no manifest6 eficaamavivo[111]. También se ha
descrito que algunasencilisoquinoleinasposeen actividad citotoxica,
antifingica, antibacteriana y antimalarifB0(. Recientemente se ha
sintetizado 1-aril-6,7-dimetoxi-THIQ  con potente tiadad

antibacterian§112,.
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Se ha descubierto la actividad antimalérica, actédvena y
antifangica in vitro de 1Q con estructurabisbencilisoquinoleinica
(BBIQ) aisladas de la especie vegeEinetrum villosum[113. La
BBIQ cefarantina, aislada dé&tephania rotundaha mostrado actividad
antipaltdicain vitro [114]. Se ha observado un efecto larvicida frente
Culex quinquefasciatusn 1-fenilisoquinoleinas sintéticas, asi como en
las fracciones de un extracto de talloBeeberis tabiensigjue contienen
varias bisbencilisoquinoleinas [115].

La tetrandrina es un alcaloide BBIQ aislado d8tephania
tetrandra y se ha observado que produce un efecto sinérgicd
fluconazol frente &. albicans Este MSA reduce la resistencia frente a
fluconazol al ser un inhibidor de la expresion garide las proteinas que
forman las bombas de expulsion de principios astigmolicos erC.
albicans[116. Se ha observado que la tetrandrina también eseetir
la resistencia a agentes quimioterapicos en célufasrales al inhibir la
glicoproteina-P y reducir su expresion, ya que psiteina se encarga de
expulsar los farmacos de las células [117].

Se debe enfatizar que una gran diversidad de catgaueon
esqueleto quinoleinico e isoquinoleinico también estman una
importante actividad antipaltdica tantovitro comoin vivo [118,119.
Algunas IQ antimaléaricas sintéticas poseen sugiitgs tipo uretano,

tiouretano y carbama{d 18,12Q (Figura 26).
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Figura 26. Quinoleinas antipaltdicas con uretano, tiouretano
carbamato

11.1.3. Actividad dopaminérgica

a) Dopamina: biosintesis y metabolismo

La dopamina (DA) es un neurotransmisor con estractde
catecolamina y su biosintesis se realiza a padir aninoacido L-
tirosina. En primer lugar, la L-tirosina es trangiada a 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) mediante una hidriagion catalizada
por la tirosina hidroxilasa. Finalmente, la L-DOPAufre una
descarboxilacion por la L-amino&cido aromatico ddsaxilasa (LAAD)
dando lugar a la dopamirja2l] (Figura 27). La dopamina puede ser
degradada a acido 3,4-dihidroxifenilacético en l@sminaciones
nerviosas por la monoaminooxidasa (MAO). Una vezlte liberada la
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dopamina al espacio sinaptico, ésta también puedemgtabolizada
primero a 3-metoxitiramina por la catecol-O-metdrisferasa (COMT) y

luego degradada a &cido 3-metoxi-4-hidroxifenil@cétpor la MAO

[127.

O tirosina %

OH hidroxilasa HO OH LAAD HOID/\’
NH NH NH
HO 2 HO 2 HO ’

tirosina L-DOPA dopamina

Figura 27. Biosintesis de dopamina

La biosintesis de dopamina y su secrecion por dasomas puede
ser regulada a través de dos mecanismos que digeniria transmision
dopaminérgica: la activacion de receptores pretoc@gpde tipo-I por
agonistas dopaminérgicos y la recaptacion de dopmardel espacio
singptico por neuronas presinapticas mediante ahsportador de
membrana de dopamina (DAT) [123,124].

b) Receptores dopaminérgicos: clasificacion y ubic&n

Los receptores dopaminérgicos (RD) son de natagheateica y
estan formados por siete dominios helicoidalesstreambrana asociados
al complejo de la proteina G. Los RD son tanto ipégdicos como
postsinapticos y son clasificados en la subfantiia-D; (formada por
D1y Ds) y en la subfamilia tipo-p(constituida a su vez por,D3 y Dy)
[123,125]. Se ha observado dos isoformas del rec&pt llamadas bBs
y D,.. Se sospecha que el receptor Bs principalmente postsinaptico,

sin embargo la isoformajPresulta ser presinapti¢a22.
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Se ha visto que la activacion de los RD de tigopBbbmueve la
actividad de la adenilato ciclasa (AC) mediantg@rateina @&, lo que
conlleva un incremento en los niveles intraceldade adenosin
monofosfato ciclico (AMPc). En contraposicion, letieacion de los
receptores tipo-p conlleva la inhibicibn de la AC a través de las
proteinas Gi, Yy €l consiguiente descenso de la concentraciohMigc
intracelular [126].

Cabe destacar que las neuronas dopaminérgicas Csengran
mayoritariamente en el sistema nervioso centralQ)séando lugar a los
sistemas nigroestriado, mesocortical, mesolimbi¢obgroinfundibular.
De forma general, los receptores tipp{edominan sobre los tipoz[@
lo largo de todo el cerebro humano. Se ha obsemad@n la subfamilia
tipo-D; (D1 y Ds), los receptores Dson mayoritarios en el cerebro,
ubicandose sobre todo en el sistema nigroestriadesolimbicoPor el
contrario, los receptoress[3on bastante minoritarios y estan distribuidos
principalmente en el hipocampo e hipotdlamo. Enrdferente a la
distribucion de los receptores tipa-[D,, D3 y D,), los receptores B
resultan mas abundantes en el sistema mesolimhiigrgestriado. Los
receptores Btienen mayor densidad en los islotes de Callaf@&rculo
olfatorio y nucleoaccumbensanterior. El receptor Pse ubica en el

talamo, hipotalamo, corteza frontal, nuclaocumbensy mesencéfalo

[122.

¢) Dopamina: relevancia fisioldgica y patologias asiadas
La dopamina resulta ser un importante neurotrammsnaiel SNC.

El sistema nigroestriado es imprescindible en ehtrob de los
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movimientos voluntarios y el sistema mesolimbica éwplicado en los
procesos conductuales, en los que la motivaciéulteeslave. Se ha
observado que la dopamina contribuye en el comteolas funciones
cognitivas, actividad locomotora, estados animigogn desoérdenes
debidos al consumo de sustancias de afL&%).

Algunas patologias estan asociadas a una alterdei@s sistemas
dopaminérgicos. Entre ellas, cabe destacar laraeftad de Parkinson,
la enfermedad de Huntington, la esquizofrenia ¥ifgeractividad con
déficit de atencion.

La enfermedad de Parkinson es debida a una hipofude la via
dopaminérgica  nigroestriada como  consecuencia dea un
neurodegeneracion. En el tratamiento de esta pg#oke estimula la
actividad dopaminérgica directa (levodopa y agasisiopaminérgicos) o
indirectamente (inhibidores de MAO y COMT). La ledopa es
administrada con un inhibidor de la LAAD para autaensu
biodisponibilidad cerebral. Ademas, los inhibidodesMAO y de COMT
son utilizados en el tratamiento coadyuvante adadopa para reducir el
catabolismo de ésta. Los agonistas dopaminérgiopseados pueden ser
derivados ergéticos o no ergdticos. En algunos s;asambién se
administra farmacos anticolinérgicos para tratar elsfermedad de
Parkinsor{122.

La enfermedad o corea de Huntington cursa con reago
caracteristicos de una hiperactividad dopaminérdiaaterapia consiste
en la administracion de antagonistas dopaminérgi®sreceptores
postsinapticos (butirofenonas, benzamidas y feriotia) o de farmacos

gue deplecionen los depdsitos de dopamina. Tandggruede emplear
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activadores de RD presinapticos a dosis bajas danapomorfina o la
bromocripting127].

Se considera que en la esquizofrenia hay un ddseguien el
sistema dopaminérgico, en concreto una hipofuneidrivel Dy y una
hiperactividad de B En el tratamiento de esta patologia se emplean
neurolépticos, cuya accion se centra en el blogleetos RD DB. Los
neurolépticos se clasifican en tipicos (fenotiagindoxantenos vy
butirofenonas, entre otros) y en atipicos (benzasjidibenzodiazepinas,
dibenzotiazepinas y benzisoxazol), los cuales g@nerenos reacciones
adversas. Cabe destacar que los antipsicoticogamtan de forma
selectiva los RD presinapticos y postsinapticogndn variable la
intensidad del bloqueo y el subtipo de receptortatio[122).

Se considera que en el trastorno de hiperactivaed déficit de
atencion (TDAH) hay una deficiencia tanto en losstesnhas
dopaminérgicos como en los noradrenérgicos. Delaidello, en el
tratamiento del TDAH se puede utilizar estimulardepaminérgicos y

noradrenérgicos, entre otros farmaghia2,127.

d) Agonistas y antagonistas dopaminérgicos

Se debe destacar la gran variedad de estructuiiasicga que
presentan los agonistas dopaminérgicos: feniletilasy aporfinas,
aminotetralinas, aminoindanos, octahidrobenzoqinasl y derivados
ergoticos, entre otrog-igura 28). Como se ha comentado anteriormente,
los agonistas dopaminérgicos son empleados eralém el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson y en trastornos eedoarinos

(supresion de la lactacion al bloquear la secredeprolactina)122.
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O OH
N N~ HO
" A 2

Feniletilaminas Aporfinas Ergéticos Aminotetralinas
(Dopamina) (Apomorfina) (Pergolida) (N,N-Dipropil-5,6-dihidroxi-2-
aminotetralina

Figura 28. Agonistas dopaminérgicos

Entre los antagonistas dopaminérgicos cabe resastaompuestos
SCH23390 y SCH39166, los cuales actuan sobre mresptipo-0. Las
benzamidas como, por ejemplo, la racloprida y l&nzbhzepinas
(clozapina) inhiben de manera selectiva los RD ige-D,. Otros
compuestos como los tioxantenos y las fenotiazawdan de forma
inespecificaKigura 29) [122. Los antagonistas dopaminérgicos resultan
eficaces en el tratamiento de la esquizofreniariogl mania y en la
enfermedad de Huntington [123].

:JCGN_ o | OH }
g T

SCH 23390 Racloprida

Figura 29. Antagonistas dopaminérgicos
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En la determinacion de la afinidad por los RD selemensayos
vitro de fijacién con radioligandos especificos en co@sgtriado de rata.
En esta técnica, denominainding se estudia la capacidad de los
compuestos a ensayar para desplazar a los radidtigaselectivos {H]-
SCH 23390 para RD tipo-Dy [*H]-racloprida para receptores tipa)D

de su lugar de union al receptor.

e) Antecedentes del grupo de investigacion

Los alcaloides isoquinoleinicos son biosintetizadogartir de la
dopamina y delp-hidroxi-fenilacetaldehido. La subestructura deo tip
feniletilamina aportada por el sintdn dopamina débeonferir a las 1Q
cierta afinidad por los receptoretopaminérgicos, los cuales estan
implicados en severas patologias neurolégicasiantente descritas en
el presente capitulo.

Este hecho ha generado un mayor interés en lssisirte nuevas
IQ, inspiradas en analogos naturales, que poséaidaaf especifica por
algunos tipos de R[B6,58,60,61,65,128-131

En nuestro grupo de investigacion se ha desarmlihdante las
Ultimas décadas una linea de investigacion solmesis de 1Q con
actividad dopaminérgica.

A modo de ejemplo se va a citar la sintesis ensgigcotiva de 1-
benciltetrahidroisoquinoleinas con actividad dopeargica. Se logro
sintetizar sales de isoquinolinio cdRH o (§-fenilglicinol como auxiliar
quiral. Tras una reduccion de los diasteroisomegradiminacion del
auxiliar quiral se obtuvieron los enantiomeros, logales fueron

sometidos a un&l-metilacion y a una posterior desproteccion de los
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grupos oxigenados del anillo A. Cabe destacar gsi€IR)-BTHIQ sdélo
manifestaron una leve afinidad por los RD tippdd rango micromolar
y no presentaron afinidad por los receptores tipo$in embargo, las
(19-BTHIQ si resultaron considerablemente mas afpwdos dos tipos
de RD. También se observo que la introduccion dgrupo propilo en el
nitrogeno no favorece la afinidad de las BTHIQ pstos receptores
(Figura 30) [60].

> » C

K;D; = 23.9 uM K;D; = 51.9 uM K;D; = 16.6 uM
Ki D, = 4.0 uM Ki D, = 21.9 uM Ki Dp = 14.7 uM

Figura 30. 1-bencil-THIQ quirales con actividad dopaminérgica

Posteriormente se llevd a cabo la sintesis deelasssde 1-butil-,
1-bencil- y 1-fenil-tetrahidroisoquinoleinas cloaaden su posicion 6 e
hidroxiladas en la posicién 7. La serie 1-fenil-THhanifesté una mayor
afinidad por los RD tipo-B mientras que las 1-butil- y 1-bencil-THIQ
resultaron mas afines por los receptores tipgHyura 31). Merece una
mencion especial la 1-butil-6-hidroxi-7-cloro-THI@ues mostré una
mayor selectividath vitro por los RD tipo-IB (cociente /D, = 49), una
notable afinidad por ellos (KO, = 66 NnM) y una actividad antidepresora

in vivo[65].

63



CAPITULO II: Sintesis de THIQ 1-sustituidas con actividad
antibacteriana y antifiingica o dopaminérgica

~
O
NR
HO
i > Selectividad D ;

1-fenil-THIQ

cl cl O
NR

HO NR HO
O > Selectividad D ,

1-aquil-THIQ 1-bencil-THIQ

Figura 31. Series 1-butil-, 1-bencil- y 1-fenil-tetrahidrogggnoleinas
con afinidad dopaminérgica

Recientemente se ha sintetizado una serie de aa®rfy de
alcaloides fenantrénicos, algunos de ellos presaamtda Naturaleza, con
afinidad por los RD. Se observé que tanto las apssfcomo los
fenantrenos no cuaternarios manifestaban una atinelevada por los
RD tipo-D,, especialmente los compuesto con un grupo cateaan
grupos metilendioxi. Cabe destacar la considerablectividad de los

derivados fenantrénicos por los receptores tipgFiyura 32) [63].
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Aporfinas

K D, = 45 nM K, D, = 84 nM
Ratio Dl / D2 =8.9 Ratio Dl / D2 =44

Alcaloides fenantrénicos

I I
HO O N <o O N
O "1

K; D, = 49 nM K; D, = 66 nM
Ratio D, / D, = 157.0 Ratio D; / D, = 96.0

Figura 32. Aporfinas y fenantrenos dopaminérgicos

En un estudio reciente se ha llevado a cabo laséntle THPB con
diversos sustituyentes en los anillos A 'y D y se dmalizado la
implicacion de dichos grupos funcionales en laidéid por los RD. Se
observd que en rasgos generales los compuestamcanillo catecolico
A poseen mayor afinidad por ambos tipos de recepten comparacion
con sus analogos metilendioxi y dimetoxilados. Sé wque la
introduccion de un atomo de cloro en posicion 3atélo A incrementa
la afinidad por los receptores tipa-Bon la consiguiente disminucion de
la selectividad por los RD tipo-DTambién cabe destacar la relevancia
gue tiene la posicion de un grupo hidroxilo en eill@ D para esta
actividad. Se constaté que la introduccién de wpgrhidroxilo en la

posicion 9 mejora la afinidad por ambos tipos @epéores, mientras que
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su presencia en posiciéon 11 empeora considerabtend@ha afinidad.
Cabe resaltar la gran selectividad que manifesy3®-trihidroxi-THPB
por los RD tipo-D (ratio K D1/D, = 40.6) Figura 33) [62].

K; D, = 35.0 nM KiD,=7.5uM
Ratio D; / D, = 10.0 Ratio D; / D, = 4.4

K; D, = 93.0 nM
Ratio D; / D, = 40.6

|

['H]-SCH 23390
binding

/

[*H]-raclopride
binding

Union especifica (%)

-10 -9 -8 -7 - -5 -4
log [THPB] (M)

Figura 33. THPB con afinidad dopaminérgica
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II.2. Sintesis de tetrahidroisoquinoleinas con actidad
antibacteriana y antifingica

[1.2.1. Quimica

a) Sintesis de 1-alquil-THIQ con funcién carbamaty éster

Las 1-alquil-THIQ descritas en la presentesis Doctoral se
sintetizaron a partir de 18-(3,4-dimetoxifenil)etilamina. Este reactivo
fue sometido a unBl-acilacion con cloruro de pentanoilo o con metil 6-
cloro-6-oxohexanoato empleando el método de Sch@d@mann. Se
obtuvo las correspondientes amid&g3,4-dimetoxifenetil)pentanamida
1 y metil N-(3,4-dimetoxifenetilamino)-6-oxohexanoat®d con alto
rendimiento. Dichas amidas fueron sometidas a uictac®n de
Bischler-Napieralski y a una inmediakkmetilacion para obtener los
respectivos imonios: N-metil-1-butil-6,7-dimetoxi-3,4-
dihidroisoquinoliniola y N-metil-1-(metilpentanoato)-6,7-dimetoxi-3,4-
dihidroisoquinolinio 2a.  Los dihidroisoquinolinios fueron reducidos
mediante NaBk a las correspondientds-metil-1-butil-6,7-dimetoxi-
1,2,3,4-THIQ 1b y N-metil-1-(metilpentanoato)-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-
THIQ 2b (Figura 34).

Se decidié modificar el éster metilico terminalldd HIQ 2b para
introducir a través de un grupo carbamato o unr ésigersos
sustituyentes que enriquecieran el estudio deiéelasstructura-actividad
antibacteriana y antifungica.
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-
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B —_— N
~0 o NH ~o /é\l - ~0 ~
0 o "o o "o
g | |
\ L 2b (58 %)
2 (91 %) 2a (96 %)
(d)

2¢ (87 %)

(a) NaOH 5%, CH,Cl,, t.a., 2 h; (b) POCIl;, CH3CN, reflujo, N,, 1 h; después Mel, acetona, reflujo, N, 3 h;
(c) NaBH,, MeOH, t.a., 2 h; (d) LiAlH,4, Et,O, THF, reflujo, N,, 2 h.

