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1. INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento excesivo y
descontrolado de células que invaden y dafian los tejidos y drganos, provocando finalmente la
muerte del individuo®. En los paises industrializados estd considerada la primera causa de

muerte después de las enfermedades cardiovasculares, pero esta destinada a ser la primera®.

El aumento paralelo de la incidencia del cancer con respecto a la esperanza de vida de la
poblacidn explica el interés médico y social de esta enfermedad, siendo la edad el principal

factor de riesgo para desarrollar un cancer.
Un cdéncer es el resultado de dos procesos sucesivos:
1. Elaumento de la proliferacion de un grupo de células denominado tumor o neoplasia.

2. Adquisicion por estas células de la capacidad invasiva que les permite escapar de su
sitio natural en el organismo y colonizar y proliferar en otros tejidos u 6érganos,

proceso conocido como metdstasis.

Cuando las células de un tumor son capaces de invadir los tejidos circundantes o los distantes
tras penetrar en el torrente circulatorio sanguineo o linfatico, es decir de formar metdstasis, se
habla de tumor maligno o cancer; mientras que si el aumento del crecimiento de estas células
se produce donde normalmente se hallan, se denomina tumor benigno. Hoy dia se sabe que
todas las células de un tumor benigno o maligno derivan de una sola célula, es decir que los
tumores son monoclonales (Theodor Bovieri). Esto no significa que las células de un tumor
sean genéticamente idénticas, ya que el proceso de carcinogénesis tumoral tiene un caracter
microevolutivo que se compone de: a) alteracién génica (mutaciéon); b) competicion; vy, c)
seleccidén celular. Es decir, el proceso de formacion de un tumor a partir de una célula implica
necesariamente la acumulacion sucesiva de alteraciones en los genes durante el periodo de
afios de crecimiento, hasta que se hace aparente. Durante este proceso dinamico de tipo
evolutivo, aquellas células que van adquiriendo alteraciones en su material genético, que les
proporcionan una ventaja en cuanto al crecimiento, van siendo seleccionadas y seran
mavyoritarias en el tumor™.

La mayoria de los fallos en los tratamientos y, por tanto, la muerte de los individuos se
producen debido a las metdastasis. Ademas, la falta de tratamiento se debe basicamente a
nuestro insuficiente conocimiento de los mecanismos bioldgicos que causan la aparicién y
progresidn del cancer, a pesar de que en las Ultimas décadas se haya avanzado enormemente

en este sentido®.




El 90% de los tumores se producen en células epiteliales y se les denomina carcinomas;
mientras que el otro 10 % se produce en el resto de células del organismo: células del tejido
conectivo/muscular (sarcoma), células de la sangre (leucemias, linfomas y mielomas) y células
del sistema nervioso (neuroblastomas y gliomas). Esto se debe fundamentalmente a dos
causas: a) la primera es que las células epiteliales son las que mantienen durante mas tiempo
la capacidad de dividirse a lo largo de la vida del individuo, manteniendo asi la maquinaria de
proliferacién en funcionamiento; b) la segunda se debe fundamentalmente a la localizacién de
las mismas, ya que se encuentran recubriendo las superficies externas e internas del
organismo y, por tanto, estan mas expuestas a la accion de agentes toxicos de todo tipo que

alteran su comportamiento.

El céncer se inicia por mutacién de genes que controlan la proliferacién celular’. Las
mutaciones causantes de los procesos que conducen a la aparicién de un cancer tienen lugar
en 3 tipos de genes: los proto-oncogenes, los genes supresores de tumores y los genes de

reparacion del ADN.

Los oncogenes son, en realidad, formas mutadas de genes normales, los proto-oncogenes. La
mutacién de éstos, que origina proteinas con funcion alterada que estimulan el crecimiento o
la invasividad celular, los convierte en oncogenes. La mayoria de las veces incluso la mera
expresion excesivamente elevada de la proteina normal codificada es suficiente para inducir
alteraciones en el crecimiento y morfologia de la célula, proceso conocido como

transformacion celular.

Los genes supresores son genes cuya funcion normal es controlar el ciclo de divisién celular,
evitar el crecimiento excesivo y promover las caracteristicas que especifican la localizacién de
las células en un lugar determinado. La mutacion de estos genes induce la aparicion de
canceres, pues, dejan de expresarse o producen una proteina no funcional.

Asi, la velocidad de crecimiento de una célula en cada momento es el resultado de la accion

simultanea de los productos de ambos genes.

Por lo tanto, el cancer es una enfermedad causada por una multiplicidad de mutaciones
genéticas que inducen la transformacién de las células normales en células cancerosas a causa
de las alteraciones de sefiales que controlan las vias de transduccion intracelular en los

procesos de proliferacién, diferenciacidn y apoptosis®.

La mayor parte de los productos de los proto-oncogenes que estan implicados en la
proliferacién celular son:

- Factores de crecimiento o Receptores para ellos.

- Componentes de la maquinaria de la transduccion de la sefial mitogénica al nucleo.

- Factores de transcripcion que regulan la expresion de genes esenciales para la

proliferacién o invasividad celular.




Por tanto conocer la funcién de las proteinas codificadas por los proto-oncogenes y entender
como la actividad anormal las convierte en oncogénicas, causando la transformacién de una
célula normal en cancerosa, es de maximo interés para comprender el cancer y también para

el disefio de tratamientos mejores”.

Dentro de los oncogenes mas importantes cabe destacar al oncogén ras, que codifica
proteinas citoplasmicas que transducen la sefial mitogénica, encontrandose activado en una
cuarta parte de los tumores humanos, incluidos los cédnceres de colon, pancreas, mama y
pulmén®’. La activacion de dicho oncogén desencadena una cascada de sefializaciones

intracelulares que provocan la proliferacion celular incontrolada®’.

La dificultad fundamental del cancer, comun a todas las terapias, es la falta de especificidad de
los tratamientos, que no distinguen las células cancerosas de las sanas y, consecuentemente,

la elevada toxicidad de dichos tratamientos™.

En los ultimos afios se ha producido un espectacular incremento en el conocimiento de los
mecanismos moleculares del cdncer humano, que estd permitiendo ir descifrando las
diferencias que existen entre células normales y tumorales®. Todo esto, junto al disefio racional
de farmacos, esta posibilitando desarrollar farmacos antitumorales dirigidos hacia dianas
terapéuticas que sélo estan presentes y/o activadas en las células malignas™®.

Una de las dianas que ha sido mds estudiada en las Ultimas dos décadas, por nuestro grupo de
investigacion y otros grupos, y que se ha visto ampliamente relacionada con células
transformadas por el oncogén ras es la enzima colina quinasa (ChoK), cuya actividad se
encuentra muy elevada en tumores activados por dicho oncogén. Ha sido ampliamente
demostrado que la inhibicidn de ChoK es una estrategia antitumoral eficiente y especifica

como tratamiento citotdxico frente a células transformadas™® .

En consecuencia, en esta memoria se continda con el disefio, sintesis y andlisis de nuevos
compuestos dirigidos hacia la inhibicién de la ChoK de forma selectiva y en la bisqueda de
farmacos con actividad antitumoral, lo que supone una gran perspectiva de futuro en la lucha

contra el cancer.




Santiago Schiaffino Ortega
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Resumen: La dificultad fundamental del cdncer es la falta de especificidad de los tratamientos, que no
distinguen células cancerosas de células sanas y, por tanto, la elevada citotoxicidad de los mismos. El
conocimiento de las bases moleculares implicadas en la pérdida de control de la proliferacion, junto con
el descubrimiento de los oncogenes, ha sido un hecho muy destacado en la investigacion contra el
cancer. Asi, el oncogén ras ha sido uno de los mas estudiados por su relacién con mas de una cuarta
parte de los tumores humanos, ya que las proteinas que codifica este oncogén transducen la sefial
mitogénica hasta en nucleo, lo que conlleva un aumento en la proliferacion celular. Se ha correlacionado
un aumento en la actividad de una enzima llamada colina quinasa (ChokK) y, consecuentemente, de su
producto de catélisis, la fosforilcolina (PCho), con células transformadas por el oncogén ras. Se ha visto
que la fosforilcolina (PCho) es un segundo mensajero, que por un mecanismo aun desconocido, esta
implicado en la transmisidn de la sefial mitogénica al nucleo. Existen evidencias que indican que tanto la
exposicidn celular a factores de crecimiento o a carcindégenos quimicos como la activacién de ciertos
oncogenes como ras y rhol estimulan la formacién de PCho intracelular. Por tanto, la identificacién de
la enzima ChoK como una potencial diana terapéutica, y mas recientemente, el oncogén que la codifica,
estan siendo procesos claves para el disefio de nuevos farmacos antitumorales mas selectivos. El disefio
de farmacos que inhiban selectivamente dicha enzima, como ya se ha demostrado, ha de tener
potenciales propiedades antineoplasicas en células transformadas por el oncogén ras.




Se cree que muchos tumores son el resultado de una multitud de pasos, de los que una
alteracion mutagénica no reparada del ADN podria ser el primer paso. Las alteraciones
resultantes hacen que las células inicien un proceso de proliferacién descontrolada e invadan
tejidos normales. El desarrollo de un tumor maligno requiere de muchas transformaciones
genéticas. La alteracion genética progresa, reduciendo cada vez mas la capacidad de respuesta
de las células al mecanismo normal regulador del ciclo celular.

Los genes que participan de la carcinogénesis resultan de la transformacion de los genes
normalmente implicados en el control del ciclo celular, la reparacién de dafios en el ADN y la
adherencia entre células vecinas. Para que la célula se transforme en neoplasica se requieren,
al menos, 2 mutaciones: una en un gen supresor de tumores y otra en un proto-oncogén, que
dé lugar, entonces, a un oncogén.

Los conocimientos proporcionados por la investigacion sobre los mecanismos de accién de los
productos de los proto-oncogenes y genes supresores han abierto un abanico de posibles
nuevas dianas terapéuticas. El conocimiento de estos procesos, que constituyen la base
molecular del cdncer, permite ahora el disefio de métodos de screening mas racionales.

Gran parte de las proteinas codificadas por los oncogenes intervienen en la transduccion de la
sefial mitogénica que, tras la unién de los factores de crecimiento, se dirige desde la
membrana al nucleo celular, interviniendo asi en la produccion de proteinas esenciales para el
desarrollo del ciclo celular. Por otra parte, en el control del ciclo celular es donde se concentra
la accion de los genes supresores de tumores mas importantes.

Es obvio que el control de las rutas intracelulares de sefalizacién que median los efectos de los
oncogenes activados, o que son vulnerables a la inactivacion de los genes supresores,
representa una nueva y esperanzadora posibilidad de tratar el cancer™.

Asi, para llegar a comprender como las células normales se convierte en malignas dando lugar
a un crecimiento y una proliferacidon descontrolados, saltdandose de esta manera las “reglas” o
“normas’’ que rigen el crecimiento celular controlado, es importante conocer como funciona
el mecanismo basico de crecimiento y division de una célula, es decir, el ciclo celular. Por ello,
en este apartado comenzaremos explicando brevemente el ciclo celular, cémo funciona y
cuales son las moléculas y/o proteinas implicadas en la regulacion del mismo para asi llegar a
comprender de que manera la diana propuesta en esta tesis, la enzima Colina Quinasa (ChoK),
afecta y esta implicada en el crecimiento anormal de una célula en células transformadas por
el oncogén ras y otros oncogenes.
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2.1. El ciclo celular.***

Las células proliferan aumentando, por un lado, su contenido de moléculas y organulos, es

decir, produciendo un crecimiento en masa o tamafo; y, por otro, duplicando y segregando

sus cromosomas. Ambos procesos permiten a la célula dividirse en dos células hijas que son
s . 1

genéticamente iguales’.

La proliferacion celular tiene lugar de un modo controlado de acuerdo con las necesidades
generales del organismo. Y no sélo es la base del desarrollo de un organismo a partir del zigoto
segun un modelo de divisiones celulares en el que cada tipo celular se divide cuanto y cuando
debe, sino también la raiz del primero de los procesos que originan un cancer: el crecimiento
descontrolado de un grupo de células’.

El ciclo celular es controlado por un sistema que vigila cada paso realizado. En regiones
concretas del ciclo, la célula comprueba que se cumplan las condiciones para pasar a la etapa
siguiente: de este modo, si no se cumplen estas condiciones, el ciclo se detiene®®. Existen
cuatro transiciones principales:

* Paso de GO a G1: comienzo de la proliferacién.

* Transicion de G1 a S: iniciacién de la replicacién.
¢ Paso de G2 a M: iniciacidn de la mitosis.

¢ Avance de metafase a anafase

Los genes que regulan el ciclo celular se dividen en tres grandes grupos™*:

1. Genes que codifican proteinas para el ciclo: enzimas y precursores de la sintesis de
ADN, enzimas para la sintesis y ensamblaje de tubulina, etc.

2. Genes que codifican proteinas que regulan positivamente el ciclo, también llamados
proto-oncogenes. Las proteinas que codifican activan la proliferacidn celular, para que
células quiescentes pasen a la fase S y entren en divisidon. Algunos de estos genes
codifican las proteinas del sistema de ciclinas y quinasas dependientes de ciclina.
Pueden ser:

* Genes de respuesta temprana, inducidos a los 15 minutos del tratamiento con
factores de crecimiento, sin necesidad de sintesis proteica.

* Genes de respuesta tardia, inducidos mas de una hora después del tratamiento
con factores de crecimiento. Su induccién parece estar causada por las proteinas
producidas por los genes de respuesta temprana.

3. Genes que codifican proteinas que regulan negativamente el ciclo, también llamados
genes supresores tumorales.

Las ciclinas y las quinasas dependientes de ciclina (CDK), son sintetizadas a partir de proto-
oncogenes y trabajan en cooperacion para regular el ciclo positivamente. Fosforilan serinas y
treoninas de proteinas diana para desencadenar procesos celulares.
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Los proto-oncogenes son genes cuya presencia o activacién a oncogenes pueden estimular el
desarrollo de cancer. Cuando se activan exageradamente en las células normales provocan que
ellas pierdan el control de la divisidon y se mantengan proliferando sin control.

2.1.1. Fases del ciclo celular.*
La serie de sucesos por los que una célula da lugar a dos células hijas se denomina ciclo celular,

y comprende el periodo entre dos divisiones mitdticas (Figura 2.1). Consta de cuatro fases: G,,
S, G, y M. El ciclo completo, aunque hay variaciones, dura unas 24 horas.

Centrioles
replicate

N
N

Figura 2.1.- Fases del ciclo celular.

Fase G;: es el periodo de 6 a 12 horas que sigue a una divisién celular, previo a la sintesis o
replicacion del ADN. Durante este tiempo, la célula dobla su tamafio y su masa, debido a la
sintesis continua de todos sus componentes como resultado de la transcripcion y traduccion
de los genes que codifican las proteinas responsables de su fenotipo particular.

Existe un punto de control lamado punto de control de restriccidon R y seguidamente el punto
de control G; en el que la célula comprueba que ha generado la masa necesaria para seguir
adelante y comenzar la sintesis de ADN y, también, que las condiciones ambientales son
favorables: presencia de nutrientes, sales y temperatura adecuadas; y factores que induzcan el
crecimiento actuando sobre receptores en la membrana celular. La busqueda de factores
externos es muy importante, pues estos estimulan la sintesis de proteinas como algunas CDKs
y ciclinas; la continuacién y control del ciclo celular seria imposible sin estas proteinas. Es el
punto de control y decisidén mas importante.
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Hay células que pueden parar su progresion hacia la division en este estadio y permanecer
durante dias, meses o afios en estado de reposo sin aumento de masa, en lo que se ha
denominado fase G,.

Fase S: corresponde al tiempo (6-8 h) durante el cual se replica el ADN. Cada cromosoma pasa
a tener dos cromatidas, es decir, dos moléculas de ADN de cadena doble, que son copia una de
la otra.

Fase G,: es el periodo comprendido entre la finalizacién de la replicacidon del ADN vy el inicio de
la divisidn. Las células se preparan para la escisién en dos células hijas.

Existe, en esta fase, un segundo punto de control G,-M, en el que la célula debe comprobar
dos condiciones antes de dividirse: una, que ha duplicado la masa de modo que puede dar
lugar a dos células hijas, y, otra, que ha completado la replicacion del ADN vy sélo lo ha hecho
una vez.

Fase M: esta es la fase de mitosis propiamente dicha (1 h). Los cromosomas se condensan
enormemente y los microtubulos se organizan a partir de dos cuerpos polares que se sitian en
ambos extremos de la célula formando el huso cromdtico que va a servir como guia a los
cromosomas. Durante la primera fase de la mitosis (profase), desaparece la membrana
nuclear, los cromosomas se unen por medio de los cinetocoros, unas estructuras asociadas a
su centromeros, a los microtibulos en la zona media celular formando la placa ecuatorial
(metafase).

En este momento existe otro punto de control M, que solo permite seguir adelante si todos
los cromosomas estan alineados sobre el huso. Si esto es asi, una sefial da lugar a que las
cromatidas hermanas se separen, yendo cada una hacia un polo de la célula (anafase). Cuando
llegan a los extremos (telofase), la célula comienza a escindirse (citocinesis) por la zona media
dando lugar a dos células hijas. El reparto de los demas componentes tiene lugar
practicamente por el flujo del citoplasma, la membrana vuelve a formarse y los cromosomas a
descondensarse.

La existencia de puntos de control (Figura 2.2) es clave. Permiten que todo el proceso tenga
lugar cuando la célula estd correctamente preparada mediante una triple comprobacion de
qgue se han dado las condiciones necesarias para iniciar una nueva fase y, ademas, sirven de
freno durante el ciclo, asegurando que una fase no se inicia antes de que la anterior haya
finalizado, y permiten el control del ciclo por sefiales externas®>.
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Figura 2.2.- Puntos de control del ciclo celular.

2.1.2. Regulacién del ciclo celular.*>*

Todo lo anteriormente expuesto indica que existe un control exhaustivo del metabolismo
celular para adecuar el crecimiento a la division.

El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular llevan un orden y supervision
estrictos. Sefales provenientes del medio y algunos controladores dentro de la célula, se
encargan de dirigir el progreso de ésta a través de las distintas fases del ciclo celular. Entonces
se habla de que hay una regulacion extracelular y una regulacion intracelular.

2.1.2.1.- Regulacion intracelular del ciclo celular.

La maquinaria bdsica del control interno del ciclo celular estd constituida por enzimas
denominadas quinasas o protein-quinasas (protein-kinase o PK), capaces de fosforilar otras
proteinas mediante la transferencia de grupos fosfato a aminoacidos especificos. En la
proliferacién celular, y en otros muchos procesos celulares, la fosforilacion tiene un papel
esencial como método para modular, activar o inactivar, la funcionalidad de proteinas. La
eliminacion del grupo fosfato, que revierte el efecto de la fosforilacidn, tiene lugar por unas
enzimas llamadas fosfatasas®.

Los principales efectores de esta regulacion (las proteinas que permiten el progreso del ciclo)
son dos:

1) Los complejos CDK/ciclinas.
2) Las proteinas CKls o inhibidores de complejos CDK-ciclinas.
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1) Las quinasas que coordinan los complejos procesos de control del ciclo celular se
denominan quinasas dependientes de ciclina o CDKs (Cyclin-Dependent Kinases), porque su
actividad de fosforilar proteinas estd regulada por la asociacidn reversible con otras proteinas,
las ciclinas®.

Hay dos clases principales de ciclinas: las ciclinas G;, que se unen a CDKs durante la fase G, y
son necesarias para el inicio de la fase S, y las ciclinas mitéticas, que se unen a CDKs durante la
fase G, siendo esenciales para la entrada en mitosis™.

Los complejos CDK-ciclina estan compuestos por 2 tipos de proteinas: las CDK, quinasa
dependiente de ciclina, y las ciclinas, que pasan por un ciclo de sintesis y degradacién. Se
conocen seis CDKs, pero sélo se ha caracterizado la funcion de cuatro de ellas (CDK 1, 2, 4y 6);
mientras que sdlo se conocen 4 tipos de ciclinas (ciclinas A, B, D y E). La CDK fosforila
aminoacidos especificos de algunas proteinas, pero sélo si esta unida a una ciclina. Se conocen
6 distintas combinaciones de CDK-ciclina que actian en tiempos especificos durante el ciclo
(Figura 2.3).

El proceso de sintesis y ensamblaje de ciclinas/CDK esta regulado por tres tipos de factores: a)
mitégenos, que estimulan la divisidn celular; b) factores de crecimiento (GFs), que producen
un aumento de tamanio al estimular la sintesis proteica; y, c) factores de supervivencia, que
suprimen la apoptosis.

ciclina A
Cdk2
@3 ‘ ciclina B
ciclina E ] Cdc2
Cdk2
ciclina D
CDK4/g

Figura 2.3.- Complejos CDK-ciclinas formados durante el ciclo celular.

2) Se sabe que las células sintetizan proteinas inhibidoras de los complejos CDK-ciclinas (CKls),
que colaboran en el control del ciclo celular. Estas proteinas se han agrupado en dos: las
proteinas INK4 (inhibidoras de quinasa 4) y las CIP (proteinas inhibidoras de CDKs).

Las INK4 se unen e inhiben sélo los complejos cdk4-ciclina D y cdk6-ciclina D, la Unica
caracterizada es la p16 (p = fosfoproteina y el nimero es su peso en kDa).
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Las CIP se unen e inhiben a todos los complejos que tengan CDK 1, 2, 4 y 6, actualmente se
conocen las: p21, p27 y p53 (Figura 2.4).

cyefin
I

2

active inactive
cyclin-Cdk pa7-cyclin-Cdk
cormples complax

Figura 2.4.- Proteina p27 inhibidora de CDKs.

Las proteinas INK4 y CIP, llamadas en conjuntos inhibidores de CDKs (CDlIs), y algunos factores
de transcripcién, como el p53, tienen la funciéon de impedir la proliferacién celular. La
mutacion de los genes que las codifican y/o la pérdida de funcién de estas proteinas, resulta
en la pérdida de control sobre el ciclo celular y la incapacidad para detenerlo, (proliferacion
celular con errores). Por su accion normal, a los genes que codifican estas proteinas se les
denominaron “genes supresores de tumores”.

Estas proteinas actian en diferentes espacios de tiempo, permitiendo o inhibiendo el progreso
adecuado del ciclo celular. Esta capacidad de orden, se debe principalmente, a que las
proteinas (p.e. las ciclinas) que no se utilizan son eliminadas por un complejo de degradacién
llamado ubiquitinaproteasoma.

Las enzimas ligasas de ubiquitina conducen a la ubiquitinacién de las ciclinas, lo que las marca
para su degradacion en el proteasoma y, por tanto, destruye la funcionalidad del complejo con
la CDK. Una enzima ligasa de ubiquitina implicada en este proceso de regulacion del ciclo
celular es el complejo SCF, que actla sobre las ciclinas G1/S. Otro complejo denominado APC
(anaphase promoting complex) actia sobre ciclinas M (Figura 2.5).

N ¥

AMP + PP, g ATP  AMP + PP,
[~ NH: —NH—C—Ub —Ub—Ub—Ub _

Ubiquitinylating Ub
ENIYme ;
complex = Ub (r times)

Cytosolic

target

protein

Uk
Ub Proteascme

Ub

Peptides
Figura 2.5.- Proceso de degradacion de las ciclinas.
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En resumen, el paso ordenado por cada una de las fases del ciclo celular estd altamente
regulado por los complejos CDK-ciclinas y sus inhibidores, entre otras proteinas. Ademas, para
el control del ciclo celular, se postularon cuatro puntos en los que se controla la célula y el
medio extracelular para dar lugar o restringir las acciones propias de cada una de las fases del
ciclo. Estos cuatro puntos son: un punto de restriccién y tres puntos de control.

2.1.2.1.1. Puntos de control del ciclo celular.
Las ciclinas G; regulan el punto de restriccion R

Las ciclinas de la etapa G; son de dos tipos, D y E. Tienen una vida media corta y sus niveles se
regulan por transcripcion.

Las ciclinas de tipo D, llamadas D1, D2 y D3, estan implicadas en la regulacién del punto de
restriccidn. Su sintesis es inducida en las células por factores de crecimiento, e inhibida por
factores que reducen la proliferacién celular, como el factor TGF-B (factor de crecimiento
transformante-B). Las ciclinas D se unen a varias CDKs: CDK2, CDK4, CDK5 y CDK6, pero
principalmente lo hacen a CDK4 y CDK6 durante un periodo muy concreto, el final de la fase G;
y el inicio de la fase S*.

Una de las funciones basicas del complejo ciclina D-CDK4 y CDK6 es fosforilar la proteina Rb
(retinoblastoma), activando la expresién de genes necesarios para la entrada en fase S. Esta
proteina es fosforilada especificamente en la transicidon G;-S y permanece asi hasta el final de
la fase M.

La proteina Rb, producto del gen supresor de tumores Rb, cuando estd hipofosforilada se une
e inhibe varias proteinas, entre ellas algunos factores activadores de la transcripcién, como
E2F, que controlan la expresién de genes criticos para la sintesis de ADN, bloqueando la
progresién de las células y manteniendolas en fase G1. Sin embargo, tras su fosforilacion al
final de la fase G1, Rb ya no es capaz de unirse y bloquear a estos factores activadores,
permitiendo asi la liberacion del factor de transcripcién EF2 y promoviendo la entrada en la
faseS.

El E2F estimula la sintesis de CDK2 vy ciclina E (necesarios para el progreso de G1 a S), de
proteinas necesarias para la sintesis de ADN y de él mismo, inactivando ain mas Rb’s y
disminuyendo la concentracidn de p27. La inactivacion de Rb es mantenida a lo largo del ciclo
por la concentracién de distintos complejos CDK-ciclina pero, una vez que las ciclinas se
degradan, el Rb es de nuevo activo y se une al E2F (Figura 2.6).
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Figura 2.6.- Liberacion del factor de transcripcion EF2 tras la fosforilacién de Rb por CDK 4-ciclina D.

El paso por este punto es también vigilado por la p16 (INK4) que como se describid antes, se
encarga de inhibir a los complejos CDK4, 6-ciclina D. La p16 inhibe la unién de CDK y ciclina, se
interpone entre ellos, por lo que son inactivos; esto es, el E2F no se puede liberar y, en
consecuencia, no se pasa el punto de restriccion. La accion de la p16 tiene que ver con el
medio extracelular, pues se sabe que si no existen suficientes sefales del exterior (mitégenos,
factores de crecimiento, nutrientes, etc.) p16 y p27 tienden a acumularse, por lo que se hacen
muy activos.

La fosfoproteina p27 es una CIP, y su importancia radica no sélo en que se encarga de suprimir
la actividad de los complejos CDK-ciclinas activos en los primeros dos puntos de control, sino
que, ademas, ayuda a retirar a la célula del ciclo celular llevdndola a GO.

Primer punto de control: Las ciclinas G; regulan el punto G1-S

La ciclina E forma complejos con la CDK2, que estan implicados en el inicio de la fase S, es
decir, en la replicacion del ADN. Su sintesis comienza al final de G1 y continda hasta la entrada
en la fase S, siendo entonces rapidamente degradada.

Participan en este puesto, el complejo CDK2-ciclina E que, como los implicados en el punto de
restriccidn, también se encarga de inactivar a Rb y de favorecer el trabajo de E2F, al objeto de
preparar las enzimas necesarias para comenzar la sintesis de ADN en la fase S.

Los encargados de la inhibicién en este punto de control son un factor de transcripcion y una
CIP: la p53yla p21, en ese orden.

La p53 es uno de los mas conocidos supresores de tumores, usualmente se encuentra en la
célula, pero es muy inestable en condiciones normales porque se encuentra unido a otra
proteina llamada Mdm2, que funciona como un “marcador” para que la p53 se degrade. Si
existe una lesién en el ADN, se activan distintas enzimas que ayudan a “separar” la p53 de su
“marcador”. Asi, una mayor concentracion de p53 estimula la sintesis de p21 (CIP) que se une
a CDK2 y ciclina E, inhibiendo la accion del complejo. La célula entonces no puede pasar a la
fase S (Figura 2.7).
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Figura 2.7.- Inhibidores del punto de control G1-S.
Fase sin punto de control: Fase S

La fase S no tiene como tal un punto de control, aun cuando algunos autores lo consideran asi.
Sin embargo, es indispensable la presencia del complejo CDK2-ciclina A para que la sintesis de
ADN se lleve a cabo. Como se explicé antes, durante la fase S el ADN se replica, siendo
necesario que se arme la “maquinaria” especifica. Dentro de ellas hay un conjunto de
proteinas conocido como complejo de reconocimiento del origen u ORC, que reconocen
secuencias bien definidas de bases en el ADN llamadas origenes de replicacidn.

Durante la fase G1 se forma el ORC, tras el cual otras proteinas (como cdc6 y mcm) se unen
para formar el complejo de prereplicacidn (pre-RC). El complejo CDK2-ciclina A se encarga de
deshacerse de las proteinas del pre-RC y de unir las enzimas necesarias para la replicacion
(como la ADN polimerasa). De este modo se asegura que la “maquinaria” de replicaciéon no
vuelva a armarse hasta que se haya terminado el ciclo y que la replicacién sélo suceda una sola
vez.

Segundo punto de control: Las ciclinas mitéticas regulan el punto G,-M

Las ciclinas mitdticas, A y B, son estables durante la interfase siendo degradadas rapida y
especificamente durante la mitosis.

El segundo punto de control se encuentra al final de G2. Los complejos CDK1- ciclina Ay ciclina
B permiten el paso a través de este punto. En conjunto, la actividad de estos dos complejos se
ha denominado Factor Promotor de la Mitosis (MPF).

A grandes rasgos, el segundo punto de control se encarga de revisar:
1) que el material genético se haya duplicado completamente.

2) que el material genético no tenga errores.
3) que el medio extracelular sea adecuado.
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Se sabe que, una vez activado, el complejo CDK-ciclina se encarga de llevar a cabo tareas
indispensables durante las primeras subfases de la mitosis.

En resumen, los complejos CDK1-ciclina A y ciclina B, se encargan de inducir el ensamblaje del
huso mitético y en parte de asegurarse de que los cromosomas se unan a éste. Se encarga
ademas de: a) iniciar la condensacion del material genético, activando un grupo de proteinas
conocidas como condensitas; b) desensamblar la envoltura nuclear fosforilando las laminas
nucleares; c) armar nuevamente el citoesqueleto celular; y, d) la reorganizacion del aparato de
Golgiy el reticulo endoplasmatico.

En este punto actua también la p53 que, como ya se ha descrito, detecta alteraciones en el
ADN y desencadena la activacion de la CIP p21, encargada de la inhibicién de cualquier
complejo CDK- 1,2, 4y 6-ciclina.

Separacion de la cromatidas hermanas

Las cohesinas son proteinas requeridas para mantener unidas a las cromatidas hermanas. Las
cromatidas se separan durante la anafase. Para que esto suceda es necesaria la actividad de
varios complejos proteicos. El principal de éstos es el complejo promotor de la anafase (APC).
Este complejo es activado por la uniéon de una proteina semejante a una CDK, llamada cdc20
(cdc= ciclo de divisidn celular). Una vez activado, el APC se encarga de marcar a diversas
proteinas para que se degraden; una de ellas es la securina, que inactiva a la separasa. Esta
separasa es la proteina encargada de inactivar a las cohesinas eliminando las uniones entre las
crométides hermanas (Figura 2.8).
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Figura 2.8.- Separacion de cromatidas hermanas: Activacion de APC por cdc20.
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Tercer punto de control: Punto de control M

Este ultimo punto de control se encuentra en la fase M, entre la metafase y la anafase. Se
encarga de revisar que todos los cromosomas se hayan unido al huso mitético. Si detecta que
uno de los cinetocoros no se encuentra unido manda una sefial negativa al sistema de control,
bloqueando la activacién de proteinas implicadas en la separacién de las cromatidas
hermanas. Inactiva especificamente al conjunto APC- cdc20, lo que inhibe la liberacion de la
separasa, impidiendo que las cromatidas hermanas se separen hasta que la sefial desaparezca.

2.1.2.1.- Regulacién extracelular del ciclo celular.

La forma y el tamafo de un organismo estan definidos por los tres procesos fundamentales
qgue dan forma y tamafio al individuo: el crecimiento celular, la muerte celular y la proliferacion
celular. Esta ultima es el resultado del ciclo celular que como se vio en apartados anteriores,
estd regulado por mediadores intracelulares (CDK-ciclinas).

Cabe sefalar que la entrada al ciclo celular no es un proceso auténomo de la célula, se
requiere la activacion de estas vias (CDK-ciclinas) a través de la sefializacion mediante factores
solubles de naturaleza proteica denominados mitégenos. De esta manera, las células
proliferan en organismos multicelulares sélo cuando se requieren mas células.

La mayoria de los mitdégenos controlan la tasa de division celular actuando en la fase G1,
liberando el control negativo del ciclo celular y permitiendo la entrada a la fase S. Actlan
uniéndose a receptores de membrana con actividad de tirosina-quinasas, los cuales activan a
la proteina G monomeérica Ras cambiandola de su estado unido a GDP por GTP. Esta activacion
desencadena una cascada de fosforilaciones a través de las proteinas MAPK (quinasas
activadas por mitdgenos). A su vez estas proteinas MAPK transmiten el estimulo a diversas
moléculas efectoras (quinasas de proteinas o factores de trascripcion). Esta cascada de
fosforilaciones ocasiona la trascripcién de genes tempranos (entre los que destacan los que
codifican a las ciclinas G1) y algunos de estos genes, a su vez, activan la trascripcion de otros
genes denominados genes tardios. De esta manera, la via de sefializacion Ras-MAPK transmite
sefiales extracelulares al nucleo activando la maquinaria del ciclo celular.

Muchos tipos celulares, como los fibroblastos o las células epiteliales, requieren la adhesién a
sustratos de la matriz extracelular (fibronectina o laminina) para crecer y proliferar en adicion
de las sefiales y medio adecuados. Este requerimiento se debe a que la unidn de las moléculas
de matriz extracelular a las integrinas (moléculas receptoras de matriz en la membrana celular,
que estan unidas al citoesqueleto) activa otras vias de sefializacion requeridas para entrar al
ciclo celular, mediadas por la activacion de otras quinasas (FAK, quinasa de adhesién focal), las
cuales también terminan por activar a Ras y la cascada de quinasas MAP.

Es decir, que la entrada al ciclo celular no es una decisidn que la célula toma individualmente,
sino que se requieren de la sefiales adecuadas (mitdgenos), ya sean del medio extracelular o
de otras células.
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2.1.2.3.- Apoptosis.

Las células forman una comunidad organizada en un organismo, donde el nimero de células
esta estrictamente regulado: si una célula ya no es requerida muere o se “suicida” por
apoptosis. Este fendmeno es bastante comun, tanto en organismos en desarrollo como en
adultos, lo cual podria parecer un desperdicio ya que, por lo general, las células que mueren
por apoptosis son células sanas (a diferencia de las células que mueren por necrosis). En
realidad es un proceso necesario para la homeostasis y la morfogénesis.

La apoptosis, a diferencia de la necrosis, es un proceso ordenado: las célula muere
“limpiamente” sin dafiar a sus células vecinas con el contenido de su citoplasma, la célula se
condensa y reduce su tamanio, se colapsa el citoesqueleto, la membrana nuclear se destruye,
el ADN se fragmenta y, finalmente, la superficie de la célula cambia de manera que puede ser
reconocida por células vecinas o macrofagos para ser fagocitada.

La maquinara intracelular de la apoptosis depende de una familia de proteasas llamadas
caspasas que cortan a la proteina blanco en residuos de aspartato. Las caspasas se encuentran
en las células en forma inactiva (procaspasas), las cuales son activadas por un corte
proteolitico. Estas, a su vez, activan otras procaspasas en una cascada de amplificacién. Las
caspasas cortan proteinas clave en la célula como la laminina, que al romperse desintegra la
membrana nuclear, y degradan a la enzima que inactiva a la DNAasa, ocasionando la
degradacion del material genético.

La entrada a la apoptosis, al igual que la entrada a un nuevo ciclo celular, es un “todo o nada”
donde una célula que ha iniciado este proceso no puede detenerse. El mecanismo propuesto
de la activacién de estas procaspasas gira alrededor de proteinas adaptadoras que juntan
multiples caspasas en un agregado. En este agregado, las caspasas se activan entre si mediante
una pequena actividad de proteasa basal. En unos momentos, estas caspasas activas
desencadenan la cascada de activacion amplificando la sefial de muerte.

Las sefales de muerte pueden originarse a dos niveles (Figura 2.9):

e En algunas células se puede inducir la apoptosis presentando el ligando de Fas en su
membrana, el cual se une a un receptor de muerte (Fas) en la superficie celular de la
célula blanco. El agregado Fas/ligando recluta a los adaptadores que unen y activan a
la procaspasa 8.

e La célula también puede activar la apoptosis en respuesta a dafio o estrés. Por
ejemplo, un dafo severo al ADN puede inducir la apoptosis mediante la p53, la cual
activa la trascripcion de genes que codifican ciertas proteinas que, a su vez,
promueven la liberacién del citocromo C de la mitocondria. Este, en el citoplasma, se
une al factor promotor de la apoptosis 1 (Apafl) el cual agrega y activa a la procaspasa
9.
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Figura 2.9.- Activacion de la apoptosis por sefiales extracelulares e intracelulares.

En resumen:

o E| ciclo celular es un conjunto de procesos ordenados, que la célula lleva a cabo cuando se le
ha instruido el dividirse; esta dividido en interfase y mitosis.

e El control del ciclo celular se presenta a dos niveles: intracelular y extracelular.

¢ El control intracelular estd a cargo de mediadores proteicos que ejercen un control negativo
y positivo sobre el ciclo celular (CDK-ciclinas y CKIs).

e Existen un punto de restriccion y tres puntos de control, los cuales son supervisados por
distintas combinaciones de CDKs-ciclinas.

e La entrada al ciclo celular no es una decision que la célula toma individualmente; se
requieren sefiales adecuadas (mitdgenos), ya sea del medio extracelular o de otras células.

e Cuando una célula no es necesaria o es una posible amenaza, ésta puede morir por
apoptosis, ya sea por sefiales intracelulares o extracelulares.
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2.2. Transduccion de la sefial mitogénica al nucleo celular:
Factores de crecimiento.

La proliferacién o crecimiento celular esta regulada por una serie de agentes, generalmente
proteinas presentes en el suero, que son activas a concentraciones muy reducidas
(nanomolar), los cuales reciben el nombre de factores de crecimiento. La mayoria activan la
divisién celular, regulando el crecimiento, la diferenciacion o adquisicion de un fenotipo
diferenciado y toda una serie de respuestas celulares como la movilidad, adhesividad,
transmisién del impulso nervioso, etc.

Los factores de crecimiento actian mediante su unidn, reversible y con alta afinidad, a
receptores especificos que se encuentran en la membrana plasmatica celular, induciendo una
serie de procesos bioquimicos conocidos genéricamente como transduccion de la sefial
mitogénica. Dicha sefial llega finalmente al nucleo, donde se produce la modulacién del ciclo
de divisién celular®’.

La velocidad de proliferacion de los distintos tipos celulares es muy diversa, existiendo incluso
células que nunca se dividen. Esto se debe a que las células necesitan la presencia de factores
que las empujen a seguir el ciclo, en concreto a pasar de la fase G1 a la S sobrepasando el
punto de restriccidon R. En ausencia de estos factores, las células no sélo se detienen en fase
G1, sino que entran en la etapa de descanso denominada GO, en el que su metabolismo se
reduce en gran medida®®.

Hoy dia se conocen unos 50 factores del crecimiento, agrupables en varias familias que regulan
tanto la proliferacidon celular como las respuestas fisiolégicas de distintos tipos de células.
Algunos de los mas conocidos son:

e Elfactor derivado de las plaquetas o PDGF (Platelet-Derived Growth Factor).
* Elfactor de crecimiento endotelial vascular o VEGF.

e Elfactor de crecimiento insulinico tipo 1 o IGF-1.

e Elfactor de crecimiento epidérmico (EGF y TGF-a).

e Elfactor de crecimiento de hepatocitos o HGF.

Existen también factores inhibidores del crecimiento celular, como el Factor de Crecimiento
Transformante-B (TGF-B), cuyos receptores activan factores de transcripcion de genes como
SMAD:s.

En la mayoria de las células epiteliales, TGF-B es un inhibidor del crecimiento, ya que
promueve la expresidon de inhibidores del ciclo celular de las familias Cip/Kip e INK4/ARF. A
menudo, durante el desarrollo de un tumor, las células cancerosas escapan de las acciones de
estos factores inhibidores, lo que proporciona una ventaja adaptativa a las células tumorales®.
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2.3. Proto-oncogenes nucleares: Factores de transcripcion.

La via de transduccién de la sefial mitogénica finaliza en el nucleo con la expresidén de genes
esenciales para la proliferacion celular.

Los proto-oncogenes nucleares codifican proteinas localizadas generalmente en el nucleo
celular. La funcidon de la mayoria de estas proteinas es la regulacion (activacion o inhibicidn) de
la expresidn génica, actuando como factores de transcripcion inducibles.

Los factores de transcripcidn son estimulados por sefiales citoplasmdticas. Al ser activados
adquieren la capacidad de regular la expresién génica en el nucleo celular, bien activando o
bien reprimiendo la transcripcidn de diversos genes.

Ciertos factores de transcripcidén pueden sufrir mutaciones que los mantienen continuamente
activos sin necesidad de sefiales externas, transformandose asi en oncogenes y estimulando
sin control la sintesis de proteinas implicadas en la regulacién del ciclo celular. Esto puede dar
lugar al crecimiento incontrolado de las células y, por tanto, a un tumor.

Son numerosos los factores de transcripcién cuya importancia ha sido demostrada en el
cancer. Entre los factores de transcripcion que actlian como oncoproteinas, cabe destacar
Myc, Max, Myb, Fos, Jun, Rel, Ets, etc.

Las proteinas Jun y Fos muestran homologias estructurales, teniendo ambas un dominio
responsable de activar la transcripcion y otro de unién a ADN. Este Ultimo contiene dos
subregiones: una rica en aminodacidos basicos, que interacciona con el ADN, y otra cremallera
de leucina necesaria para la dimerizacién, requisito imprescindible para unirse al ADN.

La capacidad transformante de estas proteinas depende de su actividad transcripcional
formando el factor AP-1, como se deduce del hecho de que las mutaciones en la cremallera de
leucina anulan su oncogenicidad®.

La proteina activadora 1 o AP-1 es un factor de transcripcidn y esta implicada en la regulacion
de la expresién de genes relacionados con la respuesta a diversos estimulos, como citoquinas,
factores de crecimiento, estrés e infecciones virales o bacterianas. AP-1 controla, de este
modo, diversos procesos celulares incluyendo diferenciacion, proliferacién y apoptosis™.

La actividad bioldgica de Jun y Fos esta regulada por fosforilaciones que activan la accidn sobre
la transcripcidn génica. Los complejos Fos y Jun, junto con AP-1, estan implicados en el proceso
de transformacién y progresion del cancer en células transformadas por el oncogén ras, a
través de la activaciéon de diferentes vias de sefializacién, como son Raf/MEK/ERK (Fos), Ral-
GDS/SEK/INK (Jun) y PLC/DAG/PKC (Jun)Y 2% 2% 2328,
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2.4. Los proto-oncogenes que codifican proteinas citoplamicas
gue transducen la sefal mitogénica: La via de Ras.

Las proteinas G intervienen en la transduccién de sefiales que llegan del exterior hacia el
interior de la célula. Ras pertenece a una gran familia de GTPasas que regulan multiples

procesos celulares.”*?*.

Los genes ras codifican cuatro proteinas altamente relacionadas entre si, cuyo tamafio es de
21 kDa: H-ras, N-ras y K-ras, el ultimo de los cudles da lugar a dos variantes, Kras4A y Kras4B.
Cada proteina monomérica ras consiste en aproximadamente 190 residuos aminoacidicos
altamente conservados. La mayoria de estas proteinas difieren entre si en 25 aminoacidos que
hay cerca del dominio hipervariable C-terminal. Esta variacion en el dominio C-terminal es la
que determina las diferentes funciones bioldgicas de las isoformas de las proteinas ras. Las
proteinas ras median sus efectos bioldgicos a través de diferentes moléculas denominadas
“efectores”’, que desencadenan la activacién de diferentes vias de sefializacion implicadas en
la regulacién de funciones esenciales celulares, como el control de la proliferacién celular,
desarrollo y diferenciacidn, apoptosis, metabolismo lipidico, citoarquitectura y trafico de

membrana®?’.

Algunos de los efectores mds estudiados de Ras son la serina treonina quinasa Raf-1, el Ral-
GDP estimulador de disociacion Ral-GDS, y la fosfatidilinositol 3-quinasa PI3K.

Dentro de la superfamilia de Ras, existen diferentes subfamilias con diferentes funciones
dentro de la célula®*>*:

e Lasubfamilia rho, racy cdc42 regulan la organizacién del citoesqueleto.
e Lasubfamilia rab estd implicada en el trafico a través de membrana.

* Lasubfamilia ARF media el trafico a través de vesiculas.

¢ Lasubfamilia Ran estd implicada en el transporte nuclear.

La sefalizacidn a través de las proteinas ras conduce a la sintesis proteica y la regulacién de la
supervivencia, diferenciacién y apoptosis celular®®. Los genes ras tienen un papel clave en el
control de crecimiento celular y en la aparicion de canceres, habiéndose encontrado mutado
alguno de los genes de la familia en un 30% de todos los tumores humanos®.
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2.4.1. Ciclo de activacion de Ras.

Las proteinas Ras se sintetizan como precursores citosdlicos biolégicamente inactivos. Estos
han de ser modificados postranslacionalmente en su extremo carboxilico, para convertirse en
proteinas biolégicamente activas localizadas en la membrana celular®.

Estas modificaciones incluyen farnesilacién, proteolisis, carboximetilacion y palmitoilacion®. La
farnesilacion es el primer paso, siendo determinante en las modificaciones postraslacionales
que sufren las proteinas Ras. Consiste en la transferencia de un grupo farnesilo desde
pirofosfato de farnesilo (FPP), catalizado por la enzima farnesil transferasa (FT), a la cisteina
terminal del extremo carboxilico. Esta cisteina esta incluida en una secuencia especifica de 4
aminodcidos “CAAX”.

Asi que las proteinas Ras estan unidas a la cara interna de la membrana a través del residuo
Cys*® a través de un lipido isoprenoide, el radical farnesilo. Tras esta unién, los tres
aminodcidos carboxiterminales (“AAX”) siguientes a este residuo son eliminados mediante

® es carboximetilada®’. Finalmente, tras llevarse a cabo el anclaje a la

proteolisis y la Cys'®
membrana, se produce la palmitoilacion de otros grupos SH de los residuos de cisteina

terminales (Figura 2.10).
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Figura 2.10.- Modificaciones postraslacionales de H-Ras.

Las proteinas Ras, una vez modificadas postraslacionalmente y unidas a la membrana
plasmatica, se acoplan especificamente a nucleétidos de guanina (GTP y GDP) y, de esta forma,
participan en la transmision de nuevas sefiales celulares constituidas por segundos
mensajeros.
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La actividad de las proteinas Ras esta regulada por la unidn e hidrdlisis de nucleétidos de
guanina. En ausencia de estimulacion, la proteina Ras se encuentra inactiva en el citoplasma y
unida al nucleétido difosfato de guanina o GDP. La proteina Ras se activa cuando intercambia
el GDP por el nucledtido trifosfato o GTP. Esta reaccidn de intercambio esta catalizada por los
llamados factores intercambiadores de nucleétidos o proteinas estimuladoras de la disociacion
de nucledtidos de guanina (GEFs o GDSs). Una vez activada, entonces transmite la sefial a otras
moléculas, que se denominan efectores, modulando su actividad e influyendo de esta manera
en las diferentes vias de la transmisidn de la sefial mitogénica. Tras ello, el GTP unido a Ras es
hidrolizado a GDP por la actividad GTPasa intrinseca de Ras, que vuelve asi a su estado
inactivo. Esta reaccidon es potenciada por otros factores que se denominan proteinas
activadoras de la actividad GTPasa (GAPs).

Por lo tanto, los GEFs inducen la forma activa de Ras, es decir, Ras unido a GTP; mientras que
los GAPs inducen la inactiva, esto es, Ras unido a GDP*"** (Figura 2.11).
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Figura 2.11.- Regulacion de la actividad de la proteina Ras.

Tanto las mutaciones del protooncogen ras que produzcan proteinas con reducida actividad
GTPasa, como las que aumentan la actividad de las GEFs o GDSs, incrementan el nivel de Ras-
GTP y, por tanto, su funcién transmisora de la sefial mitogénica generada en la membrana
celular por la estimulacidn de receptores de factores de crecimiento (EGFR y otros), receptores
asociados a proteina G (GPCR), integrinas y receptores de citoquinas tales como la
interleuquina-2 (IL-2R)*".

Ras participa en la transduccion de la sefial mitogénica inducida por los factores de
crecimiento cuando se unen a receptores de tirosin-quinasa, la sefial generada por receptores
de factores y hormonas que se encuentran asociados a proteinas G, asi como la sefal
producida a través de tirosin-quinasas no receptoras.
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2.4.2. Efectores de Ras.

Varias dianas citopldsmicas de Ras han sido las descritas hasta la fecha. Las implicaciones
especificas de algunos de estos efectores son todavia desconocidas. Algunos de los efectores
mas conocidos y estudiados hasta la fecha se describen a continuacion (Figura 2.12).

Cell membrane
% 7

Nuclear
transcrlptlon

Cellular effects . s‘fﬁa

Figura 2.12.- Vias de sefializacion a través de los efectores de Ras.

La via de sefializacion raf-MEK-ERK es una de los sistemas de sefializacién mejor caracterizados
de ras. Las serinas/treoninas quinasas solubles (B-Raf y C-Raf) son reclutadas hacia la
membrana plasmatica y activadas por Ras-GTP. Una vez activado, el Raf activa, a su vez la
cascada de protein quinasas MAP/ERK quinasa (MEK, MAPKK) que activan, a su vez a MAP
quinasa o quinasa de regulacion extracelular (ERK1/ERK2). La activacion de ERK resulta en la
fosforilacidon y activacidon de factores de transcripcion como c-Jun, c-Myc y c-Fos, lo que da
lugar a la activacion de genes asociados con la proliferaciéon®.

Otro efector de ras es la subunidad catalitica de la fosfatidilinositol 3-OH quinasa (PI3K)*®. Esta
via da lugar a la activacién de la proteina quinasa Akt®” %, asi como a la activacion de proteinas
relacionadas con ras de la familia Rho/Rac/Cdc42. Akt actUa sobre factores de supervivencia y
muerte como las proteinas pro-apoptéticas Bad® y la caspasa 9%, que estan bajo la regulacién
de Akt y mTOR que, corriente abajo, actla sobre la quinasa p70 56 y PHAS-1, los cuales son
41,42 | .a familia de rho/rac/Cdc42 esta implicada

en el control del estado de polimerizacidn del citoesqueleto de actina, la adhesion celular y la
43,44

importantes para la progresién del ciclo celular

transcripcién génica
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Ras también activa a Ral GTPasa a través de las proteinas estimuladoras de disociacidn o

factores intercambiadores de nucledtidos RalGEFs, que son efectores directos de Ras**™*. U

de los miembros de esta familia que mejor ha sido caracterizado es RalGDS™.

no

En la mayoria de los sistemas celulares, la accién complementaria de al menos dos de estas
tres vias de sefializacion (Raf, PI3K y RalGEFs) es necesaria para la transformacién de
fibroblastos de ratén en cultivo a través de Ras** *® %32,

2.4.3. Implicaciones de Ras en la oncogenicidad.

La proteinas Ras actian como una llave de activacién en diferentes vias de transduccion de

sefiales, ciclando entre el estado activo, unido a GTP, y el estado inactivo, unido a GDP** ***

54

Las formas oncogénicas de Ras estan constitutivamente bloqueadas en su estado activo y
transducen sefiales que median la proliferacién celular, transformacion y tumorigénesis. Hay
varios mecanismos mediante los cuales las proteinas Ras pueden participar directamente en el
proceso carcinogénico’”:

e Mutaciones en los genes ras que alteren la actividad GTPasa intrinseca o la actividad
intercambiadora de las proteinas de Ras. Es probablemente la mas relevante. La
alteracion (de mecanismo o estructural) de los factores intercambiadores de
nucleétidos hace que las proteinas ras permanezcan activadas permanentemente.

e La sobreexpresidon de las proteinas normales de Ras puede tener el mismo efecto que
la activacion mediante una simple mutacién puntual.

e Mutaciones en los propios efectores de Ras.

Una de las cuestiones sin resolver, concerniente a los principios moleculares de la activaciéon
oncogénica de Ras, es si la mutacién en una isoforma particular de Ras produce un efecto
oncogénico Unico. Se pueden observar los patrones de distribucion de las isoformas activadas
de Ras entre los diferentes tipos de cancer®® >®;

e Las mutaciones en K-Ras son mas frecuentes en tumores colorectales, carcinomas de
pulman (cancer no microcitico de pulmdn (NSCLC)) y carcinomas de pancreas.

e Las mutaciones en H-Ras estan asociadas con tumores de piel, cabeza y cuello.

e Las mutaciones en N-Ras son comunes en tumores hematopoyéticos.

30



2.4.3.1.- Ras y el fenotipo transformado.

Las proteinas Ras, durante el proceso carcinogénico, estan implicadas en:

- Lapromocién de la proliferacion.
- Supresion de la apoptosis.

- Remodelado del microambiente.
- Evasion de la respuesta inmune.

- Metabolismo.

Los oncogenes Ras establecen una independencia de los factores de crecimiento e inhibidores
de crecimiento extracelulares, promocionando, de este modo, la salida de la fase GO del ciclo
celular, progresando a través de la fase G1 y entrando en fase S.

Promocién de la proliferacién (Figura 2.13):

- RAS induce la sobreregulacion transcripcional de factores de crecimiento, como
HBEGF, TGF-a y AREG>™, y altera la expresion de receptores de factores de
crecimiento®” %%,

- Ras interfiere con la sefial del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) a
través de la inhibicion del receptor de TGF-B o corriente abajo disminuyendo la
regulacion, tanto de la expresion de SMAD3 como de la acumulacién nuclear de
SMAD2 y SMAD3%%,

- RAS también sobreregula los niveles de ciclina D1 mediante la sobreregulacién de
factores de crecimiento como Fos, Jun, ELK-1, el factor de respuesta al suero (SRF),
ATF-2 y el factor nuclear-kB (NF-kB)**®®, mediante la activacién de la via RAF-MAPK,
PI3K, la familia de GTPasas Rho (Racl) y RalGDS®® &7 873,

- Ademas de la estimulacidén de la transcripcidén génica de la ciclina D1, RAS también
regula la estabilidad metabdlica de la ciclina D1, a través de la inhibicion de la quinasa
glycdégeno sintetasa 3B (GSK3B) dependiente de PI3K, que es la quinasa responsable
de la fosforilacién y la cosecuente ubiquitinacién y degradacion de la ciclina D17,

- RAS inhibe los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CKls) p21y p27°%* 7>78,
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Figura 2.13.- Efectos de Ras sobre la proliferacion.

Asi, las nuevas ciclinas D1 sintetizadas, junto con las quinasas dependientes de ciclinas CDK4 y
CDK®6, dan lugar a la fosforilacion de la proteina Rb y la consecuente disociacion del complejo
RB-EF2. Una vez liberado el factor de transcripcién EF2, éste transactiva varios genes que son
requeridos para la progresion del ciclo celular, incluyendo las ciclinas E y A, las cudles permiten
la transicidn a través del punto de control G1/S.

La persistente estimulacion mitogénica impuesta por Ras es el inicio de un estrés replicativo, lo
que da lugar a la activacion de los puntos de control de respuesta por dafio en el ADN (DDR),
como p53 y p197°#
entrando en un estado de arresto irreversible conocido como senescencia inducida por

oncogenes (OIS)”° o a padecer la apoptosis. Sin embargo, en células donde existe una

. Esto da lugar al arresto y restauracion de la integridad del genoma,

deficiencia en los puntos de control por dafio en el ADN (p. ej. pérdida de p53) se produce una
mala reparacién del ADN que da lugar a mutaciones y aberraciones cromosomicas,
contribuyendo, de esta forma, al proceso tumorigénico®¥.

Supresion de la apoptosis:

Las funciones de muerte celular apoptdtica son un mecanismo de defensa crucial frente a la
malignidad y la corrupcién de la maquinaria apoptética es una firma definida de las células
cancerigenas.

Los oncogenes Ras dirigen la erosidn de las vias apoptdticas y su contribucién al cancer ha sido
muy bien documentada®
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Mediante la activacion de las vias de PI3K y Raf, los oncogenes Ras pueden disminuir la
regulacion de sefiales pro-apoptoticas y sobreregular moléculas anti-apoptéticas:

- La activacién de PI3K disminuye los niveles de proteinas pro-apoptoticas BCL-2, como
BAK1, y aumenta los niveles de inhibidores de la apoptosis (IAPs) a través de la
activacién de NF-kB¥?,

- La activacion de Raf contribuye a la supresion de la apoptosis inducida por Ras,
mediante la desregulacidon del represor transcripcional de préstata de respuesta a
apoptosis 4 (PAR4)®* **, y sobreregulando las proteinas anti-apoptéticas BCL-2 y el
represor de la apoptosis con reclutamiento del dominio caspasa (ARC o NOL3)**%.

- Ambas vias, Ras-PI3K-Akt y Ras-Raf, han demostrado ser las mediadoras de la
fosforilacién de miembros de la familia de proteinas BCL-2, como BAD, lo que conduce

a la formacidén de un complejo inactivo y a la subsecuente inactivacion de BCL-2 y BCL-
X197'98.

- Silenciando de forma epigenética el gen pro-apoptdtico CD95* 1%,

Ademas de las funciones pro-supervivencia de los oncogenes Ras, segun el tipo celular y el
contexto especifico de la sefializacidon, los oncogenes Ras también pueden promover
programas pro-apoptéticos'® 1%,

Aunque es aun desconocido en qué contexto se promulgan las capacidades pro-apoptdticas de
Ras, el balance entre las sefales pro-supervivencia y pro-apoptdticas determinara en ultimo
caso si las células transformadas por el oncogen Ras viven o mueren. La total prevalencia de
los oncogenes Ras en el cancer es un indicativo de que el eje pro-supervivencia tiene un rol
dominante.

Remodelado del microambiente:

Los oncogenes ras producen cambios en el microambiente celular que tienen un papel esencial
en la iniciacién y progresion de un tumor. Un primer ejemplo de ello es que son capaces de
inducir la angiogénesis o formacion de nuevos vasos sanguineos, lo que proporciona a las
células del interior del tumor un aporte suplementario de nutrientes y oxigeno, acomodandose
de esta manera a las necesidades fisiolégicas'® . Son capaces de modular los niveles de los
factores de crecimiento endotelial (VEGFA) y también de incrementar la inflamacion local y el

remodelado estromal’®™*,

De hecho, la disrupcidn de la expresion de KRAS®™?Y o KRAS®™® y la consecuente reduccién en

los niveles de VEGFA lleva a una disminucién en el crecimiento del tumor®%,

El oncogén HRAS®'? media la produccién de citoquinas pro-inflamatorias (IL-8, IL-6), lo que
contribuye a la induccién de la angiogénesis®. Las citoquinas pro-inflamatorias reclutan células
inmunes, como neutréfilos y macréfagos, los cudles producen factores de crecimiento

angiogénico ™,
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Ademas “para que los factores de crecimiento endotelial lleguen a su diana y para que los
vasos sanguineos recién formados alcancen el tumor es necesario la modificacién de la matriz
extracelular (ECM). Los oncogenes HRAS median la sobreregulacion de algunas
metaloproteasas como MMP2, MMP9 y el plasminégeno tipo uroquinasa (uPA)'%% %113,

Evasion de la respuesta inmune:

Se han encontrado dos mecanismos mediante los cudles los oncogenes Ras son capaces de
evadir la respuesta inmune:

- La activaciéon oncogénica de Ras reduce la expresidén en la superficie de las células
cancerigenas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), lo que da lugar a una
menor inmunogenicidad en las células transformadas por RAS'** 8,

- Los cdnceres dirigidos por RAS poseen la capacidad de evadir la respuesta inmune
adaptativa. En pacientes con cancer de colon, pancreas y melanoma se han
encontrado células T (linfocitos T) especificas frente antigenos de formas mutadas de

Ras, pero con frecuencia son anergicas o muy inactivas frente al tumor***?*%,

Queda aun por elucidar si las células transformadas RAS influyen en la respuesta inmune a
través del reclutamiento directo de células inmunosupresoras o en conjuncién con la induccion
de la respuesta inflamatoria** '%.

Metastasis:

Los oncogenes RAS contribuyen a este proceso induciendo alteraciones en las interacciones
célula-célula/célula-matriz, y mediante la adquisicion de un fenotipo migratorio:

- La perturbacion del contacto célula-célula la produce actuando sobre la maquinaria
molecular que mantiene la adhesidn entre células, como el receptor de la E-cadherina
dependiente de calcio y su proteina citoplasmatica asociada B-catenina****%.

- Reduciendo la unién a la matriz (ECM) mediante la desregulacion de las subunidades
de integrina (como la integrina as B;), la cudl facilita el mantenimiento de unos
complejos de adhesidn estables®*®*%,

- Contribuye a aumentar la motilidad en células cancerigenas produciendo cambios en
la polimerizacidén, organizacion y contraccion de la actina; la polimerizacién y/o
estabilidad de los microtubulos; y la regulacidn transcripcional de genes de productos
mitogénicos™*> 134

- Controlando la degradacion de la matriz, produciendo proteasas, disminuyendo la
expresion de inhibidores de proteasas y protegiendo a las células tumorales de la

apoptosis inducida por la deprivacién de la matriz® 8% 104 127135137,

Son varias las vias de sefializacion que juegan un papel fundamental en la progresién
metastasica, incluyendo Ras-MAPK, Ras-PI3K, Ras-RalGTPase y Ras-RhoGTPase®** %%,
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Metabolismo:

Como resultado de las altas tasas de proliferacion, las células cancerigenas dependen de forma
crucial de las vias metabdlicas que generan los bloques de construccion necesarios para
producir nuevas células™. Estas necesidades metabdlicas Unicas fueron descritas por primera
vez en 1920 por Otto Warburg y se tipificaban por un incremento en el consumo de glucosa y
un cambio de la fosforilacién oxidativa de la mitocondria por glicolisis aerébica™® ***. A pesar
de que todas las ramificaciones de este fenotipo metabdlico estan todavia sin descifrar, se ha
postulado que, aunque es menos eficiente en generar ATP, el catabolismo de la glucosa a
través de la glicolisis es mucho mas efectivo, proveyendo los precursores macromoleculares
gue son necesarios para la replicacion de biomasa, como son los nucleétidos, aminoacidos y
lipidos™*.

Los oncogenes RAS contribuyen a la reprogramacion metabdlica de las células cancerigenas
predominantemente a través de la sobreregulacion del factor hipoxia-inducible 1a (HIF1la) a

través de la activacion de los efectores de MAPK y PI3K** 14,

La sobreregulacion del HIF1 ha
sido implicada en una mejora en el transporte y la captura glicolitica de glucosa,
incrementando la transcripcién de transportadores de glucosa GLUT1'> ¢

procesamiento a intermedios biosintéticos, incrementando los niveles de enzimas glicoliticas
147-149

, asi como en su
claves

Por lo tanto, RAS oncogénico contribuye directamente en las reacciones metabdlicas que
promocionan el uso de glucosa como substrato anabdlico en la generacion de material de
construccion para el crecimiento celular®®.

Las proteinas Ras juegan un papel esencial en muchos procesos celulares como la
proliferacién, el desarrollo y la diferenciacién mediante la regulacién de vias de sefalizacién

especificas como las cascadas de kinasas y el metabolismo fosfolipidico® **°.

Ademas de la funcidn estructural de los fosfolipidos como un componente de las membranas
celulares, algunos de ellos constituyen un reservorio para la produccién de segundos

. 3 . e . ’ . 151-
mensajeros que estan involucrados en cascadas especificas que dan lugar a la mitogénesis
154

Ras actua directamente sobre enzimas que estan implicadas en el metabolismo fosfolipidico y
cuya accion dara lugar a la amplificacion de la sefial mitdtica. Estas enzimas son: la fosfolipasa
D (PLD) y la colina quinasa (ChoK), que estan implicadas en la modulacién y la transduccion de
la sefial mitStica hasta el ntcleo™ (Figura 2.14).
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Figura 2.14.- Activacion de la PLD y ChoK mediada por Ras.

La activacion de la fosfolipasa D, por factores de crecimiento y por transformacidn oncogénica,
provoca la hidrdlisis de la fosfatidilcolina (PC), uno de los pricipales fosfolipidos de membrana,
151, 156, 157

para dar acido fosfatidico (PA) y colina (Cho) . El PA es hidrolizado por la PA-fosfatasa

para dar diacilglicerol (DAG); y la Cho es fosforilada por la colina quinasa (ChoK) para dar

fosforilcolina (PCho), que se biotransforma de nuevo en PC**%,

La proliferacidn celular debe cumplir con una serie de eventos que llevan a la duplicacién de
sus componentes estructurales. Estos eventos ocurren en un estricto orden temporal. Los
fosfolipidos de membrana estan situados entre los componentes mas criticos que necesitan
ser duplicados. Por ello, la acumulacion de fosfatidilcolina (PC) es un evento tipico y periddico
gue esta coordinado en el ciclo celular. La acumulacién de PC ocurre cuando las células entran
en la fase S del ciclo celular, resultado de las interacciones entre las oscilaciones de la
velocidad de biosintesis y degradacion de PC dependientes del ciclo celular, y resulta necesario

para la divisién celular®®.

Por ello se ha visto a la colina quinasa (ChoK) como un enlace de conexidon entre el
metabolismo fosfolipidico y la regulacién del ciclo celular*®.

Se ha demostrado que la transformacién celular producida por las tres oncoproteinas de Ras
(H-Ras, N-Ras y K-Ras) da lugar a un incremento en los niveles de fosforilcolina (PCho), como
consecuencia de un incremento constitutivo de la actividad de ChoK. También se ha observado
que la sensibilidad a los inhibidores de ChoK, como farmacos antiproliferativos, es similar en
las lineas celulares transformadas por cada uno de los tres oncogenes Ras'®.

Estos resultados indican que la ChoK puede ser usada como diana para el disefio de farmacos
anticancerigenos frente a la tumorogénesis dependiente de Ras.
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Antecedentes Bibliograficos

2.5. La enzima colina quinasa (ChoK).

El gen que codifica la enzima colina-quinasa (Chok) se ha identificado recientemente como un
oncogén. Esta enzima cataliza la sintesis de fosfocolina (PCho) a través de la fosforilacion de
colina (Cho), en una reaccidn estrictamente dependiente de ATP y magnesio. Es la primera
reaccion de fosforilacion del ciclo de citidinfosfatasa-colina, también conocido como ciclo de
Kennedy'®. El objetivo final de este ciclo es el recambio de uno de los principales fosfolipidos
de la membrana celular, que es la fosfatidilcolina (PC)'®3. Asi, tanto la integridad global de las
membranas celulares como la produccién de éstas durante los procesos de divisién celular
dependen del adecuado funcionamiento de este ciclo y de su primer enzima, la colina-quinasa.
En esta enzima también reside la capacidad de fosforilar otros sustratos diferentes a la colina,
tal y como se ha observado al evidenciar la actividad quinasa sobre etanolamina de Chok
purificada a partir de células de mamiferos'®**®*. (Figura 2.15)
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Figura 2.15.- Via de Kennedy donde interviene la ChoK.

Por otro lado , la fosfatidilcolina (PC) esta implicada en la sintesis de esfingomielosina (SM) a
través de la regulacién de los niveles intracelulares de colina (Cho) y fosfocolina (PCho), y se
encuentra en equilibrio con otros dos abundantes fosfolipidos de membrana: PS y PE. De este
modo, las ceramidas, un subproducto del metabolismo de SM, han sido implicadas en la
regulacion de la apoptosis, diferenciacion y arresto celular®®®
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Se han descrito dos genes que codifican las distintas variantes de esta enzima con homologias
cercanas al 60%'®. Por un lado, chka contiene 13 exones y estd situado en el cromosoma
11g13.2, codificando dos isoformas producidas por “splicing alternativo” (Chok-al y Chok-az2).
Asi, el exon II”” se transcribe en la isoforma alfa-2 mientras que esta ausente en la isoforma
alfa-1. Las proteinas que se traducen poseen 457 y 439 aminodcidos respectivamente. Por otro
lado, el gen chkp situado en el cromosoma 22q13.3, codifica la Chok-B y posee 11 exones
(carece de los exones I’y 11”"), produciendo una proteina de 394 aminoacidos (Figura 2.16).

ChoKao1 ChoKa?2 ChoKp

Figura 2.16.- Estructura de las isoformas de ChoK.

Las formas homodiméricas y heterodiméricas de ChoK son las que le confieren su actividad
enzimatica de fosforilacion de la colina (Cho) para formar fosforilcolina (PCho). De esta
manera, se ha propuesto que la forma mas activa de colina quinasa es la formada por el
homodimero a/a, seguida del heterodimero a/B, siendo la menos activa la formada por el
homodimero B/p* (Figura 2.17).
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Figura 2.17.- Reaccion enzimatica e isoformas de ChoK.
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2.5.1. Regulacidn de la actividad ChoK.

Existen evidencias de que la enzima ChoK podria estar regulada por mecanismos alternativos:

1. Regulacién transcripcional: En un primer momento se sugirid que la enzima podia

estar regulada por la concentracién de colina intracelular libre ', pero esta posibilidad
fue cuestionada cuando se describié un sistema de regulaciéon donde la concentracién
de substrato no jugaba un papel relevante'®. Alternativamente, se ha sugerido una

169, 170 2
| . Revelandose, en

regulacion de la actividad de ChoK a nivel transcripciona
ratones, la presencia de dos promotores diferentes, uno proximal con varias
secuencias consenso SP-1, y otra distal (no encontrada en chkp) con varios elementos
sensibles, algunas de ellos especificos para cada tejido, como las cajas XRE, CCAAT,
CREB y AP-1'’. Por otro lado, se ha encontrado que el gen chka es una diana para el
factor de hipoxia inducible (HIF-1a) en un modelo de céncer de préstata humano®™.
Finalmente y consistente con la regulacidn transcripcional de la expresion de Chok,
varios estudios demuestran una regulacion mediada por la accién de hormonas vy
varios factores de crecimiento, como EGF, insulina, prolactina y vasopresina*’>*”".
Ademas, las actividades Chok y EtnK de ChoKal son reguladas por las GTPasas Ras vy

RhoA a través efectores muy conocidos™® 7817,

2. Regulacién post-translacional: ha sido evidenciada una regulacidon post-translacional

de la actividad ChoK de la isoforma a de Saccharomyces cerevisae, a través de la

fosforilacién mediada por la proteina quinasa A (PKA)'% &

(PKC)™®%,

y la proteina quinasa C

2.5.2. La ChoK en la transformacidn celular y la tumorigénesis.

La primera evidencia sugiriendo que ChoK podia jugar un papel crucial en la carcinogénesis

humana tuvo su origen al observase que durante la transformacidn celular mediada por el

183, 184

oncogén RAS, se producia un incremento de PCho . Mds tarde fue demostrado que el

161, 183, 185-187
. Este

incremento en la activacién esta mediada por distintos sistemas de sefializacion, entre los que
K 179

incremento de PCho era producido por un incremento en la actividad de ChoK
destaca ras, a través de Ral GDS, PI3 y la quinasa ROCK. Esta uUltima enzima es efectora de
RhoA y esta implicada en los cambios de citoesqueleto, transformacién celular y promocién de
las metdstasis asociadas a la actividad de esta GTPasa homologa a ras. Ademas, la coexpresion

162
. Por otro

de Chok y RhoA induce un importante aumento en la tasa proliferativa del tumor
lado, ha sido demostrado que el incremento en la actividad de ChoK es comun en la
sefializacién de fibroblastos de ratén, no sélo mediado por las tres oncoproteinas de RAS™Y *¥”:

18 sino también por otros oncogenes como SRCy MOS™®.