Figura 34. Sintesis de 1-alquil-THIQ
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Considerando este hecho se redujo el éster metédicoinal del
compuest@b mediante hidruro de aluminio y litio (LiAlj para generar
la N-metil-1-pentanol-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-THIQc. A partir de esta
THIQ 2c se sintetiz6 varias 1-pentil-THIQ con funcion és2d-2k o
carbamat@l-2s a través de los cuales se introdujo distintostayentes
fenilo y fenetilo Figura 35).

A continuacion se describe el procedimiento emmead la

sintesis de estas 1-alquil-THIQ y de sus precussore

Reaccidon déN-acilacidon para sintetizar |#sfeniletilamidasl y 2:

El método sintético llevado a cabo consiste en ne&cion de
Schotten-Baumann. Lap-(3,4-dimetoxifenil)etilamina comercial es
disuelta en diclorometano (GEl;) y se le aflade una solucién de
hidréxido sodico (NaOH) al 5 %. El medio de reancs@ enfriaa 0° C y
posteriormente se adiciona el correspondiente ode alquilo gota a
gota debido al caracter exotérmico de esta reacSi@nleja que el medio
en agitacion alcance la temperatura ambiente ywazafinalizada la

reaccion se realiza la purificaciéon de la amida.
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(0] (0]

/@ACI MOH
R R
R=H, F, Cl, OCH3 R=F, Cl, OCH3
_O
~o N
@ (b)
_O.
~o N
R .
5" 2d: R=H (67 %)
2e: R=F (80 %) HO
2f: R=ClI (66 %) 5" 2h: R=H (65 %)
2g: R=OCHj; (32 %) 2c 2i: R=F (51 %)
2j: R=CI (10 %)
2k: R=0OCHj3 (14 %)

© N=C=0

R=H, F, Cl, OCH;3 R=H, F, Cl, OCH;

o
2l R=H (75 %)

5'2m: R=F  (22%) S R=H  (66%)
2n: R=Cl (64 %) ©R=F  (67%)
20: R= OCH, (73 %) S R=Cl (67 %)

. R= OCH, (48 %)

(a) 4-DMAP, EtzN, CH,Cl,, t.a., N, 5 h; (b) SOCI,, CH,Cl,, reflujo, 3 h; después 4-DMAP, Et;N, CH,Cl,, t.a., Ny, 5 h;
(c) CH,Cly, reflujo, Ny, 24 h.

Figura 35. Sintesis de 1-pentil-THIQ con funcion éster o aarato
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Reaccién de ciclaciéon de Bischler-Napieralski yMienetilacién

para obtener los dihidroisoquinoliniha y 2a:

En la present@esis Doctoralse empleo la ciclodeshidratacion de
Bischler-Napieralski para sintetizar el nucleo L@s N-feniletilamidas,
previamente sintetizadas, son disueltas en aceloranhidro y se les
adiciona POGI como &acido de Lewis. La reaccion se lleva a cabo a
reflujo bajo atmodsfera de nitrogeno ,fN ElI crudo de reaccion es
evaporado, el residuo se disuelve en agua con piddog se realiza una
extraccion liquido/liquido obteniéndose en la faseganica la
correspondiente 3,4-dihidroisoquinoleina (DHIQ).

Las 3,4-DHIQ son disueltas en acetona anhidra pamaN-
metiladas inmediatamente empleando yodometano (Maljeaccion se
realiza a reflujo en atmosfera de.Nras la purificacion se obtienen los

respectivos dihidroisoquinolinidsay 2a.

Reduccion de las iminas para sintetizar las THY 2b:

Los imonios son disueltos en metanol (MeOH). Esfacsdn se
enfria a 0° C y se le adiciona NaBH.a reaccion se lleva a cabo a
temperatura ambiente y se detiene mediante ladadit® agua destilada.

Tras la purificacion se obtiene las correspondgemtdlQ 1b y 2b.

Reduccion del éster metilico terminal para obtdaet-pentanol-
THIQ 2c
La THIQ 2b es disuelta en tetrahidrofurano (THF) anhidroghdi

solucion es adicionada gota a gota a una suspedsidmAlH, en éter

etilico anhidro bajo atmosfera de.Nla reaccion se lleva a cabo a reflujo
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y, para finalizarla, se enfria el medio y se adiaiagua destilada. Tras la
apropiada purificacibn se obtiene la 1-pentanolQHlc con buen

rendimiento.

Método general empleado en la sintesis de las ti-gétlQ

funcionalizadas con un éstad-2k:

La 1-pentanol-THIQ2c es disuelta con 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) vy trietilamina (E4N) en CHCI, anhidro. Esta solucion es
enfriada a 0° C y se le adiciona gota a gota uh&iso del respectivo
cloruro de acido en Ci€l, seco. La reaccion se realiza a temperatura
ambiente bajo atmdésfera de.Nras la correspondiente purificacion se

obtiene las 1-pentil-THIQ con funcion ésgef-2k.

Método general utilizado en la preparacion de lperdtil-THIQ

funcionalizadas con un carbam&ie?s

A una solucién de la 1-pentanol-THEZ en CHCI, se le adiciona
el respectivo isocianato. La reaccion se llevabm @n atmdsfera deyld
reflujo. Una vez ha transcurrido la reaccion sdizaaina purificacion y

se obtiene las 1-pentil-THIQ con funcién carban2itds

b) Sintesis de pirrol¢2,1-a]isoquinolein-3-onas

Estos compuestos se sintetizaron a partir del 8H(3-
benciloxifenetilamino)-4-oxobutanoaB Cabe destacar que, a diferencia
de la sintesis de las 1-alquil-THIQ, esta amidaetiel éster terminal en
una cadena alquilica mas corta y, tras la ciclad@Bischler-Napieralski

y la reduccién de la imina con NaBHel nitrdgeno nucleofilico de esta
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THIQ permite obtener el anillo lactdmico presente l& pirrolo[2,1-
alisoquinolein-3-ona8Ba. Mediante una debencilacion del compueido
sintetizamos la THI@b y, posteriormente, introdujimos sustituyentes en
el hidroxilo del compuest@b obteniéndose los derivad@&c y 3d
(Figura 36).

A

3a (43 %)

76
o @\/03 5
N @ 0 N o
o 10 100
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o
)
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H
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NSO © HO @ \©yo
" \=c=0 3b (72 %) F@_/C' 3d (80 %)

(a) POCl3, CH,Cl,, reflujo, Ny, 6 h; después NaBH,, metanol, t.a., 2 h; (b) HCI concentrado-etanol (1:1), reflujo, 3 h;
(c) acetona, reflujo, 3 h; (d) K,CO3, etanol, reflujo, overnight.

Figura 36. Sintesis de pirrolo[2,&}isoquinolein-3-onas

3¢ (70 %)

A continuacion se describe la metodologia para gyeeplas

pirrolo[2,1-a]isoquinolein-3-onas.

Sintesis del nucleo pirrolo[2 dlisoquinolein-3-ona:

La feniletilamida3 es sometida a una ciclacion mediante el método
de Bischler-Napieralski descrito anteriormente.if@na sintetizada es
reducida con NaBiHa una THIQ intermedia que sufre una ciclacion

intramolecular dando lugar a la pirrolo[2Zlisoquinolein-3-on&a.
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Sintesis de la 8-hidroxi-pirrolo[2 dlisoguinolein-3-on&b:

El producto benciladd@a es disuelto en una mezcla de &cido
clorhidrico (HCI) concentrado y etanol (1:1) y sd¢iche a reflujo. Tras la

correspondiente purificacion, se obtiene el comjouleisiroxilado3b.

Obtencién del compuesto funcionalizado con un cadba3c

El procedimiento empleado en la sintesis de la TBd@s igual
gue el descrito en la sintesis de las 1-pentil-THIGZionalizadas con un
carbamato. En este caso, el sustituyente es imicdauempleando
etilisocianato y el disolvente de la reaccion et@ta anhidra.

Sintesis de la pirrolo[2,dlisoquinolein-3-ona con funcion éted:

La pirrolo[2,14]isoquinolein-3-ona3b es disuelta en etanol
absoluto y se le adiciona carbonato potasico amhydcloruro dep-
fluorobencilo. La reaccidn se lleva a cabo a reflujjo atmdsfera de;N

y, tras la purificacion, se consigue la pirrolof2]isoquinolein-3-on&d.

11.2.2. Actividad antibacteriana y antifungica

El doctorando ha realizado los ensayos de activashithacteriana
y antifingica en el grupo del profesor Jaime Prilvagjp la supervision
de la doctora Nuria Cabedo, en el Centro de EcalQgiimica Agricola
— Instituto Agroforestal Mediterraneo de la Univeéesl Politécnica de
Valencia. Estos ensayos fueron llevados a dabatro empleando la
técnica de difusidon en agar mediante discos del pperminandose los
halos de inhibicion desarrollados por los compugesg&e han utilizado

siete cepas de bacterias patdgenas en humanos cp tiangos
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fitopatdogenos. Entre las especies bacterianas adgsdehay tanto Gram
positivas Staphylococcus aureusBacillus cereusy Enterococcus
faecalig como Gram negativag(winia carotovora, Salmonella typlyi
Escherichia col. El antibidtico utilizado como control positivaud
clorhidrato de tetraciclina. Las especies fungich®patdogenas
empleadas somispergillus parasiticusTrichoderma viride Fusarium
culmorum Phytophthora citrophthoray Geotrichum candidumEn el
ensayo antifungico se utiliz6 como control positvenomilo. En todos
los experimentos se comprobé la ausencia de aativitkl disolvente
empleado para solubilizar los productos.

A continuacion se describe los resultados de lavidad
antibacteriana y antifingica obtenidos y se establana relacion

estructura-actividad.

a) 1-Alquil-tetrahidroisoquinoleinas

En lo referente a la actividad antibacteriana dellalquil-THIQ,
se observé que el 1-butil-dihidroisoquinolini@a y su correspondiente
THIQ 1b son activos frente a casi todas las bacteriaseadps. Cabe
destacar que los analogos estructurales con unrastéico terminal en
la cadena butilica (dihidroisoquinolinida y THIQ 2b) mostraron un
espectro de actividad bastante mas restringidoredaccion de dicho
éster terminal da lugar a una THIQ con un pentamola posicién 1
(THIQ 2¢). Esta modificacion estructural resulta interesamésde un
punto de vista biolégico, pues tanto la actividatibecteriana como el

espectro de accion son mejorados en comparacionosocompuestos
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precursores Tabla 1). Cabe destacar la actividad desarrollada por la
THIQ 2cfrente aE. coli 100 (16.0t 0 mm) yS. typhi(12.33+ 0.82 mm).

Actividad antibacteriana
Zona de inhibicidén (mm) 24 h (media £ ES)?

Bacterias 1a® 1b* 2a® 2b* 20 Tetraciclina®
B. cereus 7.0204 6.0£0.5% 63320414 63320414 010 23.33+0.418
S. aurets 7.0£04 6.0+048 0+0 5.50+0P 10.67+1.08° 27.0+0.710
E. faecalis 7.0+0% 7.0£04 0£0 040 10.33+1.08% 31.17+0.89¢
8. typhi 6.75+0.25%  6.25+0.25% 0£0 0+0 12.33£0.82F 24.33:0.41°
E. coli 405 7.0+0% 6.0£04 0£0 040 11.33+1.08% 25.67+0.41°¢
E. carotovora 7.0+04 6.0+04 5.50+04 0+0 8.0£0.714 34.67+1.45F
E. coli 100 010 0£0 0£0 5.8340.20% 16.0+08 25.67+£0.41%

“Los valores expresan la media + el eivor estandar obtenidos de tres experimmentos independientes. En
cada fila. los valores sefialados con un superindice distinto (A-D) manifiestan diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05). *Dosis: 0.2 mg/disco.

Tabla 1. Actividad antibacteriana de 1-alquil-1Q

A continuacion se ensayd la actividad antibacteride las 1-
pentil-THIQ con funcion éster o carbamato sustasiccon distintos
fenilos o fenetilos.

Cabe destacar que todas las 1-pentil-THIQ funcioadis con un
éster2d-2k manifestaron actividad antibacteriana, siendo ererl las
mas activas aquéllas con un sustituyente fluoradpasicionpara del
anillo aromatico. De hecho, la THIQ fluora@a mostré los mayores
halos de inhibicion y su actividad antibacteriananfe aE. faecalis
(13.67+ 0.41 mm),S. typhi(14.83+ 0.20 mm) yE. coli 405 (13.67+
0.41 mm) resultd significativa en comparacion coh resto de
compuestos con funcidon éstefapla 2). Ademas, entre las THIQ
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sustituidas con un fenilpropanoah-2k, el compuesto fluorad@i
manifest6 mayor actividad frente a la mayoria de dapecies. Cabe
resaltar que estas THIQ con un sustituyente fespmoato2h-2k
poseen una cadena mas larga y mayor flexibilidadrer dos metilenos
entre el grupo éster y el anillo aromatico. Estehbeno mejora la
actividad de estas THIQ en comparacion con susogosl fenil-
sustituidos.

Las 1-pentil-THIQ con funcidn carbamab2stambién mostraron
actividad antibacteriana frente a todas las espemepleadas. Al igual
gue en los compuestos funcionalizados con un datectividad de las
THIQ con un sustituyente halogenado manifestaromasgos generales,
una actividad superior a la de sus analogasametoxilados o no
sustituidos Tabla 3). La THIQ fluorada2m manifesté una mayor
actividad frente &. faecalis(20.0+ 1.87 mm) yE. carotovora(22.33+
0.82 mm) y el compuesto clora@a fue el mas activo frente& aureus
(17.33+ 0.41 mm). Entre las THIQ con un sustituyente fiémetel
compuesto fluorad@q y el clorado2r desarrollaron en general halos de
inhibicion mayores. Ademas, la THIQ clora@lafue el compuesto mas
activo, entre todos los funcionalizados con unaawdto, frente &. typhi
(18.33+ 0.41 mm) \E. coli405 (17.67 0.41 mm).

En lo respectivo a la actividad antifangica, los
dihidroisoquinoliniosla y 2a no resultaron activos en ambas dosis
testadas y la 1-butil-THIQb sélo fue ligeramente activa frenteFa
culmorum Cabe destacar que la THIQ con un éster ternZbal la 1-
pentanol-THIQ 2c tampoco manifestaron actividad en las dosis

ensayadas. No obstante, la introduccién de sustitayg lipéfilos a través
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de una funcion éster o carbamato permitié obtemenpcaestos con
actividad antifungica.

Entre las THIQ funcionalizadas con un ésker-2k, las THIQ
clorada2f y 2] desarrollaron en general halos de inhibicion sopes al
resto de analogos con funcion ésteal{la 4). Por ejemplo, la THIQf
fue el éster mas activo frente G candidum(12.33+ 0 mm) y P.
citrophthora (10.33+ 0 mm), mientras que la THIQj desarrollé el
mayor halo frente &. culmorum(9.5+ 0.5 mm). Cabe destacar que los
compuestos sustituidos con fenilpropanoato preseutea tendencia a
ejercer un mayor espectro, pues también inhibBnatrophthora Sélo
se observé una inhibicion de parasiticusen las THIQ2d (6.5+ 0.5
mm), 2e (6.0 0.0 mm) y2j (5.5 0.0 mm) a la dosis mas elevada.

Las THIQ con funcion carbamat@l-2s también mostraron
actividad antifungica, a excepciéon del compuestorido2m (Tabla 5).
Cabe resaltar que en estos productos, la introdliode sustituyentes
fenetilo reduce el espectro de accién, salvo enHH) clorada2r. De
hecho, la THIQ2r es la Unica que manifiesta actividad frentd>.a
citrophthora (6.25 + 0.25 mm). El compuesto no halogen&jmy la
THIQ fluorada2q manifestaron actividad a la dosis mas elevadaedran
T. viride (7.67 £ 0.41 mm y 8.00t 0.71 mm, respectivamente) Fy
culmorum(6.67+ 0.41 mm y 6.0& 0.0 mm).
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b) Pirrolo [2,1-a]isoquinolein-3-onas

La pirrolo[2,14]isoquinolein-3-ona 3a manifestd actividad
antibacteriana frenteB. cereug8.66+ 0.20 mm),E. carotovora(7.26+
0.18 mm),E. faecalis(6.83+ 0.20 mm),E. coli 405 (6.33+ 0.20 mm) y
S. typhi(6.0+ 0.0 mm) a una dosis de 0.2 mg/disco. Cabe destaeasu
analogo con el hidroxilo libr8b resulté activo sélo frente B. cereus
(7.50 £ 0.35 mm). Este hecho indica la importancia quaetida
proteccion del hidroxilo con un sustituyente lipdfiLa introduccion de
un grupo carbamato mejor6 el espectro de acciGes plucompuestdc
fue activo frente &. carotovora(8.83+ 0.20 mm),E. faecalis(8.50+
0.35 mm),S. typhi(7.50+ 0.35 mm),E. coli 405 (6.83+ 0.54 mm),B.
cereus(6.50+ 0.35 mm) yE. coli 100 (6.33t 0.41 mm). La pirrolo[2,1-
alisoquinolein-3-ona3d con un sustituyente fluorobencilo también
mostro actividad frente B. carotovora(8.0+ 0.61 mm),B. cereug7.50
+ 0.61 mm),S. aureug6.33+ 0.20 mm) E. coli405 (6.16 0.20 mm).