La produccién de fosforilcolina (PCho) fue descrita como un proceso esencial en el crecimiento
celular inducido por factores de crecimiento, tanto en fibroblastos de ratéon como en
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diferentes sistemas celulares humanos. En las células humanas, el tratamiento con farmacos
especificos frente a ChoK da como resultado un bloqueo en la sintesis de ADN inducida por
diferentes factores como EGF, PDGF o HRG'’'*3, Ademas, se ha podido observar que la
inhibicion de ChoK afecta a células tumorales mientras que no afecta a las células normales, lo
que hace que sea una diana terapéutica bastante selectiva frente al cancer™.

Muchos estudios han situado en un punto relevante a la ChoK en el proceso carcinogénico
como recurso de PCho. En este sentido, se han encontrado elevados los niveles de actividad de
ChoK en tejidos derivados de tumores humanos de colon, ovario, prdstata, vejiga, mama y

193198 También se ha observado que la sobreexpresién de la ChoK en fibroblastos de

pulmén
ratén produce un incremento en la sintesis de ADN, en respuesta al factor de crecimiento IGF-I
y a la insulina®®, y que la sobreexpresién de la ChoKa humana en células epiteliales primarias
mamarias (HMEC) es suficiente para inducir la entrada en fase $'°°. Ademds, se han

encontrado elevados niveles de ARNm de ChoK en respuesta a carcinégenos quimicos*®.

Por otro lado, altas concentraciones de PCho constituyen una caracteristica comun en lineas
celulares derivadas de tumores humanos®®>. Se ha observado que la transformacién celular da
lugar a una alteraciéon en el metabolismo fosfolipidico, lo que conduce a un incremento
184,190, 200 pjiversos estudios realizados mediante resonancia
magnética nuclear (RMN), como técnica no invasiva, han permitido detectar un metabolismo

intracelular de los niveles de PCho

fosfolipidico anormal en el cancer, encontrando elevados niveles de PCho que se asocian con
la malignidad celular®®’. También se ha demostrado con esta técnica que diferentes tumores,
tanto de ratones como humanos, presentan niveles elevados de PCho en comparacidn con sus
correspondientes tejidos normales™® . Ademas, mediante la tecnologia PET (Positron
Emission Tomography), se ha observado que el metabolismo de colina (Cho) puede usarse
para el diagnéstico del cancer y, lo que es mas importante, para la monitorizaciéon de la
22 Estos datos permiten
usar a la PCho como marcador util para el diagndstico y la monitorizacion de la progresion del

respuesta a la terapia con farmacos en pacientes de cancer de mama

cancer.

2.5.2.1. Chok alfa y beta.

Se ha podido observar que la ChoK-alfa presenta actividades colino quinasa (ChoK) y
etanolamino quinasa (EtnK), lo que es suficiente para una correcta homeostasis de PC en las
células y que es capaz, por si sola, de inducir la transformacién celular in vitro y el crecimiento
tumoral in vivo cuando se encuentra sobreexpresada. La ChoK-beta sélo tiene actividad EtnK,
insuficiente para una correcta homeostasis de PC, siendo incapaz, cuando se encuentra
sobreexpresada, de inducir transformacion y crecimiento tumoral bajo las mismas condiciones

que ChoK-alfa'’®.

Por otro lado, en lineas celulares derivadas de tumores de pecho, pulmén y ovarios se ha

observado, mediante el estudio del ARNm, una sobreexpresion de ChoKa en comparacién con

sus correspondientes células normales, pero sin ningtin cambio en ChoK-beta®’® 1% 1%
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Ademas, se ha observado que pacientes con diferente tipo de cancer, como el cancer no
microcitico de pulmdn (NSCLC) y el de vejiga, donde la ChoK-alfa se encuentra sobreexpresada,

muestran estadisticamente una peor progndsis y, por tanto, los tumores son mas agresivos™®

203

La ChoKa se encuentra sobreexpresada en un alto porcentaje de lineas celulares derivadas de
tumores humanos, asi como en tejidos tumorales de mama, colorectal, pulmén, vejiga,
préstata y ovarios. Este tipo de tumores representan mas del 70% del total de los casos de
cancer en los paises desarrollados. El porcentaje de sobreexpresion o sobreactividad de Choka

en este tipo de tumores es muy alto, llegando a un 40-60%® %% 193197, 203,

Gracias a la sobreexpresion de ChoK-alfa se ha podido implicar a esta enzima en la regulacion
del ciclo celular. La sobreexpresién de ChoK-alfa induce la regulacidn transcripcional de genes
involucrados en la proliferacidn, transformacién y apoptosis celular, contribuyendo a la
pérdida de respuestas TGFB en células transformadas por este oncogén y ayudando a las
células a pasar de la fase G1 a S**° (Figura 2.18).
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Figura 2.18.- ChoKa y el ciclo celular.

Por tanto, es indudable el importante papel que la isoforma ChoK-alfa juega en el proceso
carcinogénico, el cudl se ha visto reforzado por el reciente hallazgo de conexidén entre ChoK 'y
uno de las mas importantes vias de sefalizacion en la supervivencia celular, la via de

o~ .. 179, 204
sefalizacién PI3K .
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2.5.2.2. Inhibicién de Chok como estrategia contra el cancer.

Dada la relevancia de la ChoK en la carcinogénesis humana, la inhibicién de ChoK y, mas
concretamente, de ChoK-alfa constituye una estrategia antitumoral eficiente. Ademas de lo
anteriormente citado, mediante el uso de farmacos selectivos frente a ChoK se han podido
observar los siguientes datos:

- Producen inhibicién frente a lineas celulares transformadas por los tres oncogenes de
Ras: H-ras, K-ras, N-ras'®’.

- Dicha inhibicion de ChoK da lugar a una actividad antiproliferativa in vitro y
antitumoral in vivo™> '®°,

- Poseen una potente accion antitumoral in vivo contra modelos de tumores humanos
de colon, mama y vejiga'®* 2%,

- Lainhibicion de ChoK afecta a células transformadas mientras que no afecta a células
normales™.

- La inhibicion de ChoK da lugar a una alteracion del metabolismo fosfolipidico en
células transformadas, produciendo un incremento de ceramidas, lo que conlleva a la
apoptosis de las células transformadas y a un arresto reversible en GO/G1 de las
células normales 6% 2%,

- Los inhibidores de ChoK actuan especificamente sobre la ChoK-alfa, reduciendo los
niveles de produccion de de novo PCho, mientras que no afectan a la ChoK-beta, a
otras enzimas implicadas en el metabolismo relacionado con PC ni a otras vias de

sefializacién como PI3K o ERKs™.

Ademas, la depleccion de la ChoKa mediante shRNA induce apoptosis en varias lineas celulares
derivadas de tumores de carcinomas de mama, vejiga, pulmoén y cervix, mientras que la

206

viabilidad de las células normales primarias permanece inalterada“ . Este dato ha confirmado

lo anteriormente observado para los inhibidores de ChoK.

Por tanto, todo lo anterior confirma la importancia de la enzima colino quinasa (ChoK) en el
proceso carcinogénico, asi como que su inhibicién selectiva supone una estrategia bastante
efectiva contra el cancer, tanto el inducido por oncogenes como por los carcinégenos
quimicos.

Con este fin, a lo largo de los Gltimos veinte afios han sido sintetizados numerosos compuestos
inhibidores de ChoK.
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2.6. Moléculas inhibidoras de colina quinasa (ChoK).

Debido al gran interés que ha suscitado la enzima colino quinasa (ChoK) como diana bioldgica
en las ultimas décadas, su inhibicion selectiva representa una estrategia en el disefio de
nuevos compuestos anticancerosos. Por ello, en nuestro grupo de investigacion se ha venido
desarrollando un riguroso proceso de farmacomodulacién y disefio tomando como modelo el
primer inhibidor de colino quinasa conocido: el hemicolinio-3 (HC-3).

2.6.1. HC-3: precursor de las moléculas inhibidoras de ChoK.

El Hemicolinio-3 (HC-3) es un inhibidor competitivo de la ChoK debido a su homologia
estructural con la colina. Fue descrito como un inhibidor de ChoK con una ICs, de 57uM*®’. Este
compuesto era el mejor inhibidor de ChoK conocido, con la ventaja de que no afectaba a la
enzima etanolamina.

El HC-3 es una molécula simétrica con dos regiones claramente diferenciadas: una formada por
el bifenilo, de naturaleza lipofilica, y otra de tipo polar formada por el ciclo de oxazonio con un
nitrégeno cuaternizado (cadenas que se asemejan a la colina). Este compuesto se presenta en
equilibrio tautomérico entre la forma ciclohemicetdlica y la forma abierta, desplazandose
dicho equilibrio hacia la formacién del ciclohemicetal en solucién®® (Figura 2.19).
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Figura 2.19.- Estuctura del hemicolinio-3 en equilibrio tautomérico.

Sin embargo, el HC-3 tiene un potente efecto inhibitorio sobre un transportador de colina de
alta afinidad, con efectos tdxicos drasticos en las terminales nerviosas colinérgicas y, ademas,
también es un sustrato competitivo para la acetilcoenzima A y un inhibidor débil de
acetilcolinesterasa y colinesterasas plasmaticas®™’. Asi, debido a su papel como potente
paralizador respiratorio fue excluido para su uso en clinica. Ademas, los estudios in vitro
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usando lineas celulares inmortalizadas muestran que el HC-3 es un débil inhibidor de ChoK
(IC5p = 600uM) en células de mamifero intactas. No obstante, a pesar de sus efectos negativos,
el HC-3 se ha usado como modelo estructural para el desarrollo de inhibidores de ChoK mas
activos, més especificos y menos téxicos™.

2.6.2. Nueva clase de farmacos inhibidores de ChoK.

El desarrollo de inhibidores con actividad antiproliferativa comenzé a partir del disefio y
sintesis de analogos del HC-3. La sintesis de diversos inhibidores de ChoK estuvo basada en la
modificacion estructural del HC-3 al objeto de incrementar el efecto inhibidor de esta
molécula y evitar los efectos tdxicos de la misma. Este trabajo ha dado lugar al desarrollo de
cinco Tesis Doctorales?®*® donde se muestran distintos tipos de estructuras que son capaces
de inhibir tanto la enzima colina quinasa como la proliferacién celular.

Todos los compuestos sintetizados por nuestro grupo de investigacién en estos afios pueden
ser reagrupados en dos grupos principales (Figura 2.20):

a) Compuestos bispiridinio, trispiridinio y bisquinolinio (1y 2).
b) Compuestos ciclofanicos bispiridinicos (3), considerados como los anélogos rigidos de
los compuestos biscationicos precedentes.
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Figura 2.20.- Esquema de los compuestos sintetizados por nuestro grupo de investigacién.
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Se correlacioné el efecto antiproliferativo de compuestos catidnicos biscuaternarios simétricos
con su capacidad para disminuir la produccién de PCho a través de la inhibicidn de ChoK en
células™®. Se han ensayado numerosos derivados de la estructura 1, que contiene dos cabezas
catidnicas con estructura de piridinio 4-sustituido, como inhibidores de ChoK aislada. El grupo
R, es una amina terciaria cuya contribucidn es crucial para la actividad y se ha sugerido que su
influencia es de tipo electrénico®, ayudando a la deslocalizacién de la carga positiva, como lo
demuestra la relacion entre la actividad antiproliferativa y la energia del orbital LUMO de

compuestos modelo?™.

La sintesis y ensayo posterior de otros compuestos bis-catidonicos con diferentes cabezas
cationicas, como quinolinio, isoquinolinio, etc., y distintos espaciadores entre los nitrégenos
cargados, permitieron confirmar la importancia de las caracteristicas electrénicas del
sustituyente en la posicion 4 del heterociclo y el caracter lipofilico de la molécula en su
conjunto, como factores que afectan significativamente la actividad antitumoral de estos
compuestos>®.

Se ha estudiado también la influencia de una tercera carga positiva sobre la inhibicidn de la
ChoKy la actividad antiproliferativa, en compuestos de estructura representada por la formula
2. Estos compuestos trispiridinicos son mas potentes que los bispiridinicos como inhibidores
de la ChoK humana, aunque su actividad antiproliferativa es inferior, debido a una pérdida
importante de lipofilia en las moléculas triscatiénicas®’, lo que les impide atravesar la
membrana celular.

Al objeto de estudiar cdmo afecta el aumento de la rigidez de los compuestos a la actividad
biolégica de los mismos, se desarrollaron compuestos de estructura ciclofanica (compuestos
3-6), probandose su actividad antiproliferativa e inhibitoria sobre Chok®®. Entre ellos, el
isdbmero 6 era el mas potente inhibidor de ChoK (ICso = 0.3 uM) publicado hasta la fecha y ha
demostrado tener una gran actividad antirpoliferativa (ICso = 28.8uM).

Basados en la actividad de los compuestos 3-6 se considerd interesante el aumentar ain mas
la rigidez de la molécula insertando un tercer puente entre los anillos bencénicos, obteniendo

los compuestos de estructura biciclofanica 7-92*° (Figura 7).
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7.R=R'=R’=H
8:R=Me;R'=R’=H
9:R=H, R" +R?= (CH=CH),

Figura 2.21.- Com puestos con estructura biciclofanica.

Estos compuestos, ademas de poseer una estructura mas rigida, estan caracterizados por la
presencia de un tercer centro catidnico. Estas moléculas presentaron una actividad muy baja,
posiblemente debido a la presencia de esta tercera carga positiva, que las convierte en
compuestos demasiado polares para poder atravesar la membrana celular.

Por otra parte, con el objeto de ver la influencia del tamafio del espaciador, se sintetizaron
nuevas estructuras en las que el espaciador situado entre los dos centros catidnicos se acorta
de acuerdo al esquema mostrado en la Figura 2.22. El resultado mds interesante fue que la
actividad inhibitoria de ChoK por parte de estas moléculas se incrementa al crecer la distancia

entre las cadenas catidnicas, siendo el dptimo el correspondiente a la distancia del espaciador

3,3-bifenilo, disminuyendo si dicha distancia excede®®.

Q0 .
|
10

l

+
N

12

Figura 2.22.- Compuestos sintetizados para ver la influencia del espaciador.
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Del mismo modo, con la intencién de paliar el problema de la lipofilia de las estructuras, se
modificd la naturaleza de las cabezas catidnicas, sustituyendo el resto de piridina por
quinolina, obteniéndose compuestos con la estructura 13%2* **'( Figura 2.23 ).

R
3
R
=
e
N Ry
NI
{ CHy )n /2
R®=H, Me
2B R: = aminas ter
R’ =H, Cl, NH,
13 R®=H. Me
n=0,1,2

Figura 2.23.- Compuestos bisquinolinicos.

Entre estos compuestos se han encontrado los mejores inhibidores de la actividad Chok,
presentando ademas, en muchos casos, una muy buena actividad antiproliferativa. El agente
de esta serie que presenta la mayor actividad antiproliferativa se muestra en la Figura 2.24.
con una ICsy = 0.20 pM*%,

R4 Ry
X | X
CPF @

Cl N N Cl
© ©
Br < >_<CH2>_< >— Br
2
Figura 2.24. Derivado de bisquinolinio con actividad antiproliferativa.
Algunos de estos compuestos han sido ensayados in vivo al objeto de establecer su toxicidad

en ratones, encontrandose que los valores de DLso son muy superiores a los valores de Clso
para la actividad antiproliferativa®?.
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2.6.2.1. Estructura cristalina de ChoK: Cambio de estrategia.

Como se ha comentado en los pdarrafos anteriores, las moléculas inhibidoras de ChoK
sintetizadas hasta la fecha son estructuras bispiridinio, bisquinolinio, trispiridinio, ciclofanos y
biciclofanos. La mayoria conservan la estructura biscatiénica del hemicolinio y responden a
una estructura simétrica. De esta manera se han obtenido los mas potentes y selectivos
inhibidores de ChoK y gracias a la sintesis de estos compuestos se han podido recavar
conclusiones importantes sobre las caracteristicas necesarias tanto para la inhibicidon de la
enzima como para la actividad antiproliferativa. Sin embargo, cuando se sintetizaron estas
moléculas aun no se conocia la estructura cristalina de la enzima ni los residuos de unién a la

misma.

En el afio 2003, Peisach y col.””® determinaron la primera estructura 3D de Chok, la cuél fue
aislada, purificada y cristalizada de Caenorhabditis elegans (CKA2), encontrandose una
estructura homodimérica con cada mondmero organizado en un plegamiento tipico de las
proteinas quinasas de eucariotas, con un dominio N-terminal y otro C-terminal. (Figura 2.25).
La comparacidn con otras proteinas quinasas llevo a los autores a proponer la disposicion de
los sitios de union del ATP y la Cho a la enzima.

Figura 2.25.- a) Estructura cristalina de ChoK de C.elegans (Cédigo PDB: INW1); b) Modelo de
homologia de ChoK humana.

Posteriormente, en el afio 2004, se describian estudios de mutagénesis de dicha enzima, en los
que se determinaba la influencia de la mutaciéon de diversos residuos sobre la actividad
catalitica de la misma, habiéndose propuesto definitivamente los sitios de unién del ATP y la
Colina®®.
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Basandose en estos antecedentes, en nuestro grupo de investigacion’®® se desarrollé un
modelo de homologia de ChoKa humana (Figura 2.25). Los estudios de dinamica molecular
sobre dicho modelo justificaban los resultados de mutagénesis observados y confirmaban los
hipotéticos sitios de unidn del ATP y la Colina.

En el 2006, algo mas tarde de la publicacion de nuestro modelo de homologia de ChoKa,
Malito et al. consiguieron elucidar la estructura tridimensional de la isoforma ChoKa2
humana®*. Dichos estudios mostraban una estructura cristalina de la proteina sola (forma apo;
Codigo PDB: 2CKO) y otras dos conteniendo, cada una de ellas, ADP (Cédigo PDB: 2CKP) y PCho
(Codigo PDB: 2CKQ) (los productos de catalisis enzimatica), respectivamente (Figura 2.26).
Estas estructuras confirmaron definitivamente los sitios de unién de ambos sustratos y
abrieron las puertas a un disefio racional de nuevos inhibidores mds potentes y selectivos.

Estructura cristalina de ChoK conteniendo PCho (Cédigo PDB: 2KCQ).

Mediante la superposicién de los dominios N-terminales de las tres estructuras cristalinas se
revelé que la rotacion del loop de unidn del ATP es independiente de la rotacién del dominio
N-terminal. Estos cambios conformacionales indican que la uniéon de la PCho dentro de la
ChoKa2 induce una rotacidn significativa en el dominio N-terminal que da lugar al cierre de los
sitios de union de la Choy el ATP.

Recientemente, Hong et al. han publicado la estructura cristalina 3D de las isoformas ChoKal
(Cédigo PDB: 3G15) y ChoKp (Codigo PDB: 3FEG) complejadas con HC-3, el primer inhibidor
conocido de la enzima®?’. En la estructura cristalina de ChoKal estan presentes tanto el HC-3
como el ADP, mientras que en la estructura de ChoKp sélo estd presente el HC-3 en la forma
fosforilada (PHC-3) (Figura 2.27).
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Figura 2.27.- Detalle de la insercién del HC-3 en el bolsillo de unién de la Cho de la isoforma ChoKal.

Anteriores a esta ultima publicacién, los estudios de Docking realizados sobre el modelo de
homologia por nuestro grupo de investigacion han permitido proponer, aunque con algunas
limitaciones, un mecanismo de inhibicion por parte de los compuestos simétricos
biscatidnicos. Seglin este modelo, dichas moléculas podrian unirse simultaneamente a los
sitios de unién del ATP y la Colina, de tal modo que, una de las cabezas catidnicas de los
inhibidores podria insertarse en el sitio de unién de la Cho, donde se estabilizaria por
interacciones m-cation con los residuos que forman el bolsillo hidrofébico, mientras que la otra
cabeza catidnica podria insertarse en la zona de unién de la adenina en el bolsillo del ATP.

Sin embargo, el sitio de union del ATP no posee aminoacidos que estabilizen de forma eficaz la
cabeza catidnica, pues, la estabilizacion del ATP se produce fundamentalmente a través de
enlaces de hidrégeno.

De estos resultados se considerd interesante preparar inhibidores monocatidnicos no
simétricos que pudieran insertarse simultaneamente en ambos sitios de union.
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2.6.3. Inhibidores de ChoK con actividad antimalarica.

La malaria es una de las enfermedades con mayor amenaza a nivel global, que actualmente
causa la muerte de mas de 2 millones de personas al afio. La malaria o paludismo es una
enfermedad producida por parasitos del género Plasmodium. La enfermedad puede ser
causada por una o varias de la especies de Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P.
ovale o P. knowlesi. Los vectores de esta enfermedad son diversas especies del mosquito del
género Anopheles. El ciclo de vida (Figura 2.28) comprende una reproduccidn asexual (en el
hombre) y una reproduccion sexual (en el mosquito).

a Esporozoitos ,5:’ ‘“\‘b-
=5 .—_’17% %

glandulas

salivares

esquizante intrahepético

merozoitos pared intestinal

' f-=p j eritrocito del mosquito
-'; / esquizonte 5 8 oonuiste
* ' intraritrocftico  ecundacion £
\ T ooguinete
trcnfnzmtn:ns % >~
= gametos

gamatacltus p

Figura 2.28.- Ciclo de vida del género Plasmodium. a) En el hombre (reproduccién asexual) b) En el
mosquito (reproduccion sexual).

El tratamiento de la malaria se estd volviendo extremadamente dificil debido a la aparicién de
resistencia a farmacos por parte de los parasitos, a la ausencia de una vacuna efectivay a la
propagacion de vectores resistentes a insecticidas. El objetivo principal de los investigadores se
centra en el desarrollo de nuevas estrategias de accion antimalarica utilizando como diana las
vias metabdlicas intracelulares del parasito que llevan a la formacién de componentes
estructurales de vital importancia para su desarrollo®®. De hecho se han observado altos
niveles de lipidos en los eritrocitos infectados por el plasmodio con respecto a los eritrocitos

no infectados.

De este modo, se han podido observar altos niveles de fosfatidilcolina (PC) vy
fosfatidiletanolamina (PE) en las células infectadas de Plasmodium. Datos genéticos y
farmacoldgicos confirman que las vias de biosintesis de novo de ambos fosfolipidos son

esenciales para la supervivencia del parasito®®.
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La fosfatidilcolina (PC) es el fosfolipido de mayor abundancia en el plasmodio, sintetizado a
través de dos vias principales: la via Kennedy o CDP-colina y la via de metilacion
descarboxilacion-fosfoetanolamina a serina. Esta Ultima via no ha sido caracterizada en el
plasmodio debido a la ausencia de fosfatidiletanolamina metiltransferasa (via Bremer) (Figura
2.29).

Ethanolamine

o Choline

PfEk
P-ethanolamingme P-choline

- Ethanolaminel Choline
Pfck |

PfEctl prctLL :
CDP-ethanolamine CDP-cholinefl8
—

Figura 2.29.- Sintesis de novo de PC.

La via intracelular de Kennedy es la via de sintesis de novo de PC en el plasmodio y ha sido
propuesta como diana terapéutica para el desarrollo de nuevos farmacos antimalaricos, al
objeto de reducir y combatir la farmacoresistencia. En concreto, la enzima ChoK ha sido
propuesta como diana terapéutica ya que interviene en la via Kennedy del plasmodio con una
probable actividad reguladora en la biosintesis de PC, aunque su funcién no ha sido todavia
determinada con certeza. Controla, entre otros, el transporte de colina, nutriente de vital
importancia para el desarrollo del palsmodio.

Recientemente ha sido clonada, hiperexpresa y caracterizada a nivel molecular una colina
quinasa putativa del parasito humano Plasmodium falciparum (PfCK). De esta forma se ha
demostrado que esta enzima recombinante presenta actividad colina quinasa, se localiza a
nivel citosdlico y cataliza la formacién de fosforilcolina en presencia de colina, usando ATP y
Mg”* como cofactores.

El mapa y la secuencia completa del genoma del plasmodio han permitido el aislamiento de un
gen putativo de la colina quinasa en el cromosoma 14, formado por un exén aislado sin
intrones que interrumpan la secuencia. Este gen codifica una proteina de 440aa con un peso
molecular de 52,2 KDa. El alineamiento de las secuencias proteicas de PfCK con las de ChoK
presente en los mamiferos, plantas y levaduras revela un nimero de residuos altamente
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conservados en el interior de la secuencia aislada conteniendo dos dominios notables. El
primero es similar al residuo hidrofébico de la fosfotransferasa que se encuentra en muchas
proteinas quinasa. El segundo dominio, localizado en la proximidad del dominio de la
fosfotransferasa de Brenner, esta altamente conservado, resulta especifico para la familia de
la colina quinasa y es posiblemente importante para la unién de la colina®®.

El gen PfCK, a diferencia de la colina quinasa humana, existe como una sola copia en el genoma

del plasmodio v, por tanto, da lugar a la ausencia de las isoformas presentes en la Chok*%.

Por todo lo anteriormente citado, la biosintesis de fosfolipidos en el plasmodio se ha
convertido en una potencial diana antimalarica.

De esta forma, sales de amonio biscuaternarias, analogos estructurales del precursor
fosfolipidico colina, han mostrado tener como diana la biogénesis de la membrana en
Plasmodium falciparum mediante el bloqueo de la biosintesis de PC. La primera generacién de

. ez . . . 139, 140
estos compuestos consistid en sales de amonio mono- y biscuaternarias

, Y Su compuesto
lider G25 (Figura 2.30) que inhibia de forma competitiva el crecimiento in vitro de cepas de
P.falciparum farmaco-resistentes **!, y abolian la infeccién de Plasmodium sin recidiva en

modelos de roedores y primates a dosis muy bajas®>" **%,

G25
® | |@
RZ_N CH2 N_R2
Lo
3 3
o8P
Rlz CH3
Ro=-(CHy)s- =R
n=16

Figura 2.30.- Compuesto G25.

Por tanto, diversos compuestos mono- y biscuaternarios con cadenas alifaticas, son en grado
de inhibir el crecimiento de Plasmodium in vitro e in vivo. Y aunque aun no esta del todo claro
el mecanismo de accién de los mismos, recientes estudios han sugerido la capacidad, por parte

de éstas moléculas, de atacar a nivel de los pasajes enzimaticos de la via de Kennedy?*°.
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3. Objectives

The previously mentioned antecedents indicate that the selective inhibition of choline kinase
(ChoK) could lead to the development of new antitumor drugs with minimized adverse effects
that are present in other chemotherapy agents.

Our research group has developed several series of compounds that can act as choline kinase
inhibitors and as antiproliferative agents, justifying the correlation between both types of
biological activities. These series of compounds show a biscationic, cyclophanic or
bicyclophanic structures, which include different linkers and cationic heads.

Docking studies performed with some of these compounds in a homology model of human
choline kinase and the recent crystallization of this enzyme indicate that the inhibitors could
be inserted simultaneously in both ATP and Cho binding sites.

Since the nature of both binding sites is different, the design, synthesis and analysis of new
monocationic non-simmetrical inhibitors were considered. However, new biscationic
structures have also been synthetized to study the influence of new linkers on the biological
activity.

The objetives of this Thesis are:

Objective 1.- The design and synthesis of new monocationic non-simmetric inhibitors (SOS-1
to SOS-29) with the following structure:

New monocatinic non simmetrical inhibitors

spacer —

ATP fragment cationic
binding site head

The preparation of unsymmetrical monocationic inhibitors that could be inserted
simultaneously in both ATP and choline binding sites is very interesting. Such inhibitors would
retain a cationic head in order to be inserted into the binding site of Cho, while the second
cationic head would be replaced by a molecular fragment that could mimic the ATP by means
of functional groups that could form hydrogen bonds with residues of the ATP binding site.

The binding fragment that has been chosen from an ATP binding site was derived from phenol
(3-nitrophenol or/and 3-aminophenol).

Objective 1a.- Study of the influence of some functional groups present in the fragment that
can be inserted into the ATP binding site on the biological activity of these new inhibitors.
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OH NO, NH,

NHR OR OR
In two cases and ether bond is formed with the linker by the hydroxyl group, while the amino
and nitro groups are free. In the other case, the amino bond releases the hydroxyl group.
Objective 1b.- Study of the influence of various cationic heads on the inhibition of ChoK.
Pyrrolidinopyridine and dimethylaminopyridine were initially choosen as cationic head due to

the known biological activity of these cationic heads. A quinuclidine moiety was also
introduced.
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Trimethilamonium moiety is present in the choline, and this group is the best stabilized inside
the choline binding site but it could interact with some acetylcholine receptors giving rise to
cholinergic effects.

On the other hand, cholinergic receptors are very sensitive to N-substitutions and cholinergic
activity can be reduce or eliminated with small increments of these N-subtitutions volume.
Therefore, we introduce a quinuclidine, a voluminous and lipophylic tertiary amine, in the
docking studies over human cristalized ChoK. These results show that the choline binding site
is big enough to quinuclidine, being a proper alternative.

Objective 1c.- Study of the influence of different aryl alkyl linkers.

Since the structural variations of the molecules will be important, the previously described
data about the known spacer cannot be extended to the novel compounds. Consequently it
will be necessary to test different linkers in order to determine which ones are most
appropriate. Thus four types of different spacers were chosen.
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Objective 2.- Continuing the research line developed by our research group, and in order to
further deep in the influence of both the cationic head and the polarity of the molecule, the
desing and synthesis of new compounds with biscationic structure have been performed.

Objective 2a.- Introduction of a quinuclidine moiety as a cationic head and various aryl alkyl
linkers (SOS-30 to 33).

CH,
n
n=0,2,4

Objective 2b.- Introduction of two oxygen atoms in the linker in order to see the influence of
these groups on the antiproliferative and inhibitory activity of ChoK (SOS- 34 to 44).
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Introducing two oxygen atoms in the linker should increase the polarity of these compounds
and the solubility. On the other hand the oxygen atoms will increase the affinity for the
enzyme due to the formation of additional hydrogen bonds, as can be deduce from previous
docking studies.

In these molecules the cationic heads that have shown better results in other compounds

previously synthesized have been used: Pyridine, quinoline and quinuclidine rings conveniently
substituted.

"
T e
N\ N N Cl Cl
7 P4 = =

Objective 3.- Unambiguous identification of all synthesized compounds by means of nuclear
magnetic resonance techniques (*H-RMN, **C, HMBC y HSQC) and mass spectrometry.

Objective 4.- Study of the ChoK inhibition activity of these new inhibitors.

These studies will be performed on human ChoK and will allow to determine the possible
selectivity of compounds against different forms of the enzyme.
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Objective 5.- Study of the antiproliferative activity of the new designed and synthesized ChoK
inhibitors.

For all compounds, further investigations are needed in order to determine the biological
antiproliferative in vitro against the adequate line of cancerous cells.

Objective 6.- Study of the antimalarial activity of the designed and synthesized compounds.

In vitro growth inhibition assays will be performed using Plasmodium falciparum parasites that
have been growth in human bloods cells.

Objective 7.- Molecular modelling techniques will be use in order to perform theoretical study
of the viability or impracticality of various synthesized inhibitors.

Theoretical studies are not only used in the design phase, but also serve to justify biological

results obtained in the later objectives. The obtained information will be useful for future
modifications of the molecules to improve its potency, bioavailability, etc.
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4. PARTE TEORICA

Resumen: En este apartado se detalla la metodologia sintética empleada para la obtencién de
cuarenta y cuatro sales monocatidnicas y biscatidénicas de bromo usadas para el desarrollo de
esta memoria. Ademas se detalla el andlisis espectroscépico realizado para la inequivoca
identificacion de los mismos. También se presentan los resultados obtenidos de los ensayos
bioldgicos realizados, ex vivo sobre ChoK humana aislada e in vitro sobre cultivos celulares de
cancer de higado HepG2 que permiten establecer una serie de requisitos estructurales
fundamentales tanto para la capacidad inhibitoria de la enzima ChoK como para su actividad
antiproliferativa. Se realiza también un estudio de modelado molecular. Todo ello nos permite
profundizar en el conocimiento de las relaciones estructura-actividad de los inhibidores de
colina quinasa como posibles agentes antitumorales. También se presentan los resultados de
los ensayos realizados sobre P.falciparum.

4.1. Sintesis quimica.

4.1.1. Consideraciones generales.

En este apartado se detallan los métodos sintéticos empleados en la preparacién de las sales
monocatidnicas asimétricas, biscatidnicas simétricas y de sus intermedios sintéticos.

Se han preparado cuarenta y cuatro compuestos finales, de los cudles ventinueve son
monocatidnicos asimétricos y 15 son biscatidnicos simétricos con distintos espaciadores
semirrigidos englobados en dos familias, en funcién de si son estructuras monocatidnicas o
biscatidnicas.

La estructura general de este tipo de compuestos corresponde a moléculas monocatidnicas no
simétricas (Figura 4.1) vy biscatidnicas simétricas (Figura 4.2), que presentan un espaciador
arilalquilico.

Anillo ) ; ”
aminofendlico Espaciador arilalquilico

Figura 4.1.- Estructura general compuestos monocatidnicos no simétricos.
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Espaciador arilalquilico

Figura 4.2.- Estructura general compuestos biscatidnicos simétricos.

A continuacion, se detallan las estructuras de los compuestos finales denominados con las
siglas SOS-1 a SOS-44. Cada familia se divide, a su vez, en subfamilias que se diferencian por la
naturaleza del sustituyente R; en el anillo aromatico, en el caso de la Familia A (estructuras
monocatidnicas no simétricas), y por la naturaleza de la cabezas catidnicas y el espaciador en
el caso de la Familia B (estructuras biscatidnicas simétricas).

FAMILIA A FAMILIA B

Ry

Rz
Ry R> A %
X n n
n=0,2,4 n=024
Ry R4
Ry= OH, NH,, NO, X=NH, 0,0 \ L

&)

\4/24

J— Jr— [— R /\ R,
@ ! \_©\ i j "
@

R;=H R4= N-metilanilina, 4-cloro-N-metilanilina, perhidroazepina
N _No R,=CI R,= N-metilanilina, 4-cloro-N-metilanilina, perhidroazepina,
() HC™ "CHg pirrolidina

Ry /\ Ry
= )

R1= 4-pirrolidinopiridina, 4-dimetilaminopiridina, quinuclidina,
3-hidroxiquinuclidina
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Familia A: Compuestos Monocatidnicos No Simétricos

Subfamilia A;: Derivados Fendlicos

Esta subfamilia presenta un grupo hidroxilo como sustituyente R; unido en la posicién meta
del benceno que se enlaza con el correspondiente espaciador mediante un enlace aminico.

Serie 1: Derivados de sales de pirrolidinopiridinio

Dentro de esta serie se encuentran los compuestos cuya cabeza catidnica es la
pirrolidinopiridina, habiéndose sintetizado cuatro compuestos que se diferencian entre si en
funcidn del tipo de espaciador que presentan.

OH

Compuesto Espaciador

N BY & D
SOs-1
AelentNR e
N

sos2 | 0

Uy

o [ J B(?<| _\,> S0s-3 \m ;Cﬂf'
CH2 @ CH )

NH n S0S-4 \A©\< 7@4«’

n=0,2,4

Serie 2: Derivados de sales de dimetilaminopiridinio

En esta segunda serie la cabeza catidnica es la dimetilaminopiridina y presenta cuatro
compuestos que se diferencian también en funcidn del tipo de espaciador que presentan.

OH

ol

Compuesto Espaciador

cH
AN HoC S0S-5 “\/_Q—}«"'

N-CHs

. @ S0S-6 «f"j

) O~y
Ho, . 5057 \m pf
CH,
=024 S0s-8 \A©\< pﬁf
CHZ4
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Serie 3: Derivados de sales de quinuclidinio

Aqui se engloban los compuestos cuya cabeza catidnica es la quinuclidina y presenta tres
compuestos que se diferencian entre si en funcién del tipo de espaciador que presentan.

OH

N/\@\BE)@ Compuesto
H

N

@

espaciador

S0S-9 “(@jﬂ

SOS-10 ﬁ\/ﬁ

SOS-11 \m T@@«f’
CHZZ

o (S
HO Br ’\(19
CH,
NH n
n=0,2

=0,

Subfamilia A,: Derivados Nitrados

Esta subfamilia presenta un grupo nitro como sustituyente R, en la posicion meta del benceno
y esta enlazada con el correspondiente espaciador mediante un enlace éter.

Serie 1: Derivados de sales de dimetilaminopiridinio

Como en la Subfamilia A; en esta serie se encuadran aquellos compuestos cuya cabeza

catidnica es la dimetilaminopiridina y presenta cuatro compuestos que se diferencian entre si

en funcion del tipo de espaciador que presentan.