En lo respectivo a la actividad antifungica, laraduccion de un
sustituyente bencilo en posicion 8 resulta esendial pirrolo[2,1-
alisoquinolein-3-ona bencilad8a resultdo activa frente a todos los
hongos empleados a una dosis de 0.2 mg/disceulmorum(12.0 +
0.71 mm),P. citrophthora(11.33+ 0.41 mm)A. parasiticug6.83+ 0.20
mm), G. candidum(6.16+ 0.20 mm) yT. viride (6.0 0 mm). De igual
modo, el derivado fluorobencilad8d fue activo frenta a todas las
especiesP. citrophthora(10.66+ 0.41 mm),F. culmorum(10.50+ 0.35
mm), T. viride (8.10+ 0.25 mm),A. parasiticus(7.83+ 0.20 mm) yG.

candidum(7.0x 0.35 mm). Cabe destacar que el compuesto hidduxila
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3b no mostré actividad y el derivado con una funaiarbamat@c sélo

fue activo frente ®. citrophthora(9.66+ 0.41 mm).

11.2.3. Conclusiones

Se han sintetizado de forma satisfactoria divefisaguil-THIQ
con una funcién éster o carbamato.

Se ha observado que los compuestos 1-biiilp 1b, asi como los
intermediarios2a-2c presentan actividad antibacteriana. A partir del
compuest@c se sintetizaron diversas THIQ funcionalizadas woréster
2d-2k o con un carbamat@l-2s. Estos compuestos IQ mostraron
actividad antibacteriana frente a todas las bastermpleadas. Entre las
THIQ con funcién éster cabe destacar la actividatbd compuestos con
un sustituyente fluorad@e y 2i. Las THIQ funcionalizadas con un
carbamato y con un sustituyente fluoréta y 2q, o clorado2n y 2r
desarrollaron también mayor actividad.

En lo referente a la actividad antifungica, la adirccion de
sustituyentes aromaticos a través de una funcitem éscarbamato en la
cadena pentilica de las 1Q resultdé de gran impoiarCabe destacar
gue, en rasgos generales, las THIQ funcionalizadasun éstefd-2k
fueron mas activas frente a los hongos empleadessgs analogos
funcionalizados con un carbam&le2s.

Las pirrolo[2,1a]isoquinolein-3-onas sustituidas en posicion 8 han
resultado ser activas frente a la mayoria de |lgeoiss bacterianas
empleadas. Entre todas las pirrolo[3d]isoquinolein-3-onas sintetizadas
cabe destacar los compuestos bencil&dog 3d, pues han manifestado

actividad antifangica frente a todas las especisayadas.
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[1.2.4. Parte experimental

11.2.4.1. Equipos utilizados

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMR) y de
3¢ se llevaron a cabo en un espectrémetro Bruker-B8Xo AC-500.
Las asignaciones dé&H y **C se hicieron con métodos mono- y
bidimensionales (COSY 45, HMQC, HSQC y HMBC). Las
multiplicidades de"C RMN fueron asignadas a través de DEPT. Los
desplazamientos quimicéshan sido expresados en ppm y las constantes
de acoplamientd en Hz. El disolvente empleado fue CRCI

Los espectros de masa se obtuvieron con un espettmd de
trampa de iones Esquire 3000 Plus (Bruker) medidatéécnica de
electrospray (ESMS).

Los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich e@ical
Company (St. Louis, MO, USA) y los disolventes deh&lab
(Barcelona, Spain).

Las reacciones fueron controladas mediante cromaftagen capa
fina utilizando silicagel 60 J4 (Merck 5554). Los productos fueron
purificados a través de cromatografia en colummasdaagel 60 (40-63
pum, Merck 9385).

Los rendimientos son referidos a los productosfipados.
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11.2.4.2. Sintesis de 1-alquil-tetrahidroisoquinoléas con

funcién carbamato y éster

Sintesis de |&-(3,4-dimetoxifenetil)pentanamida

B
~ NH
O 4 )

A una solucion dep-(3,4-dimetoxifenil)etilamina (3.0 g, 16.6
mmol) en CHCI, (30 mL) se le adiciona una solucion acuosa de N&OH
% (15 mL) y se enfria a 0 °C. A continuacién sedaefigota a gota
cloruro de pentanoilo (2.0 mL, 16.6 mmol) y se dlevcabo la reaccion a
temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormenteatiga extracciones
con CHCI, (3 x 10 mL) y la fase organica es lavada con whacgn
saturada de NaCl (2 x 10 mL) y»® (2 x 10 mL), deshidratada con
NaSQ, anhidro, filtrada y evaporada a sequedad. El wesigs
purificado en columna cromatografica con silicagéH.Cl,/MeOH
95:5) obteniéndose 4.3 g del compudstmmo un sélido blanco (98 %).
'H NMR (500 MHz, CDCJ): 6 6.80-6.77 (m, 1H, H-5), 6.72—6.68 (m,
2H, H-2, H-6), 5.55 (s, 1H, CONH3,84 (s, 6H, OCkt3, OCH:-4), 3.47
(dd,J =6.9, 12.9 Hz, 2H, H¥), 2.74 (t,J = 6.9 Hz, 2H, HB), 2.10 (t,J =
6.9 Hz, 2H, H-1"), 1.60-1.51 (m, 2H, H-27),34-1.24 (m, 2H, H-3"),
0.87 (t,J = 7.5 Hz, 3H, H-4);*C NMR (125 MHz, CDC}): § 173.1
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(CONH), 149.0 (C-3), 147.6 (C-4), 131.4 (C-1), ®QCH-6), 111.9
(CH-2), 111.3 (CH-5), 55.9 (OC#3), 55.8 (OCH-4), 40.5 (CH-0),
36.5 (CH-1'), 35.2 (CH-B), 27.8 (CH-2), 22.3 (CH-3"), 13.7 (CH-
47); ESMS m/z(%): 266 (5) [M+HT.

Sintesis de la metiN-(3,4-dimetoxifenetilamino)-6-oxohexanoato
2

Este producto se sintetiza siguiendo el proceditoiatilizado para
1 empleandg@-(3,4-dimetoxifenil)etilamina (3.0 g, 16.6 mmolmetil 6-
cloro-6-oxohexanoato (2.6 mL, 16.6 mmol). Tras fcar el residuo
mediante una columna cromatografica con silicagaH,Cl,/MeOH
95:5) se obtuvo 4.9 g del produ@a@omo un sélido amarillo (91 %).
'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 6.77 (d,J = 8.0 Hz, 1H, H-5), 6.72-6.67
(m, 2H, H-2, H-6),5.71 (s, 1H, CONH), 3.82 y 3.80 (2s, 6H, O£}
OCHs-4), 3.62 (s, 3H, COOCH), 3.46 (9J = 7.1 Hz, 2H, Ha), 2.72(t, J
= 7.1 Hz, 2H, HB), 2.28 (t,J = 6.9 Hz, 2H, H-4"), 2.11 (] = 6.0 Hz,
2H, H-17), 1.65-1.53 (m, 4H, H-2, H-3%C RMN (125 MHz,CDCl):
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6 173.8 (C0O),172.4 (CONH),148.9 (C-3),147.6 (C-4),131.3 (C-1),
120.5 (CH-6),111.8 (CH-5),111.3 (CH-2), 55.8 (OCH3, OCHs-4),
51.4 (COOCH), 40.6 (CH-a), 36.1 (CH-1"), 35.2 (CH-B), 33.5 (CH-
4), 25.0 (CH-2"), 24.3 (CH-3"); ESMS m/z(%): 324 (5) [M+H].

Sintesis de I&-metil-1-butil-6,7-dimetoxi-3,4-dihidroisoquinoliai

la

A una solucion de la amida (2.0 g, 7.5 mmol) en acetonitrilo
anhidro (30 mL) se le adiciona PQ@B.5 mL, 37.7 mmol). La reaccion
se lleva a cabo a reflujo en atmésfera dadtrante 1 h. A continuaciéon
se evapora el medio a sequedad y se disuelvei@lioesn HO (10 mL)
basificada a pH9. Se extrae con GBI, (3 x 10 mL) y la fase organica
es lavada con una solucién saturada de NaCl (2mL)0y H,O (2 x 10
mL), deshidratada con B&O, anhidro, filtrada y evaporada a sequedad.
La imina obtenida es disuelta en acetona anhidran(3) y se le adiciona
yodometano (1.7 mL, 26.6 mmol). La reaccién seizaa reflujo bajo
atmosfera de Ndurante 3 h. Posteriormente se evapora el medio a

sequedad y el residuo es purificado en columna aimgrafica con
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silicagel (CHCIl,/MeOH 9:1) obteniéndose 1.9 g del compudstcomo
un solido amarillo (97 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}): ¢ 7.18 (s, 1H, H-8), 6.9(s, 1H, H-5), 4.14
(t, J = 7.8 Hz, 2H, H-3)3.99 y 3.91 (2s, 6H, OC}B, OCH;-7), 3.91 (s,
3H, NCHg), 3.27 (t,J = 7.8 Hz, 2H, H-4)3.21-3.16 (m, 2H, H-1"), 1.72—
1.63 (m, 2H, H-2"), 1.56-1.47 (m, 2H, H-31)00-0.95 (m, 3H, H-4);
13C RMN (125 MHz, CDC}): 6 177.1 (C-1),156.4 (C-6),148.7 (C-7),
133.4 (C-4a)118.6 (C-8a)112.0 (CH-8), 111.1 (CH-556.9 (OCH-6),
56.6 (OCH-7), 53.3 (CH-3), 45.9 (NCH), 31.7 (CH-1"), 29.7 (CH-
2), 26.0 (CH-4), 22.8 (CH-3"), 13.6 (CH-4"); ESMS m/z (%): 263
(31) [M+H]".

Sintesis de la N-metil-1-(metilpentanoato)-6,7-dimetoxi-3,4-

dihidroisoquinolinio2a:

Este compuesto se sintetiza segun el procedimigdorito para
lautilizando la amid& (2.0 g, 6.2 mmol) y POg(2.9 mL, 31 mmol).

Después de purificar el residuo con una columnanatografica con
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silicagel (CHCIl,/MeOH 9:1) se obtuvo 1.9 g del produ@a como un
aceite amarillo (96 %).

'H RMN (500 MHz, CDCY): § 7.22 (s, 1H, H-8)6.90 (s, 1H, H-5), 4.11
(t, J = 7.3 Hz, 2H, H-3)3.96 y 3.93 (2s, 6H, OG+b, OCH-7), 3.91 (s,
3H, NCH), 3.60 (s, 3H, COOCH), 3.30-3.20 (m, 4H, H-4, H-1"2.38
(t, J = 6.3 Hz, 2H, H-4"), 1.84-1.72 (m, 4H, H-2", H:3%C RMN (125
MHz, CDCk): 6 176.6 (C-1),173.2 (CO),156.3 (C-6),148.7 (C-7),
133.3 (C-4a)118.5 (C-8a)111.9 (CH-8)111.0 (CH-5)56.9 (OCH-7),
56.7 (OCH-6), 53.2 (CH-3),51.6 (COOCH), 46.0 (NCH), 32.7 (CH-
47, 31.7 (CH-1"), 26.8 (CH-2"), 25.9 (CH-4), 24.6(CH»-3"); ESMS
m/z(%): 320 (11) [M].

Sintesis de [&l-metil-1-butil-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-THIQb:

A una solucién del compuesia (0.5 g, 1.9 mmol) en metanol (30
mL) a 0 °C se le adiciona NaBH216 mg, 5.7 mmol). La reaccion se
lleva a cabo a temperatura ambiente durante 2 lkominuacion se
adiciona gota a gota @ (15 mL) y se evapora el disolvente organico. La
mezcla acuosa se extrae con,CH (3 x 10 mL) y la fase organica es

lavada con una solucion saturada de NaCl (2 x 19 ynH,O (2 x 10
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mL). La fase organica se deshidrata conS@ anhidro, se filtra y se
evapora a sequedad. El residuo es purificado emt@ cromatografica
con silicagel (CHCI,/MeOH 93:7) obteniéndose 303 mg del produdio
como un aceite translacido (61 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 6.52 (s, 1H, H-8)6.49 (s, 1H, H-5)3.77
y 3.76 (2s, 6H, OCHK6, OCH-7), 3.30 (t,J = 5.4 Hz, 1H, H-1)3.08-
3.00 (m, 1H, Ha-3)2.71-2.54 (m, 3H, Hb-3, H-42.37 (s, 3H, NCh),
1.71-1.64 (m, 2H, H-1")1.38-1.15 (m, 4H, H-2", H-3"), 0.82 ¢¢=7.1
Hz, 3H, H-4");**C RMN (125 MHz,CDC}): § 146.9 (C-6, C-7)130.1
(C-8a), 126.3 (C-4a)111.0 (CH-5),110.0 (CH-8),63.11 (CH-1),55.6
(OCHs-6), 55.4 (OCH-7), 48.0 (CH-3), 42.5 (NCH), 34.4 (CH-1),
27.5 (CH-2"), 25.3 (CH-4), 22.7 (CH-3"), 13.8 (CH-4"); ESMS m/z
(%): 264 (39) [M+H].

Sintesis de laN-metil-1-(metilpentanoato)-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-

THIQ 2b:

Esta THIQ se sintetiza con el procedimiento descparalb

empleando el dihidroisoquinolinida (1.0 g, 3.1 mmol) y NaBH(352
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mg, 9.3 mmol). Tras purificar el residuo en colunenamatografica con
silicagel (CHCIl,/MeOH 93:7) se obtuvo 576 mg del produ2tocomo

un aceite translacido (58 %).

'H RMN (500 MHz, CDCY): § 6.55 (s, 1H, H-5), 6.58s, 1H, H-8),3.83

(s, 6H, OCH-6, OCH:-7), 3.63 (s, 3H, COOCH, 3.35 (t,J = 5.5 Hz,

1H, H-1),3.11-3.04 (m, 1H, Ha-3P.76-2.69 (m, 1H, Ha-4P.68—2.60
(m, 2H, Hb-3, Hb-4)2.46 (s, 3H, NCH), 2.28(t, J = 7.6 Hz, 2H, H-4"),
1.76-1.71 (m, 2H, H-1")1.66-1.56 (m, 2H, H-3")1.46-1.39 (m, 1H,
Ha-2'),1.31-1.24 (m, 1H, Hb-2"}°C RMN (125 MHz, CDC}): 6 174.2

(CO), 147.2 (C-6)147.1 (C-7),130.0 (C-8a)126.6 (C-4a)111.2 (CH-
5), 110.1 (CH-8),63.1 (CH-1),55.9 (OCH-7), 55.7 (OCH-6), 51.4

(COOCH), 48.2 (CH-3), 42.7 (NCH), 34.6 (CH-1"), 34.0 (CH-4"),

25.5 (CH-4), 25.2 (CH-3"), 25.0 (CH-2"); ESMS m/z (%): 322 (2)
[M+H] "

Sintesis de I&-metil-1-pentanol-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-THIZE:

Una solucion de la THIQb (545 mg, 1.7 mmol) en THF anhidro

(30 mL) es adicionada gota a gota a una suspedsidnAlH, (69 mg,
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1.8 mmol) en BO seco (6 mL). La reaccién se lleva a cabo a fhajo
atmosfera de Ndurante 2 h. Tras enfriar la reaccion se afade ggbta
H,O (15 mL) y se evapora el medio a presion redudidaesiduo es
filtrado a vacio empleando GEI,. El filtrado es evaporado a sequedad y
el residuo es purificado en columna cromatografan silicagel
(CHCIx/MeOH 9:1). Se consiguieron 431 mg del produatacomo un
aceite rosa (87 %).

'H RMN (500 MHz, CDCY): 6 6.55 (s, 1H, H-5), 6.5¢, 1H, H-8),3.83
(s, 6H, OCH-6, OCH;-7), 3.59 (t,J = 6.6 Hz, 2H, H-5")3.37 (t,J=5.5
Hz, 1H, H-1),3.13-3.05 (m, 1H, Ha-32.77-2.69 (m, 1H, Ha-4p.68—
2.61 (m, 2H, Hb-3, Hb-4R.42 (s, 3H, NCH), 1.77-1.70 (m, 2H, H-1"),
1.58-1.50 (m, 2H, H-4'Y1.47-1.26 (m, 4H, H-2", H-3'}°C RMN (125
MHz, CDCk): 6 147.2 (C-6),147.1 (C-7),130.1 (C-8a),126.5 (C-4a),
111.2 (CH-5),110.2 (CH-8),63.25 (CH-1),62.7 (CH-5"), 56.0 (OCH-
7), 55.8 (OCH-6), 48.0 (CH-3), 42.7 (NCH), 34.9 (CH-1"), 32.5
(CHz-4"), 25.9 (CH-4), 25.3 (CH-3"), 25.2 (CH-2"); ESMS m/z (%):
294 (14) [M+HT.
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Sintesis de [&l-metil-1-(pentilbenzoato)-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-
THIQ 2d:

A una solucion de la THIQc (88 mg, 0.3 mmol) en Ci€l,
anhidro (20 mL) se le adiciona DMAP (12 mg, 0.1 minycEtsN (42 L,
0.3 mmol). Esta solucion se enfria a 0 °C y sediei@na una solucion
gota a gota de cloruro de benzoilo (35 pL, 0.3 mranlCHCI, seco (5
mL). La reaccion se lleva a cabo a temperatura @mdien atmosfera de
N, durante 5 h. A continuacién se afiadegOH(10 mL), se realiza
extracciones con Ci€l, (3 x 10 mL) y se lava la fase organica coi®©H
(2 x 10 mL). La fase organica se deshidrata cogsNaanhidro, se filtra
y se evapora a sequedad. El residuo es purificadocadumna
cromatografica con silicagel (tolueno/AcOEt/MeOH:6) obteniéndose
80 mg del compuestad como un aceite amarillo (67 %).