NO,
L &
(€] N<
(0] Br = | CH3
N
® HaC
N’CH3

ol \/>
O,N Br N=
CH, ©
-4 [ LC

n=0, 2,4

Compuesto espaciador
SOS-12
\i@ﬂf
S0S-13 %
OO~
S0S-14 \/\©\< pf
CH;
2
SOS-15

\A©\< j@A/
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Serie 2: Derivados de sales de quinuclidinio

Aqui son englobados los compuestos cuya cabeza catidnica es la quinuclidina y presenta tres
compuestos que se diferencian entre si en funcién del tipo de espaciador que presentan.

NO,

O/\©j> Compuesto Espaciador
N
®

S0S-16
\i@ﬂf
@< E > S0S-17 %
N T

02N Br -~
CH, © 50s-18 | X /
(e} n CHZZ

Subfamilia A;: Derivados Aminicos

La Subfamilia Az presenta un grupo amino como sustituyente R; en posicion meta del benceno
y esta enlazada con el correspondiente espaciador mediante un enlace éter.

Serie 1: Derivados de sales de pirrolidinopiridinio

Dentro de esta serie se encuentran los compuestos cuya cabeza catidnica es la
pirrolidinopiridina y presenta cuatro compuestos donde el espaciador es el resto diferenciador.

NH,

Compuesto Espaciador

ot
(0] Br =
| SOS-19
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SOS-20 %
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Serie 2: Derivados de sales de diemetilaminopiridinio

Aqui la cabeza catidnica es la dimetilaminopiridina y presenta cuatro compuestos con el mismo

criterio de divisidon que en los anteriores.

NH,
@L o
€] N«
O Br = | CHjy
N
® HsC
N-CHs

of \/>
H,N Br N=
>: CH, ®
0 n

n=0,2,4

Serie 3: Derivados de sales de quinuclidinio

Compuesto espaciador
S0S-23
Kﬁ@ﬂ,
S0s-24 )
NadaVay
S0S-25 \A©\< T@@«f’
CHj)
2
SOS-26

\/\©\< 7@”/

Dentro de esta serie se encuentran los compuestos cuya cabeza catidnica es la quinuclidina,

habiéndose sintetizado tres compuestos con diferentes espaciadores.

NH,

Compuesto espaciador
S0S-27
Kﬁ@ﬂ,
S0S-28 %
adaUsy
S0S-29 4

X
CHyl,
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Familia B: Compuestos Biscatidnicos Simétricos

Subfamilia B;: Derivados de sales de bisquinuclidinio

Dentro de esta subfamilia tenemos 4 compuestos que presentan como cabeza catidnica la
quinuclidina y también aqui se diferencian por la naturaleza del espaciador.

G

n=0,2,4

Compuesto Espaciador
S0S-30 — )
"~ -~
adaUsy
S0S-32 \“@\( ;@A,/
CH.
2
S0S-33

\/\©\< )f@Af

Subfamilia B,: Derivados de sales de bisquinolinio

En esta familia se ha mantenido constante el espaciador que es el 1,2-bis(p-toliloxi)etano y se
ha variado el sustituyente R, de la cabeza catidnica quinolinica.

Serie 1: sales de biquinolinio con sustituyente R; aromatico

Dentro de esta serie hay 4 compuestos que presentan un resto de 1,2-bis(p-toliloxi)etano
como espaciador y se diferencian entre si por la naturaleza del sustituyente R, y R; de la
estructura quinolinica.

R7
)9

Compuesto R, R,
S0S-34 H N-metilanilina
S0S-35 cl N-metilanilina
S0S-36 H 4-cloro-N-

metilanilina
S0S-37 cl 4-cloro-N-
metilanilina
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Serie 2: sales de bisquinolinio con sustituyente R; no aromatico

Aqui estan incluidos 3 compuestos que presentan un resto de 1,2-bis(p-toliloxi)etano como
espaciador y se diferencian entre si por la naturaleza del sustituyente R, y R; de la estructura

quinolinica.
Ry Ry
X

R7 /\ N
o O~

Compuesto R; R,
S0S-38 H perhidroazepina
SOS-39 Cl perhidroazepina
S0S-40 cl pirrolidina

Subfamilia B;: Derivados de sales de aminas ciclicas aromaticas y no

aromaticas.

La Subfamilia B; estd formada por 4 compuestos que presentan un resto de 1,2-bis(p-
toliloxi)etano como espaciador y se diferencian entre si por la naturaleza del sustituyente R;.

Ry
o Ual

O

Compuesto R:
S0S-41 4-pirrolidinopiridina
S0S-42 4-dimetilaminopiridina
S0S-43 quinuclidina
S0S-44 3-hidroxiquinuclidina

94




4.1.2.- Analisis retrosintético.

Como se ha mencionado en las consideraciones generales las moléculas sintetizadas en esta
memoria constan, en el caso de los compuestos monocatidnicos no simétricos, de tres partes
bien diferenciadas: a) el espaciador, b) la cabeza catidnica y c) el anillo aminofendlico.

Para la obtencion de este tipo de derivados se sintetizan, en primer lugar, los espaciadores
dibromados para, seguidamente, unirlos con la estructura nitrogenada correspondiente por
uno de los dos restos bromados libres, en relacion molar 2:1, usando el disolvente adecuado
para cada caso (segun la cabeza catidnica). Una vez formado el derivado intermedio
monocatidnico se unird al anillo aminofendlico o nitrofendlico correspondiente, a través del
grupo amino o hidroxilo respectivamente, mediante una sustitucion nucleofilica del segundo
bromo libre, en medio basico y a temperatura de reflujo, para dar lugar a la estructura final
monocatidnica correspondiente (Esquema 4.3), obteniéndose de esta manera las tres
Subfamilias mencionadas anteriormente.

R
O tent <)
2 n

6

&t
. (o
at

R
n=0,2 4
R;= NH, R,=0 R3= pirrolidinopiridina, dimetilaminopiridina, quinuclidina.
R;= OH R,=NH R3= pirrolidinopiridina, dimetilaminopiridina, quinuclidina.
R;= NO, R,=0 R3= dimetilaminopiridina, quinuclidina.

ﬁ., )
Ry Br 6
CH,
n

@
Br
5 Br
. 6 < > <:> ,
R, @ Br
P
OO
Br n

n=0,2 4
R;= NH, R,= OH R3= pirrolidinopiridina, dimetilaminopiridina, quinuclidina.
R;= OH R,>= NH, R3= pirrolidinopiridina, dimetilaminopiridina, quinuclidina.
R;=NO, R,= OH R3= dimetilaminopiridina, quinuclidina.

Esquema 4.3.- Analisis retrosintético de los compuestos monocatidnicos no simétricos.
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La sintesis de los compuestos biscatidnicos simétricos, constituidos de dos partes bien
diferenciadas: a) el espaciador y b) las cabezas catidnicas. Se lleva a cabo con el derivado
dibromado vy la estructura nitrogenada correspondiente, en relacion molar 1:2, mediante una
sutitucion nucleofilica bimolecular (SN,), produciéndose de esta manera la cuaternizacién de
los nitrégenos heterociclicos con los agentes alquilantes (Esquema 4.4).

0 e Br’ /: Br

R= quinuclidina
Saoveld Z
z

Z=0, (CHy)y, (CHy)4 R,= quinuclidina

Z= O(CH,),0 R;= 4-cloroquinolina, 4-N-metilquinolina, 4-(4-cloro-N-metilanilino)quinolina,
7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina, 4-perhidroazepinoquinolina, 4-pirrolidinoquinolina,
4-pirrolidinopiridinaquinolina, 4-dimetilaminopiridinaquinolina, 4-quinuclidinaquinolina,
4-(3-hidroxiquinuclidina)quinolina.

Esquema 4.4.- Analisis retrosintético de los compuestos biscationicos simétricos.

Para ello se deben sintetizar por separado algunos de estos fragmentos. La sintesis de cada
uno de estos fragmentos se detalla a continuacién.

4.1.3.- Sintesis quimica de los espaciadores (Familia A).

En esta Familia, se han empleado cuatro tipos de derivados dibromados de los espaciadores
diferentes. Uno de ellos, el a,a’-dibromo-p-xileno, es asequible comercialmente. Los tres
restantes se han preparado siguiendo la ruta sintética que se describe a continuacién.

La sintesis de los derivados dibromados 4,4’-bis(bromometil)bifenilo (2), 1,2-bis(p-
bromometilfenil)etano (3) se lleva a cabo modificando la reaccién de Cram y Steinberg® 2, por
reaccion con formaldehido (o sus polimeros) y bromuro de hidrégeno en presencia de acido o-
fosfdrico (Esquema 4.5).
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HBr (45% H,0) Br
HBr (33% AcOH) )
e
H3PO4
p-formaldehido Br
3

Esquema 4.5.- Reaccién de Cram y Steinberg para la preparacion de los espaciadores dibromados 4,4’-
bis(bromometil)bifenilo(2), 1,2-bis(p-bromometilfenil)etano(3).

Para la sintesis del 1,4-bis(p-bromometilfenil)lbutano se ha partido del 1,4-difenil-1,3-
butadieno y tras una reduccidn de los enlaces olefinicos con el hidrogenador por electrolisis H-
Cube a full H,, dando lugar al 1,4-difenilbutano, se procede a la bromometilacién del mismo,
obteniéndose de esta manera el 1,4-bis(p-bromometilfenil)butano (4) (Esquema 4.6).

O P H-Cube, Full H, _ HBr.HPOs  Br
O MeOH p- formaldehldo
HBr gas
Br
4

Esquema 4.6.-Obtencidn del espaciador dibromadol,1’-etano-1,2-diilbis[4-bromometil(benceno)].

4.1.4.- Sintesis quimica de los compuestos intermedios (Familia A).

En este apartado se detallan las rutas sintéticas utilizadas para la obtencién de once productos
intermedios.

4.1.4.1.- Sintesis de derivados de sales de pirrolidinopiridinio.

Dentro de este apartado se han obtenido cuatro tipos de productos intermedios (Esquema
4.7) que se diferencian entre si por el tipo de espaciador que presenta cada uno.
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Q\ Butanona
Ta amb|ente

1 Br
la
N
Br O O Br | Butanona O O Q\
+ =
N T2 amblente
n 3-5 dias
n=0,214 n=0,214
2,3,4 2a, 3a, 4a

Esquema 4.7.-Esquema general para la reaccion de formacion de los productos intermedios derivados
de sales de pirrolidinopiridinio.

La sintesis de Bromuro de 1-[4-(bromometil)benzil]-4-(1-pirrolidin-1-il)piridinio (1a), Bromuro
de 1-{[4’-(bromometil)bifenil-4-illmetil}-4-(pirrolidin-1-il)piridinio (2a), Bromuro de 1-{4-[2-(4-
bromometilfenil)-etill-benzil-4-(pirrolidin-1-il)piridinio  (3a) y Bromuro de 1-{4-[4-(4-
bromometil-fenil)-butil]-benzil}-4-(pirrolidin-1-il)piridinio (4a) se produce por medio de un
mecanismo Sy2 mediante la reaccion entre la 4-pirrolidinapiridina y el espaciador
correspondiente, en relacion molar 1:2, usando butanona como disolvente a temperatura
ambiente®.

En esta reaccidn el disolvente juega un papel fundamental ya que se parte de productos que
son solubles en él, mientras que el producto que se obtiene es insoluble y va precipitando
conforme va formandose, ayudando de esta forma a la purificacion del mismo y a que no se de
la bisustitucién de los dos d&tomos de bromo.

4.1.4.2.- Sintesis de derivados de sales de dimetilaminopiridinio.

Se obtienen aqui otros cuatro productos intermedios (Esquema 4.8), los cuales serviran para la
obtencién de doce productos finales.
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Q\ Butanona CH3
CHs ™ a ambiente Ta amblente
dias

1 Br
1b
X @
Br Br N\ Butanona Br N
+ / N CHs ———— \ CHg
‘ T2 ambiente o Z N

n CHj3 4-5 dias n Br bH3

n=0,24 n=0,24

2,34 2b, 3b, 4b

Esquema 4.8.-Esquema general para la formacién de los productos intermedios derivados de sales de
dimetilaminopiridinio.

La obtencién de Bromuro de 1-[4-(bromometil)bencil]-4-(dimetilamino)piridinio (1b), Bromuro
de 1-{[4’-(bromometil)bifenil-4-il]metil}-4-(dimetilamino)piridinio (2b), Bromuro de 1-(4-{2-[4-
(bromometil)fenil]etil}fenil)-4-(dimetilamino)piridinio  (3b) y Bromuro de 1-(4-{4-[4-
(bromometil)fenil]butil}bencil)-4-(dimetilamino)piridinio  (4b) se realiza mediante el
procedimiento anteriormente descrito en el apartado 4.1.4.1.

4.1.4.3.- Sintesis de derivados de sales de quinuclidinio.

En este apartado se han obtenido tres productos intermedios (Esquema 4.9) que daran lugar a
la obtenciéon de nueve productos finales.

En este caso también se ha usado como disolvente la butanona, siguiendo los criterios
establecidos con anterioridad por nuestro grupo de investigacion®. Sin embargo los resultados
obtenidos no han sido los deseados. Esto nos ha conducido a realizar la reaccién en nuevas
condiciones que se detallan a continuacién.
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Br N '@ Tolueno Br /\©\/ @
Br g
Br

1 o
1c
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2c Br

©
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l\@ Dioxano Br O
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@
Br

3c o

Esquema 4.9.-Esquema general para la obtencion de los productos intermedios derivados de sales de
quinuclidina.

Para la sintesis de los compuestos intermedios derivados de sales de quinuclidinio se
realizaron varias pruebas. El disolvente desarrolla un papel fundamental pues se observa que
cuanto mayor lipofilia presentan los productos intermedios mayor es la polaridad del
disolvente que debemos utilizar para que el producto deseado precipite.

Con objeto de dar una vision mas global de lo sucedido se presenta la tabla siguiente ( Tabla
a.1).
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Tabla 4.1.- Condiciones de reaccién para la obtencién de derivados de sales de quinuclidina.

OBTENCION CONDICIONES DE REACCION % DE PRODUCTOS
DE OBTENIDOS
COMPUESTO | Disolvente | Constante | Tiempo | Temperatura | Monocatidnico | Biscatidnico
dielectrica
Butanona 2,7 6 dias ambiente 50 50
Butanona 2,7 3 dias ambiente 70 30
Butanona 2,7 6 horas ambiente 70 30
1c Butanona 2,7 15 min 0°C 80 20
Butanona 2,7 1 hora -30°C 80 20
Acetonitrilo 37 4 dias ambiente | ------m-memememe- 30
Tolueno 2,4 6 dias ambiente 100 | —emememememeee-
2c Butanona 2,7 6 dias ambiente 84 | e
Butanona 2,7 7 dias ambiente 88 | s
Butanona 2,7 6 dias ambiente | ------mememememe- 40,36
Tolueno 2,4 6 dias ambiente | - 10
3c Acetonitrilo 37 6 dias ambiente
1,4- 2,3 6 dias ambiente 95 | e
Dioxano -

En la sintesis de Bromuro de 1-(4-bromometilbencil)-1-quinuclidina (1c) se observé que, al usar
butanona como disolvente a T2 ambiente durante 6 dias, se obtenia una mezcla de producto
biscatiénico y monocatidnico con una relacién 50:50%. Por ello, creyendo que el tiempo de
reaccion era la causa de esta mezcla, se decidié disminuirlo (3 dias), obteniéndose de esta
manera una mezcla de producto biscatiénico y monocatidnico en relacion 30:70%

respectivamente.

Posteriormente se varid el tiempo de reaccién a un tiempo aun menor (6 horas), pero el
resultado no varié. Viendo lo anteriormente observado se decidié hacer una adicién gota a
gota en frio durante 15 minutos y otra a -30°C durante 1 hora, obteniéndose de esta manera
una mezcla de producto biscatidnico-monocationico 20:80% en ambos casos. Con los
resultados obtenidos se procedié a cambiar a un disolvente algo mas polar que el anterior, y se
sustituyd este ultimo por acetonitrilo, el cual favorecié la introduccidn de la cabeza catidnica
por ambos bromos, dando lugar al producto final biscatiénico (SO0S-30) con un rendimiento del
30%. Se decidié entonces utilizar un disolvente algo mas polar que la butanona pero menos
polar que el acetonitrilo, eligiéndose el tolueno, el cual favorecio la introduccidn de la cabeza
catidnica tan solo por uno de los dos bromos, dando lugar al producto intermedio
monocatidnico deseado con un rendimiento del 100%.
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Para la sintesis de Bromuro de 1-(4”’-bromometilbifenil-4-ilmetil)-1-quinuclidinio (2c), se utilizé
en un primer momento butanona, obteniéndose el producto intermedio monocatidnico
deseado con un rendimiento del 84%. Este resultado nos ofrecia un rendimiento que
consideramos éptimo y por ello no se continud con mas pruebas.

Por ultimo para la sintesis de Bromuro de 1-{4[2-(4-bromometilfenil)etil]bencil}-1-quinuclidina
(3c) se observd que, al utilizar butanona como disolvente de la reaccidn durante 6 diasy a T2
ambiente, se favorecia la introduccién de la cabeza catidnica por ambos bromos dando lugar al
producto final biscatidénico (SOS-32). Por tanto se cambid el disolvente anterior por tolueno
dando lugar al mismo fendmeno y se decidié usar un disolvente mas polar que el anterior, el
acetonitrilo, el cudl no dio lugar a ninguno de los productos. Asi, se cambid el disolvente por
uno menos polar que el anterior pero mas polar que la butanona y se optd por el dioxano,
obteniéndose de esta manera el producto intermedio monocatiénico deseado con un
rendimiento del 95%.

El intermedio de 4 carbonos se intentd en acetonitrilo, butanona y dioxano. La reacciéon no
tuvo lugar, obteniéndose el espaciador sin reaccionar. Por ello no se pudo sintetizar este
compuesto.

En resumen puede observarse como aquellos compuestos monocatidnicos que no presentan
ninguna cadena alquilica en el espaciador y por tanto son los menos lipdfilos, precipitan
cuando el disolvente utilizado es no polar como es el tolueno (1c) y a medida que aumenta la
lipofilia del compuesto, en este caso con la introduccién de un grupo arilo y un grupo
arilalquilo (2c y 3c), es necesaria la utilizacién de disolventes polares apréticos como son la
butanonay el 1,4-dioxano, para que el compuesto deseado precipite al ir formandose.
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4.1.5. Sintesis quimica de los compuestos finales monocatidnicos
(Familia A).

4.1.5.1. Sintesis de la Subfamilia A;: Derivados Fendlicos.

La sintesis de los derivados fendlicos de los compuestos monocatidnicos se lleva a cabo
mediante la proteccion inicial del grupo hidroxilo del 3-aminofenol. Posteriormente se hace
reaccionar éste con el producto intermedio correspondiente, en caliente y en presencia de
carbonato potasico en relacion 1,2:1:1, usando como disolvente dimetilformamida. La reaccion
se lleva a cabo a 110°C y bajo atmdsfera de argdn (Esquema 4.10) .Es interesante destacar que
en esta reaccion se obtiene el producto final ya desprotegido, debido probablemente a la
temperatura y la presencia de KHCO; formado por la reaccién del grupo amino con el K,CO3,
gue actua en este caso de medio suficientemente acido para facilitar la hidrdlisis del grupo
protector.

NH, OH
Br DMF, K,CO;
* R,  T2100°C, Ar
OTBDMS

la-c

NH, OH
@\ + Br Rz DME, K,CO @\
a 0|
n

SOS-1a S0S-11

N
H R,

n=0,24
2a-c, 3a-c, 4a-c

s
J

N

R,=

~

-~

/

sl

Esquema 4.10.- Sintesis de los compuestos monocatidnicos derivados fendlicos.

4.1.5.2. Sintesis de la Subfamilia A,: Derivados Nitrados.

La obtencién de los derivados nitrados de los compuestos monocatidnicos se lleva a cabo
usando como disolvente dimetilformamida, mediante la adiciéon de hidruro sédico al 3-
nitrofenol bajo atmdsfera de argdon y a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciona el
intermedio monocatidnico correspondiente en caliente, en relacién molar 2:1,2:1. La reaccidn
se realiza bajo atmdsfera de argdn y a temperatura de reflujo (Esquema 4.11).
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NO, a) NaH, DMF NO2

Br T2 amb, Ar
* /\EjV R, b) DMF, Ar
oH T2 reflujo O@\/
1b-c Rz

NO, NO,
a) NaH, DMF
+ Br O O Re )Taamb Ar
_
b) DMF, Ar
OH n Ta reflujo o O O R,

n

n=0,24
2b-c, 3b-c, 4b-c
S0OS-12 a SOS-18

S e e
N2 N N®
=0 0 Q

= =

N No

HsC™ “CHs

Esquema 4.11.-Sintesis de los compuestos monocatidnicos derivados nitrados.

4.1.5.3. Sintesis de la Subfamilia As: Derivados Aminicos.

Para la sintesis de los derivados aminicos de los compuestos monocatidnicos se han realizado
dos tipos de procedimientos diferentes, con el objetivo de conseguir una mejora en el
rendimiento de los mismos.

Los productos derivados aminicos que presentan como cabeza catidnica pirrolidinopiridinio se
han sintetizado tratando el 3-aminofenol con hidruro sdédico en dimetilformamida a
temperatura ambiente bajo atmdsfera de argon en relacién molar 1:4. Una vez formado el
fendxido, se adiciona en caliente el correspondiente producto intermedio, en relacién molar
1:1. Por ultimo la mezcla de la reaccidn se calienta a reflujo y bajo atmédsfera de argdn durante
19 horas (Esquema 4.12).
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a) NaH, DMF INH2

Ta amb, Ar
b) DMF, Ar
T2 reflujo (0]
Rz
la

NH,
a) NaH, DMF
O O __ Teamb,Ar _ amb, Ar
b) DMF, Ar o
Ta reflujo O ‘
n

SOS-19 a SOS-22

NH,

n=0,24
2a-4a

CZ \4/%‘i

Esquema 4.12.-Sintesis de los derivados aminicos de los compuestos monocatiénicos con cabeza
catdnica pirrolidinapiridinio.

Los derivados aminicos con cabeza catidnica dimetilaminopiridinio y quinuclidinio se
sintetizaron mediante la previa obtencién del producto final monocatidnico nitrado y su

posterior reduccidon en presencia de sulfato ferroso e hierro en polvo, usando agua como
disolvente de reaccidn y fuente de protones (Esquema 4.13).

NO,

NH,
Fe, SO4Fe, H,O
—_—

(o) T2 100°C
R, O
Ro

NH,

NO,

O Rz Fe, SO4Fe, H20
T2 100°C o O O R,
n

n
n=0,2 R,=

SOS-23 a SOS-29
n=0,2,4 R,=

S0OS-12 a SOS-18

Ol Ol
sl

Esquema 4.13.- Sintesis de los derivados aminicos de los compuesto monocatidnicos con cabeza
catiénica dimetilaminopiridinio y quinuclidinio.
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El cambio de procedimiento realizado para los productos pertenecientes a la serie 2 y serie 3
de la Subfamilia As;, donde se sustituye el 3-aminofenol por el 3 nitrofenol, se debid
fundamentalmente a la observacion de una mejoria, tanto en el rendimiento como en la
purificacién de los productos obtenidos.

4.1.6.- Sintesis quimica del espaciador (Familia B).

Dentro de esta familia se han empleado 5 tipos diferentes de espaciadores, de los cuales, 4 de
ellos han sido ya descritos en el apartado 4.1.3 (1, 2, 3y 4).

La sintesis del 1,2-bis(p-bromometilfenoxi)etano (7) tiene lugar en dos pasos. En un primer
paso se sintetiza el 1,2-bis(p-metilfenoxi)etano (6), utilizando para ello p-cresol, el cual se hace
reaccionar con hidruro sédico en etanol a temperatura ambiente para generar el fendxido
correspondiente. Posteriormente se adiciona 1,2-dibromoetano y la mezcla se hace reaccionar
en microondas a una temperatura de 30°C durante 28 minutos. Esta reacciéon ha sido
previamente optimizada en nuestro laboratorio. En un segundo paso se realiza una
halogenacion bencilica de tipo radicalario del compuesto (6) con N-bromosuccinimida y
peréxido de dibenzoilo como catalizador *° (Esquema 4.14).

OH HsC
a) NaOH, EtOH, \©\
T2 ambiente, 30 min fo)
O/\/
b) Br(CH,),Br
CHs Microondas 130°C, 28 min CH3

HaC
\©\ o NBS, CCl,, dibenzoilperéxido Br A@\
o
© \©\ Microondas 130°C o
CH 21min Br

3

Esquema 4.14.- Preparacion del 1,2-bis(p-bromometilfenoxi)etano (7).
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4.1.7.- Sintesis quimica de las cabezas catidnicas (Familia B).

Dentro de esta familia han sido empleadas 10 cabezas catidnicas, de las cuales, la 4-
pirrolidinopiridina (9), la dimetilaminopiridina (10), la quinuclidina (11) y 3-hidroxiquinuclidina
(12) son asequibles comercialmente. Para el grupo de las quinolinas, la ruta sintética seguida
ya ha sido descrita®. Esta se divide en dos pasos.

Paso 1: en primer lugar, la obtencidn de la 4-cloroquinolina (8) a partir de la 4-hidroxiquinolina
comercial, mediante el tratamiento con POCls.

OH Cl
X POCl, A
—_—
) Tareflujo, Ar _
N N
8

Paso2: en segundo lugar, la introduccidn de las distintas aminas por diferentes procedimientos
dependiendo de la naturaleza de éstas (a, b y c).

Cl Ry
A (@), (b) X
— c _
R7 N © R N
R,=H, CI

(a) Perhidroazepina/reflujo/argén (compuesto 13, R,= perhidroazepino; R;= H)

(b) RsMeNH/AcOH glacial/reflujo/argdén (compuestos 14, 15, 16 y 17, R,= N-metilanilino y
4-cloro-N-metilanilino; R;= H, Cl; respectivamente).

(c) RsNH/AcOH glacial/reflujo (compuestos 18 y 19, R,= pirrolidina, perhidroazepino ; R;=
cl).
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4.1.8.- Sintesis quimica de los compuestos finales biscationicos (Familia
B).

La sintesis de los compuestos biscatidnicos finales de la Subfamilia B, y Bs se lleva a cabo bajo
atmadsfera de argdn por calentamiento del derivado dibromado con la estructura nitrogenada
correspondiente (quinolinas, quinuclidinas y piridinas 4-sustituidas), en relacion molar 1:2,
usando como disolvente acetonitrilo. La reaccion para la Subfamilia B; se realiza a temperatura
ambiente durante 6 dias (Esquema 4.15, 4.16 y 4.17).

Br : Br
N
)
6

Br Br
CH,
n quinuclidina

n=0,24

espaciador/res

n=0,24

S0OS-30 a SOS-33

Esquema 4.15.- Sintesis de los compuestos biscatidnicos de la Subfamilia B;.

Como se puede observar, la Subfamilia B; presenta 4 tipos de espaciadores diferentes, lo que
incrementa la distancia entre las cabezas catidnicas quinuclidinicas y la lipofilia. Las Subfamilias
B, y B3 presentan el mismo espaciador, siendo las diferencias entre las mismas la naturaleza de
las cabezas catidnicas. En estas subfamilias el espaciador presenta 2 atomos de oxigeno en la
cadena alquilica, lo cual hace que las estructuras sean mas polares que las anteriores.

La sintesis de la Subfamilia B; ha sido realizada para completar la serie de compuestos
biscatiénicos ya realizados con anterioridad por nuestro grupo de investigacién’, con el fin de
comprobar, corroborar y completar los resultados que en su dia fueron puestos de manifiesto
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por este tipo de compuestos y ver si con este tipo de cabeza catidnica existe una mejora en la

actividad frente a ChokK.

Ry
Br Br X
R7 N
espaciador estructura quinolinica
Ry R4
X o X

_ 2Br |
R7 N N Ry
\—< }o o%: :H
7/
S0S-34 a SOS-40

Esquema 4.16.- Sintesis de los compuestos biscatidnicos de la Subfamilia B,.

Br Br AN AN OH
N N N N

espaciador estructura ciclica aromética

y
aminica ciclica no aromatica

€]
2Br
R, R,
‘—< >*O O‘< :>—’
_/

SOS-41 a SOS-44

Esquema 4.17.- Sintesis de los compuestos biscatidnicos de la Subfamilia Bs.
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4.2.- Analisis espectroscépico de los compuestos finales
sintetizados.

Todos los compuestos finales sintetizados se han identificado mediante espectroscopia de
RMN, tanto *H (300 MHz, 400 MHz, 500 MHz o 600 MHz) como “3C (75 MHz, 100 MHz, 126
MHz y 151 MHz) y espectrometria de masas de alta resolucién: HRMS (LSIMS, acrénimo de
Liquid Secondary lon Mass Spectrometry). También se han realizado estudios de resonancia
bidimensional "H/*C-RMN tipo HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation), en los que
se asigna a cada carbono su protén correspondiente y viceversa, y HMBC (Heteronuclear Multi-
Bond Correlation), que permiten establecer las correlaciones a larga distancia entre los
distintos atomos de carbono e hidrégeno.

Para facilitar el andlisis sistemdtico, la divisién de los productos es la que aparece descrita en
las consideraciones generales (véase apartado 4.1.1). Asi, los datos espectroscopicos de los 44
compuestos finales aparecen recogidos en las Tablas 4.2 a 4.30. En todas ellas, los valores
descritos en la primera linea indican los desplazamientos quimicos y la multiplicidad de las
sefiales entre paréntesis mientras que en la segunda linea los valores en cursiva corresponden
a las constantes de acoplamiento en Hz. El aspecto y la multiplicidad de las sefales se indican
mediante las siguientes abreviaturas: s, singlete; sa, singlete ancho; d, doblete; dd, doble
doblete; ddd, doble doble doblete; t, triplete; dt, doble triplete y m, multiplete.

La estructura general de estos compuestos se divide, en el caso de los compuestos finales
monocatidnicos, en tres fragmentos para facilitar el analisis de los mismos: a) el anillo
aminofendlico, b) el espaciador y c) la cabeza catidnica. En el caso de los compuestos finales
biscatidnicos se divide en dos: a) las cabezas catidnicas y b) el espaciador.

4.2.1.- Analisis espectroscopico de 'H-RMN de los compuestos finales
monocatonicos no simétricos (Familia A).

El andlisis espectroscépico de los veintinueve compuestos finales de esta familia se ha
subdividido en cada una de las Subfamilias (A1, A, y A3) y diferentes series (1, 2 y 3) que se han
descrito en las consideraciones generales.

4.2.1.1.- Analisis espectroscéopico de 'H-RMN de los compuestos finales
pertenecientes a la Subfamilia A;.

Dentro de esta Subfamilia se presentan los compuestos finales SOS-1 a SOS-11, derivados
fendlicos de los compuestos monocatidnicos no simétricos.

Los datos espectroscépicos de *H-RMN correspondientes a la series 1, 2 y 3 (derivados de sales
de pirrolidinopiridinio, derivados de sales de dimetilaminopiridinio y derivados de sales de
quinuclidinio), se muestran resumidos en las Tablas 4.2, 4.3 y 4.4. Todos estos espectros se
han realizado utilizando como disolvente metanol o dimetilsulféxido deuterado y son
concordantes con las estructuras propuestas.
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Como se puede observar en la Tabla 4.2, productos pertenecientes a la serie 1 de la Subfamilia
Al (SOS-1 a SOS-4), los protones pertenecientes al anillo aminofendlico aparecen a un
desplazamiento quimico que oscila entre 6.01-6.87 ppm. Es posible apreciar cdmo debido al
efecto mesomero +M del grupo hidroxilo (OH) y amino (NH), las sefiales de los atomos de
hidrégeno correspondientes a H-2,,, H-4,, y H-6,, aparecen a un campo ligeramente mas alto
que H-5,,. La sefial correspondiente al atomo H-2,, resuena como un singlete, en los
compuestos SOS-1, SOS-3 y SOS-4, a un desplazamiento quimico que oscila entre 6.02-6.08
ppm, mientras que en el compuesto SOS-2 aparece como un triplete a un desplazamiento
quimico de 6.09 ppm con una constante de acoplamiento de 2.2 Hz.

Por otro lado, las sefiales correspondientes a los atomos H-4,, y H-6;, podrian ser
intercambiables ya que tras los estudios de HMBC y HSQC no se han podido identificar de
manera inequivoca. Estas sefiales resuenan en todos los compuestos de la serie en torno a &
6.01-6.15 ppm, siendo probablemente las correspondientes al &tomo H-4,;, las que aparecen a
un campo ligeramente mas bajo debido a la mayor influencia del efecto inductivo —I del
oxigeno del grupo hidroxilo, mas préximo a este Ultimo. Estas sefiales aparecen como dobletes
en SOS-1 y SOS-3 con una constante de acoplamiento de 10.0 Hz, doble doblete en SOS-4 con
unas constantes de acoplamiento de 1.8 y 8.0 Hz y doble doble doblete en SOS-2 con unas
constantes de 0.9, 2.2 y 8.1 Hz. En cuanto a los dtomos H-5,, aparecen en todos los
compuestos como un triplete a un campo que oscila entre 6.80-6.87 ppm, teniendo en los
compuestos SOS-1, SOS-2, SOS-3 y SOS-4 unas constantes de acoplamiento entre 8.3y 8.0 Hz.

Los atomos de hidrégeno correspondientes a los diferentes espaciadores arilalquilicos (H-2’,6;
H-3’,5’; H-2"”,6"’; H-3"”,5”), se puede observar como las sefiales correspondientes a los atomos
de hidrégeno aromaticos resuenan a un campo que oscila entre 6.98-7.53 ppm. La mayoria de
la sefiales aparecen como un doblete, concordante con los anillos p-sustituidos, en todos los
compuestos excepto en SOS-2, donde las sefiales de H-3’,5" y H-2",6" se solapan apareciendo
como un multiplete.

Los atomos de hidrégeno de los metilenos correspondientes a los de unién con la cabeza
catidnica y el anillo aminofendlico (CH,-N* y CH,-NH) presentan un desplazamiento quimico
diferente segln el atomo o grupo que enlaza con ellos; asi los dtomos de hidrégeno del
metileno que enlazan el correspondiente espaciador con la cabeza catidnica (CH,-N*) aparecen
como un singlete a un campo que oscila entre 5.20-5.35 ppm, mientras que los dtomos de
hidrégeno del otro metileno que enlazan el anillo aminofendlico con el correspondiente
espaciador mediante un enlace aminico (CH,-NH) aparecen a un campo mas alto que oscila
entre 4.14-4.24 ppm. Las sefiales de los CH,-N* aparecen, como era previsible, a campo mas
bajo que los unidos al grupo NH, debido al efecto desapantallante del nitrégeno positivo.

Con respecto a los dtomos de hidrégeno de la cabeza catidnica pirrolidinopiridinio, se observa
que las sefiales de los atomos de hidrégeno de la piridina (H-2,6,,, y H-3,5,,,) aparecen como
un doblete a un desplazamiento quimico que oscila entre 6.71-8.18 ppm, siendo los &tomos H-
2,6,,r, mas proximos al nitrégeno positivo, los que aparecen mas desapantallados (6= 8.04-8.18
ppm), con una constante de acoplamiento con H-3,5,,, de 7.6 Hz para SOS-1y SOS-4 y de 7.8
Hz para SOS-2 y SOS-3. Por otro lado, los atémos de hidrégeno H-3,5,,. aparecen como un
doblete a un campo mas alto que oscila entre 6.71-6.81 ppm, en todos los compuestos. Por
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ultimo, los dtomos de hidrégeno correspondientes a la pirrolidina (H-2,54iy H-3,4,:) aparecen
como un multiplete a campo mas alto, siendo los atomos H-2,5,;, mds proximos al atomo de
nitrégeno, los que aparecen a campo ligeramente mas bajo, que oscila entre 3.40-3.57 ppm,
mientras que H-3,4,;, aparecen a un desplazamiento quimico que oscila entre 1.98-2.14 ppm.

Tabla 4.2.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de "H-RMN de los
compuestos finales SOS-1 a SOS-4 (Subfamilia Al- serie 1).

3
®: i
3 3 4
5 N > 2z N g
6 H -1y, | 3
5 N 5 4
S8t 1)

5 6 n=0,2,4
Cabeza @y \
catiénica E _N/\:>7Ni:|
Espaciador /_@_\ X S1X 7
. PO e cHyl cHif.
Compuest SOS-1(OH) SOS-2(OH) SOS-3(0OH) SOS-4(0OH)
o & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)
H-5,, 6.81 (t) 6.87 (t) 6.80 (t) 6.86 (t)
8.3 8.0 8.3 8.0
H-2,, 6.03 (s) 6.09 () 6.02 (s) 6.08 (s)
22
H-4.1 0 6,0 6.08 (d) 6.15 (ddd) 6.07 (d) 6.14 (dd)
10.0 81,2.2,0.9 10.0 8.0,18
H-6p1 0 45 6.02 (d) 6.06 (ddd) 6.01 (d) 6.06 (dd)
10.0 81,2.2,0.9 10.0 8.0,18
H-2',6’ 7.31(d) 7.63 (d) 7.19 (d) 7.19 (d)
8.2 8.3 8.1 8.0
H-3’,5’ 7.39(d) 7.11(d) 7.25 (d)
8.2 7.48-7.38 8.1 8.0
H-2",6” (m) 6.98 (d) 7.22 (d)
8.1 7.9
H-3",5” [ e 7.53 (d) 7.15(d) 7.05 (d)
8.4 8.1 7.9
H-2, 6050 8.14 (d) 8.18 (d) 8.04 (d) 8.14 (d)
7.6 7.8 7.8 7.6
H-3,50y 6.76 (d) 6.81 (d) 6.71(d) 6.80 (d)
7.6 7.8 7.8 7.6
H-2,54ir 3.55-3.40 3.56-3.46 3.43 3.57-3.46
(m) (m) (m) (m)
H-3,44ir 2.12-2.02 2.13-2.03 2.03 2.14-1.98
(m) (m) (m) (m)
CH,-N+- 5.28 (s) 5.35 (s) 5.20 (s) 5.27 (s)
CH-NH 4.24 (s) 4.30 (s) 4.14 (s) 4.20 (s)
4H(2CH,) | e [ s 2.80 2.67-2.52
(m) (m)
4H(2CH,)) | e [ s [ s 1.67-1.47
(m)
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Los datos espectroscépicos de "H-RMN recogidos en la Tabla 4.3 son los correspondientes a los
compuestos finales SOS-5 a SOS-8 (serie 2). Apenas presentan variacion en las sefales
correspondientes al anillo aminofendlico y en las correspondientes a los espaciadores con
respecto a los compuestos anteriormente comentados. Cabe destacar la aparicion de las
sefiales correspondientes al grupo OH del anillo aromatico y al grupo NH que enlaza con el
espaciador en el compuesto SOS-6, debido al cambio de disolvente utilizado en la
caracterizacién de este compuesto (dimetilsulféxido) con la consiguiente mejora en la
resolucién del espectro. Asi la sefial del hidrégeno correspondiente al grupo OH aparece como
un singlete ancho en un desplazamiento quimico de 8.87 ppm, mientras que la sefal
correspondiente al hidrégeno del enlace aminico (NH) aparece como un triplete a un campo de
6.16 ppm con una constante de acoplamiento de 6.0 Hz.

En cuanto a las sefales correspondientes a la dimetilaminopiridina hay un ligero
desplazamiento a campo mads bajo de los dtomos de hidrégeno H-3,5,. Asi los hidrégenos H-
3,5,,r aparecen como una sefial doblete con un desplazamiento quimico que oscila entre 6.90-
7.06 ppm y una constante de acoplamiento de 7.9 Hz, excepto en el compuesto SOS-6, donde
la constante de acoplamiento es de 7.8 Hz. Por otro lado, los grupos metilos (CH;3) de la
dimetilamina, aparecen como un singlete a un campo alto que oscila entre 3.17-3.21 ppm.

En las sefiales de "H-RMN correspondientes a los derivados fenélicos SOS-9 a SOS-11 (serie 3)
(Tabla 4.4), cabe destacar la variacidn que presentan algunas sefiales, debido a la falta de
deslocalizacion de la carga positiva y el menor efecto desapantallante que presenta la carga
positiva del nitrégeno cuaternario con respecto a los sistemas aromaticos. Asi, la sefial que
corresponde a los hidrégenos que enlazan con la cabeza catidnica (CH,-N*) aparece a un
campo mas alto (que en los compuestos con sistemas piridinicos) que oscila entre 4.34-4.47

ppm.

Por otro lado, las sefiales correspondientes a la quinuclidina, al ser un sistema completamente
saturado, aparecen a un desplazamiento quimico tipico de alcanos y al ser completamente
simétrico, aparecen iguales de tres en tres (H-2,6,7, y H-3,5,8,) exceptuando el protén H-4,
que aparece de forma aislada. Estas sefiales resuenan como multipletes, siendo los protones
vecinos al nitrégeno, H-2,6,7,, los que aparecen a un desplazamiento quimico algo mas bajo
entre 3.34-3.53 ppm. Los atomos de hidrogeno H-3,5,8, aparecen a un campo mas alto que
oscila entre 1.80-1.96 ppm. Por ultimo el dtomo de hidrégeno H-4, aparece a un
desplazamiento quimico de 2.03-2.12 ppm.
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Tabla 4.3.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de 'H-RMN de los
compuestos finales SOS-5 a SOS-8 (Subfamilia A1- serie 2).

586 n=0,2, 4
Cabeza @z \ CHs
catiénica i —N/\:>>N\
— CHs3
Espaciador | (™) — X /| N /
B P e cHyl cHif.
Compuest SOS-5(0H) SOS-6 (OH) * SOS-7(OH) SOS-8(OH)
o & (ppm) 8 (ppm) & (ppm) & (ppm)
OH s 887(sa) | e e
H-5,, 6.83 (t) 6.79 (t) 6.83 (t) 6.85 (t)
9.0 7.9 8.3 7.9
H-2pn 6.05 (s) 5.99 (t) 6.07 () 6.09 (t)
2.1 2.1
H-4.1 0 6,0 6.10 (d) 6.04 (dd) 6.11 (d) 6.13 (ddd)
7.2 7.9,1.8 2.2 8.0,2.2,08
H-65n 0 4 6.02 (d) 5.95 (dd) 6.04 (d) 6.06 (ddd)
7.2 80,22 2.3 7.8,2.3,0.9
NH [ 6.16(t) | | s
6.0
H-2',6’ 7.32(d) 7.47 (d) 7.19 (d) 7.21(d)
84 8.2 8.1 8.2
H-3',5' 7.40 (d) 7.69 (d) 7.14 (d) 7.17 (d)
84 8.2 8.1 8.2
H-2",6” | e 7.60 (d) 7.01 (d) 7.03 (d)
8.3 8.2 8.1
H3",5" | el 7.42 (d) 7.24 (d) 7.26 (d)
8.3 8.2 8.1
H-2,60,r 8.19 (d) 8.45 (d) 8.11 (d) 8.14 (d)
7.9 7.8 7.9 7.9
H-3,50,r 6.95 (d) 7.06 (d) 6.89 (d) 6.90 (d)
7.9 7.8 7.9 7.9
2CH; 3.21(s) 3.18(s) 3.17(s) 3.18(s)
CHp-N+ 5.32 (s) 5.44 (s) 5.25 (s) 5.27 (s)
CH,-NH 4.27(s) 4.24 () 4.17 (s) 4.18(s)
4H(2CH,) — [ 2.83 2.57
(m) (m)
4H(2CH,) e 1.57
(m)

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.
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Tabla 4.4.- Desplazamientos quimicos (5, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de 'H-RMN de los
compuestos finales SOS-9 a SOS-11 (Subfamilia Al- serie 3).

Cabeza
catidnica
Espaciador A% '
CH;
2
Compuesto S0S-9 (OH) * $0S-10 (OH) * SOS-11(OH)
5 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm)
OH 8.89 (sa) 888(sa) | @
H-5,, 6.80 (t) 6.80 (t) 6.88 (t)
7.9 7.6 82
H-2;, 5.98 (s) 6.01 (s)
H-4,1, 0 6o 6.03 (d) 6.05 (d)
81 6.8 6.04-6.19
(m)
H-6,1 0 4y 5.96 (d) 5.96 (d)
7.9 8.3
NH 6.20 (t) R EE—
6.0 5.9
H-2',6' 7.58 (d)
7.48-7.41 8.4
H35 (m) 7.77 (d)
8.4 7.45-7.02
H2"6" 7.66 (d) (m)
8.2
H-3",5” 7.45 (d)
8.2
H-2,6,7, 3.41-3.34 3.45 3.53-3.38
(m) (m) (m)
H-3,5,8, 1.87-1.80 1.86 1.96
(m) (m) (m)
H-4, 2.03 2.04 2.12
(m) (m) (m)
CH,-N+ 4.36 (s) 4.47 (s) 4.34 (d)
14.4
CH,-NH 4.26 (d) 4.25 (d) 4.22(s)
6.0 5.9
AH(2CH) @ | e | e 2.92
(m)

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.

115



4.2.1.2.- Analisis espectroscéopico de 'H-RMN de los compuestos finales
pertenecientes a la Subfamilia A,.

Dentro de esta Subfamilia se presentan los compuestos finales SOS-12 a SOS-18, derivados
nitrados de los compuestos monocatidnicos no simétricos.

Se incluyen aqui los datos espectroscépicos de 'H-RMN correspondientes a la serie 1y 2,
derivados de sales de dimetilaminopiridinio y derivados de sales de quinuclidinio. Las Tablas
4.5 y 4.6 recogen los desplazamientos quimicos (8, ppm) y las constantes de acoplamiento (J,
Hz) de los espectros de estos compuestos en metanol deuterado y son concordantes con las
estructuras propuestas.

Tampoco se ha podido determinar de manera inequivoca, mediante estudios de HMBC vy
HSQC, las sefiales correspondientes a los dtomos H-4,, y H-6,,. No obstante, la asignacion
realizada se basa en la influencia de los grupos vecinales que poseen dichos protones.

Como se puede observar en ambas tablas, el efecto mesémero -M del grupo nitro (NO,) hace
que todas las sefiales del anillo aromatico se vean afectadas, sobre todo aquellas
correspondientes a los atomos de hidrégeno H-2,,, H-4,, y H-6,, desplazdndose a un campo
mas bajo que en el caso de la Subfamilia A;. Asi, los 4tomos de hidrégeno del anillo aromatico
(H-2pn, H-5pn, H-44n y H-6,4) resuenan a un campo bajo que oscila entre 7.35-7.86 ppm. Los
atomos de hidrégeno H-2,, y H-4,, aparecen a un campo mas bajo que el resto debido a la
mayor vecindad del grupo nitro (NO,). El &tomo de hidrégeno H-2,, aparece como un singlete
en SOS-12, SOS-13 y SOS-16, con un desplazamiento quimico que varia entre 7.80-7.85 ppm,
mientras que en SOS-14 y SOS-18 aparece como un triplete a un campo de 7.74 y 7.80 ppm,
respectivamente, y con unas constantes de acoplamiento de 2.3 y 2.2 Hz. En el compuesto
S0S-15 la sefial de éste dtomo se solapa con las de H-4,, dando lugar a un multiplete con un
desplazamiento quimico de 7.75-7.81 ppm, mientras que en el compuesto SOS-17 aparece
como un multiplete aislado a un campo entre 7.82-7.84 ppm.

Por otro lado, el &tomo de hidrégeno H-5,, aparece en todos los compuestos como un triplete,
excepto en SOS-16 que aparece como un multiplete entre & 7.51-7.57 ppm. En los compuestos
S0OS-14 y SOS-15 aparece a un desplazamiento quimico de 7.48 ppm y con una constante de
acoplamiento de 8.1 Hz. Resuena a un campo de 7.52 ppm y con una constante de
acoplamiento de 8.1 Hz para SOS-13, SOS-17 y SOS-18 y a un campo de 7.51 ppm y con una
constante de 8.2 Hz para el compuesto SOS-12.

La sefial de los atomos de hidrégeno del grupo metileno que enlaza el anillo aromatico con el
espaciador mediante un puente éter (CH,-O) aparece como un singlete en todos los
compuestos con un desplazamiento quimico que oscila entre 5.10-5.27 ppm, campo mas bajo
que en la Subfamilia A;, ya que el oxigeno ejerce un efecto mds despantallante que el grupo
NH.

Con respecto a los dtomos de hidrégeno correspondientes a las cabezas catidnicas derivados
de la dimetilaminopiridina y la quinuclidina (serie 1 y serie 2) hay que decir que resuenan a
desplazamientos quimicos similares a los de los compuestos precedentes.
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Tabla 4.5.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de 'H-RMN de los

compuestos finales SOS-12 a SOS-15 (Subfamilia A2- serie 1).

NO,

Cabeza
catidnica
Espaciador X 'd
CH, A
Compuest S0S-12(NO,) $0S-13(NO,) S0S-14(NO,) S0S-15(NO,)
o 5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
H-5,, 7.51(t) 7.52 () 7.48 (t) 7.48 (t)
8.2 8.1 8.1 8.1
H-2,, 7.80 (s) 7.85 (s) 7.74 (1)
2.3 7.81-7.75
H-4,, 0 6,n 7.82 (d) 7.83 (d) 7.77 (ddd) (m)
8.1 10.0 80,2.1,09
H-6,1 0 4ph 7.40 (dd) 7.42 (dd) 7.36 (ddd) 7.37 (d)
87,23 82,19 8.4,2.5,1.0 8.2
H-2',6' 7.42 (d) 7.47 (d) 7.27 (d) 7.28 (d)
8.1 8.1 8.2 7.7
H-3',5’ 7.55 (d) 7.71 (d) 7.19 (d) 7.20 (d)
8.1 8.1 8.2 7.7
H-2",6” 7.66 (d) 7.15 (d) 7.16 (d)
8.1 8.1 7.6
H-3”,5” 7.56 (d) 7.31(d) 7.33 (d)
8.1 8.1 7.6
H-2,6,,c 8.23 (d) 8.26 (d) 8.20 (d) 8.20 (d)
7.7 7.6 7.8 6.9
H-3,5,, 7.00 (d) 7.02 (d) 6.97 (d) 6.97 (d)
7.7 7.6 7.9 7.0
2CH; 3.25(s) 3.25(s) 3.22(s) 3.22(s)
CH,-N+ 5.39 (s) 5.42 (s) 5.31(s) 5.31(s)
CH,-0 5.23 (s) 5.25 (s) 5.10(s) 5.12 (s)
4H(2CH,) [ e — 2.91-2.86 2.66-2.57
(m) (m)
4H(2CH,) I e 1.60

(m)
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Tabla 4.6.- Desplazamientos quimicos (5, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de 'H-RMN de los
compuestos finales SOS-16 a SOS-18 (Subfamilia A2- serie 2).

NO,

Cabeza
catidnica
Espaciador A% '
CHj)
2
Compuesto S0S-16(NO,) S0S-17(NO,) S0S-18(NO,)
& (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
H-5,, 7.57-7.51 7.52 (t) 7.52 (t)
(m) 81 82
H-2, 7.82 (s) 7.84-7.82 7.80 (t)
(m) 2.2
H-451 0 6,1, 7.84 (dd) 7.81 (d) 7.82 (d)
2.1,1.0 15 8.1
H-6ph 0 4pn 7.43 (ddd) 7.42 (dd) 7.39 (dd)
83,2312 83,21 83,22
H-2',6' 7.61-7.56 7.36
7.61 (m) (m)
H35 (m) 7.78 (d) 7.31(d)
8.2 8.0
H-2",6” 7.70 (d) 7.20 (d)
8.2 8.0
H-3”,5” 7.61-7.56 7.36
(m) (m)
H-2,6,7, 3.58-3.48 3.55-3.48 3.48-3.39
(m) (m) (m)
H-3,5,8, 2.05-1.94 2.04-1.96 2.04-1.91
(m) (m) (m)
H-4, 2.15 2.16 2.15
(m) (m) (m)
CH,-N+ 4.47 (s) 4.43 (s) 4.32(s)
CH,-0 5.27 (s) 5.24 (s) 5.16 (s)
4H(2CH,) e — 2.97
(m)




4.2.1.3.- Analisis espectroscopico de 'H-RMN de los compuestos finales
pertenecientes a la Subfamilia As.

Dentro de esta Subfamilia se incluyen los compuestos finales SOS-19 a SOS-29, derivados
aminicos de los compuestos monocatidnicos no simétricos.

Los datos espectroscépicos de "H-RMN, tanto los desplazamientos quimicos (8, ppm) como las
constantes de acoplamiento (J, Hz), se encuentran resumidos en la Tabla 4.7 (derivados de
sales de pirrolidinopiridinio), Tabla 4.8 (derivados de sales de dimetilaminopiridinio) y Tabla
4.9 (derivados de sales de quinuclidinio). Todos estos espectros se han realizado utilizando
como disolventes metanol y dimetilsulféxido deuterados y son concordantes con las
estructuras propuestas.

Como puede observarse en las tablas, los atomos de hidrégeno correspondientes al anillo
aromatico (H-2,pn, H-4pn, H-50n Y H-6,1) aparecen a un desplazamiento quimico que oscila entre
6.10-7.35 ppm. La sefial del 4&tomo de hidrégeno H-5,, aparece como un triplete en todos los
compuestos, con un desplazamiento quimico que varia entre 6.88-7.07 ppm y con una
constante de acoplamiento de 8.0 Hz. Los compuesto SOS-20, SOS-24 y SOS-25 son una
excepcion, la sefial de H-5,, aparece como un multiplete, con un desplazamiento quimico
entre 6.93-7.35 ppm.

En los compuestos SOS-20, SOS-24 y SOS-27 la sefial correspondiente al hidrégeno H-2;,
aparece como un singlete, a un campo que oscila entre 6.22-6.92 ppm, mientras que en el
resto de compuestos aparece como un triplete a un desplazamiento quimico que varia entre
6.18-6.43 ppm con una constante de acoplamiento de 2.0 Hz. En cuanto a las sefales
correspondientes a los protones H-4,, y H-6,,, aparecen solapadas en la mayoria de los
compuestos, dando diferentes tipos de sefiales segun la resolucién del espectro y con un
desplazamiento quimico que varia entre 6.30-7.00 ppm cuando el disolvente utilizado es
metanol y entre 6.10-6.17 ppm cuando el disolvente es dimetilsulféxido.

Los atomos de hidrégeno de los espaciadores (H-2’,6’, H-3’,5’, H-2"",6" y H-3"",5”") resuenan a
un campo entre 7.12-7.77 ppm, apareciendo en la mayoria de los compuestos como dobletes,
excepto en algunos compuestos donde las sefiales se solapan entre si dando lugar a
multiplotes, lo que imposibilita su asignacion.

Por otro lado, cabe destacar que las sefiales correspondientes a las diferentes cabezas
cationicas apenas sufren variacién con respecto a los compuestos anteriormente descritos.
Mostrando la misma variacién para los atomos de hidrégeno del metileno que enlaza la cabeza
catiénica derivada de la quinuclidinica con el correspondiente espaciador (CH,-N*). Estos
atomos de hidrogeno sufren un ligero desplazamiento a campo mas alto (6= 4.34-4.45 ppm)
con respecto a aquellos atomos que presentan como cabeza caténica la dimetilaminopiridina y
la pirrolidinopiridina. El efecto desapantallante del nitrégeno de la quinuclidina es menor que
el efecto ejercido por el nitrégeno cuaternario de la piridina.
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En resumen se puede concluir que:

e Los atomos de hidrégeno del anillo aromatico varian su desplazamiento quimico en
funcion del sustituyente Ry, el cual no afecta al resto de la molécula. Asi a campo
magnético mas bajo se encuentran los dtomos de hidrégeno del anillo aromatico de la
Subfamilia A, (derivados nitrados) seguidos de los de la Subfamilia A; (derivados aminicos)
y por ultimo a campo mas alto los de la Subfamilia A, (derivados fendlicos).

* Los protones que mas se ven afectados por el efecto mesémero +M/-M del sustituyente
Rison H-2,,, H-4,, y H-6,p.

* Los atomos de hidrégeno del espaciador apenas sufren variacion de una Subfamilia a otra,
manteniendose casi constantes.

e Las diferentes cabezas catidnicas empleadas no ejercen efecto alguno sobre los
desplazamientos quimicos de los atomos de hidrégeno del resto de la molécula, salvo en
el grupo metileno unido a la misma.

* Los desplazamientos quimicos de los grupos metilenos que unen el anillo nitro- ¢
aminofendlico (CH,-O 6 CH,-NH) con el espaciador presentan algunas variaciones en
funcion del dtomo o grupo de atomos que se encuentren a su alrededor. Asi, CH,-O
aparece a campo mas bajo que CH,-NH.

e Los atomos de hidrégeno del grupo metileno (CH,-N*) unido a las cabezas catiénicas
pirrolidinopiridina y dimetilaminopiridina aparece a un campo madas bajo que el grupo
CH,N" unido a la quinuclidina.

* En la piridina, los dtomos de hidrégeno H-3,5,,, aparecen a campo ligeramente mas bajo
cuando el sustituyente de la posicidén 4 es un grupo dimetilamino que cuando es un resto
de pirrolidina.
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Tabla 4.7.- Desplazamientos quimicos (5, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de 'H-RMN de los
compuestos finales SOS-19 a SOS-22 (Subfamilia A3- serie 1).

NH,

3
.3 3 4
PPV v N
6 C1 |
5 Nx~5 2(34
6' 6
€] 1N

3

586 n=0,2,4
Cabeza @/ \
catiénica E —N Ni:'
e | O ) 7T /
T P -~ cHyl cHif.
Compuesto S0S-19(NH,) S0S-20 (NH,) * S0S-21(NH,) S0S-22(NH,)
& (ppm) &5 (ppm) & (ppm) & (ppm)
H-5p, 6.99 (t) 6.93 6.97 (t) 6.96 (t)
8.0 (m) 8.0 8.0
H-2,, 6.38 (t) 6.22 (m) 6.36 (t) 6.36 (t)
2.2 2.2 2.0
H-4,, 0 6,1
6.34 (dt) 6.17 (d) 6.31 (dt) 6.30 (dt)
82,21 5.9 9.32,1.77 7.8,1.6
H-6,1, 0 4y
H-2’,6' 7.40 (d) 7.71 7.25 (d) 7.31-7.25
8.1 (m) 8.1 (m)
H-3’,5’ 7.52 (d) 7.50 7.20 (d) 7.21(d)
8.1 (m) 8.1 8.0
L 2 e 7.12(d) 7.12 (d)
8.0 7.9
[T [ — 7.71 7.27 (d) 7.31-7.25
(m) 8.0 (m)
H-2, 6050 8.22 (d) 8.44 (d) 8.14 (d) 8.16 (d)
7.7 7.1 7.6 7.5
H-3,5,, 6.88 (d) 6.93 6.82 (d) 6.80 (d)
7.6 (m) 7.6 7.5
H-2,5,i 3.57 3.51 3.52 3.50
(m) (m) (m) (m)
H-3,4, 2.14 2.01 2.10 2.09
(m) (m) (m) (m)
CH,-N+ 5.38(s) 5.45 (s) 5.28 (s) 5.29(s)
CH,-0 5.06 (s) 5.05 (s) 4.94 (s) 493 (s)
AH(2CH,) | e | e 2.91 2.62
(m) (m)
4H(2CH,) | — | | 1.61
(m)

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.
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Tabla 4.8.- Desplazamientos quimicos (5, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de 'H-RMN de los

compuestos finales SOS-23 a SOS-26 (Subfamilia A3- serie 2).

NH,

Cabeza
catidnica
Espaciador X '
CH, A
Compuesto | SOS-23 (NH,) * SOS-24(NH,) SOS-25(NH,) $0S-26 (NH,) *
& (ppm) & (ppm) & (ppm) 5 (ppm)
H-5p, 6.88 (t) 7.35 6.97 6.88(t)
8.0 (m) (m) 8.0
H-2,, 6.18 (t) 6.92 (s) 6.39 (t) 6.19(t)
2.1 2.1 2.1
H-4,, 0 6,1, 7.00
6.16-6.10 (m) 6.33 6.14 (td)
(m) (m) 7.9,1.9
H-61 0 4, 6.86 (d)
8.0
H-2’,6’ 7.40 (d) 7.66 (d) 7.27 7.29
82 7.8 (m) (m)
H-3’,5’ 7.45 (d) 7.50 (d) 7.19 (d) 7.22 (d)
8.2 7.8 8.1 8.0
H-2"6" | 7.45 (d) 7.11(d) 7.16 (d)
7.9 8.1 8.0
H-3"5" | 7.61(d) 7.27 7.29
7.9 (m) (m)
H-2,6,, 8.40 (d) 8.23 (d) 8.19 (d) 8.37 (d)
7.8 5.8 7.8 7.8
H-3,5,, 7.04 (d) 7.00 6.97 7.03 (d)
7.8 (m) (m) 7.7
2CH; 2.08 (s) 3.22 (s) 3.21(s) 3.17 (s)
CHy-N+ 5.39 (s) 5.39 (s) 5.31(s) 5.33 (s)
CH,-0 4.98 (s) 5.15 (s) 4.93 (s) 4.92 (s)
4H(2CH,) | - | 2.89 2.58
(m) (m)
4H(2CH) | e | e | 1.55

(m)

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.
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NH,

Cabeza
catidnica
Espaciador \/\©\< j/©/\f'
CH,
2
Compuesto S0S-27(NH,) SOS-28(NH,) SOS-29(NH,)
& (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
H-5,1 7.07 (1) 7.00 (t) 6.99 (t)
8.0 8.0 8.0
H-2,, 6.50 (s) 6.43 (t) 6.40 (t)
2.2 2.2
H-4,, 0 6,1
6.49-6.43 (t) 6.40-6.32 (dt) 6.38-6.31
8.0 9.45,1.89 (m)
H-6, 0 45
H-2',6’ 7.59 (d) 7.77 (d) 7.38 (d)
8.0 82 8.1
H-3',5’ 7.52 (d) 7.60 (d) 7.27
8.0 8.2 (m)
H-2"6" | 7.53 (d) 7.14 (d)
8.2 8.1
H-3"5" | 7.67 (d) 7.27
8.2 (m)
H-2,6,7, 3.48 3.52 3.49-3.39
(m) (m) (m)
H-3,5,8, 1.99 2.00 1.95
(m) (m) (m)
H-4, 2.15 2.15 2.11
(m) (m) (m)
CH,-N+ 4.39 (s) 4.45 (s) 434 (s)
CH,-0 5.11 (s) 5.08 (s) 4.95 (s)
4H(2CH,)) | e | 2.93
(m)

Tabla 4.9.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de 'H-RMN de los
compuestos finales SOS-27 a SOS-29 (Subfamilia A3- serie 3).
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4.2.2.- Anélisis espectroscopico de >C-RMN de los compuestos finales
monocatonicos no simétricos (Familia A).

Los datos espectroscépicos de *C-RMN de los compuestos SOS-1 a SOS-29 estan recogidos en
diferentes tablas (Tabla 4.10 a Tabla 4.20). Para su asignacion se llevaron a cabo estudios de
resonancia bidimensional tipo HSQC y HMBC (*H/**C-RMN). En general, los espectros han sido
realizados en CD;OD, excepto en aquellos casos en los que se indique el uso de otro
disolvente.

Dentro de este analisis se han realiza tres subdivisiones en funcién del fragmento de la
molécula a analizar:

1) Andlisis de los compuestos en funcion del sustituyente R; del anillo
nitro/aminofendlico.

2) Andlisis en funcién de la cabeza catidnica introducida.

3) Analisis en funcidn del espaciador existente en la molécula.

1) El anillo aminofendlico: como viene recogido en las Tablas 4.10 a 4.17 los carbonos
pertenecientes al anillo aromatico (C-1p,, C-2pn, C-3pn, C-4pn, C-5, y C-6,4) aparecen a un
desplazamiento quimico que oscila entre 99 y 161 ppm, dependiendo del efecto apantallante-
desapantallante de los grupos adyacentes a los mismos.

En los derivados fendlicos, el &tomo C-1,, esta unido al enlace aminico (grupo NH) y resuena
entre 6 149 y 151 ppm. En los derivados aminicos y nitrados, este carbono estd unido a un
oxigeno (enlace éter) y aparece a un campo mas bajo que oscila entre 159 y 162 ppm.

Por el contrario, el C-3,, es el carbono cuaternario al que esta unido el grupo funcional R;. En
los derivados fendlicos, dicho atomo estd unido a un grupo hidroxilo (OH) con efecto
desapantallante (efecto inductivo -1) y aparece a un campo bajo que oscila entre 157 y 159
ppm. En los derivados nitrados, se encuentra unido a un grupo nitro (NO,), con menor efecto
desapantallante que el grupo anterior, aparece a un campo mas alto que oscila entre 149 y
151 ppm. Lo mismo sucede en los derivados aminicos, en los que se encuentra unido a un
grupo amino (NH,), con un efecto desapantallante ain menor o similar al anterior, donde se
puede apreciar como aparece a un campo que oscila entre 146 y 150 ppm.

Los carbonos C-2,,, C-4,,y C-6,, estan influidos por los efectos electrénicos que ejercen tanto
el sustituyente Ry: NO, (-, -M), OH (-1, +M) y NH, (-I, +M), como el &tomo o grupo de dtomos
que enlazan con el espaciador: O-R (-1, +M) o NH-R (-I, +M).

El C-2,, aparece a un desplazamiento quimico que oscila entre 99-111 ppm. En la Subfamilia A;
(derivados fendlicos) resuena a un campo de 99-100 ppm, en la Subfamilia A, (derivados
nitrados) a un campo que varia entre 109 y 111 ppm y en la Subfamilia A; (derivados aminicos)
entre 6 100 y 103 ppm. La suma de los diferentes efectos electrénicos ejercidos sobre este
carbono hacen que resuene desde un campo mas alto en los derivados fendlicos hasta un
campo mas bajo en los derivados nitrados.
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Para los carbonos aromaticos C-4,, y C-6,, parece cumplirse lo mismo que para el C-2,,, pero
con la salvedad de que el carbono C-4,, se encuentra algo mas influido por el sustituyente R; o
grupo funcional (OH, NO, o NH,) al estar mas cerca. Por otro lado, el C-6,, se encuentra algo
mas influido por el &tomo o grupo de unién con el espaciador (oxigeno o grupo aminico, segln
el caso). Asi en los derivados fendlicos, C-6,, resuena a un campo que oscila entre 103-106
ppm y C-4,, a un desplazamiento quimico que varia entre 104-108 ppm. En los derivados
nitrados C-4,, aparece a un campo que oscila entre 121-124 ppm y C-6,, entre  115-118 ppm.

Sin embargo estas asignaciones no han podido confirmarse tras la realizacién de estudios
bidimensionales de HMBC y HSQC, no clarificdndose con estos experimentos su determinacion
inequivoca.

El C-5; tiene sus desplazamientos quimicos en todos los compuestos a un campo que oscila
entre 128 y 132 ppm, pareciendo indiferente a la influencia de estos grupos con efectos
apantallantes-desapantallantes, ya que es el carbono que se encuentra a mayor distancia de
todos ellos y donde apenas hay efectos mesdmeros e inductivos de ningun tipo.
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Tabla 4.10.- Desplazamientos quimicos (& ppm) de BC-RMN de los compuestos finales pertenecientes

a la Subfamilia A, (serie 1).

Cabeza @y \
cati6nica % _NQNG
Espaciador /_@_\ X YA '
NavIN ShpsWeg/Aaehag
Compuesto SOS-1(OH) S0S-2(OH) S0S-3(OH) SOS-4(OH)
5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
C-1,n 149.86 150.07 150.19 151.64
C-2;n 99.44 99.52 99.55 100.92
[ 157.77 157.75 157.77 159.16
C-4,40 6pp 104.81 104.95 105.00 106.40
C-6,10 4ph 103.72 103.75 103.67 105.11
C-5pn 129.32 129.27 129.29 130.66
c-1 133.16 133.54 132.17 133.47
c-4 141.78 138.35 142.88 145.21
c-2',6' 128.05 128.41 127.97 129.33
c-3,5 127.78 127.34 129.23 130.45
c1” | e 141.78 139.62 142.12
c-4” 140.11 137.73 138.84
c-27,6” | e 127.46 128.22 129.44
c3”,5” | e 126.56 126.89 128.33
C-2,6, 141.48 141.56 141.38 142.88
C-3,5, 108.25 108.28 108.22 109.63
C-4y, 153.63 153.74 153.62 155.12
C-2,55 48.29 48.29 48.46 49.68
C-3,45 24.69 24.69 24.69 26.10
C-N’ 60.15 60.10 60.21 61.66
C-NH 46.62 48.42 48.27 47.95
CH, | | e 37.07 36.25
cH, | | 36.87 36.22
cH, | e | e | e 32.00
[T e [ — 31.87
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Tabla 4.11.- Desplazamientos quimicos (6 ppm) de BC-RMN de los compuestos finales pertenecientes

a la Subfamilia A, (serie 2).

Cabeza @z \ CHs
catidnica i —N/\:>>N\
— CHs3
Espaciador /_@_\ X /X 7
NSV Shpeieghaevias

Compuesto SOS-5(0H) SOS-6(0H) * S0S-7(OH) SOS-8(OH)

5 (ppm) & (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
C-1, 149.78 150.64 150.46 150.48
C-2,, 99.21 99.99 99.84 99.79
C-3,1 158.04 158.83 158.03 158.02
C-4,,0 6pn 103.85 104.66 105.30 105.26
C-65n 0 4gh 103.36 104.08 103.96 103.98
C-5, 129.34 130.10 129.59 129.59
c-v 133.95 135.39 132.37 132.23
c-4 141.32 138.35 143.15 144.05
c-2',6' 127.92 129.30 128.34 128.32
c-3',5 127.62 128.39 129.50 129.31
c1r | e 141.01 139.91 141.00
c4” | e 141.15 138.01 137.70
c2”,6” | e 127.32 128.49 128.32
[ - [ 127.85 127.19 127.23
C-2,6,r 141.93 142.76 141.76 141.80
C-3,5,ir 107.97 108.76 107.93 107.93
C-4,, 155.85 156.64 156.70 156.73
C-N* 59.11 59.77 60.44 60.48
C-NH 45.99 46.79 47.29 53.70
2C, N(CH;), 39.75 40.50 39.29 39.25
cH, | [ 37.34 35.14
[T [ — 37.13 35.10
CH, 30.89
CH, | 30.74

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.

127




Tabla 4.12.- Desplazamientos quimicos (6 ppm) de BC-RMN de los compuestos finales pertenecientes

a la Subfamilia A, (serie 3).

Cabeza @
cati6nica E —N
Espaciador /_@_\ X 7
~, Pl ~ - cH;

2

Compuesto SOS-9(OH) * SOS-10(OH) * SOS-11(OH) *
& (ppm) & (ppm) & (ppm)

C-1,n 150.28 150.39 150.46
C-2,n 99.69 99.73 99.72
C-3, 158.57 158.58 158.54
C-4,1,0 6, 104.28 104.37 104.39
C-6,10 4pn 103.92 103.84 103.72
C-5,, 129.90 128.20 129.75
cr 126.29 126.92 126.92
ca 143.40 142.04 144.19
c2,6 133.38 134.05 133.38
c3,5 127.87 127.34 129.32
¢ | 137.83 139.90
[ N 141.05 138.69
[ X 127.13 128.66
c3’s” | 127.04 127.49
C-2,6,7, 54.13 54.15 54.07
C-3,5,8, 23.77 23.82 23.79
c4, 19.96 19.99 20.00
C-N* 66.56 66.34 66.55
C-NH 46.47 46.53 46.70
CH, 37.24
cH. | e e 36.84

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.
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Tabla 4.13.- Desplazamientos quimicos (6 ppm) de BC-RMN de los compuestos finales pertenecientes

a la Subfamilia A, (serie 1).