'H NMR (500 MHz, CDC}): 6 8.04-8.00 (m, 2H, H-2"", H-6"').57—
7.50 (m, 1H, H-4""), 7.46=7.39 (m, 2H, H-3"", H¥%%6.58 (s, 1H, H-5),
6.56 (s, 1H, H-8), 4.28&, J = 6.6 Hz, 2H, H-5)3.85 y 3.84 (2s, 6H,
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OCHg-6, OCH;-7), 3.58 (t,J = 5.7 Hz, 2H, H-1), 3.30-3.20 (m, 1Ha-

3), 2.91-2.85 (m, 1H, Hb-3)2.85-2.78 (m, 1H, Ha-4R.78-2.70 (m,
1H, Hb-4), 2.54 (s, 3H, NC$} 1.97-1.85 (m, 1H, Ha-1"),.80-1.71 (m,
3H, Hb-1", H-4), 1.54-1.39 (m, 4H, H-2", H-3C RMN (125 MHz,
CDCL): 6 166.6 (CO), 147.7 (C-6)147.4 (C-7),132.8 (CH-4"),130.5
(C-17), 129.5 (CH-2"", CH-6"")128.4 (C-8a)128.3 (CH-3", CH-57),
125.3 (C-4a)111.4 (CH-8),110.3 (CH-5),65.0 (CH-5"), 63.2 (CH-1),
56.0 (OCH-6), 55.8 (OCH-7), 46.9 (CH-3), 41.7 (NCH;), 34.8 (CH-

1), 28.7 (CH-4), 26.3 (CH-3"), 25.6 (CH-2), 24.5 (CH-4); ESMS

m/z(%): 398 (29) [M+H].

Sintesis de I&-metil-1-[(4"" -fluorobenzoato)pentil]-6,7-dimetoxi-
1,2,3,4-THIQ2¢e

Este compuesto se sintetiza segun el procedimigegorito para
2d empleando la THIQ2c (147 mg, 0.5 mmol) y cloruro de 4-

fluorobenzoilo (60 pL, 0.5 mmol). Después de paaifiel residuo con
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columna cromatografica con silicagel (tolueno/AcEOH 6:3:1) se
obtuvo 166 mg del producze como un aceite amarillo (80 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.98-7.90 (m, 2H, H-2"", H-6"").05—
7.00 (m, 2H, H-3"", H-57)6.51 (s, 1H, H-5)6.49 (s, 1H, H-8)4.18 (t,J
= 6.6 Hz, 2H, H-5")3.55 y 3.54 (2s, 6H, OGHB, OCH:-7), 3.49 (t,J =
5.7 Hz, 1H, H-1),3.20-3.11 (m, 1H, Ha-3R.81-2.70 (m, 1H, Hb-3),
2.70-2.62 (m, 2H, H-4R.44 (s, 3H, NCh), 1.86-1.77 (m, 1H, Ha-1"),
1.72-1.62 (m, 3H, Hb-1", H-4').45-1.30 (m, 4H, H-2", H-3")}}*C
RMN (125 MHz, CDC}): ¢ 165.2 (C-4"", dJ = 251 Hz), 165.2 (CO),
147.3 (C-6), 147.0 (C-7),31.5 (CH-2"", CH-6"", dJ = 9 Hz),128.1 (C-
8a), 126.4 (C-4a)125.1 (C-1"),114.6 (CH-3"", CH-5"", dJ = 21 Hz),
111.1 (CH-8),110.1 (CH-5)64.8 (CH-5"), 62.8 (CH-1)55.7 (OCH-6),
55.5 (OCH-7), 46.7 (CH-3), 41.4 (NCH), 34.3 (CH-1"), 28.3 (CH-
4), 25.9 (CH-2"), 25.2 (CH-3"), 24.2 (CH-4); ESMS m/z (%): 416
(17) [M+H]".
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Sintesis de la\N-metil-1-[(4""-clorobenzoato)pentil]-6,7-dimetoxi-
1,2,3,4-THIQ2f:

Este producto se sintetizd siguiendo el proceditoiempleado
para2d utilizando la THIQ2c (147 mg, 0.5 mmol) y cloruro de 4-
clorobenzoilo (0.1 mL, 0.8 mmol). El residuo fueificado en columna
cromatografica con silicagel (tolueno/AcOEt/MeOH38:4) y se obtuvo
143 mg de la THIQf como un aceite amarillo (66 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.97-7.91 (m, 2H, H-2"", H-6""}.42—
7.35 (m, 2H, H-3"", H-5")%6.56 (s, 1H, H-8), 6.5, 1H, H-5)4.28 (t,J
= 6.7 Hz, 2H, H-5"), 3.83 y 3.82 (2s, 6H, O&6{ OCH:-7), 3.38(t, J =
5.4 Hz, 1H, H-1), 3.15-3.04 (m, 1H, Ha-3), 2.7742, 3H, Hb-3, H-
4), 2.43 (s, 3H, NCh), 1.79-1.69 (m, 4H, H-1", H-4'1.51-1.30 (m,
4H, H-2", H-3');"*C RMN (125 MHz, CDC}): § 165.7 (CO), 147.2 (C-
6, C-7), 139.2 (C-1)130.9 (CH-2"", CH-6")129.9 (C-8a)128.9 (C-
47),128.6 (CH-3", CH-57), 126.5 (C-4a), 111.2 (CH-5)0.1 (CH-8),
65.3 (CH-5"), 63.3 (CH-1)56.0 (OCH-6), 55.7 (OCH-7), 48.2 (CH-
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3),42.7 (NCH), 34.9 (CH-1"), 28.7 (CH-4), 26.3 (CH-3"), 25.5 (CH-
4), 25.2 (CH-2"); ESMS m/z(%): 432 (12) [M+H].

Sintesis de I&-metil-1-[(4""-metoxibenzoato)pentil]-6,7-dimetoxi-
1,2,3,4-THIQ2q:

Este producto es sintetizado segun el procedimiemjoleado para
2d utilizando la THIQ 2c¢ (147 mg, 0.5 mmol) y cloruro de 4-
metoxibenzoilo (0.1 mL, 0.8 mmol). Tras purificareé residuo en
columna cromatografica con silicagel (tolueno/AcEOH 6:3:1) se
obtuvo 68 mg del compues?g como un aceite amarillo (32 %).
'H RMN (500 MHz, CDC}): § 7.98-7.92 (m, 2H, H-3"", H-5"5.91—
6.86 (m, 2H, H-2"", H-6")6.56 (s, 1H, H-5)6.55 (s, 1H, H-8)4.24 (t,J
= 6.6 Hz, 2H, H-5")3.83 (s, 9H, OCkt6, OCH;-7, OCH-4""), 3.51 (t,J
= 5.7 Hz, 1H, H-1)3.24-3.14 (m, 1H, Ha-3), 2.84-2.64 (m, 3H, Hb-3,
H-4), 2.49 (s, 3H, NCHJ, 1.91-1.82 (m, 1H, Ha-1"), 1.79-1.68 (m, 3H,
Hb-1", H-4"), 1.53-1.37 (m, 4H, H-2", H-3'°C RMN (125 MHz,
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CDCly): 6 166.3 (CO),163.2 (C-47),147.5 (C-6),147.3 (C-7),131.4
(CH-3", CH-57),128.9 (C-8a)125.6 (C-4a)122.9 (C-1")113.2 (CH-
2, CH-6"),111.3 (CH-5),110.3 (CH-8),64.6 (CH-5"), 63.1 (CH-1),
56.0 (OCH-6), 55.8 (OCH-7), 55.3 (OCH3-47),47.1 (CH-3), 41.9
(NCHy), 34.8 (CH-1), 28.7 (CH-4), 26.3 (CH-3"), 25.5 (CH-2),
24.6 (CH-4): ESMS m/z(%): 428 (14) [M+H].

Sintesis de laN-metil-1-[(fenilpropanoato)pentil]-6,7-dimetoxi-
1,2,3,4-THIO2h:

Esta THIQ es sintetizada segun el procedimientardespara la
sintesis d&d empleando la THIQc (147 mg, 0.5 mmol) y cloruro de 3-
fenilpropionilo (0.12 mL, 0.8 mmol). El residuo qmurificado en
columna cromatografica con silicagel (tolueno/Ac®EOH 6:3:1)
obteniéndose 139 mg del produ2tocomo un aceite amarillo (65 %).
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'H RMN (500 MHz, CDCY): 6 7.30-7.23 (m, 2H, H-2"", H-6").21—
7.15 (m, 3H, H-3", H-4"", H-57).56 (s, 1H, H-5)6.55 (s, 1H, H-8),
4.03 (t,J = 6.7 Hz, 2H, H-5))3.83 (s, 6H, OCH6, OCH-7),3.37 (t,J =
5.4 Hz, 1H, H-1)3.14-3.05 (m, 1H, Ha-32.93 (t,J = 7.8 Hz, 2H H-
9'),2.78-2.63 (m, 3H, Hb-3, H-42.60 (t,J = 7.8 Hz, 2H, H-8")2.44 (s,
3H, NCHy), 1.77-1.69 (m, 2H, H-1)1.63-1.53 (m, 2H, H-4')1.47-
1.24 (m, 4H, H-2", H-3")13C RMN (125 MHz, CDC}): § 172.8 (CO),
147.1 (C-6, C-7), 140.4 (C-1").29.9 (C-8a)128.3 (CH-2"", CH-6"),
128.1 (CH-3", CH-57)126.5 (C-4a),126.2 (CH-4""), 111.2 (CH-5),
110.1 (CH-8),64.5 (CH-5'), 63.2 (CH-1),55.9 (OCH-6), 55.7 (OCH-
7),48.1 (CH-3), 42.6 (NCH), 35.8 (CH-8"), 34.8 (CH-1), 30.8 (CH-
9'), 28.5 (CH-4), 26.1 (CH-3"), 25.4 (CH-4), 25.1 (CH-2"); ESMS
m/z(%): 426 (14) [M+H].

Sintesis de laN-metil-1-[(4"" -fluorofenilpropanoato)pentil]-6,7-
dimetoxi-1,2,3,4-THICRi:

_0

~o N
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A una solucién de acido 3-(4-fluorofenil)propioni€®00 mg, 1.8
mmol) en CHCI, anhidro (20 mL) se le adiciona cloruro de tior{io2
mL, 30.2 mmol). La reaccion se lleva a cabo a jeftlurante 3 h. Tras
evaporar el disolvente se obtiene el cloruro de 4-3-(
fluorofenil)propanoilo, el cual es empleado en lguente etapa
inmediatamente. Siguiendo el procedimiento desgét@ la sintesis de
2d, se utiliza la THIQ2c (314.5 mg, 1.1 mmol) y el cloruro de 3-(4-
fluorofenil)propanoilo (300 mg, 1.6 mmol). Despuds purificar el
residuo en columna cromatografica con silicagéuéao/AcOEt/MeOH
6:3:1) se obtiene 251 mg del compueateomo un aceite amarillo (51
%).

'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.15-7.09 (m, 2H, H-2"", H-6""), 6.95—
6.89 (m, 2H, H-3"", H-5"")6.55 (s, 1H, H-5), 6.53 (s, 1H, H-8), 4.(1J
= 6.7 Hz, 2H, H-5)3.82 y 3.81 (2s, 6H, OGHb, OCH:-7), 3.35 (t,J =
5.4 Hz, 1H, H-1)3.12-3.03 (m, 1H, Ha-3), 2.88 J = 7.7 Hz, 2H, H-
99),2.74-2.60 (m, 3H, Hb-3, H-42.56 (t,J = 7.7 Hz, 2H, H-8)2.41 (s,
3H, NCH), 1.75-1.67 (m, 2H, H-1')1.59-1.52 (m, 2H, H-4')1.44—
1.21 (m, 4H, H-2", H-3)}*C RMN (125 MHz, CDC}): § 172.6 (CO),
161.3 (C-4"", dJ = 242 Hz),147.1 (C-6, C-7)136.1 (C-1""),130 (CH-
2”7, CH-6", dJ=8Hz),126.5 (C-8a, C-4a}15.0 (CH-3"", CH-5"", d]
=21 Hz),111.2 (CH-8),110.0 (CH-5),64.5 (CH-57), 63.2 (CH-1),55.9
(OCH;s-6), 55.6 (OCH-7), 48.1 (CH-3), 42.6 (NCH), 35.8 (CH-8"),
34.7 (CH-1"), 30.0 (CH-9), 28.5 (CH-4"), 26.1 (CH-4), 25.4 (CH-
27),25.0 (CH-3"); ESMSm/z(%): 444 (19) [M+H].
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Sintesis de |&l-metil-1-[(4 " -clorofenilpropanoato)pentil]-6,7-
dimetoxi-1,2,3,4-THIQj:

Cl

A una solucién de acido 3-(4-clorofenil)propioni¢bll mg, 0.6
mmol) en CHCI, anhidro (20 mL) se le adiciona cloruro de tior{ilo7
mL, 9.6 mmol) y, tras 3 h de reaccion a reflujoesapora el disolvente
obteniéndose el cloruro de 3-(4-clorofenil)propémol continuaciéon se
emplea el mismo método descrito para la preparadé®@d utilizando,
en este caso, la THIQc (118 mg, 0.4 mmol) y el cloruro de 3-(4-
clorofenil)propanoilo (102 mg, 0.6 mmol). El resides purificado en
columna cromatografica con silicagel (tolueno/Ac®EOH 6:3:1)
obteniéndose 19 mg del produ@jocomo un aceite amarillo (10 %).

'H RMN (500 MHz, CDC4): 6 7.23 (d,J = 8.3 Hz, 2H, H-3"", H-5"),
7.12 (d,J = 8.3 Hz, 2H, H-2"", H-6"")6.56 (s, 1H, H-5)6.55 (s, 1H, H-
8),4.02 (t,J = 6.7 Hz, 2H, H-5")3.84 (s, 6H, OCkt6, OCH;-7), 3.40 (t,
J=5.1 Hz, 1H, H-1)3.17-3.08 (m, 1H, Ha-32.90 (t,J = 7.7 Hz, 2H,
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H-9"),2.80-2.64 (m, 3H, Hb-3, H-42,58 (t,J = 7.7 Hz, 2H, H-8')2.45
(s, 3H, NCH), 1.80-1.68 (m, 2H, H-1')1.62-1.53 (m, 2H, H-4")1.36—
1.22 (m, 4H, H-2", H-3")3C RMN (125 MHz, CDC}): § 172.7 (CO),
147.3 (C-6),147.2 (C-7)139.0 (C-17)132.0 (C-8a, C-4"")129.7 (CH-
2", CH-6""),128.6 (CH-3"", CH-5")126.6 (C-4a), 111.3 (CH-5)10.2
(CH-8), 64.7 (CH-5), 63.3 (CH-1),56.0 (OCH-6), 55.8 (OCH-7), 48.0
(CH,-3), 42.6 (NCH), 35.7 (CH-8"), 34.9 (Ch-1"), 30.3 (CH-9'), 28.6
(CH,-4"), 26.2 (CH-2", CH-3"), 25.3 (CH-4): ESMS m/z(%): 460 (32)
[M+H] "

Sintesis de I&l-metil-1-[(4""-metoxifenilpropanoato)pentil]-
6,7-dimetoxi-1,2,3,4-THICRK:

A una solucién del &cido 3-(4-metoxifenil)propiomi¢198 mg, 1.1
mmol) en CHCI, anhidro (20 mL) se le adiciona cloruro de tior(ilo4

mL, 19.2 mmol). La reaccion se lleva a cabo a jeftlurante 3 h y, tras
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evaporar el disolvente, se hace reaccionar el morde 3-(4-
metoxifenil)propanoilo (198.7 mg, 1.0 mmol) conTHIQ 2c (212 mg,
0.7 mmol) siguiendo el mismo procedimiento descptra2d. Tras
purificar el residuo en columna cromatografica cailicagel
(tolueno/AcOEt/MeOH 6:3:1) se obtiene 46 mg del passto2k como
un aceite amarillo (14 %).