Cabeza @z \ CHs
catidnica i —N N\
— CHs;

= O “x T /

~ P -~ CH A CHa),
Compuesto | SOS-12(NO,) S0S-13(NO,) S0S-14(NO,) S0S-15(NO,)

& (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)

[ 159.14 161.95 159.59 162.03
C-2,, 109.02 111.71 109.37 111.75
C-3,n 149.18 151.84 149.36 151.79
C-4,,0 6,p 121.43 124.07 121.79 124.11
C-6,10 4gp 115.43 117.99 115.52 117.87
C-5,1 130.04 132.67 130.30 132.63
c-v 134.67 136.52 132.51 134.67
c-4 137.62 144.10 143.07 146.46
c-2',6 128.16 131.17 129.48 131.68
c-3',5 128.16 130.15 128.28 130.65
c1” [ e 142.45 141.66 145.10
ca” [ e 138.65 134.12 136.26
[ N 129.47 127.73 130.14
[ - 130.59 128.72 130.94
C-2,6ir 141.69 144.34 141.89 144.26
C-3,5, 107.72 110.37 107.96 110.32
C-4, 156.61 159.26 156.79 159.22
2C,N(CHs), 38.93 41.59 39.27 41.59
c-0 69.54 72.46 70.42 72.85
C-N* 59.99 62.67 60.43 62.87
CH, | e 37.20 37.56
CH, | e 37.20 37.54
CH, | | e 33.25
cH, | | e 33.22
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Tabla 4.14.- Desplazamientos quimicos (6 ppm) de BC-RMN de los compuestos finales pertenecientes
a la Subfamilia A, (serie 2).

Cabeza C]
catidnica E _N@
Espaciador /_@_\ X v
O [<OO [T C
Compuesto SOS-16(NO,) * 505-17(NO,) S0S-18(NO,)
& (ppm) & (ppm) & (ppm)
C-1,, 158.74 161.95 160.77
C-2pn 108.98 111.77 110.52
C3pn 14875 151.85 150.54
C-81 0 61 122.28 124.10 122.94
C-6pn 0 4pn 115.87 118.02 116.69
C-5pn 130.80 132.69 131.45
cr 127.47 128.78 126.04
ca 138.24 142.15 142.74
c2,6 133.22 135.96 134.12
c3,5 128.12 129.96 130.51
[ 145.37 145.83
@ 138.97 13537
[ I — 129.57 129.88
[ - I — 130.63 128.89
C-2,6,7, 53.72 57.04 55.69
€-3,5,8, 23.25 26.20 24.96
c-a, 19.48 22.64 21.43
co 69.41 72.47 71.57
N 65.88 69.93 68.76
cH, | | 38.43
cH, | e | 38.22

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.
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Tabla 4.15.- Desplazamientos quimicos (6 ppm) de BC-RMN de los compuestos finales pertenecientes

a la Subfamilia A; (serie 1).

Cabeza @y \
cati6nica E_NQNG
Espaciador /_@_\ X /X 7
NSvSNaz oS Rasiisa/ s sWiag
Compuesto | SOS-19(NH,) SOS-20(NH,) * SOS-21(NH,) SOS-22(NH,)
5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
C1, 161.04 159.26 161.30 161.31
C2m 103.28 10033 10334 103.28
C3um 150.17 149.96 150.08 150.12
C-4,1 0 6,1 109.78 107.08 109.63 109.61
C-61 0 4pn 105.61 102.18 105.78 105.72
C5pm 130.83 129.50 130.80 130.81
cr 135.59 134.95 133.66 13351
ca 140.44 140.18 144.29 14519
2,6 129.37 12852 129.30 12935
3,5 129.33 127.22 130.67 130.45
[ IN— 138.63 142.18 14328
c4’ | 137.14 136.60 136.30
[ - I—— 126.68 129.66 129.48
c3",5" 128.06 128.59 128.64
C2,60r 143.01 141.99 142.90 142.90
€35, 109.70 108.60 109.63 109.64
[ 155.20 153.05 155.15 155.12
C2,50r 49.72 4831 49.69 49.68
€340 26.12 24.63 2611 26.10
co 70.03 68.27 70.68 70.70
N 61.54 59.14 61.64 61.66
CH, 38.36 36.30
CH, 38.36 36.27
CH, — | 31.99
CH, —— 31.91

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.
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Tabla 4.16.- Desplazamientos quimicos (6 ppm) de BC-RMN de los compuestos finales pertenecientes

a la Subfamilia A; (serie 2).

Cabeza @z \ CHs
catidnica g —N/\:>>N\
— CHs;
Espaciador /_@_\ A% 71X 'd
. R - /\©\<CH§;©/\ /\©\<CHzx©/\
Compuesto S0S-23(NH,)* SOS-24(NH,) SOS-25(NH,)* S0S-26(NH,)*
5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
C-1pn 159.15 161.10 159.34 159.34
C-2,, 100.27 99.99 100.16 100.26
C-3,1 147.73 148.83 149.74 149.87
C-4,,0 6pn 107.11 109.96 106.87 106.96
C-65n0 4pn 102.11 105.06 102.05 102.16
C-5, 129.50 131.86 129.31 129.45
c-v 135.07 135.11 133.05 133.00
c-4 138.14 142.73 141.98 142.83
c-2',6' 128.06 129.93 127.79 127.89
c-3,5 128.00 128.77 128.84 128.88
[ N I — 140.98 140.56 141.52
c-4” 137.60 134.81 134.72
[ - [ — 128.08 128.13 128.18
c3”,5” | e 129.10 127.39 127.56
C-2,6r 141.96 143.15 141.78 141.90
C-3,5, 107.98 109.17 107.79 107.91
C-4,, 155.87 157.92 155.70 155.82
2C,N(CHs), 30.65 40.49 39.35 39.46
c-0 68.14 70.88 68.41 68.57
C-N* 59.12 61.50 59.04 59.19
CH, e S — 36.28 34.52
CH, — | e 36.28 34.48
CH, N [ 30.45
CH, Y [ S —— 30.40

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.
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Tabla 4.17.- Desplazamientos quimicos (6 ppm) de BC-RMN de los compuestos finales pertenecientes

a la Subfamilia A; (serie 3).

Cabeza @
Cati6nica % _N@
Espaciador /_@_\ A v
T [T [ VO
Compuesto 505-27(NH,) S0S-28(NH,) S0S-29(NH,)
5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
C-1,, 159.98 159.78 150.86
C-2un 103.48 102.11 102.00
C3, 146.14 148.39 148.59
C-8,1,0 6 109.81 108.46 108.26
C650 4 106.26 104.59 104.44
C-5pn 129.89 129.45 129.44
cr 126.71 126.00 124.58
ca 140.66 142.88 144.39
c2,6 133.14 133.29 132.68
c3,5 127.96 127.70 129.10
T 139.02 140.72
ca” 137.67 135.24
c26” | e 127.25 128.28
T 2 S —— 126.72 127.19
C-2,6,7, 54.63 54.38 54.25
€3,5,8, 2378 2354 23.53
c-4, 20.22 19.98 19.99
co 68.89 68.95 69.26
CN* 67.51 67.24 67.32
cH, | 37.06
cH, | e 36.81
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2) Las cabezas catidnicas: se han utilizado 3 tipos diferentes de cabezas catidnicas para este
tipo de compuestos: pirrolidinopiridina, dimetilaminopiridina y quinuclidina.

Al introducir la pirrolidinapiridina como cabeza catidénica (Tabla 4.18), los carbonos
pertenecientes al anillo piridinico son los que aparecen a un desplazamiento quimico mas bajo.
El carbono cuaternario de la piridina C-4,, oscila entre & 153 y 155 ppm, seguido por los
carbonos aromdticos terciarios C-2,6,,,, entre 6 141 y 143 ppm, y C-3,5,,, entre 6 108 y 109
ppm. Por el contrario, los carbonos pertenecientes al anillo pirrolidinico son los que aparecen a
un campo mas alto, debido a las saturaciones que lo conforman. Los carbonos C-3,4,;. oscilan
entre & 24y 26 ppm, mientras que C-2,5,;, aparecen a un campo mas bajo que oscila entre 48
y 49 ppm debido al efecto desapantallante del nitrégeno.

Cuando la cabeza catidnica introducida es la dimetilaminopiridina (Tabla 4.19), apenas hay
variaciones en los desplazamientos quimicos de los carbonos terciarios perteneciente al anillo
piridinico (C-2,6,,r y C-3,5,) con respecto a la cabeza catiénica anterior. Los carbonos
terciarios C-2,6,,, resuenan a un campo que oscila entre 141 y 144 ppmy los carbonos C-3,5,,,
entre 107 y 110 ppm. El carbono cuaternario perteneciente al anillo piridinico C-4,,, aparece
a un campo ligeramente mas bajo que en la cabeza catidnica anterior, entre 156 y 159 ppm.

Por otro lado, cuando los productos tienen como cabeza catidnica la quinuclidina (Tabla 4.20),
los carbonos pertenecientes a la misma (C-2,6,7,, C-3,5,8, y C-4,) aparecen a desplazamientos
guimicos mas altos, existiendo diferencia entre aquellos que se encuentran directamente
unidos al nitrégeno quinuclidinico y los que no. Asi, los carbonos C-2,6,7,, directamente unidos
al nitrégeno aparecen a un campo mas bajo que aquellos que no lo estan (6= 54 y 57 ppm)
mientras que C-3,5,8, aparecen a un desplazamiento quimico que oscila entre 23 y 26 ppmy C-
4, entre § 19-22 ppm.

Los carbonos secundarios no aromaticos que unen los espaciadores con la correspondiente
cabeza catidnica (C-N*) y el anillo aminofendlico (C-O y C-NH) aparecen a un desplazamiento
quimico que oscila entre 46 y 72 ppm, dependiendo del &tomo o grupo de atomos a los que
estén unidos. Asi, entre los carbonos que unen el espaciador con el anillo aminofendlico, el
carbono alquilico unido al grupo amino (C-NH) estd mas apantallado y por tanto aparece a un
desplazamiento quimico mas alto que oscila entre 46 y 48 ppm. El carbono unido al atémo de
oxigeno (C-O) aparece a un desplazamiento quimico mas bajo que oscila entre 68 y 72 ppm,
debido al mayor efecto desapantallante del oxigeno (-1). Por otro lado, el carbono alquilico que
une el espaciador con la correspondiente cabeza catiénica (C-N¥), cuando la cabeza catidnica
es la dimetilaminopiridina y la pirrolidinopiridina aparece a un desplazamiento quimico entre
59-62 ppm, mientras que cuando la cabeza catidnica es la quinuclidina aparece a un campo
mas bajo que oscila entre 65-69 ppm. Esto puede deberse a que la carga positiva del nitréogeno
en los anillos piridinicos estda mas deslocalizada a lo largo de todo el anillo, ejerciendo asi un
menor efecto desapantallante sobre este carbono que el nitrégeno del resto de quinuclidinio.
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Cabeza @/ \
cati6nica E _NQNG
Compuesto 1(OH) 19(NH,) 2(OH) 20(NH,)* 3(OH) 21(NH,) 4(OH) 22(NH,)
& (ppm) & (ppm) & (ppm) A (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)
C-1,n 149.86 161.04 150.07 159.26 150.19 161.30 151.64 161.31
c2,, 99.44 103.28 99.52 100.33 99.55 103.34 100.92 103.28
C-3, 157.77 150.17 157.75 149.96 157.77 150.08 159.16 150.12
C-4,1,0 6,1, 104.81 109.78 104.95 107.08 105.00 109.63 106.40 109.61
C-6,,0 4yn 103.72 105.61 103.75 102.18 103.67 105.78 105.11 105.72
C-5pn 129.32 130.83 129.27 129.50 129.29 130.80 130.66 130.81
cr 133.16 135.59 133.54 134.95 132.17 133.66 133.47 133.51
ca 141.78 140.44 138.35 140.18 142.88 144.29 145.21 145.19
c-2,6 128.05 129.37 128.41 128.52 127.97 129.30 129.33 129.35
c3,5 127.78 129.33 127.34 127.22 129.23 130.67 130.45 130.45
c1” 141.78 138.63 139.62 142.18 142.12 143.28
c-4” 140.11 137.14 137.73 136.60 138.84 136.30
c-2",6” 127.46 126.68 128.22 129.66 129.44 129.48
c-3",5” 126.56 128.06 126.89 128.59 128.33 128.64
C-2,6,ir 141.48 143.01 141.56 141.99 141.38 142.90 142.88 142.90
C-3,5, 108.25 109.70 108.28 108.60 108.22 109.63 109.63 109.64
[ 153.63 155.20 153.74 153.05 153.62 155.15 155.12 155.12
C-2,5, 48.29 49.72 48.29 48.31 48.46 49.69 49.68 49.68
€340 24.69 26.12 24.69 24.63 24.69 26.11 26.10 26.10
C-N* 60.15 61.54 60.10 59.14 60.21 61.64 61.66 61.66
C-NH 46.62 48.42 4827 | - 47.95 | e
co 70.03 68.27 | - 70.68 | -eeen 70.70
CH, 37.07 38.36 36.25 36.30
CH, 36.87 38.36 36.22 36.27
CH, 32.00 31.99
CH, 31.87 31.91

(*) El disolvente utilizado es DMSO-dg,

Tabla 4.18.- Desplazamientos quimicos (5,

ppm) de BC-RMN de los compuestos

finales con pirrolidinopiridina como cabeza

catidnica.
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Y, CHs
Eox
— CH;

5(0H)* | 12(NO,) | 23(NH,)* | 6(0OH)* | 13(NO,) | 24(NH,) | 7(OH) | 14(NO,) | 25(NH,)* | 8(OH) | 15(NO,) | 26(NH,)*

8 (ppm) | 6 (ppm) & (ppm) & (ppm) 5 (ppm) & (ppm) 8 (ppm) | 6 (ppm) 5 (ppm) 8 (ppm) | & (ppm) & (ppm)
C-1pn 149.78 159.14 159.15 150.64 161.95 161.10 150.46 159.59 159.34 150.48 162.03 159.34
C-2,1 99.21 109.02 100.27 99.99 111.71 99.99 99.84 109.37 100.16 99.79 111.75 100.26
C3,n 158.04 149.18 147.73 158.83 151.84 148.83 158.03 149.36 149.74 158.02 151.79 149.87
C-4,,0 | 103.85 121.43 107.11 104.66 124.07 109.96 105.30 121.79 106.87 105.26 124.11 106.96
[
C-6,,0 | 103.36 115.43 102.11 104.08 117.99 105.06 103.96 115.52 102.05 103.98 117.87 102.16
4en
C-5pn 129.34 130.04 129.50 130.10 132.67 131.86 129.59 130.30 129.31 129.59 132.63 129.45
cr 133.95 134.67 135.07 135.39 136.52 135.11 132.37 132.51 133.05 132.23 134.67 133.00
ca 141.32 137.62 138.14 138.35 144.10 142.73 143.15 143.07 141.98 144.05 146.46 142.83
c2,6 | 127.92 128.16 128.06 129.30 131.17 129.93 128.34 129.48 127.79 128.32 131.68 127.89
c3,5 | 127.62 128.16 128.00 128.39 130.15 128.77 129.50 128.28 128.84 129.31 130.65 128.88
c1” 141.01 142.45 140.98 139.91 141.66 140.56 141.00 145.10 141.52
ca” 141.15 138.65 137.60 138.01 134.12 134.81 137.70 136.26 134.72
c-2",6” 127.32 129.47 128.08 128.49 127.73 128.13 128.32 130.14 128.18
c-3”,5” 127.85 130.59 129.10 127.19 128.72 127.39 127.23 130.94 127.56
C2,6, | 141.93 141.69 141.96 142.76 144.34 143.15 141.76 141.89 141.78 141.80 144.26 141.90
C-3,5, | 107.97 107.72 107.98 108.76 110.37 109.17 107.93 107.96 107.79 107.93 110.32 107.91
C-4, 155.85 156.61 155.87 156.64 159.26 157.92 156.70 156.79 155.70 156.73 159.22 155.82
N 59.11 59.99 59.12 59.77 62.67 61.50 60.44 60.43 59.04 60.48 62.87 59.19
C-NH 45.99 46.79 SN o S 5370 | e | oo
[ R E— 69.54 [ 7 A — 72.46 70.88 ereee | 70,42 68.41 | —roeee- 72.85 68.57
2C, 39.75 38.93 30.65 40.50 41.59 40.49 39.29 39.27 39.35 39.25 41.59 39.46
N(CHs),
CH, 37.34 37.20 36.28 35.14 37.56 34.52
CH, 37.13 37.20 36.28 35.10 37.54 34.48
CH, 30.89 33.25 30.45
CH, 30.74 33.22 30.40

(*) El disolvente utilizado es DMSO-dg.

Tabla 4.19.- Desplazamientos quimicos
(6, ppm) de BC-RMN de los compuestos
finales con dimetilaminopiridina como
cabeza catidnica.
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Cabeza

E®

Catidnica
Compuesto | 9(OH)* | 16(NO,)* | 27(NH,) 10(OH)* | 17(NO,) | 28(NH,) 11(OH)* | 18(NO,) | 29(NH,)
& (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) A (ppm) & (ppm) & (ppm)
C-1,, 150.28 158.74 159.98 150.39 161.95 159.78 150.46 160.77 159.86
C-2n 99.69 108.98 103.48 99.73 111.77 102.11 99.72 110.52 102.00
C-30n 158.57 148.75 146.14 158.58 151.85 148.39 158.54 150.54 148.59
C-4,,0 6pn 104.28 122.28 109.81 104.37 124.10 108.46 104.39 122.94 108.26
C-6,10 4pn 103.92 115.87 106.26 103.84 118.02 104.59 103.72 116.69 104.44
C-50n 129.90 130.80 129.89 128.20 132.69 129.45 129.75 131.45 129.44
cr 126.29 127.47 126.71 126.92 128.78 126.00 126.92 126.04 124.58
c4 143.40 138.24 140.66 142.04 142.15 142.88 144.19 142.74 144.39
c2,6 133.38 133.22 133.14 134.05 135.96 133.29 133.38 134.12 132.68
c3,5 127.87 128.12 127.96 127.34 129.96 127.70 129.32 130.51 129.10
c1” 137.83 145.37 139.02 139.90 145.83 140.72
ca” 141.05 138.97 137.67 138.69 135.37 135.24
c-2",6” 127.13 129.57 127.25 128.66 129.88 128.28
c-3”,5” 127.04 130.63 126.72 127.49 128.89 127.19
C-2,6,7, 54.13 53.72 54.63 54.15 57.04 54.38 54.07 55.69 54.25
C-3,5,8, 23.77 23.25 23.78 23.82 26.20 23.54 23.79 24.96 23.53
c-4, 19.96 19.48 20.22 19.99 22.64 19.98 20.00 21.43 19.99
c-N* 66.56 65.88 67.51 66.34 69.93 67.24 66.55 68.76 67.32
C-NH -7/ [ 4653 | e | e Y370 [ [U—
co | e 69.41 68.89 | - 72.47 6895 | e 71.57 69.26
CH; 37.24 38.43 37.06
CH; 36.84 38.22 36.81

(*) El disolvente utilizado es DMSO-de.

Tabla 4.20.- Desplazamientos quimicos (5,

ppm) de BC-RMN de los compuestos finales con

quinuclidina como cabeza catiénica.
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El espaciador: los carbonos aromaticos que corresponden a los espaciadores (Tablas 4.21,
4.22, 4.23 y 4.24) aparecen a un desplazamiento quimico que oscila entre 124 y 146 ppm. Asi,
el C-1’, carbono cuaternario comun a todos los espaciadores, aparece a un campo mas bajo en
aquellos compuestos que presentan un sistema aromatico piridinico (pirrolidinopiridina y
dimetilaminopiridina) que oscila entre 130-136 ppm; mientras que cuando éste es sustituido
por un azabiciclo (quinuclidina) se produce un ligero desplazamiento a campo mas alto que
varia entre 124-128 ppm. Por otro lado, el carbono cuaternario C-4’ en el espaciador fenilo, o
C-4” en el resto de espaciadores, parece verse mas influido por el efecto que ejerce el grupo
funcional presente en el anillo aromatico (OH, NO, y NH,) y no tanto por el &tomo o grupo al
cudl esta enlazado el metilo mas préximo (H,C-O y H,C-NH). Asi, cuando el grupo funcional
libre es un grupo hidroxilo (OH) este carbono aparece a un desplazamiento quimico
ligeramente mds bajo que oscila entre 141-143 ppm en el espaciador fenilo, entre 140-141
ppm en el espaciador bifenilo y entre 137-138 ppm en el resto de espaciadores. Mientras que
cuando el grupo funcional libre es el grupo nitro (NO,), este carbono aparece a un campo
ligeramente mds alto: entre 137-138 ppm para el espaciador fenilo y bifenilo y entre 134-136
ppm para el resto de espaciadores. Por ultimo, cuando el grupo funcional libre es el grupo
amino (NH,) este carbono aparece entre 6 138-140 ppm en el espaciador fenilo, a 6 137 ppm
en el bifeniloy entre 6 134-136 ppm en el resto de espaciadores.

Las sefiales del resto de carbono aromaticos (C-2’,6’, C-3’,5’, C-2”,6” y C-3”,5”) resuenan a un
desplazamiento quimico tipico de los sistemas aromaticos p-sustituidos, sin verse afectados
directa o indirectamente por ningun efecto (6= 126-135 ppm).

Podemos concluir que:

* En el anillo aromético (nitro/aminofendlico) los carbonos C-2,,, C-4, y C-6,4 son los
que se encuentran mas influidos por el efecto mesémero +M/-M que ejerce el el
sustituyente R; (OH, NH, Y NO,).

* Los carbonos C-6,,y sobre todo C-2,, se encuentran algo mas influidos por el atomo o
grupo de enlace con el espaciador (enlace éter o amino) que el carbono C-4,,. En
orden de campo decreciente : grupo NO, (enlace éter)> grupo NH, (enlace éter)>
grupo OH (enlace amino).

* El carbono C-5,, apenas se ve influido por el efecto de estos grupos, resonando a un
campo magnético casi constante (6= 128-132 ppm) en todos los compuestos de la
Familia A.

¢ Los carbonos pertenecientes al anillo de piridina son los que aparecen a un campo mas
bajo, mientras que los carbonos pertenecientes a la quinuclidina son los que aparecen
a un campo mas alto.

* Enla pirrolidinopiridina el carbono cuaternario C-4,,, aparece a un campo ligeramente
mas alto que en la dimetilaminopiridina, probablemente debido a que esta ultima no
tiene el efecto apantallante que ejerce el anillo pirrolidinico.
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Los carbonos de los grupos metilenos que unen el anillo aromatico con el espaciador
(CH,-0O o CH,-NH), aparecen mas desapantallados cuando estan unidos a un oxigeno
que cuando estan unidos a un grupo amino.

El carbono del grupo metileno unido a la cabeza catidnica (CH,-N') se encuentra a
campo mas bajo cuando esta unido a un resto de quinuclidina que cuando lo esta a las
piridinas sustituidas en posicién 4. Probablemente esto es debido a que la carga
positiva del nitrégeno en los anillos piridinicos esta mas repartida a lo largo de todo el
anillo ejerciendo un menor efecto desapantallante.

En el espaciador, el carbono C-1’ aparece a campo mas bajo cuando hay un anillo
piridinico que cuando hay un azabiciclo.

Los carbonos C-4’ del espaciador fenilo y C-4"” del resto de espaciadores, parecen estar
mas influidos por el grupo funcional (OH, NO, o NH,) que por el a&tomo o grupo de
atomos al cual enlaza directamente (O y/o NH).
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Tabla 4.21.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de BC-RMN de los compuestos finales con p-xileno
como espaciador.

Espaciador < >
T -~

—N N, —N N, —| —N N - —N N —N N -
catidnica é = (j % Q "CHy| % % Q ‘CH, % % = (j E Q “CH, §
Compuesto 1(OH) 5(0OH)* 9(OH)* 12(NO,) 16(NO,)* 19(NH,) 23(NH,) 27(NHy)*

8 (ppm) &(ppm) | &(ppm) | & (ppm) & (ppm) 8 (ppm) & (ppm) | 6 (ppm)
C1,, 149.86 149.78 150.28 159.14 158.74 161.04 159.15 159.98
C-2,, 99.44 99.21 99.69 109.02 108.98 103.28 100.27 103.48
C-3,n 157.77 158.04 158.57 149.18 148.75 150.17 147.73 146.14
C-4,,0 6,y 104.81 103.85 104.28 121.43 122.28 109.78 107.11 109.81
C-6,10 4, 103.72 103.36 103.92 115.43 115.87 105.61 102.11 106.26
C-5pn 129.32 129.34 129.90 130.04 130.80 130.83 129.50 129.89
c1 133.16 133.95 126.29 134.67 127.47 135.59 135.07 126.71
c-4 141.78 141.32 143.40 137.62 138.24 140.44 138.14 140.66
c-2’,6’ 128.05 127.92 133.38 128.16 133.22 129.37 128.06 133.14
c-3’,5’ 127.78 127.62 127.87 128.16 128.12 129.33 128.00 127.96
C-2,6,; 141.48 141.93 141.69 143.01 14196 | e
C-3,5;r 108.25 107.97 107.72 | - 109.70 107.98 | e
C4,; 153.63 155.85 156.61 | - 155.20 155.87 | e
€25, 48.29 4972 | e | e
C-3,4, 24.69 Y- 72 [ [ —
C-N* 60.15 59.11 66.56 59.99 65.88 61.54 59.12 67.51
C-NH 46.62 45.99 46.47
c-0 69.54 69.41 70.03 68.14 68.89
C-2,6,7, el B 54.13 5372 | e | e 54.63
C3,58, — [ e 23.77 PX11- 7 [ | — 23.78
C-4, 19.96 1948 | e | - 20.22
2C,N(CHs), 39.75 38.93 [N 30.65 | -

(*) El disolvente utilizado es DMSO-dg.
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Tabla 4.22.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de 3C-RMN de los compuestos finales con bibencilo.

Espaciador
~ -

e [EO-O[ROT RO [RO-E R0 [RO-ORO-4 1RO
Catidnica = CHs CHs = CHs
Compuesto 2(OH) 6(OH)* 10(OH)* | 13(NO,) | 17(NO,) | 20(NH,)* 24(NH,) | 28(NH,)

& (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)
C-1ph 150.07 150.64 150.39 161.95 161.95 159.26 161.10 159.78
C-zph 99.52 99.99 99.73 111.71 111.77 100.33 99.99 102.11
C-3ph 157.75 158.83 158.58 151.84 151.85 149.96 148.83 148.39
C-4ph o Gph 104.95 104.66 104.37 124.07 124.10 107.08 109.96 108.46
C-ﬁph o 4ph 103.75 104.08 103.84 117.99 118.02 102.18 105.06 104.59
c'5ph 129.27 130.10 128.20 132.67 132.69 129.50 131.86 129.45
c-1 133.54 135.39 126.92 136.52 128.78 134.95 135.11 126.00
c-4 138.35 138.35 142.04 144.10 142.15 140.18 142.73 142.88
Cc-2,6’ 128.41 129.30 134.05 131.17 135.96 128.52 129.93 133.29
c-3’,5’ 127.34 128.39 127.34 130.15 129.96 127.22 128.77 127.70
c-1” 141.78 141.01 137.83 142.45 145.37 138.63 140.98 139.02
c-4” 140.11 141.15 141.05 138.65 138.97 137.14 137.60 137.67
c-2”,6” 127.46 127.32 127.13 129.47 129.57 126.68 128.08 127.25
c-3”,5” 126.56 127.85 127.04 130.59 130.63 128.06 129.10 126.72
C-2,6pir 141.56 142.76 14434 | e 141.99 143.15 | -
c-3,5pir 108.28 108.76 e 11037 | - 108.60 109.17 | -
C-4,;, 153.74 156.64 159.26 | - 153.05 157.92 | e
C-2,5,i 48.29 4831 | e | e
C-3,4, 24.69 2463 | e | e
c-N* 60.10 59.77 66.34 62.67 69.93 59.14 61.50 67.24
C-NH 48.42 46.79 4653 | @ e [ S [ —
c-0 72.46 72.47 68.27 70.88 68.95
C-2,6,7, 5415 | - 57.04 e 54.38
€-3,5,8, PEX-7 I I — 26.20 I D — 23.54
C-4, 19.99 | e 22.64 I D — 19.98
2C,N(CH3), 40.50 41.59 — e 4049 | -

(*) El disolvente utilizado es DMSO-dg.
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Tabla 4.23.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de BC-RMN de los compuestos finales con 1,4-bis(p-

tolil)etano.
Espaciador \/\©\< j/@Aj
@ [E) CH ® ® ® )
Cabeza §—N(/}N<j §—NQN\ RE E> % N )N —N E—N(/}NG |- C\} N Z>
catidnica = CHs s = CHs
Compuesto 3(OH) 7(0OH) 11(OH)* | 14(NO,) | 18(NO,) | 21(NH,) 25(NH,)* | 29(NH,)
8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) | & (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) | & (ppm)
C-Lp, 150.19 150.46 150.46 159.59 160.77 161.30 159.18 159.86
C2,n 99.55 99.84 99.72 109.37 110.52 103.34 100.16 102.00
C3,, 157.77 158.03 158.54 149.36 150.54 150.08 149.74 148.59
C-4,,0 6, 105.00 105.30 104.39 121.79 122.94 109.63 106.87 108.26
C-6,,0 4y, 103.67 103.96 103.72 115.52 116.69 105.78 102.05 104.44
C-5pn 129.29 129.59 129.75 130.30 131.45 130.80 129.31 129.44
c-1 132.17 132.37 126.92 132.51 126.04 133.66 133.05 124.58
c-4 142.88 143.15 144.19 143.07 142.74 144.29 141.98 144.39
c-2,6 127.97 128.34 133.38 129.48 134.12 129.30 127.79 132.68
c-3,5 129.23 129.50 129.32 128.28 130.51 130.67 128.84 129.10
c-1” 139.62 139.91 139.90 141.66 145.83 142.18 140.56 140.72
c-4" 137.73 138.01 138.69 134.12 135.37 136.60 134.81 135.24
c-2”,6"” 128.22 128.49 128.66 127.73 129.88 129.66 128.13 128.28
c-3”,5” 126.89 127.19 127.49 128.72 128.89 128.59 127.39 127.19
C-2,6, 141.38 141.76 | s 141.89 | - 142.90 141.78 | -
C-3,5, 108.22 107.93 107.96 109.63 107.79 | -
C-4y 153.62 156.70 | - 156.79 | - 155.15 155.70 | -oee-
C2,5,, 48.46 4969 | e | e
C-3,45, 24.69 2611 | e | e
C-N* 60.21 60.44 66.55 60.43 68.76 61.64 59.04 67.32
C-NH 48.27 47.29 46.70 S e
co | 70.42 7157 70.68 68.41 69.26
c267, | ——— 5407 | e X I I — 54.25
c358, | 2379 | e 2496 | e | e 23.53
c4, | 2000 | e 2143 | e | e 19.99
N(CHy), | ——— 39.29 39.27 (SN EEE
CH, 37.07 37.34 37.24 37.20 38.43 38.36 36.28 37.06
CH, 36.87 37.13 36.84 37.20 38.22 38.36 36.28 36.81

(*) El disolvente utilizado es DMSO-dg.
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tolil)butano.

Espaciador A% Y
CH
s

® ® CH. ® CH ® ® CH
cabeza [ 57 [ S [ 1S [ I
catidnica = = O = CHs = = CHs
compuesto 4(OH) 8(OH) 15(NO,) 22(NH,) 26(NH,)*

8 (ppm) & (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm)
C1,, 151.64 150.48 162.03 161.31 159.34
C2,, 100.92 99.79 111.75 103.28 100.26
c3,, 159.16 158.02 151.79 150.12 149.87
C-8,,0 6, 106.40 105.26 124.11 109.61 106.96
C-6p1 0 4pp 105.11 103.98 117.87 105.72 102.16
C5pn 130.66 129.59 132.63 130.81 129.45
c-1 133.47 132.23 134.67 133.51 133.00
c-4 145.21 144.05 146.46 145.19 142.83
c-2',6' 129.33 128.32 131.68 129.35 127.89
c-3',5 130.45 129.31 130.65 130.45 128.88
c-1” 142.12 141.00 145.10 143.28 141.52
c-4” 138.84 137.70 136.26 136.30 134.72
c-2",6" 129.44 128.32 130.14 129.48 128.18
c-3",5" 128.33 127.23 130.94 128.64 127.56
C-2,6,; 142.88 141.80 144.26 142.90 141.90
C3,5,, 109.63 107.93 110.32 109.64 107.91
CAy, 155.12 156.73 159.22 155.12 155.82
C-2,5,ir 4968 | e 49.68
C3,4,, 2610 | e 26.10
C-N* 61.66 60.48 62.87 61.66 59.19
C-NH 47.95 53.70 U
c-0 | 72.85 70.70 68.57
267, | —— | = | = | e
C-3,58,
[ e e s I I—
N(CH), 39.25 4159 | e 39.46
CH, 36.25 35.14 37.56 36.30 34.52
CH, 36.22 35.10 37.54 36.27 34.48
CH, 32.00 30.89 33.25 31.99 30.45
CH, 31.87 30.74 33.22 31.91 30.40

(*) El disolvente utilizado es DMSO-ds.

Tabla 4.24.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de BC-RMN de los compuestos finales con 1,4-bis(p-
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4.2.3.- Analisis espectroscépico de los compuestos finales biscationicos
simétricos (Familia B).

El andlisis espectroscépico de los quince compuestos finales de esta familia se ha subdividido
en cada una de las subfamilias que se han descrito en las consideraciones generales.

4.2.3.1.- Analisis espectroscopico de los compuestos finales pertenecientes a la
Subfamilia B;.

Esta Subfamilia incluye los compuestos finales biscatidonicos SOS-30 a SOS-33, los cuales
presentan como cabeza catidnica la quinuclidina. Han sido clasificados en orden creciente de
la longitud del espaciador, pasando del p-xileno al 1,4-bis(p-tolil)butano.

Los datos espectroscépicos de *H-RMN, tanto los desplazamientos quimicos (5, ppm) como las
constantes de acoplamiento (J, Hz), se encuentran resumidos en la Tabla 4.25, mientras que
los datos espectroscdpicos de *C-RMN se encuentran recogidos en la Tabla 4.26. Todos estos
espectros se han realizado utilizando como disolventes metanol y dimetilsulféxido deuterados
y son concordantes con las estructuras propuestas.

Los hidrégenos y los carbonos han sido asignados de manera inequivoca mediante los estudios
de HMBC y HSQC realizados sobre los compuestos SOS-30 y SOS-32. Las seiales
correspondientes al resto de compuestos han sido extrapoladas a partir de estos estudios.

Las estructuras de los siguientes compuestos han sido numeradas y nombradas siguiendo los
principios de numeracion y nomenclatura de la IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) (Figura 4.3).

‘ SOS-30 ™

Figura 4.3.- Esquema de los compuestos de la Subfamilia B; con numeracion relativa.
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Tabla 4.25.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de "H-RMN de los
compuestos finales SOS-30 a SOS-33 (Subfamilia B1).

Estructura GN\ or B,—@ GN\ Br B,’@ 6\ ) B,~@ , 5(@
0~ o O | Qe O

Compuesto SOS-30* SOS-31 S0OS-32* SOS-33

& (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)

H-2,6 y H-2',6' 7.66 (s) 7.86 (d) 7.46 7.44 (d)
8.34 (m) 7.93

H-3,5y H-3"5' 7.66 (s) 7.68 (d) 7.46 7.36 (d)
8.34 (m) 7.93
CHp | e | e 2.98 (s) 172
(m)
CHe |  — | —— ] e 2.73
(m)

*N-CH; 4.52(s) 4.49 (s) 4.44 (s) 4.38(s)
H-2,6,7q 3.49 3.56 3.43 3.49
(m) (m) (m) (m)
H-3,5,8q 1.90 2.04 1.89 2.01
(m) (m) (m) (m)

H-4q 2.09 (dt) 2.20 (dt) 2.08 2.17 (dd)

6.1,3.0 6.4,3.2 (m) 6.8,3.6

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.

Como se puede observar en la Tabla 4.25, podemos dividir el espectro de 'H en tres zonas: La
zona situada a campo mas bajo, donde aparecen las sefiales de los protones aromaticos del
espaciador; una intermedia, donde resuenan los protones de los metilenos unidos a la cabeza
catidnica y, por ultimo, una zona donde resuenan los protones de la quinuclidina y los
metilenos de la cadena alifatica (compuestos SOS-32 y SOS-33).

Los espectros de 'H de los compuestos SOS-30 y SOS-32 han sido realizados usando como
disolvente dimetilsulféxido deuterado, por ello, las seiales de los desplazamientos quimicos
de ambos compuestos seran comentadas independientemente las sefiales de los compuestos
S0OS-31y SOS-33.