'H RMN (500 MHz, CDCY): 6 7.13-7.07(m, 2H, H-2"", H-6""),6.84—
6.78 (m, 2H, H-3"", H-5")6.56 (s, 1H, H-5), 6.5, 1H, H-8), 4.03 (1)
= 6.7 Hz, 2H, H-5")3.84 (s, 6H, OCkt6, OCH:-7), 3.77 (s, 3H, OCHt
47),3.38 (t,J = 5.4 Hz, 1H, H-1)3.15-3.06 (m, 1H, Ha-32.87 (t,J =
7.8 Hz, 2H, H-9"),2.79-2.71 (m, 1H, Ha-4R.71-2.63 (m, 2H, Hb-3,
Hb-4),2.57 (t,J = 7.8 Hz, 2H, H-8")2.44 (s, 3H, NCH), 1.78-1.69 (m,
2H, H-17),1.62-1.53 (m, 2H, H-4'1.47-1.23 (m, 4H, H-2", H-3'}3C
RMN (125 MHz, CDC}): 6 173.0 (C0),158.0 (C-4"")147.2 (C-6, C-7),
132.6 (C-17),129.9 (C-8a)129.2 (CH-2"", CH-6"")126.4 (C-4a)113.8
(CH-3"", CH-57),111.3 (CH-5),110.2 (CH-8)64.5 (CH-5"), 63.3 (CH-
1), 56.0 (OCH-6), 55.8 (OCH-7), 55.2 (OCH-4""), 48.1 (CH-3), 42.7
(NCHj3), 36.1 (CH-8"), 34.9 (Ch-1"), 30.1 (CH-9"), 28.6 (CH-4"),
26.2 (CH-2), 25.4 (CH-3"), 25.2 (CH-4); ESMS m/z (%): 456 (15)
[M+H] ™.
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Sintesis de la N-metil-1-[(fenilcarbamato)pentil]-6,7-dimetoxi-
1,2.3,4-THIQ2I:

A una solucion de la THIQc (118 mg, 0.4 mmol) en CGil, (20
mL) se le adiciona fenilisocianato (0.13 mL, 1.2 at)ynLa reaccion se
lleva a cabo a reflujo en atmosfera dedirante 24 h. Tras evaporar el
disolvente a sequedad, se disuelve el crudo epClZH10 mL) y se
extrae con una solucion saturada de NaCL® KB x 10 mL). La fase
organica se deshidrata con 88, anhidro, se filtra y se evapora a
sequedad. El residuo es purificado en columna dagréfica con
silicagel (CHCI,/MeOH 97:3) obteniéndose 124 mg del produgto
como un aceite de color amarillo oscuro (75 %).
'H RMN (500 MHz, CDC}): § 7.41-7.35 (m, 2H, H-3"", H-5"}.30-
7.25 (m, 2H, H-2"", H-6"")7.05-7.00 (m, 1H, H-4"7%.86 (s, 1H, NH),
6.56 (s, 1H, H-5)6.55 (s, 1H, H-8)4.12 (t,J = 6.6 Hz, 2H, H-5")3.83
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(s, 6H, OCH-6, OCH-7), 3.41 (t,J = 5.4 Hz, 1H, H-1)3.17-3.08 (m,
1H, Ha-3), 2.79-2.63 (m, 3H, Hb-3, H-2/45 (s, 3H, NCh), 1.83-1.70
(m, 2H, H-1),1.65 (qt,J = 6.9 Hz, 2H, H-4)1.49-1.30 (m, 4H, H-2",
H-3); ¥C RMN (125 MHz, CDCY): § 153.7 (CO), 147.3 (C-6)147.2

(C-7), 138.0 (C-1"), 129.6 (C-8)28.9 (CH-2"", CH-6"")126.3 (C-4a),
123.2 (CH-4""), 118.6 (CH-3", CH-5"},11.3 (CH-8),110.2 (CH-5),
65.3 (CH-5"), 63.3(CH-1), 56.0 (OCH-6), 55.8 (OCH-7), 48.0 (CH-

3), 42.5 (NCH), 34.8 (CH-1"), 28.8 (CH-4'), 26.2 (CH-3"), 25.3(CH,-

4),25.2 (CH-2"): ESMS m/z(%): 413 (36) [M+H].

Sintesis de laN-metil-1-[(4" -fluorofenilcarbamato)pentil]-6,7-
dimetoxi-1,2,3,4-THIC2m:

/O
~o N
o)
HN/gO
F

Este compuesto se sintetiza siguiendo el mismo doéopleado

para?2l utilizando en este caso, la THEZ (84 mg, 0.3 mmol) y el 4-
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fluorofenilisocianato (0.1 mL, 0.9 mmol). Despuésplirificar el residuo
en columna cromatografica con silicagel ¢gCH/MeOH 97:3) se obtuvo
28 mg de la THI@m como un aceite de color amarillo oscuro (22 %).
'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.34-7.24 (m, 2H, H-2"", H-6""5.94—
6.88 (m, 2H, H-3"", H-5"")6.50 (s, 1H, H-5)6.49 (s, 1H, H-8)4.05 (t,J
= 6.5 Hz, 2H, H-5")3.77 (s, 6H, OCH6, OCH:-7), 3.50-3.43 (m, 1H,
H-1), 3.18-3.10 (m, 1H, Ha-3p.77-2.66 (m, 3H, Hb-3, H-4p.45 (s,
3H, NCHg), 1.83-1.74 (m, 1H, Ha-1"),.73-1.65 (m, 1H, Hb-1").62—
1.55 (m, 2H, H-4")1.46-1.27 (m, 4H, H-2", H-3"}°C RMN (125 MHz,
CDCl3): 6 163.0 (C-4"", dJ = 243 Hz),153.9 (C0O),147.6 (C-6),147.4
(C-7), 134.1 (C-17)129.4 (C-8a)125.5 (C-4a)120.3 (CH-2"" CH-6"",
d,J = 8 Hz),115.5 (CH-3"", CH-5"", dJ = 23 Hz),111.3 (CH-5),110.2
(CH-8), 65.4 (CH-57),63.5 (CH-1)56.0 (OCH-7),55.8 (OCH-6), 47.6
(CH2-3), 42.1 (NCH), 34.8 (CH-1"), 28.7 (CH-4"), 26.3 (CH-3"), 25.3
(CH»-2"), 24.8 (CH-4); ESMS m/z(%): 431 (45) [M+H].
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Sintesis de [&l-metil-1-[(4 " -clorofenilcarbamato)pentil]-6,7-
dimetoxi-1,2.3,4-THI2n:

/O
~o N
(@)
HN/§O
Cl

Esta THIQ se prepara utilizando el procedimientmpa sintesis
de 2l a partir de la THIQ2c (150 mg, 0.5 mmol) y el 4-
clorofenilisocianato (0.2 mL, 1.5 mmol). El resides purificado en
columna cromatografica con silicagel (&HY/MeOH 97:3)
obteniéndose 144 mg del produ2tmcomo un aceite amarillo (64 %).
'H RMN (500 MHz, CDC}): ¢ 7.32 (d,J = 8.4 Hz, 2H, H-3"", H-57),
7.23 (d,J = 8.4 Hz, 2H, H-2"", H-67)6.92 (s, 1H, NH)6.56 (s, 1H, H-
5), 6.55 (s, 1H, H-84.11 (t,J = 6.6 Hz, 2H, H-5")3.83 y 3.82 (2s, 6H,
OCHs-6, OCH;-7), 3.37 (t,J = 5.3 Hz, 1H, H-1)3.13-3.06 (m, 1H, Ha-
3), 2.77-2.62 (m, 3H, Hb-3, H-4,43 (s, 3H, NCH), 1.78-1.71 (m, 2H,
H-17), 1.67-1.59 (m, 2H, H-4)1.47-1.27 (m, 4H, H-2", H-3)}*C
RMN (125 MHz, CDC}): § 153.6 (CO),147.2 (C-6)147.1 (C-7)136.7
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(C-17),129.9 (C-8a)128.9 (CH-2"", CH-6"")128.1 (C-4""),126.6 (C-
4a),119.8 (CH-3"", CH-5")111.3 (CH-5)110.2 (CH-8)65.5 (CH-5),
63.3 (CH-1),56.0 (OCH-6), 55.7 (OCH:7), 48.2 (CH-3), 42.7 (NCH),
34.8 (CH-1), 28.8 (CH-4), 26.2 (CH-4), 25.3 (CH-2", CH-3);
ESMS m/z(%): 447 (100) [M+H].

Sintesis de laN-metil-1-[(4" -metoxifenilcarbamato)pentil]-6,7-
dimetoxi-1,2.3,4-THICRo:

_0

\O N

Este producto es sintetizado segun el método aditizpara2|
empleando la THIQc (150 mg, 0.5 mmol) y el 4-metoxifenilisocianato
(0.2 ml, 1.5 mmol). Tras purificar el residuo educona cromatografica
con silicagel (CHCl,/MeOH 97:3) se obtiene 160 mg de la TH2Q
como un aceite amarillo (73 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.30-7.23 (m, 2H, H-2"", H-6""55.83—
6.79 (m, 2H, H-3"", H-5"")6.55 (s, 1H, H-5)6.54 (s, 1H, H-8)4.09 (t,J
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= 6.6 Hz, 2H, H-5")3.82 (s, 6H, OCKt6, OCH-7), 3.75 (s, 3H, OCht

47),3.37 (t,J = 5.4 Hz, 1H, H-1)3.13-3.05 (m, 1H, Ha-3p.77-2.61
(m, 3H, Hb-3, H-4)2.42 (s, 3H, NCH), 1.77-1.70 (m, 2H, H-1")1.62
(qt, J = 6.63 Hz, 2H, H-4)1.48-1.27 (m, 4H, H-2", H-3')C RMN

(125 MHz, CDC}):  155.7 (C-4""), 154.1 (CO},47.1 (C-6, C-7)131.1
(C-1),129.9 (C-8a)128.5 (C-4a)120.5 (CH-2"", CH-6"")114.1 (CH-
3", CH-57),111.2 (CH-5),110.1 (CH-8),65.1 (CH-5), 63.2 (CH-1),
56.0 (OCH-6), 55.7 (OCH-7), 55.3 (OCH-4""), 48.1 (CH-3), 42.7
(NCHs), 34.7 (CH-17), 28.8 (CH-4"), 26.2 (CH-4), 25.2 (CH-2", CH-

3); ESMS m/z(%): 443 (100) [M+H].

Sintesis de [&-metil-1-[(fenetilcarbamato)pentil]-6,7-dimetoxi-
1,2,3,4-THIO2p:

10' 9
1"
2" 6
3" 5
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Este compuesto se prepara con el procedimientoeahplen la
sintesis de2l partiendo de la THIQ2c (150 mg, 0.5 mmol) y
fenetilisocianato (0.21 mL, 1.5 mmol). El residus purificado en
columna cromatografica con silicagel (&HY/MeOH 97:3)
obteniéndose 146 mg del produ2mcomo un aceite amarillo (66 %).
'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.31-7.25m, 2H, H-2"", H-6""),7.24—
7.14 (m, 3H, H-3"", H-4"", H-57)6.56 (s, 1H, H-5)6.55 (s, 1H, H-8),
4.71 (s, 1H, NH)4.01 (t,J = 6.3 Hz, 2H, H-5)3.84 y 3.83 (2s, 6H,
OCHs-6, OCH;-7), 3.45-3.39 (m, 2H, H-9"8.37 (t,J = 5.4 Hz, 1H, H-
1), 3.13-3.05 (m, 1H, Ha-3p.83-2.76 (m, 2H, H-10"2.77-2.62 (m,
3H, Hb-3, H-4),2.43 (s, 3H, NCh), 1.78-1.69 (m, 2H, H-1"), 1.64-1.52
(m, 2H, H-4"),1.46-1.25 (m, 4H, H-2", H-3)}*C RMN (125 MHz,
CDCl): ¢ 156.6 (CO),147.2 (C-6, C-7)138.8 (C-17),130.1 (C-8a),
128.8 (CH-2"", CH-6"")128.5 (CH-3"", CH-5")126.5 (CH-4""),126.3
(C-4a), 111.2 (CH-5)110.2 (CH-8),64.9 (CH-5"), 63.3 (CH-1),56.0
(OCHs-6), 55.7 (OCH-7), 48.1 (CH-3), 42.7 (NCH), 42.1 (CH-9"),
36.1 (CH-10"),34.9 (CH-1"), 29.0 (CH-4"), 26.2 (CH-4), 25.3 (CH-
2, CH-3"); ESMS m/z(%): 441 (100) [M+H].

111



CAPITULO II: Sintesis de THIQ 1-sustituidas con actividad
antibacteriana y antifiingica o dopaminérgica

Sintesis de I&l-metil-1-[(4""-fluorofenetilcarbamato)pentil]-
6,7-dimetoxi-1,2,3,4-THIQqQ:

HN

Esta THIQ se sintetiza siguiendo el método utilzgwhra?2l a
partir de la THIQ2c (150 mg, 0.5 mmol) y el 4-fluorofenetilisocianato
(0.22 mL, 1.5 mmol). Después de purificar el residen columna
cromatografica con silicagel (GBI,/MeOH 97:3) se obtiene 153 mg del
compuest@g como un aceite amarillo (67 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.17-7.08 (m, 2H, H-2"", H-6""}.00—
6.94 (m, 2H, H-3"", H-5")6.55 (s, 1H, H-5)6.54 (s, 1H, H-8)4.72 (s,
1H, NH), 4.00 (tJ = 6.4 Hz, 2H, H-5)3.83 y 3.81 (2s, 6H, OGHb,

OCHs-7), 3.41-3.31 (m, 3H, H-1, H-98.13-3.04 (m, 1H, Ha-32.81-
2.60 (m, 5H, Hb-3, H-4, H-10"R.42 (s, 3H, NCH), 1.76-1.68 (m, 2H,
H-17), 1.62-1.52 (m, 2H, H-4)1.45-1.23 (m, 4H, H-2", H-3)}*C

RMN (125 MHz, CDC}): ¢ 161.6 (C-4"", dJ = 243 Hz),156.6 (CO),
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147.2 (C-6, C-7)134.4 (C-17),130.1 (CH-2"", CH-6", dJ = 8 Hz),
130.0 (C-8a)126.5 (C-4a)115.3 (CH-3"", CH-5"", dJ = 21 Hz),111.2
(CH-8), 110.2 (CH-5)p4.9 (CH-5"), 63.3 (CH-1)56.0 (OCH-7), 55.7
(OCHy-6), 48.1 (CH-3), 42.7 (NCHy), 42.1 (CH-9"), 35.3 (CH-10"),
34.9 (CH-1), 29.0 (CH-4), 26.2 (CH-4), 25.3 (CH-2, CH-3);
ESMS m/z(%): 459 (100) [M+H].

Sintesis de laN-metil-1-[(4 " -clorofenetilcarbamato)pentil]-6,7-
dimetoxi-1,2,3,4-THIC2r:

HN

Cl

Este compuesto se obtiene mediante el procedimenpdeado en
la sintesis de2l utilizando la THIQ2c (244 mg, 0.8 mmol) y el 4-
clorofenetilisocianato (0.4 mL, 2.5 mmol). El rasides purificado en
columna cromatografica con silicagel (§€&HY/MeOH 97:3)

obteniéndose 253 mg del produ2tocomo un aceite amarillo (67 %).

113



CAPITULO II: Sintesis de THIQ 1-sustituidas con actividad
antibacteriana y antifiingica o dopaminérgica

IH RMN (500 MHz, CDCY): § 7.27 (d,J = 8.3 Hz, 2H, H-3"", H-5"),
7.12 (d,J = 8.3 Hz, 2H, H-2", H-67)6.56 (s, 2H, H-5, H-8)4.70 (s,
1H, NH), 4.02 (t,J = 6.5 Hz, 2H, H-5')3.85 y 3.84 (2s, 6H, OGHb,

OCHs-7), 3.43-3.34 (m, 3H, H-1, H-9'3,15-3.07 (m, 1H, Ha-32.80—
2.75 (m, 2H, H-10)2.75-2.64 (m, 3H, Hb-3, H-42.45 (s, 3H, NCH),

1.80-1.69 (M, 2H, H-1)1.62-1.53 (m, 2H, H-4)1.49-1.38 (m, 1H,
Ha-2"),1.38-1.23 (m, 3H, Hb-2", H-3'3%C RMN (125 MHz, CDCY): &

156.6 (CO), 147.2 (C-6, C-7137.3 (C-17),132.2 (C-47),130.1 (CH-
2", CH-6"),129.9 (C-82)128.7 (CH-3", CH-5"")126.5 (C-4a)111.3
(CH-5), 110.2 (CH-8)65.0 (CH-5'), 63.3 (CH-1),56.0 (OCH-7), 55.8

(OCHz-6), 48.1 (CH-3), 42.7 (NCH), 41.9 (CH-9"), 35.5 (CH-10"),

34.9 (CH-1'), 29.0 (CH-4), 26.2 (CH-3"), 25.4 (CH-2"), 25.2 (CH-

4); ESMSm/z(%): 475 (7) [M+H].
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Sintesis de laN-metil-1-[(4""-metoxifenetilcarbamato)pentil]-6,7-
dimetoxi-1,2,3,4-THIQ@s

HN

Este producto es sintetizado segun el método aditizen la
obtencién de2l a partir de la THIQ2c (162 mg, 0.6 mmol) y el 4-
metoxifenetilisocianato (0.3, 1.8 mmol). Tras puo&f el residuo en
columna cromatografica con silicagel (&H,/MeOH 97:3) se obtiene
136 mg de la THI@scomo un aceite amarillo (48 %).

'H RMN (500 MHz, CDC4): 6 7.09 (d,J = 8.5 Hz, 2H, H-2"", H-6"),
6.84 (d,J = 8.5 Hz, 2H, H-3"", H-57)6.55 (s, 2H, H-5, H-8)4.68 (s,
1H, NH), 4.01 (t,J = 6.2 Hz, 2H, H-5")3.84 y 3.83 (2s, 6H, OGHb,
OCH;-7), 3.77 (s, 3H, OCH4™), 3.43-3.33 (m, 3H, H-1, H-9"B.15—
3.08 (m, 1H, Ha-3)2.78-2.63 (m, 5H, Hb-3, H-4, H-1073,45 (s, 3H,
NCHs), 1.81-1.68 (m, 2H, H-1"},.64-1.53 (m, 2H, H-4"}.47-1.37m,
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1H, Ha-27),1.37-1.23 (m, 3H, Hb-2", H-3)**C RMN (125 MHz,

CDCls): 6 158.2 (C-4"")156.6 (CO),147.3 (C-6),147.2 (C-7)130.8 (C-
1), 129.7 (C-8a, CH-3"", CH-5")126.3 (C-4a),114.0 (CH-2"", CH-
6"), 111.3 (CH-5),110.2 (CH-8),64.9 (CH-5"), 63.4 (CH-1),56.0
(OCH;s-6), 55.8 (OCH-7), 55.2 (OCH-4""), 48.0 (CH-3), 42.6 (NCH),

42.3 (CH-9), 35.2 (CH-107),34.9 (CH-1), 29.0 (CH-4"), 26.2 (CH-

2'),25.3 (CH-4, CH-3"); ESMSm/z(%): 471 (8) [M+H].