El compuesto SOS-30 tiene un espaciador formado exclusivamente por un anillo aromatico
sustituido en para, por ello todos sus protones son iguales y resuenan como singlete a un
desplazamiento quimico de 7.66 ppm. Estos protones aparecen a frecuencias mas altas que los
protones del espaciador del compuesto SOS-32, que resuenan como multiplete a  7.46 ppm.
También es posible apreciar este desplazamiento en el metileno unido a la cabeza catidnica
(CH,-N"), que resuena a § 4.52 ppm, campo ligeramente mas bajo con respecto al metileno del
compuesto SOS-32. Solamente las sefiales espectroscépicas de los protones de la quinuclidina
se mantienen casi constantes entre ambos productos.
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En el compuesto SOS-31 no existe una cadena alifatica en el espaciador, los dos fenilos estan
unidos directamente entre si, lo que hace aumentar el fendmeno de resonancia, que estabiliza
los dos anillos, haciendo resonar a los propios protones a un desplazamiento quimico mas alto
con respecto a los compuestos SOS-32 y SOS-33.

Asi, las sefiales de los protones H-2,6 y H-2’,6’ resuenan a & 7.86 ppm como doblete y se
acoplan con H-3,5y H-3’,5" a 6 7.68 ppm, con una constante de acoplamiento de 8.34 Hz.

La sefial del metileno unido a la cabeza catidnica (CH,-N*) aparece como singlete, con un
desplazamiento quimico de 4.49 ppm.

Los protones de la quinuclidina resuenan a un desplazamiento quimico bajo: H-2,6,7, aparece
a 6 3.56 ppm, H-3,5,8,a 6 2.04 ppm y H-4,a 6 2.20 ppm.

El compuesto SOS-33, en donde en el espaciador existe una cadena alquilica entre los dos
fenilos, sustituidos en posicidn para, presentan los protones iguales dos a dos. Asi H-2,6 y H-
2’,6" aparece como un doblete a & 7.44 ppm acoplandose con H-3,5y H-3’,5" a & 7.36 ppm
con una constante de acoplamiento de 7.93 Hz.

El grupo metileno unido a la quinuclidina (CH,-N") resuena como singlete a 6 4.38 ppm y es el
mas desapantallado, con respesto a todos los CH, presentes en la molécula, por la influencia
de la carga positiva del nitrégeno de la cabeza.

Por otro lado, en la cadena alquilica del espaciador, CH,z resuena como un multiplete a 6 2.73
ppm y estd mas desapantallado que CH,,, que aparece a & 1.72 ppm también como
multiplete. Esto es debido a que se encuentra directamente unido al anillo aromatico del
espaciador, lo que incrementa el desplazamiento quimico del metileno por efecto de la
resonancia.

A campo mas alto aparecen las sefales de los protones de la quinuclidina, que al tener una
estructura simétrica, aparecen de tres en tres. Asi, los hidrégenos H-2,6,7, son iguales y dan un
multiplete a 6 3.49 ppm y H-3,5,8, dan lugar a otro mutiplete a & 2.01 ppm mientras que el
proton de unién de los dos ciclos, H-4,, aparece como doble doblete a 6 2.17 ppm, siendo las
constantes de acoplamiento con H-3,5,8,y H-2.6.7, de 3.6 Hz y 6.8 Hz, respectivamente.
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Tabla 4.26.- Desplazamientos quimicos (5, ppm) de BC-RMN de los compuestos finales SOS-30 a SOS-
33 (Subfamilia B,).

Estructura ¢ SNE Br B,—<N+ ) GN\ Br ar'<N+ ) ) B’A<N* ) Br'<N¢ )
4 Br -
N B
O~ OO~ C O e a O
Compuesto S0S-30 S0S-31 S0S-32* S0S-33
& (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)
Cc-1,1' 138.96 144.16 143.96 147.62
C-2,6yC-2'6' 142.87 129.76 129.34 131.22
Cc-3,5ycC-3',5' 142.87 135.77 133.45 135.01
c-4,4' 138.96 129.13 125.77 126.72
CHp, | | 36.87 32.89
CHpy | | | 37.25
*N-CH, 74.99 69.39 66.49 69.70
C-2,6,7q 63.22 56.71 54.09 56.55
C-3,5,8q 32.82 25.82 23.80 25.80
C4q 28-94 22.25 20.00 2227

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.

El estudio espectroscépico de * C-RMN de los compuestos finales SOS-30 a SOS-33
encuentra recogido en la Tabla 4.26. Los datos espectroscdpicos de **C y DEPT han permitido
determinar los carbonos cuaternarios y secundarios.

se

En estos espectros se distinguen dos zonas: una aromatica a campo bajo donde resuenan los
carbonos aromaticos del espaciador y otra a campo alto donde aparecen las sefiales de los
grupos metilenos del espaciador y de la quinuclidina.

En el compuesto SOS-30 el espaciador esta constituido solamente de un anillo aromatico y por
tanto los carbonos cuaternarios C-1 y C-4 son iguales y resuenan a un desplazamiento quimico
de 138.96 ppm. El carbono C-1 aparece a campo mas alto con respecto a los carbonos C-1,1’
del resto de compuestos mientras que C-4 estd mds desapantallado que C-4,4’. Los protones
del benceno resuenan a campo mds bajo, 142.87 ppm, que en el resto de compuestos. Lo
mismo sucede en el grupo metileno unido a la quinuclidina CH,-N" (6= 74.99 ppm) vy los
protones de la quinuclidina, que resuena a desplazamiento quimico mayor.

El espectro de C del compuesto SOS-32 ha sido realizado utilizando como disolvente
dimetilsulféxido y por tanto, resulta dificil hacer una comparacién con el resto de productos de
esta Familia. Aun asi, los valores son muy similares a los de los compuestos SOS-33.

En los compuestos SOS-31 y SOS-33, los carbonos pertenecientes al anillo de quinuclidina se
mantienen constantes resonando sin apenas variacion en su desplazamiento quimico (ppm).
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En el compuesto SOS-33, los carbonos del espaciador, C-3,5y C-3',5'y C-2,6 y C-2’,6’ resuenan
a valores de campo bastante similares, apareciendo a 6 135.01 ppm y 6 131.22 ppm
respectivamente.

El grupo CHys resuena a 6 37.25 ppm, un campo mas bajo con respecto a CH,, que resuena a &
32.89 ppm, debido a la mayor proximidad con el benceno aromadtico que tiene efecto
desapantallante. Por otro lado el grupo directamente unido a la cabeza catidnica (CH,-N*)
aparece a un campo mas bajo (6= 69.70 ppm), debido a la suma de dos efectos, el del
nitrégeno positivo y el resonante del benceno.

En cuanto a la cabeza catidnica, podemos observar como C-2,6,7, aparecen a un
desplazamiento quimico de 56.55 ppm, mas desapantallados que C-3,5,8, que aparecen a un
campo de 6 25.80 ppm, debido a la mayor proximidad del nitrégeno positivo. Por dltimo C-4,
aparece a un desplazamiento quimico de 22.27 ppm.

Se puede concluir que:

- La mayor longitud y presencia de dos sistemas aromaticos en el espaciador no influye
sobre la resonancia de los carbonos de la quinuclidina.

- Un solo anillo aromatico en el espaciador si influye sobre los carbonos de la
quinuclidina, desapantallandolos. Aumentado ademas la resonacia de los protones del
anillo aromatico.

- Con la reduccién de las dimensiones del espaciador se reduce la resonancia de carbono
C-1,1’ y se aumenta la de C-4,4".
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4.2.3.2.- Analisis espectroscopico de los compuestos finales pertenecientes a la
Subfamilia B,.

Dentro de esta Subfamilia se encuentran los compuestos finales biscatiénicos SOS-34 a SOS-
40. Presentan como cabeza catidnica una quinolina sustituida en posicién 4 con derivados
aminicos aromaticos (serie 1) o derivados aminicos no aromaticos saturados (serie 2). Cuatro
de estos compuestos poseen un atomo de cloro en la posicién 7 de la quinolina. Todos los
compuestos presentan como espaciador el 1,2-bis(p-toliloxi)etano.

Los datos espectroscépicos de *H-RMN, desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de
acoplamiento (J, Hz), se encuentran resumidos en la Tabla 4.27. Los datos espectroscépicos de
13C.RMN se encuentran recogidos en la Tabla 4.28. Todos estos espectros se han realizado
utilizando como disolventes metanol deuterado y son concordantes con las estructuras
propuestas.

Los hidrégenos y los carbonos han sido asignados de manera inequivoca mediante los estudios
de HMBC y HSQC realizados sobre los compuestos SOS-35 y SO0S-38. Las seiales
correspondientes al resto de compuestos han sido extrapoladas a partir de estos estudios.

Las estructuras de los siguientes compuestos han sido numeradas y nombradas siguiendo los
principios de numeracién y nomenclatura de la IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) (Figura 4.4).

N Cl
—
A
R, = N—
1 1,
6ph 2ph
5ph 7 3ph
" cl cl
SOS-34 S0S-35 SOS-36 SOS-37
Serie 2
lqum 8
N.8g <guin N Cl N Cl
2qu| - 7qu|n = =
3CIU|\44a 4 6qu|n X DS
R1 = . gglr\zazqum N c Nlplrr
p"< / 2p|rr
Ga 3az 4p|rr 3p|rr
582 4az
SOS-38 SOs-39 S0S-40

Figura 4.4.- Esquema de los compuestos de la Subfamilia B, con numeracion relativa.
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Tabla 4.27.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de "H-RMN de los

compuestos finales SOS-34 a SOS-40 (Subfamilia B2).

Ca beza /N /N Cl /N /N Cl /N /N Cl /N Cl
S1E 9|9 |©0° |°
Cl cl
Compuesto | SOS-34 S0S-35 SOS-36 S0S-37 SOs-38 S0S-39 SOS-40
& (ppm) 5 (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)
H-2,6 e H-2',6' 7.03 (d) 7.06 (d) 7.03 (d) 7.06 (d) 7.00 (d) 7.03 (d) 7.01(d)
8.76 8.70 877 8.73 8.80 8.64 8.75
H-3,5 e H-3',5' 7.40-7.29 7.35-7.32 7.33(d) 7.35 (d) 7.27 (d) 7.29 (d) 7.27 (d)
(m) (m) 877 8.73 8.80 8.64 8.75
O-CH, 433 (s) 435 (s) 4.33(s) 435 (s) 431 (s) 433 (s) 4.32(s)
*N-CH, 5.89 (s) 5.86 (s) 5.91 (s) 5.88 (s) 5.74 (s) 5.72 (s) 5.71(s)
H-2quin 8.86 (d) 8.84 (d) 8.90 (d) 8.87 (d) 8.54 (d) 8.51 (d) 8.63 (d)
7.44 7.50 7.40 7.46 7.73 7.75 9.23
H-3quin 7.40-7.29 7.35-7.32 7.41-7.37 7.38 (d) 7.10 (d) 7.11 (d) 6.90 (d)
(m) (m) (m) 7.47 7.74 7.78 7.69
H-5quin 7.62 (dd) 7.57-7.54 7.67 (dd) 7.63 (d) 8.05 (dd) 8.07 (d) 8.04 (d)
88,13 (m) 88,12 9.31 8.83,1.05 1.82 2.02
H-6quin 7.46 (t) 7.49 (t) 7.41-7.37 7.40 (d) 7.66 (dt) 7.65 (dd) 7.66 (dd)
7.36 7.4 (m) 1.96 5.77,1.15 9.2,1.9 9.2,2.0
H-7quin 7.81 (dt) 7.84(dt) | e 7.90(dt) | -eeen
5.57,1.43 5.46, 1.36 5.67,1.33
H-8quin 8.13 (d) 8.16 (d) 8.16 (dd) 8.20 (d) 8.42 (dd) 8.40 (d) 8.51 (d)
8.37 1.89 8.9,0.6 1.93 8.62,1.28 9.21 7.69
H-2,7az | - - e 4.09 4.08 -
(m) (m)
H-3,6az | - - e 2.09 2.08 -
(m) (m)
H-4,5az | - ——mem—ene e 1.75 (dt) 1.74 —m—emmeee
5.40, 2.54 (m)
H-2,5pirr | - e e 4.02
(m)
H-3,4pirr | - e e 2.20
(m)
H-2,6ph 7.53 7.57-7.54 7.52 (d) 7.55 (d)
(m) (m) 8.91 8.78
H-3,5ph 7.40-7.29 7.42 (d) 7.41-7.37 7.42 (d)
(m) 7.48 (m) 8.78
H-4ph 7.40-7.29 7.30 (dd) - -
(m) 9.3,1.9
N-CHs 3.84 (s) 3.84 (s) 3.82(s) 3.82 (s) NS
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En la Tabla 4.27, se muestran los desplazamientos quimicos de los compuestos SOS-34 a SOS-
40. Se pueden distinguir tres zonas. Una primera zona aromdtica donde resuenan las sefiales
correspondientes a los protones de la quinolina, los protones aromaticos del espaciador y
aquellos protones procedentes de los sustituyentes de naturaleza aromatica. Una zona central
donde recaen las sefiales correspondientes a los grupos metilenos, uno de ellos unido al
nitrégeno cuaternario y el otro al oxigeno. Finalmente, una ultima zona correspondiente a los
protones CH; del grupo N-metilanilino y CH, de la azepina y la pirrolidina.

Las ultimas dos zonas mantienen casi los mismos desplazamientos quimicos para todos los
compuestos mientras que la zona aromdtica presenta variaciones mas intensas a causa de los
diferentes sustituyentes que se une a la quinolina en posicién 4.

Para analizar los espectros comenzaremos siempre por los hidrégenos de la quinolina,
considerando en primer lugar los compuestos de la serie 2 (sales de bisquinolinio con
sustituyente R, no aromatico) sin cloro en posicién 7 (SOS-38), seguidos de aquellos con cloro
en la misma posicién (SOS-39 y SOS-40), para valorar como influye el halégeno en los
desplazamientos quimicos de las sefales de protones. La misma valoracién sera efectuada
para los compuestos de la serie 1 (sales de bisquinolinio con sustituyente R, aromatico
(compuestos SOS-34 a SOS-37) con un grupo N-metilanilino, con o sin cloro en posicion 4 del
fenilo y con o sin un atomo de cloro en la posicion 7 de la quinolina.

Serie 2

En el compuesto SOS-38, las sefiales de los protones de la quinolina sustituida en posicién 4
por una azepina, resuenan en orden de campo creciente de la siguiente manera: H-24,n, H-
8quins H-5quins H-7quin, H-64uin, H-3quin. El protén H-24,i, es el mas desapantallado de todos, ya que
esta influido por la carga positiva del nitrégeno y el efecto resonante del sistema aromatico,
apareciendo a & 8.54 ppm como un doblete acoplado con H-3,4,, con una constante de
acoplamiento de 7.73 Hz. H-3,, es el proton mas apantallado del sistema quinolinico,
apareciendo como un doblete a un desplazamiento quimico de 7.10 ppm. H-8,,, aparece
como un doblete, se acopla con H-74,, y resuena a 6 8.42 ppm; al igual que H-5g,, que aparece
como un doblete cuando se acopla con H-64,i, pero situado a un campo ligeramente mas alto,
ya que no parece verse influido por la carga positiva de nitrégeno cuaternario pero si por una
pequefia influencia del sustituyente en posicion 4. Por otro lado H-7,,, aparece como un doble
triplete, acoplandose con H-6g4,in Y H-84uin €n posicion orto del anillo, presentando diferentes
constantes de acoplamiento.

El espaciador es un sistema p-sustituido (sistema AB), asi que los protones son iguales dos a
dos y resuenan como dobletes: H-3,5 y H-3’,5” aparecen a un desplazamiento quimico de 7.27
ppm, acoplados con H-2,6 y H-2’,6' que resuenan a 6 7.04 ppm con una constante de
acoplamiento de 8.80 Hz.

El metileno unido al oxigeno resuena a & 4.31 ppm como singlete, a un campo mas alto con
respecto al metileno unido a la cabeza catiénica (CH,N"), que aparece como singlete a § 5.74
ppm, influido por el efecto que ejerce el nitrégeno positivo, con mayor efecto desapantallante.
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En los compuestos SOS-39 y SOS-40 casi todas las sefiales se mantienen practicamente
invariables. Solamente H-24, y H-8qun, en el compuesto SOS-40, aparecen a un
desplazamiento quimico ligeramente mas bajo (6= 8.63 y 8.51 ppm, respectivamente) debido
probablemente al efecto inductivo —I que ejerce el cloro en posicién 7.

Serie 1

El compuesto SOS-34 presenta el grupo N-metilanilino como sutituyente en posicién 4 de la
quinolina. Las sefiales de los atomos de hidrégeno H-2,,, aparecen como un doblete a un
desplazamiento quimico de 8.86 ppm, acopldndose con H-3,4,, con una constante de
acoplamiento de 7.44 Hz, encontrandose a campo mas bajo con respecto a los compuestos de
la serie 2.

Las sefales del resto de 4tomos de hidrogeno de la quinolina resuenan en el siguiente orden
de campo creciente: H-8g4in, H-7quin, H-5quin ¥ H-6quin, @ campo mas alto con respecto a los
compuestos de la serie 2, pareciendo evidente que la introduccién de un grupo aromatico en
posicidén 4 de la quinolina disminuye el desplazamiento quimico (desplaza las sefiales de los
protones a campo mas alto) de estos protones. Esta afirmacion es vélida para todos los
compuestos de la serie 1.

El protén H-84,i, resuena a 6 8.13 ppm como doblete y se acopla con H-7, que resuena a 6
7.81 ppm como doble triplete. También H-54, resuena a campo mas alto (6= 7.62 ppm) con
respecto a los compuestos pertenecientes a la serie 2. Este fendmeno se debe a un
impedimento estérico causado por el sustituyente N-metilanilino, donde el grupo metileno,
electrén-donante, apantalla a los protones vecinos aumentando la intensidad de su nube
electrénica, haciéndolos resonar a campo mas alto.

Con respecto a los protones de la anilina, estos aparecen en el siguiente orden de campo
creciente: H-2,6,, aparecen a un campo mas bajo (6= 7.53 ppm), debido probablemente a la
mayor proximidad del nitrégeno mientras que H-3,5,, aparecen a un intervalo de campo que
oscila entre 7.29-7.40, junto con H-4,,. Asi, H-3q4uin, H-4on y H-3,5,, son asignados mediante un
unico intervalo de frecuencias, porque en la zona en la que resuenan hay una acumulacién de
sefiales que hace muy dificil la inequivoca identificacion de los mismos.

En cuanto a los protones del espaciador, estos permanecen practicamente invariables
exceptuando la sefial correspondiente al metileno unido a la cabeza catiénica (CH.N*) que
aparece a campo mas bajo (6= 5.89 ppm) con respecto a los productos precedentes, debido a
la influencia mas desapantallante de la quinolina cuando presenta un sustituyente aromatico
en posicion 4.

El compuesto SOS-36 se diferencia del anterior porque presenta un cloro en la posicidn 4 de la
anilina. En este caso, los desplazamientos quimicos de la seiales de los protones quinolinicos
(excepto H-644n) se muestran similares a los del compuesto precedente, aunque se puede
apreciar un ligero desplazamiento de las sefiales a campo mas bajo, debido probablemente al
efecto despantallante del cloro (electron-atrayente) introducido en posicién 4 de la anilina.
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La sefial del tomo de hidrégeno H-8,,i» aparece como un doble doblete a un desplazamiento
quimico de 8.16 y se acopla con H-7q,, en posicion orto y con H-64,, en posicion meta con
unas constantes de acoplamiento de 8.9y 0.6 Hz.

También H-54,, aparece, en este caso, como doble doblete a 6 7.67 ppm y acopla con H-64in ¥
H-74uin cON unas constantes de acoplamiento de 8.8 y 1.2 Hz. Por otro lado, H-74,, resuena
como doble triplete, aunque no es posible determinar la sefial correspondiente al &tomo de
hidrégeno H-64n, Ya que aparece en una zona donde se acumulan varias sefiales de protones,
las correspondientes al anillo aromatico anilina y H-3qy, (6= 7.41-7.37 ppm).

Los hidréogenos de la anilina resuenan a frecuencias similares a la de los protones de SOS-34, lo
que significa que el efecto desapantallante del &tomo de cloro apenas influye en los protones
de la anilina mientras que si que lo hace sobre los protones vecinos, como H-2g,in, H-34uin O el
metileno unido a la cabeza catidnica (CH,N"), en funcién de la conformacién espacial que la
molécula asuma (Figura 4.5).

S Ty i\/

P

(a) (b)

Figura 4.5.- Estudio del efecto de impedimento estérico provocado por el sustituyente N-metilanilino (b)

confrontado con solo el grupo anilino (a).

Estas conformaciones fueron optimizadas con anterioridad por nuestro grupo de investigacion
mediante cdlculos ab initio empleando el programa Gaussian98. Los analisis conformacionales
se efectuaron sobre modelos simplificados del 1-metilquinolinio®.

Los protones del espaciador resuenan a campo similar a los protones del compuesto SOS-34,
excepto el grupo metileno (CH,N'), que resuena a & 5.91 ppm, ligeramente mas
desapantallado.

El compuesto SOS-35, la quinolina presenta un dtomo de cloro en posiciéon 7 y un grupo N-
metilanilino en posicion 4. Para poder asignar cada protdn se han realizado estudios de HMBC
y HSQC sobre este compuesto, necesarios dada la complejidad de esta molécula.

153



El protdn que esta mayormente influido por el efecto desapantallante del halégeno, aunque
no de manera muy significativa, es H-64,i,, que resuena a 6 7.49 ppm como triplete y acopla
con H-5¢, con una constante de acoplamiento de 7.40 Hz. Las sefiales de los protones H-2i
Y H-54in, por el contrario, resuenan a un campo mas bajo asi como el metileno CH,-N* que
resuena a 6 5.86 ppm. También H-2,6,, experimentan una ligera disminucién de frecuencia a 6
7.54-7.57 ppm. Por otro lado, H-8,, resuena a 6 8.16 ppm como un doblete acoplandose en
posicién meta con H-64,i, con una constante de acoplamiento de 1.89 Hz.

Por ultimo SOS-37, que esta constituido de una quinolina sustituida en posiciéon 7 con cloro y
en posicién 4 con 4-cloro-N-metilanilina. El orden de resonancia es siempre el mismo que el
descrito para los compuestos anteriores : H-2quin, H-8quin, H-5quins H-6quin ¥ H-3quin. Asi, H-8qyin
resuena como un doblete a 6 8.20 ppm, la frecuencia de resonancia mds baja con respecto a
los compuestos de esta serie, acopldndose con H-64i, (J= 1.93 Hz) que resuena a § 7.40 ppm.

Los protones de la anilina no parecen verse particularmente influidos por la presencia del
atomo de cloro en posicidén 4, manteniéndose constantes a los del compuesto SOS-35.

Los protones del espaciador H-3,5 y H-3’,5’ resuenan a un desplazamiento quimico de 7.35
ppm, mientras que H-2,6 y H-2’,6’ aparecen a § 7.06 ppm, resonando ambos como dobletes
con una constante de acoplamiento de 8.73 Hz. Por otro lado, los grupos metilenos unidos al
oxigeno (CH,-0) aparecen a un campo de 7.35 ppm y los metilenos unidos a la cabeza catidnica
(CH,-N") 2 & 5.88 ppm.

Segun los resultados obtenidos podemos concluir que:

- Todos los hidrégenos del espaciador, los aromaticos y los grupos metilenos resuenan a
campo mas bajo cuando estd presente un sustituyente aromatico en posicién 4 de la
quinolina.

- H-2,34n resuenan a frecuencias mas bajas en la serie 1 con respecto a la serie 2, pues
el sustituyente aromadtico en posicion 4 despantalla estos protones haciéndolos
resonar a campo mas bajo.

- H-8,7,6,54n resuenan a un campo mas bajo en la serie 2 con respecto a la serie 1,
debido a la influencia del sustituyente aromatico sobre el desplazamiento quimico de
los protones quinolinicos, pues los apantalla como resultado del impedimento estérico
generado por la anilina.

- El cloro en posicion 7 de la quinolina apenas tiene influencia sobre el desplazamiento
quimico de los protones vecinos.

- El 4tomo de cloro en posicion 4 de la anilina tiene mayor influencia sobre los protones
de la quinolina préximos a él que sobre los protones del anillo de anilina: H-24,i, H-
3quin Y CHy-N" resuenan a campo mds bajo cuando estd presente el halégeno. Se
supone que la disposicién espacial del anillo da lugar al acercamiento del atomo de
cloro a éstos protones produciendo un efecto despapantallante sobre los mismos.
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Tabla 4.28.- Desplazamientos quimicos (5, ppm) de BC-RMN de los compuestos finales SOS-34 a SOS-
40 (Subfamilia B,)

Cabeza /N /N Cl /N /N Cl /N /N Cl /N Cl
Catidnica @ @ @ @ @ @ @
51619 16 [0 |f
Cl cl
Compuesto | SOS-34 S0S-35 SOS-36 S0S-37 SOs-38 S0S-39 SOS-40
& (ppm) 5 (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)
Cc-1,1 161.47 161.58 161.48 161.59 161.34 161.44 157.92
C-2,6 eC-2',6' 117.30 117.41 117.30 117.40 117.22 117.32 117.29
C35eC3,5 130.63 130.77 130.69 130.85 130.48 130.59 130.45
c-4,4' 128.64 128.24 128.52 128.15 128.98 128.57 128.68
CH, 68.85 68.86 68.84 68.85 68.84 68.85 68.83
*N-CH, 59.94 59.91 60.09 60.05 58.99 59.00 59.06
C-2quin 148.54 148.95 148.77 149.22 146.48 146.77 146.91
C-3quin 107.73 107.93 108.36 108.57 104.55 105.00 104.64
C-4quin 160.80 160.51 160.92 160.65 161.91 161.56 161.37
C-4a quin 122.29 120.68 122.41 120.82 121.41 119.88 120.16
C-5quin 120.97 131.80 121.13 131.68 12033 119.78 119.73
C-6quin 127.85 130.59 128.20 128.71 127.04 127.45 127.71
C-7quin 135.51 141.90 135.68 142.06 135.52 141.82 141.76
C-8quin 130.15 120.45 130.00 120.61 130.44 13231 131.76
C-8a quin 141.68 142.51 141.68 142.50 142.10 142.95 142.45
C-2,7az | e | e RN 56.06 56.12 | e
[N I S — RN [ 29.37 2928 | e
[T R = — RSN 29.23 2916 | e
C-2,5pirr | e | - e 55.43
C-3,4pirr | | e mmmmmmen 24.64
C-1ph 150.14 149.76 148.81 148.45
C-2,6ph 132.75 132.92 132.72 132.88
C-3,5ph 127.73 127.72 129.28 129.33
C-4ph 130.28 128.35 135.58 135.92
N-CH3 46.75 46.87 46.53 46.69

El estudio espectroscopico de ** C-RMN de los compuestos finales SOS-34 a SOS-40 se
encuentra recogido en la Tabla 4.28. Los espectros de *C y DEPT han permitido determinar los
carbonos cuaternarios y secundarios, mientras que los estudios de HMBC y HSQC realizados
sobre los compuestos SOS-35 y SOS-38 han posibilitado la asignacion inequivoca de cada
protdn con su carbono correspondiente en cada molécula.
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En estos espectros existen dos zonas: una aromatica, en donde resuenan los carbonos de la
quinolina, los carbonos aromaticos del espaciador y aquellos correspondientes a los
sustituyentes de naturaleza aromatica; y otra zona a campo mas bajo, en donde aparecen las
sefiales correspondientes a los grupos metilenos del espaciador y los carbonos de los
sustiutyentes de naturaleza saturada no aromética (azepina, pirrolidina o CH; del grupo N-
metilanilino).

En las sefiales del espectro de 3C del compuesto SOS-38 se puede apreciar que las sefiales de
los carbonos cuaternarios C-4qyi, (6= 161.91 ppm) y C-1,1" del espaciador (6= 161.34 ppm)
aparecen a campo mas bajo. Tanto en el espectro de *H como en el de 3C, se observa que la
posicién 2 de la quinuclidina es siempre la mas desapantallada: el carbono terciario C-2q4in
aparece a 6 146.48 ppm, seguido, en orden de campo creciente, por C-7,8,6,5,34,in. Asi como
C-3quin €s el carbono mas apantallado, apareciendo a un desplazamiento quimico de 104.55

Por otro lado, los carbonos pertenecientes al espaciador C-3,5 y C-3',5' resuenan a 6 130.48
ppm vy C-2,6 y C-2’,6' a 6 117.22 ppm. Mientras que el carbono perteneciente al metileno
unido al oxigeno (CH,-O) aparece a 6 68.84 ppm, mas desapantallado que el metileno unido a
la cabeza catidnica (CH,-N*) que resuena a 6 58.99 ppm.

Los desplazamientos quimicos de las sefiales de carbonos de los compuestos SOS-39 y SOS-40
se mantienen practicamente invariables con respecto al compuesto SOS-38. La Unica
diferencia aparece en C-7qyin Y C-84uin. C-74uin aparece a un campo mas bajo (6= 141.82 ppm),
debido a la introduccion de un atomo de cloro, con efecto inductivo —I, sobre este carbono. Y
la sefial del carbono C-8,,, resuena a un campo ligeramente mas bajo, 131.31 ppm, también
debido al efecto que ejerce el atomo de cloro.

Serie 1

En el compuesto SOS-34 se verifica una disminucién de frecuencia para los carbonos C-2 gy (6=
148.54 ppm), C-3qun (6= 107.73 ppm) y C-4agu, (6= 122.29 ppm). Sin embargo, el carbono
cuaternario C-44,n resuena a una frecuencia ligeramente mas baja que los carbonos C-1,1’,
sucediendo lo contrario que en los compuestos precedentes. Los valores de los otros carbonos
quinolinicos se mantienen constantes respecto a la serie 2, lo que significa que el sustituyente
aromatico en posicion 4 de la quinolina desapantalla sélo aquellos carbonos situados en la
posiciones 2, 3y 4 de la quinolina.

En cuanto a la sefial del carbono C-1,, (6= 150.14 ppm), resuena a campo mas bajo cuando no
hay un atomo de cloro en la posicién 4 del anillo de anilina. El metileno unido a la anilina se
muestra a 6 46.75 ppm y se mantiene constante en todos los productos de la serie 1.

Los valores de la sefiales de los carbonos del espaciador, aromaticos y metilenos vecinos al
oxigeno, permanecen invariables en todos los compuestos de la Subfamilia B,, indicando que
los sustituyentes no influyen sobre los carbonos de esta parte de la molécula. Sin embargo, se
desplaza ligeramente hacia campo mas bajo el carbono del grupo metileno que se une a la
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cabeza catidnica (CH,N*) en los compuestos de la serie 1 (con sustituyente aromatico en
posicidn 4 de la quinolina), resonando alrededor de & 60 ppm.

Los desplazamientos quimicos del compuesto SOS-36 son practicamente iguales que los del
compuesto SOS-34. Sélo los carbonos C-3,5,, (6= 129.28 ppm) y C-4,, (6= 135.58 ppm)
aparecen a campo mas bajo, debido a la presencia de un atomo de cloro en la posicién 4 de la
anilina.

El compuesto SOS-35 muestra las mismas sefiales que los productos apenas descritos. C-2,344in
estan mas desapantallados y C-4,i, mas apantallado con respecto a los compuestos de |a serie
2. La introduccion de un atomo de cloro en posicién 7 de la quinolina da lugar a que los
carbonos C-5g,in, C-6quin Y C-7quin resuenen a un campo magnético mas bajo. Asi, C-54,, resuena
a 6 131.80 ppm, C-6q,in @ 6 130.59 ppm y C-74.n, que pasa a ser carbono cuaternario, a 6
141.90 ppm. El Gnico carbono que aparece a campo mds alto es C-84n (6= 120.45 ppm).

Los carbonos aromaticos del sustituyente N-metilanilino permanecen invariables, excepto C-
4,1 que aparece a un campo mas alto, 128.35 ppm, pues en este caso es un carbono terciario.

Las sefiales del compuesto SOS-37 se mantienen constantes con respecto al producto anterior
con alguna variacién: los carbonos C-2,3,,i, estan mds desapantallados, resonando a § 149.22 y
6 108.57 ppm, respectivamente, seguramente debido a la influencia del sustituyente 4-cloro-
N-metilanilino, al igual que C-5,74i» que resuenan a § 131.68 y § 142.06 ppm.

En cuanto a las sefiales correspondientes a la anilina, la presencia de un atomo de cloro en
posicién 4 hace que C-3,5,, y C-4,, aparezcan desplazados a campo mds bajo: 129.33 ppm y
135.92 ppm, respectivamente.

Con los datos aqui recogidos podemos concluir:

- La presencia de cloro en posicién 4 de la anilina ejerce un efecto desapantallante sobre
C-3,5pn Y C-4ph.

- En la serie 1 un atomo de cloro en posicion 7 de la quinolina influye sobre el
desplazamiento quimico de C-5,6q4.n y del mismo C-74,n, llevandolos a un campo
magnético mas bajo.

- En la serie 2, un atomo de cloro en la posicion 7 de la quinolina sélo ejerce efecto
desapantallante sobre el C-7qyin.

- Un sutituyente aromatico en posicién 4 de la quinolina reduce el desplazamiento
quimico (campo mds alto) del C-44,, con respecto a los compuestos de la serie 2 e
influye solamente sobre el desplazamiento quimico de C-2,3 ., y CH2-N™.

- Los carbonos del espaciador, aromaticos y metilenos vecinos al oxigeno, no estan
influidos por los diferentes sustituyentes introducidos en la quinolina.
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4.2.3.3.- Analisis espectroscopico de los compuestos finales pertenecientes a la
Subfamilia Bs.

Dentro de esta Subfamilia se encuentran los compuestos finales biscatiénicos SOS-40 a SOS-
44, que presentan como cabeza catidnica una piridina sustituida en posicién 4 (SOS-40 y SOS-
41), un resto de quinuclidina (50S-42) o de quinuclidinol (SOS-44). Todos los compuestos
presentan como espaciador el 1,2-bis(p-toliloxi)etano.

Los datos espectroscépicos de *H-RMN, tanto los desplazamientos quimicos (5, ppm) como las
constantes de acoplamiento (J, Hz), se encuentran resumidos en la Tabla 4.29 y los datos
espectroscépicos de *C-RMN se encuentran recogidos en la Tabla 4.30. Todos estos espectros
se han realizado utilizando como disolventes metanol y dimetilsulféxido deuterados y son
concordantes con las estructuras propuestas.

Las sefiales de los carbonos y los hidrégenos han sido asignados de manera inequivoca
mediante los experimentos de HMBC y HSQC realizados sobre el compuesto SOS-41, habiendo
sido extrapolados para los demas compuestos de esta Subfamilia.

Las estructuras de los siguientes compuestos han sido numeradas y nombradas siquiendo los
principios de numeracion y nomenclatura de la IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry).

5 6 6 5
@11 3 ® 1 @
Niz 6 Niz NE, gL,
R ] ), B2 1
Ba_P3 5.3 3
N 1N

Figura 4.6.- Esquema de los compuestos de la Subfamilia B3 con numeracidn relativa.
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Tabla 4.29.- Desplazamientos quimicos (5, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de "H-RMN de los
compuestos finales SOS-41 a SOS-44 (Subfamilia B3).

aioea | PO O | Y | Y
CHs
OH
Compuesto S0S-41 S0S-42 S0OS-43 S0S-44*
5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm)
H-3,5y H-3',5' 7.34 (d) 7.35 (d) 7.47 (d) 7.48 (d)
8.73 8.73 8.78 8.66
H-2,6y H-2',6' 7.01 (d) 7.02 (d) 7.13 (d) 7.13 (d)
8.73 8.73 8.78 8.66
0-CH, 432 (s) 4.33(s) 4.35 (s) 4.41 (s)
*N-CH, 5.28(s) 5.30 (s) 4.43 (s) 4.43 (s)
H-2,6pyr 8.17 (d) R e [ —
7.77 7.86
H-3,5pyr 6.84 (d) 6.99(d) | @ | e
7.77 7.86
H-2,5pirr 354(t) | e e s
6.84
H-3,4pirr 211() | e e s
6.86
N(CHs), | e 324(s) | 0 |
CETT  — 3.48 3.64
(m) (m)
H679 | = e | 3.48 3.35
(m) (m)
[T [ [ — 2.01 (dt) 4.08
8.23,3.23 (m)
W58 | | 2.01 (dt) 2.10
8.23,3.23 (m)
H4qg | | 2.18 (dt) 3.04 (d)
6.44,3.23 13.0
o | - L T = 2.27 (s)

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.