11.2.4.3. Sintesis de pirrol¢2,1-a]isoquinolein-3-onas

Sintesis de la 8-benciloxi-1,2,3,5,6,10b-hexahidrolm[2,1-a

Jisoquinolein-3-on8a:

A una solucidén deN-(3-benciloxifenetilamino)-4-oxobutanoat®
(300 mg, 0.84 mmol) en GBI, anhidro (30 mL) se le adiciona PQCI
(0.39 mL, 4.20 mmol). La reaccion se lleva a cabeflajo en atmosfera
de N, durante 6 h. A continuacion se afiadgDH10 mL) y se hace
extracciones con Ci€l, (3 x 10 mL). La fase organica es deshidratada
con NaSQO, anhidro y se evapora a sequedad. El residuo clotezs

solubilizado inmediatamente en MeOH (25 mL) para ts&tado con

116



CAPITULO II: Sintesis de THIQ 1-sustituidas con actividad
antibacteriana y antifiingica o dopaminérgica

NaBH,; (400 mg, 10.57 mmol). La reaccién se lleva a aabemperatura
ambiente durante 2 h. Posteriormente se adiciof@ (% mL) y se
elimina el disolvente organico a presion reducilacontinuacion se
basifica el medio acuoso y se extrae con@kH(3 x 10 mL). La fase
organica se deshidratada con,8l@, anhidro, se filtra y es evaporada a
sequedad. El crudo es purificado en columna crognafica con
silicagel (tolueno/EtOAc/MeOH/BM 6:3:1:0.1) lograndose 105 mg del
compuest@a como un aceite amarillo (43 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}J): § 7.36 (m, 5H, Ph), 7.02 (d, = 8.5 Hz,
1H, H-10), 6.87 (ddJ = 8.5, 2.5 Hz, 1H, H-9), 6.75 (d,= 2.5 Hz, 1H,
H-7), 5.04 (s, 2H, OCHPh), 4.71 (tJ = 8.0 Hz, 1H, H-10b), 4.23 (ddd,
=12.4,5.8, 2.7 Hz, 1H, Hed, 3.05 (m, 1H, H-B), 2.91 (m, 1H, H-6),
2.71 (m, 1H, H-B), 2.61 (m, 1H, H-&), 2.54 (m, 1H, H-8), 2.45 (m,
1H, H-28), 1.82 (m, 1H, H-B); **C RMN (125 MHz, CDC}): § 173.2
(NCO), 157.4 (C-8), 136.7 (C-17134.8 (C-6a),130.0 (C-10a)128.5
(CH-3", CH-5"),127.9 (CH-4"),127.3 (CH-2", CH-6"), 125.8 (CH-10),
114.6 (CH-7),113.8 (CH-9)69.9 (OCHPh), 56.3 (CH-10b)36.8 (CH-
5), 31.6 (CH-2), 28.7 (CH-6), 27.5 (CH-1); ESMS m/z(%): 293 (100)
[M]™.
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Sintesis de la 8-Hidroxi-1,2,3,5,6,10b-hexahidnabaf{2,1-
alisoguinolein-3-on&b:

HO

Una solucién de la pirrolo[2,dlisoquinolein-3-ona3a (200 mg,
0.68 mmol) en una mezcla de EtOH y HCI concentredo(50 mL) es
sometida a reflujo durante 3 h. Después, la reace® evaporada a
sequedad y se purifica el residuo en columna crognafica con
silicagel (CHCI/MeOH 94:6) obteniéndose 101 mg del produ8in
como un aceite blanco (72 %).
'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 6.76 (d,J = 8.3 Hz, 1H, H-10)6.53 (dd,
J=8.3, 2.0 Hz, 1H, H-9), 6.42 (d,= 2.0 Hz, 1H, H-7), 4.56 (1] = 8.0
Hz, 1H, H-10b), 3.90 (m, 1H, Hej, 2.91 (m, 1H, H-B), 2.67(m, 1H,
H-6a), 2.56 (m, 1H, H-B), 2.45 (m, 1H, H-&), 2.37 (m, 1H, H-A),
2.22 (m, 1H, H-B), 1.65 (m, 1H, H-B); *C RMN (125 MHz, CDC}): §
174.0 (NCO),155.3 (C-8),134.2 (C-6a),128.0 (C-10a)125.4 (CH-10),
114.7 (CH-7)113.9 (CH-9)56.5 (CH-10b), 36.9 (CHb5), 31.3 (CH-2),
28.1 (CH-6), 27.1 (CH-1); ESMS m/z(%): 203 (100) [M].
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Sintesis de la 8-etilcarbamato-1,2,3,5,6,10b-hekahirrolo[2,1a
lisoquinolein-3-on&c:

Este compuesto se sintetiz6 de forma andloga aTHE)
funcionalizadas con carbamato partiendo de la Ip{2d-
alisoquinolein-3-on&b (35 mg, 0.17 mmol), disuelta en acetona anhidra
(10 mL), y etilisocianato (0.03 mL, 0.34 mmol). Este caso, la reaccion
se lleva a cabo durante 3 h y, después de lan@atdis extracciones
liquido/liquido y la posterior evaporacion de ladarganica, el residuo
es purificado en columna cromatografica con sieta@H,Cl,/MeOH
97:3) obteniéndose 34 mg del compuekt@omo un aceite amarillo (70
%).

'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.09 (d,J = 8.3 Hz, 1H, H-10)7.00 (dd,
J=8.3, 2.0 Hz, 1H, H-9), 6.9, J = 2.0 Hz, 1H, H-7), 4.71 (11 = 8.0
Hz, 1H, H-10b), 4.26 (m, 1H, He§, 3.30 (m, 2H, CHCH,NHCO), 3.07
(m, 1H, H-B), 2.92 (m, 1H, H-6), 2.77 (m, 1H, H-B), 2.63 (m, 1H, H-
1a), 2.53 (m, 1H, H-8), 2.45 (m, 1H, H-B), 1.86 (m, 1H, H-B), 1.20
(m, 3H, CHCH,NHCO); **C RMN (125 MHz, CDCY): § 173.2 (NCO),
154.4 (C-8), 149.6 (NHCO), 134.8 (C-6a34.4 (C-10a)128.7 (CH-10),
125.1 (CH-7), 120.3 (CH-9), 56.5 (CH-10b), 36.8 (CH-5), 36.7
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(CHsCH,NHCO), 31.3 (CH-2), 28.5 (CH-6), 27.5 (CH-1), 15.0
(CH3CH;NHCO); ESMS m/z(%): 312 (100) [M+Nal].

Sintesis de la 8-(4-fluorobenciloxi)-1,2,3,5,6,10b-
hexahidropirrolo[2,1alisoguinolein-3-on&d:

ey

A una solucién de la pirrolo[2,dlisoquinolein-3-on&Bb (20 mg,
0.10 mmol) en etanol absoluto se le adicion€®; anhidro (10 mg) y
cloruro de p-fluorobencilo (0.01 mL). La reaccion se lleva eh@aa
reflujo toda la noche. A continuacién, se evapareehccion a sequedad,
se disuelve el crudo en GEl, (10 mL) y se extrae con una solucion
acuosa de NaOH al 5 % (3 x 10 mL). La fase orgaegdeshidratada
con NaSQO, anhidro, filtrada y evaporada a sequedad. El wesids
purificado en columna cromatografica con silicagéH.Cl,/MeOH
97:3) lograndose 25 mg del produBmcomo un aceite amarillo (80 %).
'H RMN (500 MHz, CDC}Y): § 7.38 (m, 2H, PhF)7.07 (m, 3H, PhF, H-
10), 6.86 (dd, = 8.5, 2.5 Hz, 1H, H-9%.74 (d,J = 2.5 Hz, 1H, H-7),
5.00 (s, 2H, OCkKPh),4.73 (t,J = 7.8 Hz, 1H, H-10b)4.25 (m, 1H, H-
5a), 3.04 (m, 1H, H-B), 2.91 (m, 1H, H-6&), 2.75 (m, 1H, H-B), 2.63
(m, 1H, H-Tn), 2.56 (m, 1H, H-&), 2.46 (m, 1H, H-B), 1.82 (m, 1H, H-
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1B); 3C RMN (125 MHz, CDCY): § 173.4 (NCO)162.5 (C-4",J = 246

Hz), 157.3 (C-8)135.0 (C-1'),132.5 (C-6a)130.2 (C-10a)129.3 (CH-
2°, CH-6"),125.9 (CH-10),115.5 (CH-3", CH-5"] = 21.7 Hz), 114.5
(CH-7), 113.9 (CH-9),69.3 (OCHPh), 56.4 (CH-10b),36.9 (CH-5),

31.7 (CH-2), 28.7 (CH:-6), 27.6 (CH-1); ESMS m/z (%): 311 (100)
[M]".

11.2.4.4. Actividad antibacteriana y antifingica

a) Especies bacterianas y fungicas

- Especies bacterianas:
Gram positivas:Enterococcus faecali§CECT 481),Bacillus
cereus(CECT 148) yStaphylococcus aure (€ECT 86).
Gram negativas:Salmonella typhi (CECT 409), Erwinia
carotovora (CECT 225), Escherichia coli (CECT 405) y
Escherichia col(CECT 100).

- Especies fungicas:Aspergillus parasiticus (CECT 2681),
Trichoderma viride(CECT 2423),Phytophthora citrophthora
(CECT 2353),Geotrichum candidunfCCM 245) yFusarium
culmorum(CCM 172).

Las cepas de las bacterias y hongos utilizadosegderc de la
Colecciéon Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) o deClaleccion de la
Céatedra de Microbiologia (CCM) del departamentdBagecnologia de

la Universidad Politécnica de Valencia.
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b) Ensayo antibacteriano y antifingico

El doctorando ha llevado a cabo los ensayos devicandi
antibacteriana y antifingica en el grupo del prafégime Primo, bajo la
supervision de la doctora Nuria Cabedo, en el Ged& Ecologia
Quimica Agricola — Instituto Agroforestal Meditengd de la
Universidad Politécnica de Valencia. Dichos ensagesrealizarorin
vitro utilizando el método de difusién en agar medialideos de papel.
Las dosis empleadas de las 1-alquil-THIKR, (1b, 2a-29 fueron 0.2 y
0.4 mg/disco. En las pirrolo[2dlisoquinolein-3-onas 3@-3d) se
ensayaron dosis de 0.2, 0.3 y 0.4 mg/disco. Cadapuesto fue
ensayado por triplicado.

En la determinacion de la actividad antibacteri@ea empled
cultivos de 24 h de cada cepa bacteriana en métitm snantenidos en
tubos inclinados. A continuacién se reactivaron dapas empleando
caldo nutritivo Nutrient Broth (Difco) y se inculmer a 28 6 37 °C, en
funcion de la cepa bacteriana, durante 24 h. Daspeidlevo a cabo la
determinaciéon de la densidad optica de las suspesibacterianas a
660 nm y se ajustaron a un valor de 0.01. Lueguirié 1 mL de la
correspondiente suspensiéon en placas Petri estérige le adiciond 15
mL de medio de cultivo Plate Count Agar (Difco).dJvez el medio se
solidifico, se depositaron en las placas los distmpapel impregnados
con los compuestos. Como control positivo se emptiécos
impregnados con clorhidrato de tetraciclina (Sightdrich) a 0.2
mg/disco y como control negativo discos con el ldesate utilizado en la
solucion de los productos. Las placas Petri fuencobadas a 28 6 37

°C, dependiendo de la cepa bacteriana, durante. Zdnhlmente se
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determiné el halo de inhibicion desarrollado aldedtede los discos de
papel.

Las distintas especies fungicas se sembraron erioniatata
Dextrosa Agar (Difco) en placas Petri estériless lwngos fueron
incubados a 28 °C durante 7 dias y, posteriormesge,obtuvo
suspensiones de %@sporas/mL empleando una solucién de Tween 80
(0.05 %) en agua destilada estéril. EI contajeeaézd en una camara de
Neubauer con un microscopio optico (40X). Lueg@adieiond 1 mL de
la respectiva suspension a 15 mL de medio Patatdrdda Agar en
placas Petri estériles. Tras la solidificacion uheldio se depositaron en
los placas los discos de papel impregnados coprtmtuctos. El control
positivo empleado fue benomilo (Sigma-Aldrich) a stiitas
concentraciones, dependiendo de la especie fun@gicao control
negativo se utilizé discos con el disolvente engdean la solucion de
los productos. Las especies fungicas se incubarmante 72 h a 28 °C y
a continuacion se determinaron los halos de inidibigoroducidos
alrededor de los discos de papel.

Los resultados se han expresado como la mediasdbdos de
inhibicion £ error estandar. Se ha llevado a cabo el analksigadanza
one-way ANOVA y el test F para establecer las diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05) mediaete programa
Statgraphicg Centurion XVI.
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[I.3. Sintesis de tetrahidroisoquinoleinas con actidad

dopaminérgica

[1.3.1. Quimica

A continuacion se describe la metodologia empl@ada sintetizar
THIQ con estructura de 7-fenil-hexahidrociclopéiesoquinoleinas
(HCPIQ).

A partir de lap-(3,4-dimetoxifenil)etilamina se realiza uné
acilacion de Schotten-Baumann con cloruro de 3gsyp-2-enoilo
dando lugar a la correspondiemig(3,4-dimetoxifenetil)cinamida. Esta
amida es sometida a una ciclacion de Bischler-Nalsid y a una
inmediata reduccion de la imina generada con NaBiguiendo el
procedimiento descrito anteriormente en este dapie este modo se
obtiene la 6,7-dimetoxi-1-estiril-1,2,3,4-THI@Q Esta THIQ sufre una
ciclaciéon intramolecular en presencia d®#fen acido metanosulfénico
(2:20 m/m) dando lugar a la 5,6-dimetoxi-7-feni?,8,7,8,8a-HCPI1@a.
Posteriormente se introduce sustituyentes enréigaiho de la HCPIQ@a
obteniéndose asi los compuestosy 4e Las HCPIQ catecolicagh, 4d
y 4f se sintetizaron mediante k@-demetilacion de sus precursores

dimetoxilados Figura 37).

124



CAPITULO II: Sintesis de THIQ 1-sustituidas con actividad
antibacteriana y antifiingica o dopaminérgica

0

4c (82 %)

J (d)

4a (68 %)
(©

4e (89 %)

J (d)

Re

HO N\/\

4d (94 %) 4F (90 %)

(a) P,O5-CH3SO3H (1:10 m/m), 45 °C, 15 h; (b) HCHO, HCO,H, metanol, reflujo, 1h;
después NaBHy, reflujo, 1 h; (c) K,COg, acetonitrilo, reflujo, 10 h; (d) BBr3, CH,Cly, t.a., 2 h.

Figura 37. Sintesis de hexahidrociclopenjfisoquinoleinas

Sintesis de la HCPI®a:

Este compuesto es

sintetizado mediante una cidlacio
intramolecular de la 6,7-dimetoxi-1-estiril-1,2,3#IQ 4 con el reactivo

de Eaton (FOs-AMS en proporcidon 1:10 m/m). Tras reaccionar £@5
durante 15 h, la reaccion se detiene afiadiendsaloeion basica acuosa

y el crudo se purifica obteniéndose la HCRK

125



CAPITULO II: Sintesis de THIQ 1-sustituidas con actividad
antibacteriana y antifiingica o dopaminérgica

N-sustitucién para la obtencién de las HCRBKY 4¢e

El productoN-metilado4c se obtiene al disolver la HCPIKa en
metanol y adicionarle formaldehido al 37 % y untagte acido formico.
Tras reaccionar a reflujo durante 1 h, se enfrimeflio a temperatura
ambiente, se adiciona NaBK se somete la reacciéon de nuevo a reflujo
durante 1 h. Después de la correspondiente puidicase obtiene la
HCPIQA4c.

La HCPIQ 4e N-sustituida con un grupo alilo se sintetiza al
disolver el compuestoda en acetonitrilo adicionandole carbonato
potasico y cloruro de alilo. La reaccion se lleveaho a reflujo durante

10 h. Tras la purificacion se obtiene el produt#o

Sintesis de las HCPIQ catecdlichs 4d y 4f:
Estos productos catecolicos se obtienen mediante Ola

demetilacion de los correspondientes analogos rniatos 4a, 4c y 4e
Las HCPIQ dimetoxiladas son disueltas en,Clklanhidro y, tras enfriar
las soluciones a -78 °C, se les adiciona gota a gbBBg. Tras 15
minutos, se deja que las reacciones alcancen lpetatura ambiente y
gue continden durante 2 h. Las reacciones se éetigdicionando gota a
gota metanol y tras 30 minutos en agitacion se izeealas
correspondientes purificaciones para obtener laBIRCatecélicagib,
4d y 4f.
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11.3.2. Afinidad por receptores dopaminérgicos

El estudio de la afinidad por los receptores dopangicos tipo-R
y tipo-D, fue llevado a caban vitro empleando un ensayo de
competicion con radioligandos en membranas deadstrde rata. Las
HCPIQ ensayadas mostraron su capacidad para daspkzlos
radioligandos[fH]-SCH 23390 para receptores tipeyD[°H]-racloprida
para los de tipo-p) de sus sitios de unién en rango micromolar (UM) o
nanomolar (nM).

Las HCPIQ catecdlicas han mostrado en general mafyidad
por los RD que sus analogos dimetoxilados. Estedhpodria deberse a
gue la presencia del grupo catecoélico dota a lospoestos de mayor
similitud estructural con la molécula de dopamina.

Las HCPIQ catecdlicagb, 4d y 4f han manifestado una gran
afinidad por los receptores tipo-[Bon valores respectivos de #e 29,
13 y 18 nM. Cabe destacar que la gran afinidad sleseproductos
también va acompafiada de una importante seleaiypda los RD de
tipo-D, (Figura 38). De hecho, la HCPI@b posee un cociente dg K
D1/D, de 2465, el compuestnl de 1010 y el productéf de 382 Tabla
6).

Cabe resaltar que la introduccion de un grupo metiglilo en el
nitrogeno isoquinoleinico de las HCPIQ catecéliaamenta de forma

significativa la afinidad por los RD tipo:i[Tabla 6).
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HCPIQ

4a

4b

4d
4e

Af

Union especifica RD tipo-D,

Unioén especifica RD tipo-D,

[*H]-SCH 23390 [*H]-racloprida
K (ndp pKy® K; (nM)* pPKy
33.373£6.891 4499+ 0.104 10.977£1.933 4.972+£0.071
71493 £ 16.281 4.174 £ 0.117 0.029 + 0.009 7.593 + 0.184¢
23.780£4.549 4.640+£0.084 4,188+ 1.348 5.422+0.13%
13136 £ 2452 4895 £ 0.0762 | 0.013 £ 0.002 7.890 & 0.083*%
18.620+4.822 4.758+0.109 3514+ 0.654 5472+0.092
6.873 £1.391 5.179 £ 0.0852 | 0.018 = 0.007 7.800£0.1607

K.
D,/D,

1010.54
5.29¢

381.84

“Los valores expresan la media £+ SEM de 3

experimentos mdependientes. La estadistica fue
realizada mediante ANOV A con test de comparacion multiple post Newmann-Keuls. 2p < 0.05 v
RD tipo-Dy. p < 0.01 vs RD tipo-D,. %p < 0.001 vs RD tipo-D,. %p < 0.001 vs 4a./p < 0.05 vs 4a.
< 0.001vs4b."p< 0.001vs 4c.'p < 0.001vs de.

Tabla 6. Afinidad y selectividad en experimentos in vitre de union especifica a RD tipo-D;
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Figura 38. Curvas de desplazamiento de la union especificapa

tipo-D, y tipo-D, de los productodb y 4d.
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11.3.3. Conclusiones

Se ha sintetizado satisfactoriamente el esqueleto
hexahidrociclopenfg]isoquinoleinico  mediante  una  ciclacién
intramolecular con el reactivo de Eaton.

Las HCPIQ han manifestado afinidad tanto por los tjiD-D;
como por los de tipo-p Cabe destacar la gran afinidad, en rango
nanomolar, de las HCPIQ catecélicls, 4d y 4f por los RD tipo-D
siendo ademas muy selectivas por este tipo de RD.

Al considerar estos hechos se pone de manifiestpagl interés
gue este tipo estructural de compuestos puedetausai el tratamiento

de patologias debidas a alteraciones de las vimsmoérgicas.

11.3.4. Parte experimental

11.3.4.1. Equipos utilizados

Los espectros de RMN d&H y de °C se realizaron en un
espectrémetro Bruker AC-500. Las asignacionetdg **C se hicieron
con métodos mono- y bidimensionales (COSY 45, H§®MIBC). Las
multiplicidades de'*C RMN se asignaron mediante DEPT. Los
desplazamientos quimicéshan sido expresados en ppm y las constantes
de acoplamientd en Hz. El disolvente empleado fue CBGICD;OD.

Los espectros de masas se obtuvieron con un eSpetto
cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) Waters Xevo @¥gt mediante
ionizacién electrospray (HRESIMS).

Los reactivos y disolventes empleados fueron atitpsrde fuentes

comerciales.
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Las reacciones fueron controladas a través de togmadia en
capa fina empleando silicagel 6Qsf(Merck 5554). Los productos
fueron purificados mediante cromatografia en columurtilizando
silicagel 60 (40-63im, Merck 9385).

Los rendimientos son referidos a los productosfipados.

En la determinacion de la afinidad por los RD ssagaron los
productos en forma de clorhidrato, los cuales fuerotenidos mediante
una soluciéon de metanol-HCI 5 % partiendo de logespondientes

compuestos en forma de base.

11.3.4.2. Sintesis de 7-fenil-

hexahidrociclopentdij]isoquinoleinas

Sintesis de la 5,6-dimetoxi-7-fenil-1,2.3,7,8,8afHC 4a

La 6,7-dimetoxi-1-estiril-1,2,3,4-THI@& (500 mg, 1.69 mmol) es
solubilizada a temperatura ambiente e@sFCH;SO;H 1:10 m/m (5 mL)
y, posteriormente, se lleva a cabo la reaccion &Qslurante 15 h.
Transcurrido este tiempo se adiciona una solucidlwsa de NaOH al 5
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% y se extrae con GBI, (3 x 15 mL). La fase organica es deshidratada
con NaSQ, anhidro, filtrada y evaporada a sequedad. Trasiqaurel
residuo mediante una columna cromatografica conicagil
(CH.CI,/MeOH 95:5) se obtiene 339 mg del compuestocomo un
aceite marrén (68 %).

'H RMN (500 MHz, CDCH): 6 7.27 (m, 2H, H-3", H-5"), 7.1@m, 2H,
H-2, H-6"),7.18 (m, 1H, H-4")6.64 (s, 1H, H-4)4.59 (d,J = 8.3 Hz,
1H, H-7), 4.24 (ddJ = 11.8, 6.4 Hz, 1H, H-8aB.84 (s, 3H, OCHi5),
3.59 (s, 3H, OCHt6), 3.49 (dd,J = 12.6, 6.7 Hz, 1H, H®), 3.14 (dd,J

= 12.6, 10.5 Hz, 1H, H@, 2.81 (m, 1H, H-&), 2.72 (m, 1H, H-P),
2.50 (dd,J = 11.8, 6.4 Hz, 1H, H®), 2.35 (dd,J = 11.8, 8.3 Hz, 1H, H-
8B); 1*C RMN (125 MHz, CDC)): 6 152.7, 143.9, 143.8, 135.6, 134.7,
128.3, 127.3, 126.8, 126.0, 111.0, 60.3, 57.5,,58613, 44.6, 44.4, 25.8;
HRESIMS m/z 296.1637 [M+H] (296.1651, calc para;gH,,NO,).

Sintesis de |&l-metil-5,6-dimetoxi-7-fenil-1,2,3,7.8,8a-HCP W:

A una solucién de la HCPI@a (100 mg, 0.34 mmol) en metanol
(15 mL) se le adiciona formaldehido al 37 % (4.7)myLuna gota de

acido férmico. La reaccion se lleva a cabo a reflliirante 1 h vy, tras
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dicho tiempo, se enfria el medio a temperatura antbiy se le afiade
NaBH,; (120 mg, 3.4 mmol). A continuacién se deja la c&ata reflujo
durante 1 h, se enfria a temperatura ambiente dionyese evapora el
disolvente a sequedad. Se adicion®KB mL) al residuo y se extrae con
CH.Cl; (3 x 15 mL). La fase organica es deshidratada NesSO,
anhidro, filtrada y evaporada a sequedad. Despei¢sidficar el residuo
en columna cromatogréfica con silicagel gCH/MeOH 95:5) se obtiene
86 mg la HCPIQic como un aceite blanquecino (82 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}): § 7.18 (m, 2H, H-3", H-5")7.09 (m,2H,
H-2°, H-67),7.08 (m, 1H, H-4)6.53 (s, 1H, H-4)4.51 (d,J = 8.4 Hz,
1H, H-7),3.74 (s, 3H, OCHt5), 3.48 (s, 3H, OCHt6), 3.33(dd,J = 9.8,
6.6 Hz, 1H, H-8a)3.05 (dd,J= 12.0, 6.6 Hz, 1H, H®, 2.89 (m, 1H, H-
3a), 2.72 (m, 1H, H-B), 2.42 (m, 1H, H-B), 2.31(m, 2H, H-8),2.26 (s,
3H, NCHy); °C RMN (125 MHz, CDC}): 6 152.7, 144.1, 144.0, 135.1,
128.4, 128.1, 127.5, 127.4, 126.1, 110.6, 65.73,6086.1, 54.8, 46.4,
43.6, 43.2, 27.2HRESIMS m/z 310.1797 [M+HJ (310.1807, calc para
CooH24aNOy).

Sintesis de [&l-alil-5,6-dimetoxi-7-fenil-1,2,3,7,8,8a-HCPIge
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A una solucion de la HCPIQta (100 mg, 0.34 mmol) en
acetonitrilo (10 mL) se le adiciong®0s (300 mg, 2.17 mmol) y cloruro
de alilo (0.1 mL, 1.23 mmol). La reaccion se llewaabo durante 10 h a
reflujo. A continuacion, el medio es enfriado a pematura ambiente y se
evapora el disolvente a sequedad. Se adicig@a(BImL) al residuo y se
realiza extracciones con GEl, (3 x 15 mL). Luego se deshidrata la fase
organica con N&O, anhidro siendo después filtrada y evaporada a
sequedad. La purificacion del residuo se lleval® caediante columna
cromatografica con silicagel (GEI,/MeOH 99:1) obteniéndose 101 mg
de la HCPIQ4ecomo un aceite marrén (89 %).

'H RMN (500 MHz, CDC}): 6 7.18 (m, 2H, H-3", H-5)7.10 (m, 2H,
H-2", H-6"),7.08 (m, 1H, H-4")6.53 (s, 1H, H-4)5.82 (m,1H, H-27),
5.11 (d,J = 17.2 Hz, 1H, H-34), 5.07 (d,J = 10.1 Hz,1H, H-3"P), 4.51
(d,J = 8.5 Hz, 1H, H-7)3.74 (s, 3H, OCkt5), 3.50 (dd,J = 10.2, 6.3
Hz, 1H, H-8a)3.47 (s, 3H, OCkt6), 3.36 (dd,J = 13.6, 3.1 Hz, 1H, H-
1”a), 3.18 (ddJ=11.8, 6.5 Hz, 1H, H®, 2.82 (m, 1H, H-8), 2.74 (m,
1H, H-3p), 2.65 (dd,J = 13.6, 8.2 Hz1H, H-1"P), 2.36 (m, 1H, H-B),
2.26 (m, 2H, H-8)}*C RMN (125 MHz, CDC}): 6 152.7, 144.2, 144.0,
135.4,135.3, 128.4128.1,127.5, 127.1, 126.0, 117.8, 11064.4, 60.3,
58.5, 56.1, 51.046.4, 43.8, 27.5HRESIMS m/z 336.1956 [M+H]
(336.1964, calc para@6NOy).
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Sintesis de la 5,6-dihidroxi-7-fenil-1,2.3,7,8,8&P1Q4b:
HO O
HO ' NH

Una solucion de la HCPI@a (100 mg, 0.34mmol) en GBI,

anhidro (10 mL) es enfriada a -78 °C y, a contirgcse le adiciona

gota a gota BBr(0.13 mL, 1.36 mmol). Tras 15 minutos, se permue
la reaccion alcance la temperatura ambiente y & e agitacion
durante 2 h. Transcurrido dicho tiempo se adicigoi@ a gota metanol
(2.5 mL) y se deja el medio en agitacion durantam@@utos. Luego se
evapora el medio a sequedad y se purifica el resieln columna
cromatografica con silicagel (G8I,/MeOH 9:1) obteniéndose 80 mg de
la HCPIQ catecélicdb como un aceite marrén (88 %).

'H RMN (500 MHz, CROD): ¢ 7.25 (t,J = 7.7 Hz, 2H, H-3", H-5),
7.19 (d,J=7.7 Hz, 2H, H-2", H-6")7.17 (m, 1H, H-4")6.70 (s, 1H, H-
4), 4.66 (ddJ = 9.0, 6.6 Hz, 1H, H-8a}%.63 (d,J = 8.1 Hz, 1H, H-7),
3.78 (dd,J = 13.1, 6.8 Hz, 1H, H®), 3.51 (dddJ = 13.1,11.4, 6.8 Hz,
1H, H-23), 3.05 (dd,J = 11.4, 6.8 Hz, 1H, H®), 2.97 (dd,J = 13.1, 6.8
Hz, 1H, H-3), 2.69 (dd,J = 12.1, 8.1 Hz, 1HH-8a), 2.62 (d,J = 12.1,
6.6 Hz, 1H, H-8); °C RMN (125 MHz, CQOD): § 147.7, 143.5, 141.8,
129.5, 129.2128.9,128.2, 127.2, 121.6, 114.88.1, 46.4, 44.4, 42.5,
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23.6; HRESIMS m/z 268.1331 [M+H] (268.1338, calc para
C17H18NOy).

Sintesis de I&-metil-5,6-dihidroxi-7-fenil-1,2,3,7,8,8a-HCPI4Y:
HO

(A

oy

Este compuesto se sintetiza segun el procedimigegorito para
4b empleando la HCPI@c (100 mg, 0.32 mmol) y BBr(0.13 mL, 1.28

mmol). Después de purificar el residuo en colummenatogréafica con
silicagel (CHCI,/MeOH 9:1) se obtiene 84 mg de la HCPIQ catecdlica
4d como un aceite verde (94 %).

'H RMN (500 MHz, CQOD): 6 7.26 (t,J = 7.5 Hz, 2H, H-3", H-5),
7.16 (m, 2H, H-2", H-6")7.14 (m, 1H, H-4")6.48 (s, 1H, H-4)4.42 (d,
J = 8.4 Hz, 1H, H-7)3.38 (m, 1H, H-8a)3.07 (m, 1H, H-&), 2.72 (m,
1H, H-30), 2.63 (m, 1H, H-B), 2.49 (m, 1H, H-B), 2.36 (m, 1H, H-8),
2.20 (s, 3H, NCH), 2.14 (m, 1H, H-8); *C RMN (125 MHz, CROD):
0 145.4, 143.7, 140.1, 128.5, 12818.0, 127.2125.8, 121.1, 112.9,
65.6, 54.4, 45.1, 42.7, 39.9, 26 ARESIMS m/z 282.1495 [M+H]
(282.1494, calc para;gHoNOy).
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Sintesis de I&l-alil-5,6-dihidroxi-7-fenil-1,2,3,7.8,8a-HCPI&:

HO
O N
o S

Este producto se prepara con el método empleadt sintesis de
4b a partir de la HCPI®&e (100 mg, 0.30 mmol) y BBr{0.12 mL, 1.20
mmol). Tras purificar el residuo en columna crorgeddfica con silicagel
(CH.CI/MeOH 9:1) se obtiene 83 mg de la HCPIQ catecdlicaomo
un aceite marron (90 %).
'H RMN (500 MHz, CQOD): 6 7.24 (t,J = 7.2 Hz, 2H, H-3", H-5),
7.18 (d,J = 7.2 Hz, 2H, H-2", H-6")7.14 (m, 1H, H-4")6.52 (s,1H, H-
4),5.87 (ddddJ = 17.3, 10.2, 8.0, 4.8 Hz, 1H, H-2"5,18 (d,J = 17.3
Hz, 1H, H-3"0), 5.09 (d,J = 10.2 Hz, 1H, H-3PB), 4.49(d, J = 8.5 Hz,
1H, H-7),3.45 (dd,J = 10.4, 6.0 Hz, 1H, H-8a8.39(dd,J = 13.8, 4.8
Hz, 1H, H-1"a), 3.16 (dd,J = 11.8, 6.4 Hz, 1HH-20a), 2.72 (m, 1H, H-
3a), 2.68 (dd,J = 13.8, 8.2 Hz, 1H, H-1B), 2.65 (dd,J = 16.4, 6.0 Hz,
1H, H-81), 2.64 (dd,J = 11.8, 6.4Hz, 1H, H-3B), 2.41 (dd,J = 11.8, 5.9
Hz, 1H, H-B), 2.22 (m, 1H,H-8B); **C RMN (125 MHz, CROD): ¢
145.7, 144.9, 140.8, 136.7, 13529.2, 128.9, 128.4, 126.7, 123.5,
117.6, 113.6,65.5, 59.2, 52.2, 46.6, 44.7, 27.8{RESIMS m/z
308.1641 [M+H] (308.1651, calc para@2:NO,).
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11.3.4.3. Afinidad por receptores dopaminérgicos

a) Animales de experimentacion

En los ensayos de union con radioligandos se hapleann
membranas de cuerpo estriado de ratas hembrasrWisidas en el
animalario de la Facultad de Farmacia de la Unitarde Valéncia en
condiciones experimentales estandar. Los animal®r criados en un
ambiente controlado con ciclos de luz/oscuridad2ia, humedad del 60
% y temperatura de 22 °C. Los protocolos cumplermliiectrices del uso
de animales de experimentacion de la Comunidad pearoy estan
aprobados por el Comité de Etica de la Univerdiga¥/aléncia.

b) Ensayos de competicion

Los cuerpos estriados fueron homogeneizados en dartampon
Tris-HCI (50 mM, pH = 7.4) frio empleando un Pobyir durante 4
segundos a maxima potencia. Los homogenados fuenmediatamente
diluidos en tampon Tris-HCI y centrifugados a 200§Cdurante 10
minutos a 4 °C. Los homogenados fueron centrifugadodichas
condiciones dos veces, para los experimentos dmumnRD tipo-I, o
cuatro veces para los experimentos de union a Riv-Dy,
resuspendiendo los pellets obtenidos tras cadaifogacion en el
mismo volumen de tampdn Tris-HCI.

Para los ensayos de uniébn a RD tipp-l pellet final fue
resuspendido en tampon Tris frio con MgEOmM, EDTA 0.5 mM y
acido ascorbico 0.02 % (tampdén Tris-Mg). Dicha suaspon fue
sonicada rapidamente y diluida a una concentragidieica de 1

mg/mL. Una alicuota con 100 pg de proteina deaekirfue incubada
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con[*H]-SCH 23390 (concentracion final de 0.25 nM, PeEimer) y el
compuesto a ensayar en tampén Tris-Mg a 25 °C tudah. La unidn
inespecifica fue determinada mediante SK&F 383938 pM.

En los ensayos de union a RD tipe-rDel pellet final fue
resuspendido en tampdn Tris-iones frio (Tris 50 MEICI 120 mM, KCI
5 mM, CaC} 1 mM, MgCh 1 mM y acido ascoérbico 0.1 %) y la
suspension fue sonicada muy brevemente y diluidaaaconcentraciéon
proteica de 1 mg/mL. Una alicuota con 200 ug deéepra de estriado
fue incubada cori®H]-racloprida (una concentracion final de 0.5 nM,
Perkin Elmer) y el producto a testar en tampén-ibnes a 25 °C durante
1 h. La unién inespecifica fue realizada con apdimea 50 puM.

En ambos ensayos, las incubaciones fueron detemddgante la
adicibn en frio de 3 mL de tampon Tris-Mg o Trigds,
respectivamente. Inmediatamente se lleva a caboamda filtracion a
través de filtros Whatman GF/B utilizando un equipara muestras
multiples (Brandel M24R). Los tubos fueron enjuagadon 3 mL del
correspondiente tampon frio y los filtros fuerowaldos también con
dicho tampon (3 x 3 mL). Posteriormente, los fdtrfiueron secados
completamente en oscuridad a temperatura ambian@nté 15h. A
continuacion, se afadié a los filtros 4 mL de liguide centelleo
Optiphase “Hisafe” 2 (Perkin Elmer) y se llevé ezl contaje de la
radioactividad en un analizador de centelleo Trib€2810TR (Perkin
Elmer).

Los datos fueron analizados con el programa Grapt®sn?.

Los resultados fueron expresados como la medig tleeKerror estandar
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de la media (SEM) y la media de pk SEM de 3 experimentos

independientes llevados a cabo por duplicado.

139



Resumen-Discusion de los Resultados



Resumen-Discusion de los Resultados

Resumen-Discusion de los Resultados

En la present@esis Doctoralse destaca los diversos metabolitos
secundarios activos (MSA) de plantas de la famiii@onaceas que han
inspirado el desarrollo de nuevos farmacos en rmuegtupo de
investigacion. Ademas, en edtasisDoctoral se desarrolla la sintesis de
isoquinoleinas 1-sustituidas con actividad antdx@ha y antifingica o

dopaminérgica.

En el Capitulo | se hace un breve estudio de los distintos MSA
presentes en plantas de la familia Annonaceas. $scride
principalmente los hallazgos realizados en nuesjrapo sobre
acetogeninas inhibidoras de la cadena respiratoi@condrial (CRM)
como la laherradurina, la 15,24-diacetilguanacoeaisintética, la
squamocina y los distintos derivados semisintétilsogsta.

En elCapitulo Il se expone la sintesis de THIQ 1-sustituidas con
actividad antibacteriana y antifingica o dopamiioérg

En un primer apartado se describe los antecedbitibsgraficos
tanto sintéticos como biologicos que han inspireste capitulo.

En el segundo apartado de este capitulo se eXplisintesis de
THIQ con actividad antibacteriana y antifingica. f@mer término se
desarrolla la sintesis de THIQ 1-sustituidas fumagiiaadas con un éster
o carbamato. La sintesis del nucleo isoquinoleiseagealiza mediante
una ciclodeshidratacion de Bischler-Napieralski artip de la g-
feniletilamida. Mediante unaN-metilacion, posterior reduccion del

imonio y una modificacion del éster terminal dectena alquilica se
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obtiene la 1-pentanol-THIQc. A partir de este compuesto se sintetizan

derivados con funcion ést@d-2k o carbamatd?l-2s sustituidos con

diversos fenilos o fenetilogigura 39).

HO
2c

O 0 0
~0 N ~o N ~0 N
o) ®) 0
o e
R
R

2d: R=H 2h: R=H 2. R=H
2e: R=F 2ii R=F R 2m: R=F
2f: R=ClI 2j: R=Cl 2n: R=CI
29: R= OCHjs 2k: R= OCHjg 20: R=OCHjg

R 2r:

Figura 39. THIQ con funcion éste?d-2k o carbamat@l-2s
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onmTzIT
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En segundo término se muestra la sintesis de qz;at

alisoquinolein-3-onas llevada a cabo. Utéeniletilamida con un éster

terminal en una cadena alquilica mas corta permaidizar una doble

ciclacion dando lugar a este tipo de THIQ. Se hatetizado pirrolo[2,1-
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alisoquinolein-3-onas con distintos sustituyentegesicion 8 Figura
40).

Do
T

3a

F
H
~_N_o HO \©Vo
T -~ _—
(e} N__o N__o N__o
3c 3b

3d

Figura 40. Pirrolo[2,1a]isoquinolein-3-onas

La determinacion de la actividad antibacterianatjf@agica de las
THIQ sintetizadas se ha realizado con el métoddlifiesion en agar
mediante discos de papel midiéndose los halos Hidion. Las
bacterias patdégenas en humanos ensayadas fuStaphylococcus
aureus Bacillus cereus Enterococcus faecalisErwinia carotovora
Salmonella typhiEscherichia coli405 yE. coli 100. Los compuestos
también fueron ensayados frente a los siguientagdsofitopatdogenos:
Aspergillus parasiticus Trichoderma viride Fusarium culmorum
Phytophthora citrophthorg Geotrichum candidum

En lo referente a la actividad antibacteriana dellalquil-THIQ,
todos los compuestos funcionalizados con un @st&k o carbamat@I-
2s manifestaron actividad frente a las bacterias yaukses. Entre las 1-

pentil-THIQ con funcion éste2d-2k, se ha observado que, en rasgos
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generales, los compuestos mas activos poseen titogerste fluorado en
el anillo aromatico Ze y 2i). Cabe destacar que las 1-pentil-THIQ con
funcidon carbamato y con un anillo aromatico fluara@m y 2qg) o
clorado @ny 2r) también mostraron mayor actividad antibacteriana.

En lo respectivo a la actividad antifungica delaaquil-THIQ se
ha observado la importancia de introducir sustititg® lipofilos
mediante una funcion éster o carbamato para Iqg@ductos activos
frente a los hongos empleados. De forma genegll-fgentil-THIQ con
funcidon éster2d-2k mostraron mayor actividad que los derivados
funcionalizados con un carbama?b2s. Entre las THIQ con funcion
éster cabe destacar los compuestos con sustitsydotadof y 2j.

Las pirrolo[2,1a]isoquinolein-3-onas sustituidas en posicion 8 con
un grupo lipdfilo resultaron activas frente a layorda de las bacterias
utilizadas. Cabe destacar que los produBtbg 3d mostraron actividad

antifingica frente a todos los hongos empleados.

En el tercer apartado del segundo capitulo se idesoel
procedimiento utilizado para sintetizar 7-fenil-HQPempleando el
reactivo de Eaton. Se han sintetizado HCRIKlquiladas con grupos
hidroxilos metoxilados o desprotegidos.

El estudio de la afinidad por los receptores dopangicos tipo-R
y tipo-D, se realizdin vitro utilizando un ensayo de competiciéon con
radioligandos [fH]-SCH 23390 para RD tipo-Dy [*H]-racloprida para
RD tipo-D,) en membranas de estriado de rata.

Todas las HCPIQ han mostrado afinidad por los RB-B v tipo-

D, en rango micromolar o nanomolar. En general, lompuestos
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catecolicos manifestaron mayor afinidad que sukbgoa dimetoxilados.
En las HCPIQ catecdlicas se observd un incremdgtuofisativo de la
afinidad por los RD tipo-Pal introducir un sustituyente metilo o alilo en
el nitrégeno.

Cabe destacar la gran afinidad y selectividad psrRD tipo-D
manifestada por las HCPIQ catecélicls, 4d y 4f (Figura 41). El
compuestatb mostré un valor de Kde 29 nM y un cociente dg R,/D,
de 2465. El producthl-metilado4d manifestd una gran afinidad (i 13
nM) y un cociente de selectividad B;/D, de 1010. LaN-alil-HCPIQ 4f

mostro un valor de Kde 18 nM y un cociente dg R,/D, de 382.

HO O HO HO.
. OO 00
4b 4d Af

Figura 41. HCPIQ con gran afinidad y selectividad por RD 1pp
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Summary-Results and Discussion

The presentDoctoral Thesis emphasizes the various active
secondary metabolites (ASM) from plants of the Amaxeous family,
which have inspired the development of new drugsohby research
group. In addition, in thi®octoral Thesisthe synthesis of 1-substituted
isoquinolines with antibacterial and antifungal dmpaminergic activity

has been developed.

In Chapter | a brief study regarding the different ASM presient
plants from the Annonaceous family has been ddniead been mainly
described the findings encountered by our group natochondrial
respiratory chain (MRC) inhibition by acetogeningls as laherradurin,
the semisynthetic 15,24-diacetylguanacone, squamarad its different
semisynthetic derivatives.

In Chapter Il the synthesis of 1-substituted THIQ with
antibacterial and antifungal or dopaminergic attiig described.

In the first section we review the bibliographicckgrounds of
both, chemical synthesis and biological activitiest led us to carry out
the study.

In the second section of this chapter, we predamtsynthesis of
THIQ with antibacterial and antifungal activity.r§t it is develop the
synthesis of 1-substituted THIQ functionalized widn ester or
carbamate. The synthesis of the isoquinoline cer@edrformed by a
Bischler-Napieralski cyclodehydration from thg&phenylethylamide.
Next, by means of arN-methylation, subsequent reduction of the
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imonium and a modification of the terminal estetha alkyl chain, the
1-pentanol-THIQ2c is obtained. From this compound derivatives with
ester2d-2k or carbamat@l-2s function substituted with different phenyls

or phenethyls have been synthesiZédre 39).

HO
2c

O 0 0 O
~0 N \O N \O N \O N
O (0]
o o
R

o) i
Qf oo o
R
2d: R=H 2h: R=H 2l R=H 2p:

R=H
2e: R=F 2i R=F R 2m: R=F 2q: R=F
2f: R=ClI 2j; R=Cl 2n: R=Cl R 2r. R=Cl
29: R=OCHj3 2k: R= OCHj3 20: R=OCHjz 2s: R=OCHj3

Figure 39. THIQ with ester2d-2k or carbamat@l-2sfunction
Next, it is shown the synthesis of pyrrolo[&]lsoquinolin-3-ones

carried out. A3-phenylethylamide with a terminal ester at a shaatkyl

chain allows a double cyclization leading to thigpd of THIQ.
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Pyrrolo[2,1a]isoquinolin-3-ones with different substituents8aposition

were then synthesize#igure 40).

T

3a

F
H
~_N_o HO \©Vo
T -~ _—
(e} N__o N__o N__o
3c 3b

3d

Do

Figure 40.Pyrrolo[2,1a]isoquinolin-3-ones

The evaluation of the antibacterial and antifungetivity of the
synthesized THIQ were carried out by the paper-dgr diffusion
method measuring the inhibition halos. The humahqgenic bacteria
tested were:Staphylococcus aureusBacillus cereus Enterococcus
faecalis Erwinia carotovora Salmonella typhiEscherichia col405 and
E. coli 100. Compounds were also assayed against thewinfjo
phytopathogenic fungi:Aspergillus parasiticus Trichoderma viride
Fusarium culmorum Phytophthora citrophthora and Geotrichum
candidum

Regarding the antibacterial activity of the 1-alRWlIQ, all
compounds functionalized with an est2d-2k or carbamate2l-2s
displayed activity against the tested bacteria. Aghthe 1-pentyl-THIQ

with ester functior2d-2k, we observed that, in general terms, the most
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active compounds have a fluorinated substituetitte@tairomatic ringde
and 2i). It should be noted that the 1-pentyl-THIQ withArlzamate
function and with a fluorinated2(n and2q) or chlorinated Zn and2r)
aromatic ring showed also greater antibacteriaviagct

In regard to the antifungal activity of 1-alkyl-T@J the relevance
of introducing lipophilic substituents through astex or carbamate
function to achieve active products against thengss$ fungi has been
observed. In general, the 1l-pentyl-THIQ with estenction 2d-2k
showed greater activity than the derivatives fuordlized with a
carbamatel-2s Among the THIQ with ester function, it was notetiny
the effect displayed by the compounds with chldgdasubstituent&f
andzj.

The pyrrolo[2,1a]isoquinolin-3-ones substituted at 8-position with
a lipophilic group, were found to be active againgist of the tested
bacteria. Notably product8a and 3d displayed antifungal activity

against all fungi assayed.

In the third section of the second chapter the guface used to
synthesize 7-phenyl-HCPIQ using Eaton’s reagenbkas describedN-
alkylated HCPIQ with methoxylated or deprotectedidoxyls groups
have been synthesized.

The affinity study towards type-sDand type-D dopaminergic
receptors was carried oun vitro by a competition assay with
radioligands [EH]-SCH 23390 towards type:[DR and[*H]-raclopride

towards type-RP DR) on rat striatal membranes.
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All HCPIQ have shown affinity towards typer@nd type-D DR at
a micromolar or nanomolar range. In general, catéchcompounds
displayed greater affinity than their dimethoxythtenalogues. In
catecholic HCPIQ we observed a significant increatehe affinity
towards type-D DR by introducing a methyl or allyl substituentthe
nitrogen.

It should be noted the great affinity and selettitowards type-p
DR revealed by the catecholic HCPWD, 4d and 4f (Figure 41).
Compountb showed a Kvalue of 29 nM and a;KD1/D ratio of 2465.
The N-methylated productd displayed a high affinity (K= 13 nM) and
a selectivity ratio KDy/D, of 1010. TheN-allyl-HCPIQ 4f showed a K
value of 18 nM and a KD,/D, ratio of 382.

HO O HO HO
NH O O
HO HO\ H\/\
ab ad 4

Figure 41. HCPIQ with great affinity and selectivity towartygpe-D, DR
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Conclusiones

1. Los metabolitos secundarios activos procedentgdateas de
la familia Annonaceas, especialmente, las acetogeny los
alcaloides isoquinoleinicos han servido de inspradurante
décadas a nuestro grupo de investigacion para rdéaar

nuevos compuestos que pudieran ser bioldgicametit®s

2. Se han sintetizado diversas 1-alquil-tetrahidraisoojeinas
con actividad antibacteriana y antifingica medianiea
ciclodeshidratacion de Bischler-Napieralski. Cabstacar que
todas las THIQ con una funcion éster o carbamastitsidas
con diversos fenilos o fenetilos mostraron actigida
antibacteriana frente a todas las especies emgleBdahecho,
la mayor actividad antibacteriana fue desarrollgae las
THIQ con funcién éster y un sustituyente fluoraée y 2i) y
por las THIQ con funcidbn carbamato y un sustitugent
fluorado @m y 2qg) o clorado 2n y 2r). En cuanto a la
actividad antifungica, los compuestos con funciste®d-2k
resultaron generalmente mas activos que las THIQ co

carbamatogl-2s

3. Las pirrolo[2,1a]isoquinolein-3-onas fueron sintetizadas
mediante una doble ciclacion intramolecular. Lospoestos
con un sustituyente lipéfilo en posicion 8 mostraastividad
antibacteriana frente a la mayoria de las bactefnasleadas.
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Cabe destacar la actividad antifungica desarrolfaeate a
todas las especies fungicas ensayadas por los ghosdu

bencilados3ay 3d.

4. Las hexahidrociclopentijisoquinoleinas (HCPIQ) fueron
sintetizadas mediante una ciclacion intramolecafapleando
el reactivo de Eaton. Cabe destacar tanto la dgramad, en
rango nanomolar, como la relevante selectividahsi¢iCPIQ
catecolicaglib, 4d y 4f por los receptores dopaminérgicos tipo-
D..
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Conclusions

1. The active secondary metabolites from plants of the
Annonaceous family, mainly acetogenins and isodunao
alkaloids, have inspired our research group foades leading

to the development of new compounds with biologasivity.

2. Different 1-alkyl-tetrahydroisoquinolines with dodicterial
and antifungal activity have been synthesized I®iszhler-
Napieralski cyclodehydration. Of note, all THIQ kvian ester
or carbamate function substituted with differentepyls or
phenethyls, showed antibacterial activity agaitigha species
tested. Indeed, the greatest antibacterial actwéyg displayed
by THIQ with ester function bearing a fluorinateabstituent
(2e and 2i) and by THIQ with carbamate function bearing a
fluorinated 2m and2q) or chlorinated Zn and?2r) substituent.

In regard to the antifungal activity, compoundshwnétin ester
function 2d-2k showed generally greater activity than the
THIQ with a carbamate functid?i-2s

3. Pyrrolo[2,14a]isoquinolin-3-ones were synthesized through a
double intramolecular cyclization. Compounds with a
lipophilic substituent at 8-position showed antiieaial
activity against most of the bacteria tested. Nigtdtenzylated
products 3a and 3d exerted antifungal activity against all

fungal species assayed.
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4. The hexahydrocycloperjigisoquinolines (HCPIQ) were
synthesized by an intramolecular cyclization uskgton’s
reagent. It was remarkable both the high affintaniomolar
range) and the relevant selectivity of catecholiePHQ 4b, 4d

and4f towards type-pdopaminergic receptors.
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