En la Tabla 4.29 se observan los datos espectroscdpicos correspondientes a las sefiales de los
atomos de hidrégeno de los compuestos SOS-41 a SOS-44. Presentan una zona aromatica bien
definida donde resuenan los protones aromaticos del espaciador y la piridina (para los
compuestos SOS-41 y SOS-42), una zona a campo magnético mas alto donde se encuentran las
sefiales correspondientes a los grupos metilenos, unidos al nitrégeno cuaternario (CH,-N*) y al
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oxigeno (CH,-0) y finalmente es posible apreciar una zona donde resuenan los protones de la
pirrolidina y la quinuclidina.

En el compuesto SOS-41, la sefiales de los dtomos de hidrégeno H-2,6,, y H-3,5,, aparecen
como dos dobletes a 6 8.17 y 6.84 ppm, respectivamente, con unas constantes de
acoplamiento de 7.7 Hz. De nuevo, las sefales de los protones mas cercanos al nitrégeno
positivo de la piridina H-2,6,,, aparecen a un campo mas bajo, debido al efecto desapantallante
del anillo sumado al efecto inductivo —I del nitrégeno positivo, que aquellos que se encuentran
mas alejados.

Las sefales de los dtomos de hidrégeno del espaciador H-2,6 y H-2’,6" aparecen como un
doblete, sistema AB tipico de los sistemas aromaticos p-sustituidos, a un campo de 7.01 ppmy
se acoplan con H-3,5 y H-3’,5’ (6= 7.34 ppm) con una constante de acoplamiento de 8.73 Hz.

El metileno directamente unido a la cabeza catidnica (CH,-N*) aparece como un singlete a 6
5.28 ppm, mientras que el metileno unido al oxigeno (CH,-O) aparece como un singlete a un
campo mas alto (6=4.32 ppm).

En el compuesto SOS-42, las sefiales de los dtomos de hidrégeno de la piridina (H-2,6,,, y H-
3,5,y resuenan a ppm ligeramente mas altos, 6 8.20 y 6.99 ppm respectivamente, gracias a la
contribucidon del grupo dimetilamino, que a diferencia de la pirrolidina no tiene efecto
apantallante. También el metileno vecino a la cabeza catidnica (CH,-N*) siente la influencia del
anillo de piridina y resuena a & 5.30 ppm.

Sin embargo las sefiales del espaciador se mantienen constantes en sus valores y, debido a la
distancia que hay entre el anillo de piridina y los bencilos del espaciador, no siente la influencia
del efecto resonante de la cabeza catidnica.

Dos son los factores que ejercen influencia en el desplazamiento quimico de los protones del
anillo de piridina: En principio, esta la pequefia contribucién de la carga positiva; pero, sobre
todo, el fendémeno de resonancia del anillo aromatico que influye de manera mas relevante
sobre los mismos protones, desapantalldndolos y haciéndolos resonar a frecuencias mas
elevadas. Por otro lado, la amina terciaria en posicion 4 del anillo de piridina modifica la
resonancia de los protones piridinicos, siendo ésta un grupo electrén-donante que estabiliza la
carga positiva y atenla en cierto grado la laguna electrénica.

El segundo tipo de cabeza catidnica utilizada es la quinuclidina (compuestos SOS-43 y SOS-44,
un azabiciclo, que lleva un sustituyente en posicién 3 en el compuesto SOS-44). Al ser un
compuesto completamente saturado, las sefiales de la quinuclidina aparecen en el rango de
los alcanos (6 2 a 4 ppm), dando multipletes como sefiales.

En el compuesto SOS-43 la quinuclidina presenta una estructura simétrica y por tanto los
protones son iguales tres a tres (H-2,6,7, y H-3,5,8,), exceptuando el protén donde se unen los
dos ciclos saturados, H-4,. Las sefiales de los atomos de hidrégeno correspondientes a H-2,6,7,
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aparecen como un multiplete a § 3.48 ppm y se acoplan con H-3,5,8, (6=2.01) y con H-4q (6=
2.18 ppm).

Cuando se introduce un grupo OH en la posicion 3 del anillo (compuesto SOS-44) se pierde la
simetria en el biciclo y esto da lugar a un mayor nimero de sefiales, no tan nitidas ni iguales
como en el compuesto precedente, donde no es posible determinar las constantes de
acoplamiento.

En el compuesto SOS-44, las sefales de los atomos de hidrégeno no han podido ser
determinadas con exactitud debido a la presencia de dos diasteromeros (RR/SS y RS) que no
han podido separarse por métodos convencionales, lo que ha dificultado la asignacién
inequivoca de las sefiales pertenecientes al resto de quinuclidinol. Es evidente que el
desplazamiento quimico de todos los protones de la quinuclidina se ve modificado y
trasladado a campo magnético mas bajo por la presencia del grupo OH.

Las sefiales espectroscopicas de esta cabeza catidnica son de compleja lectura ya que cada
protén se acopla de manera diferente con los otros protones del biciclo, dando lugar a unas
constantes de acoplamiento diferentes entre ellos y, por tanto, a unas sefiales no bien
definidas.

La quinuclidina de los compuesto SOS-43 y SOS-44 tiene una clara influencia sobre las sefiales
de los atomos de hidrégeno aromaticos del espaciador, haciendo aparecer las sefiales a campo
mas bajo. Asi H-3,5 y H-3’,5’ resuenan como un doblete a § 7.48 ppm mientras que H-2,6 y H-
2’,6’ resuenan como doblete a & 7.13 ppm, siendo la constante de acoplamiento de 8.66 Hz.
Incluso los grupos metilos unidos al oxigeno (CH,-O) resuenan a campo ligeramente mas bajo
(6=4.35y 4.32 ppm, respectivamente).

Esto puede deberse a que la quinuclidina no es un sistema aromatico y por tanto no puede
deslocalizar la carga electrdnica sobre el ciclo, asi que para estabilizar la carga positiva esta
produce un efecto desapantallante sobre los protones de los dos fenilos y los protones de los
CH, unidos al oxigeno. Por el contrario, el metileno unido a la cabeza catidnica resuena a
campo mas alto (6= 4.43 ppm) con respecto a los primeros dos compuestos, ya que la cabeza
catidnica actua de manera opuesta, apantallando el grupo.

El estudio espectroscépico de * C-RMN de los compuestos finales SOS-41 a SOS-44 se
encuentra recogido en la Tabla 4.30. Gracias a los espectros de **C, DEPT y a la extrapolacién
de los estudios de HMBC y HSQC del compuesto SOS-41, ha sido posible determinar los
carbonos cuaternarios y secundarios, a la vez que asignar de manera inequivoca cada carbono
con su protdén correspondiente en todos los compuestos.

Las zonas que constituyen el espectro son dos: una aromatica a baja frecuencia y una situada
en la zona de los alcanos, a mayores frecuencias.

Las sefales situadas a valores de campo mds bajo pertenecen a los carbonos cuaternarios C-
1,1’ (6= 161.79-169.86 ppm) y C-4,4’ (6= 121.54-129.97 ppm), a las cuales le siguen, en orden
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creciente de campo magnético, los picos de las sefiales pertenecientes a la piridina C-2,6,,, (6=
143.68-143.76 ppm), C-3,5y C-3’,5’ (6= 131.92-131.98 ppm), C-2,6 y C-2’,6’ (6= 117.14-125.11
ppm)y, finalmente, C-3,5,,, (6= 109.93-110.51ppm) como ultima sefial del grupo aromatico.

Tabla 4.30.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de BC-RMN de los compuestos finales SOS-41 a SOS-

44 (Subfamilia B;)

Cabeza @y A\ @y N\ CHs @ E)
o I N |-\ N i -N | N
cationica — — \CH3
OH
Compuesto S0S-41 S0S-42 S0S-43 S0S-44*
8 (ppm) & (ppm) & (ppm) & (ppm)
c1,1' 161.79 161.80 162.80 159.52
C-2,6yC-2'6' 117.29 117.30 117.14 114.77
C35yC3'5 131.92 131.98 136.48 134.43
c-4,4' 129.31 129.20 121.54 119.63
c-0 68.86 68.86 69.52 65.61
*N- 62.26 62.22 68.87 62.26
C-2,6,y 143.68 14376 | 0 |
C-3,5. 110.51 10993 | 0 |
[ 156.05 15887 [ 0 e e
C-2,50 5028 | e | |
C-3,40i 2698 | e e
N(CHs), |  —meeee L e [ —
c2q | e | e 56.39 66.37
(%2 N i 56.39
63.27
[ e L — 25.81
53.46
(X D i 25.81
52.52
Caq | e | e 2233
26.83
20.87
17.29

(*) El disolvente utilizado es DMSO deuterado.

En los productos SOS-41 y SOS-42 las frecuencias de los protones aparecen practicamente
idénticas, presentando un ligero desplazamiento a campo mas bajo el carbono cuaternario C-
4., del compuesto SOS-42, probablemente debido al mayor efecto desapantallante del grupo
dimetilamino.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos de los productos SOS-43 y SOS-44 son
diferentes con respecto a los compuestos descritos anteriormente, sobre todo para el
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compuesto SOS-44, donde los carbonos estan notablemente mas desapantallados,
apareciendo a un campo mds bajo a causa de la presencia del grupo OH.

Por otro lado, con la introduccién del sustituyente en posicién 3 se pierde la simetria del
biciclo, dando lugar a dos productos (RR/SS y RS), como ya se comentd anteriormente,
obteniendo un mayor nimero de sefiales a diferentes valores de ppm.

4.2.4.- Andlisis espectroscopico bidimensional.

Se han realizado estudios de resonancia bidimensional en todos los compuestos finales
sintetizados, para determinar la estructura exacta del compuesto y permitir la inequivoca
asignacién de los protones y carbonos con sus correspondientes desplazamientos quimicos.

e HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Corrrelation) es un experimento en dos
dimensiones en el cual se relaciona el desplazamiento quimico de un protén con el del
carbono al cual esta directamente unido. Se basa en enlaces directos y evidencia los
acoplamientos C-H.

e HMBC (Heteronuclear Multi-Bond Correlation) es un experimento en dos dimensiones,
diferente del HSQC en cuanto que no evidencia los acoplamientos C-H directos, pero
que relaciona a larga distancia distintos atomos de hidrégeno y carbono. Se basa en
enlaces a dos y tres dtomos de distancia, permitiendo ver qué atomos de hidrégeno se
encuentran en la vecindad de un protdn en concreto. Esta técnica permite identificar
de manera inequivoca los carbonos cuaternarios.

A modo de ejemplo, se recogen a continuacion los estudios bidimensionales efectuados sobre
un compuesto de cada Subfamilia. El espectro de cada experimento HSQC y HMBC (Figura 4.6
a Figura 4.17) ha sido dividido en dos zonas para su mejor comprension:

- Zona 1: hace referencia a los grupos metilenos del espaciador y a los sustituyentes
saturados y no saturados ligados a la cabeza catidnica.

- Zona 2: a la parte que contiene la porcidn aromatica de la molécula.

El eje de abcisas estd asociada al espectro de 'H mientras que el eje de ordenadas se
encuentra referido el espectro de **C.
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4.2.4.1.-Andlisis bidimensional del compuesto SOS-3 (Subfamilia A;).

Dentro de la Subfamila A; (derivados fendlicos), serie 1 (derivados de sales de pirrolidino
piridina), hemos recogido a modo de ejemplo el estudio bidimensional de HSQC (Figura 4.6) y
HMBC (Figura 4.7) del compuesto SOS-3. Este estudio se realizd utilizando espectrocopia de
'H-RMN (500 MHz) y de *C-RMN (126 MHz), usando como disolvente metanol deuterado, y es
concordante con la estructura propuesta.

En el estudio de HSQC (Figura 4.6) podemos observar como cada carbono se correlaciona
directamente con su protén correspondiente, lo que nos permite identificarlo y determinar su
desplazamiento quimico exacto. Se obtienen de este estudio los datos de los desplazamientos
quimicos y la asignacidn inequivoca de los carbonos terciarios y secundarios. Para
complementarlo el estudio de HMBC (Figura 4.7) permite la identificacidén y asignacidn tanto
de los carbonos anteriores como de los carbonos cuaternarios de manera inequivoca gracias a
su correlacion no directa a dos y tres enlaces.

Zonal:

En el HSQC los carbonos secundarios C-3,4,; (6= 24.69 ppm) se correlaciona directamente con
H-3,4, (6= 2.03 ppm). C-2,5,;; aparece a § 48.46 ppm y esta directamente unido a H-2,5,; (6=
3.43 ppm).

Los dos carbonos de los grupos metilos del espaciador (-(CH,),-) aparecen a 6 37.07 y 36.87
ppm, respectivamente, y se correlacionan directamente con sus protones correspondientes, a
un campo magnético de 2.80 ppm.

La sefial del &tomo de hidrégeno del grupo metilo directamente unido al anillo aminofendlico
(CH,-NH), con un desplazamiento de 4.14 ppm, se correlaciona directamente con la sefial del
carbono secundario correspondiente al C-NH a 6 48.27 ppm. El dtomo de carbono del grupo
metilo unido a la cabeza catidnica (C-N) aparece a § 60.20 ppm y esta directamente
relacionada con los &tomo de hidrégeno (CH,-N*) con despalzamiento quimico 5.20 ppm.

En el HMBC se puede observar como H-3,4,, se correlaciona a dos enlaces con los carbonos C-
2,5, a 6 48.46 ppm. Lo mismo sucede con H-2,5,;, que se correlaciona a dos enlaces con C-
3,45+ a 6 24.69 ppm.

Los atomos de hidrégeno correspondientes a los grupo metilos del espaciador (-(CH,),) se
correlacionan a tres enlaces a C-3’,5’ (6=129.23 ppm) y C-2”,6” (6= 128.22 ppm).

Por otro lado, los dtomos de hidrégeno del grupo metileno unido al anillo aminofendlico (CH,-
NH) se correlacionan a tres enlaces con C-3”,5"” (6= 126.89 ppm) y a dos enlaces con los
carbonos cuaternarios C-4” (6= 137.73 ppm) y C-1,, (6= 150.19 ppm). Los dtomos de
hidrégeno del grupo metileno unido a la cabeza catidnica (CH,-N*) se correlacionan a tres
enlaces con C-2',6' (6= 127.97 ppm) y C-2,6,,, (6= 141.38 ppm) y a dos enlaces con el carbono
cuaternario del espaciador C-1’ (6= 132.17 ppm).
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Zona 2:

En el HSQC las sefiales correspondientes a los dtomos de hidrégeno de la piridina (H-2,6,, y H-
3,5,y+), con un desplazamiento quimico de 8.04 ppmy 6.71 ppm, respectivamente, permiten
la asignacién inequivoca de sus correspondientes dtomos de carbono. Asi, C-2,6,, se
encuentra a un campo de 141.38 ppm, mientras que los carbonos C-3,5,,, se encuentran a 6
108.22 ppm.

En las sefiales correspondientes al espaciador, H-2’,6’ (6= 7.19 ppm) se correlacionan
directamente con C-2’,6" a 6 127.97 ppm; H-3’,5" (6= 7.11 ppm) se correlaciona con C-3’,5’ que
se muestra a 6 129.23 ppm; H-2",6" esta correlacionado con C-2”,6” a 6 128.22 ppm; vy, por
ultimo, H-3”,5” (6= 7.15 ppm) se correlaciona con C-3",5”a § 126.89 ppm.

En el anillo aminofendlico, los unicos carbonos que son de dificil asignacion son C-4,;, y C-6,,
que podrian ser intercambiables. Por este motivo se han designado como C-4 0 6,, y C-6 0 4.
C-2,h (6= 99.55 ppm) esta correlacionado con su correspondiente protén H-2,, (6= 6.02 ppm).
El 4tomo de hidrégeno H-5,, (6= 6.80 ppm) se correlaciona con su correspondiente carbono
gue se encuentra a un desplazamiento quimico de 129.29 ppm.

En el HMIBC observamos como las sefiales de los atomos de hidrégeno de la piridina H-2,6,,, se
correlacionan a tres enlaces con el carbono cuaternario de la piridina C-4,,, (6= 153.62 ppm) y
el carbono del metilo unido al nitrégeno positivo C-N* (6= 60.21 ppm) y a dos enlaces con C-
3,5,y (6= 108.22 ppm). Los hidrégenos H-3,5,,, estan correlacionados a dos enlaces a C-2,6,,,
(6=141.38 ppm).

Las sefiales de los atomos de hidrégeno del espaciador permiten la identificacidn y asignacion
inequivoca de los carbonos cuaternarios C-1’ (6= 132.17 ppm), C-4’ (6= 142.88 ppm), C-1” (6=
139.62 ppm) y C-4” (6= 137.73 ppm), ademas de corroborar los ya asignados C-N"y C-NH. Las
sefiales de H-2’,6’ se correlacionan a tres enlaces con el carbono C-N* (6= 60.21 ppm) y el
carbono cuaternario C-4’. Los atomos de H-3’,5’ se correlacionan a tres enlaces con el carbono
cuaternario C-1" y el carbono de un grupo metilo del espaciador (2C(CH,)). Los hidrégenos H-
2”,6"” se correlacionan a tres enlaces con el carbono cuaternario C-4” y con un carbono del
otro grupo metilo del espaciador (2C(CH),). Por ultimo, las sefiales de los dtomos de hidrégeno
H-3",5" estan correlacionadas a tres enlaces con el carbono cuaternario C-1” y el carbono del
grupo metileno unido al anillo aminofendlico C-NH (6= 48.27 ppm).

En el anillo aminofendlico las sefiales H-2,,;,, H-4,, y H-6,,, se correlacionan entre si. Gracias a H-
p [ p
5.1 Y H-2,, podemos asignar de manera inequivoca los carbonos cuaternarios C-1,, (6= 150.19
p p p

ppm) y C-3,, (6= 157.77 ppm), ya que se correlacionan, a tres y dos enlaces respectivamente,
con los mismos. Ademas sabemos que C-1,, aparece a este desplazamiento quimico gracias a
que los atomos de hidrégeno de CH,-NH también se correlacionan a dos enlaces con este
carbono, como ya se comenté anteriormente.
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Figura 4.6.- Espectro de HSQC del compuesto SOS-3 (Subfamilia A;).
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Figura 4.7.- Espectro de HMBC del compuesto SOS-3 (Subfamilia A;).
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4.2.4.2.-Andlisis bidimensional del compuesto SOS-13 (Subfamilia A;).

Para la Subfamilia A, (derivados nitrados), serie 1 (derivados de sales de dimetilamino
piridina), se ha incluido como ejemplo el estudio de HSQC (Figura 4.8) y de HMBC (Figura 4.9)
del compuesto SOS-13. Este estudio se realizé utilizando espectrocopia de *H-RMN (600 MHz)
y de C-RMN (151 MHz), usando como disolvente metanol deuterado y es concordante con la
estructura propuesta.

En este compuesto la determinacidn y asignacion de los protones y carbonos se realizé de la
misma forma que en el compuesto anterior y practicamente las correlaciones de las sefiales no
varian, con la salvedad de que este compuesto presenta como grupo funcional un grupo nitro
(NO,) y como cabeza catidnica la dimetilaminopiridina.

La incorporacién de un grupo nitro hace que el grupo de unidn con el espaciador sea un
oxigeno (grupo éter) en lugar del enlace aminico presente en el compuesto anterior y que las
sefiales correspondientes al anillo nitrofendlico (C-1,n, C-2pn, C-3pn, C-4pn, C-5,n ¥ C-6,1) se
desplacen a campo mas bajo entremezclandose con aquellas sefales correspondientes a los
bencenos del espaciador. Sin embargo, presentan la misma correlacion de sefiales que en el
compuesto anterior. De este modo, las sefiales de los hidrégenos H,2,,, H-4,, H-5,, Y H-6, se
correlacionan con sus carbonos correspondientes. En el HMBC (zona 2) H-5,, se correlaciona a
tres enlaces con los carbonos cuaternarios C-3,, (6= 151.84 ppm) y C-1,, (6= 161.95 ppm).
Ademas, la asignacion de éste Ultimo es confirmada en el HMBC (zona 1) por la correlacién a
dos enlaces de este carbono con los atomos de hidrégeno del grupo metileno unido al anillo
(CH,-0).

En cuanto a la incorporacién de la dimetilaminopiridina como cabeza catidnica, al tener dos
grupos metilos en posicién 4 de la piridina en lugar de la pirrolidina, da lugar a una diferencia
en las sefiales.

Asi podemos observar en el HSQC (zona 1) como las sefiales de los atomos de hidrégeno de los
dos metilos de esta posicidén (2CH;) aparecen a un desplazamiento quimico de 3.25 ppm como
un singlete y se correlacionan directamente con sus carbonos correspondientes (2C(CH3)) que
aparecen como una seiial Unica a un desplazamiento de 41.59 ppm.

Por otro lado, en el HMBC (zona 1) se observa como esta sefial se correlaciona a tres enlaces
con el carbono cuaternario de la piridina C-4,,,, que aparece a un campo de 159.26 ppm.
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Figura 4.8.- Espectro de HSQC del compuesto SOS-13 (Subfamilia A,).
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Figura 4.9.- Espectro de HMBC del compuesto SOS-13 (Subfamilia A;).

c-3",5"

c-2,6 ., ]

c-a'

C-2,6pyr ——

C-4pyr_|
C-1ph]

CH2-N+ CH2-0

hmbc
2C(CH3) HCCHTOCSY

ZONA 1

2CH3

®»

T T T T T T T
55 54 53 52 51 50 49

H-2,6pyr

48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 3.6 35 34 33 3.2
2 (ppm)

H-3',5'
H-4 0 6ph

ZONA 2

H-3",5"

H-5ph

H-2,6'

H-6 o0 4ph

3.1

[ 100

110

r120

130

140

150

I 160

H-3,5pyr

hmbc
HCCHTOCSY, v
oo
o 8 B
o
ape OB oo o
=00
soo
0Ok 00 (<=3 980 B 9
fol=/
(55
@0
T T T T T T T T T T T T T T
83 8.2 8.1 80 7.9 7.8 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0

7.7 76
f2 (ppm)

60

70

80

90

100

110

120

130

f1 (ppm)

f1 (ppm)

170



4.2.4.3.-Andlisis bidimensional del compuesto SOS-29 (Subfamilia As).

En la Subfamilia A; (derivados aminicos), serie 3 (derivados de sales de quinuclidina), se ha
recogido como ejemplo el estudio de HSQC (Figura 4.10) y de HMBC (Figura 4.11) del
compuesto SOS-29. Este estudio se realizé utilizando espectrocopia de *H-RMN (300 MHz) y de
3C.RMN (126 MHz), usando como disolvente metanol deuterado y es concordante con la
estructura propuesta.

Al igual que los compuestos precedentes las correlaciones entre las sefiales apenas varian.
Cabe destacar la incorporacion en este compuesto de un grupo funcional aminico (NH,) y la
cabeza catidnica quinuclidina, que al ser completamente diferente a las anteriores da lugar a
otro tipo de sefales diferentes.

Como se puede observar en la zona 1 de la Figura 4.10 (HMBC), las sefiales de los atomos de
hidrégeno de la quinuclidina aparecen a un campo magnético alto que oscila entre 3.49 y 1.95
ppm, presentando una correlacidn directa con las sefiales de sus carbono correspondientes.
Asi, H-3,5,8, se correlaciona directamente con los carbonos C-3,5,8;, que aparecen como una
Unica sefial a 6 23.53 ppm. H-2,6,7, se correlaciona con C-2,6,7, que se encuentra a una
frecuencia mas alta (6= 54.25 ppm) debido a la proximidad al nitrégeno positivo del azabiciclo.
Por dltimo, el hidrégeno H-4, se correlaciona con su carbono C-4, que aparece a un campo de
2.11 ppm.

También se puede ver como las sefiales de los atomos de hidrégeno del los 2CH, del
espaciador tiene una correlacion directa con sus carbonos correspondientes que aparecen a 6
37.06 y 36.81 ppm respectivamente.

Por otro lado, las sefiales de los grupos metilenos que se unen a la cabeza catidnica (CH,-N*) y
al anillo aminofendlico(CH,-0) se correlacionan con sus carbonos C-N+y C-O (6= 69.26 y 67.32
ppm). Al contrario que en los casos anteriores y como era de esperar, el carbono unido al
atomo de oxigeno estd mas desapantallado que el carbono unido al nitrégeno positivo de la
quinuclidina.

De la zona correspondiente a la porcién aromatica de la molécula (zona 2) se determinan y
asignan cada uno de los protones correspondientes a la misma y su correlacion de carbonos
correspondientes, pero no es posible asignar y determinar los carbonos cuaternarios.

Los carbonos cuaternarios se determinan gracias a las correlaciones a larga distancia por
estudio de HMBC (Figura 4.11).

En el espaciador, C-1' se determina y asigna gracias a su correlacion a dos enlaces con el
metileno CH,-N* y a tres enlaces con H-3’,5". C-4’ se correlaciona a dos enlaces con un metilo
(CH,) del espaciador, y a tres enlaces con H-2’,6’. La sefial del carbono C-1" se deduce por su
correlaciéon a dos enlaces con un CH, del espaciador y a tres enlaces con H-3",5”. Por ultimo, C-
4" se correlaciona a dos enlaces con CH,-O y a tres enlaces con los hidrégenos H-2",6".
Finalmente, en el anillo aminofendlico, C-1,, se determina por su correlacidn a dos enlaces con
el grupo metileno unido al mismo (CH,-O); mientras que C-3,, se asigna por su correlacion a
tres enlaces con H-5,, lo que confirma también que ese metileno corresponde al grupo CH,-O
y no al CH,-N".
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Figura 4.10.- Espectro de HSQC del compuesto SOS-29 (Subfamilia A3).
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Figura 4.11.- Espectro de HMBC del compuesto SOS-29 (Subfamilia A3).
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4.2.4.4.-Andlisis bidimensional del compuesto SOS-32 (Subfamilia B,).

Dentro de esta Subfamilia hemos recogido como ejemplo el estudio de HSQC (Figura 4.12) y de
HMBC (Figura 4.13)del compuesto SOS-32. Este estudio se realizé utilizando espectrocopia de
'H-RMN (300 MHz) y de *C-RMN (75 MHz), usando como disolvente dimetilsulfoxido
deuterado y es concordante con la estructura propuesta.

ZONA 1

En el estudio de HSQC podemos observar que existe una correlacién directa de todas la
sefiales de protones con sus carbonos correspondientes. Se puede ver que, a campo mas alto,
aparecen las sefiales correspondientes a los dtomos de hidrégeno de la quinuclidina (H-3,5,8,,
H-2,6,7,y H-4,) e, intercalada entre éstas, la sefial correspondiente a los atomos de hidrégeno
de los metilenos (2CH,) del espaciador. Por ultimo, a campo ligeramente mas bajo aparece la
sefial correspondiente a los grupos metilenos unidos a las cabezas catidnicas. Debido a la
simetria de la molécula todos los atomos dan lugar a sefiales muy simples y de facil
identificacion.

En el estudio de HMBC, la sefiales de hidrégeno H-3,5,8, se correlacionan a dos enlaces con C-
4q (6= 20.02 ppm), mientras que H-2,6,7, se correlaciona a dos enlaces con C-3,5,8, (6= 23.80

ppm).

Las sefiales de los atomos de hidréogeno de los grupos metilenos del espaciador se
correlacionan con sus carbonos correspondientes (6= 36.87 ppm) y a tres enlaces con los
carbonos del espaciador C-2,6 y C-2’,6" que se encuentran a un desplazamiento quimico de
129.34 ppm.

Por ultimo, las sefiales de los grupos metilenos unidos a los nitrégenos positivos de la cabezas
catidnicas (CH,-N*) se correlacionan a tres enlaces con los carbonos del espaciador C-3,5 y C-
3,5’ (6= 133.45 ppm) y con los carbonos de la quinuclidina C-2,6,7,; y a dos enlaces con los
carbonos cuaternarios del espaciador C-4,4’ que aparecen a 6 125.77 ppm.

ZONA 2

Mediante el estudio de HSQC de la zona aromatica se confirman y corroboran las sefales de
los dtomos de hidrégeno y carbono del espaciador.

Del estudio de HMBC se pueden asignar los carbonos cuaternarios C-1,1' gracias a que se
correlacionan a tres enlaces con los atomos de hidrégeno H-3,5 y H-3’,5’. Ademas, se reafirma
la asignacién de los protones del espaciador (H-2,6 y H-2’,6’ y H-3,5 y H-3’,5’) a un
desplazamiento de 7.41 y 7.44 ppm, respectivamente.
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Parte Teodrica

Figura 4.12.- Espectro de HSQC del compuesto SOS-32 (Subfamilia B,).
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Figura 4.13.- Espectro de HMBC del compuesto SOS-32 (Subfamilia B,).
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4.2.4.5.-Andlisis bidimensional del compuesto SOS-38 (Subfamilia B,).

En la Subfamilia B, se ha elegido como ejemplo el estudio de HSQC (Figura 4.14) y de HMBC
(Figura 4.15) del compuesto SOS-38. Este estudio se realizé utilizando espectrocopia de *H-
RMN (300 MHz) y de *C-RMN (75 MHz), usando como disolvente dimetilsulféxido deuterado y
es concordante con la estructura propuesta.

Como se ha venido describiendo en los compuestos de la familia anterior, primero se realizara
un analisis de los grupos metilenos del espaciador y los sustituyentes saturados de las cabezas
catidnicas (zona 1) y posteriormente se analizard la porcion relativa a la parte aromatica de la
molécula (zona 2).

ZONA 1

En el estudio de HSQC se puede observar que todos los atomos de hidrégeno de la azepina
sustituida en posicién 4 de la quinolina y los grupos metilenos de la molécula presentan una
correlacién directa con sus correspondientes dtomos de carbono.

Las sefiales de los hidrégenos H-3,6,, y H-4,5,, se correlacionan con los carbonos C-3,6,, (6=
29.37 ppm) y C-4,5,, (6= 29.23 ppm), respectivamente. Los dtomos de hidrégeno H-2,7,, se
correlaciona con los carbonos C-2,7,, a un campo mas bajo (6= 56.06 ppm).

En los grupos metilenos del espaciador, los dtomos de hidrégeno CH,-O se correlacionan
directamente con los carbonos C-O, a un desplazamiento quimico de 68.84 ppm; mientras que
el carbono unido directamente a la cabeza catidnica C-N* aparece a un campo de 58.99 ppm y
se correlaciona con los protones CH,-N".

Por otro lado, en el estudio de HMBC, los protones H-3,6,, se correlacionan a dos enlaces con
los carbonos C-4,5,, y los protones H-4,5,, se correlacionan con los carbonos C-3,6,,. Los
atomos de hidrégeno H-2,7,, se correlacionan con los carbonos anteriores y, ademas, a tres
enlaces con el carbono cuaternario de la quinuclidina C-44,i,, que aparece a un desplazamineto
quimico de 161.91 ppm.

Los carbonos cuaternarios del espaciador C-1,1’ (6= 161.34 ppm) se correlacionan a tres
enlaces con los protones de los grupos metilenos del mismo (CH,-0).

Los protones de los grupos metilenos unidos a las cabezas catidnicas (CH,-N*) tienen una
correlacién a dos enlaces con el carbono cuaternario del espaciador C-4,4’ (6= 128.98 ppm) v,
a tres enlaces, con los carbonos C-3,5 y C-3’,5’ (6= 130.48 ppm), los carbonos de la quinolina C-
2quin (6= 146.48 ppm) y los carbonos cuaternarios C-8a gy, (6= 142.10ppm).
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ZONA 2

Nuevamente en el estudio de HSQC se aprecia la correlacién directa que existe entre los
atomos de hidrégeno de los fenilos del espaciador y de los anillos quinolinicos con sus
correspondientes carbonos.

Los atomos de hidrégeno del espaciador H-2,6 y H-2’,6 se correlaciona con los carbonos C-2,6
y C-2,6’ (6= 117.22 ppm) y los atomos H-3,5 y H-3’,5’ con los carbonos C-3,5 y C-3’,5 (6=
130.48 ppm).

En la quinolina H-34,in, que aparece intercalado entre las sefiales de los protones del epaciador,
se correlaciona con C-34,, a un desplazamiento quimico de 104.55 ppm. En orden creciente de
frecuencia aparecen: H-6q4,, que se correlaciona con C-6qun (6= 127.04 ppm); H-74un
correlacionado con C-7qin (6= 135.52 ppm); H-5q,i, que se correlaciona con C-54,, (6= 120.33
ppm); H-8,n que tiene correlacién con el carbono C-84,i, (6= 130.44 ppm); y, por ultimo, el
atomo de hidrégeno H-24,, que se correlaciona directamente con el carbono C-24,, @ un
desplazamiento quimico de 146.48 ppm.

En el estudio de HMBC se asignan y determinan los &tomos anteriormente descritos ademas
de los carbonos cuaternarios que faltaban por asignar.

Comenzando por los carbonos cuaternarios de la quinuclidina: C-8aqun (6 142.10 ppm) que,
como anteriormente se comentd tiene una correlacién a larga distancia con CH,-N*, también
se correlaciona a tres enlaces con H-2,,, y a dos enlaces con H-7y; el carbono cuaternario C-
4agin (6= 121.41 ppm) se correlaciona a dos enlaces con H-54i, y @ tres enlaces con H-3,; por
ultimo, el carbono cuaternario C-44un (6= 161.91 ppm), ademas de correlacionarse con H-2,7,,,
tiene una correlacion a tres enlaces con H-2qyin.

Los carbonos cuaternarios del espaciador: C-1,1’ (6= 161.34 ppm), ademas de tener una
correlacién con los protones de los grupos metilenos del espaciador (CH,-O), también se
correlacionan a tres enlaces con los protones del espaciador H-3,5 y H-3’,5" y a dos enlaces con
H-2,6 y H-2',6"; C-4,4’ (6= 128.98 ppm), ademas de correlacionarse a dos enlaces con CH,-N",
también se correlacionan a tres enlaces con los protones del espaciador H-2,6 y H-2",6".
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Parte Teodrica

Figura 4.14.- Espectro de HSQC del compuesto SOS-38 (Subfamilia B,).
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Figura 4.15.- Espectro de HMBC del compuesto SOS-38 (Subfamilia B,).
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4.2.4.6.- Analisis bidimensional del compuesto SOS-41 (Subfamilia Bs).

En esta Subfamilia se presenta como ejemplo el estudio de HSQC (Figura 4.16) y de HMBC
(Figura 4.17) del compuesto SOS-41. Este estudio se realizé utilizando espectrocopia de *H-
RMN (300 MHz) y de *C-RMN (75 MHz), usando como disolvente metanol deuterado y es
concordante con la estructura propuesta.

ZONA 1

En el estudio de HSQC se puede observar la correlacion directa entre todas las sefales
pertenecientes a los dtomos de hidrégeno de las cabezas catidnicas y de los grupos metileno
del espaciador con sus correspondientes carbonos.

Las sefiales de los &tomos de hidrégeno de la pirrolidina aparecen a un campo magnético alto.
H-3,5,i+ se correlaciona con C-3,4,;, que aparece a un desplazamiento quimico de 26.98 ppmy
H-2,5,; se correlaciona con C-2,5,;: a 6 50.28 ppm.

Por otro lado las sefiales de hidrogeno de los grupos metileno del espaciador (CH,-O) se
correlacionan con sus carbonos C-O a un campo de 68.86 ppm. Mientras que las sefiales de
carbono del grupo metileno unido a la cabeza catidnica (C-N*) aparecen a 6 62.26 ppm y se
correlacionan directamente con sus protones correspondientes CH,-N".

En el HMBC observamos como las sefiales de la pirrolidina se correlacionan entre si: H-3,4pirr
se correlaciona a dos enlaces con C-2,6,; y, H-2,5,; se correlaciona a dos enlaces con C-3,4,.

Las sefales de los hidrogenos del grupo CH,-O del espaciador se correlacionan a tres enlaces
con el carbono cuaternario del espaciador C-1-1’, a un desplazamiento de 161.79 ppm, lo que
permite deducir que son estos los carbonos cuaternarios interiores del espaciador y no C-4,4’.

El grupo metileno unido a la cabeza catidnica (CH,-N*) se correlaciona a tres enlaces con los
carbonos de la piridina C-2,6,,, (6= 143.68 ppm) y con los carbonos del espaciador C-3,5 y C-
3’,5’ (6= 131.92 ppm), y a dos enlaces se correlaciona con el carbono cuaternario del
espaciador C-4,4’ (6= 129.31 ppm).

ZONA 2

En el estudio de HSQC podemos ver como todas las sefiales de protones aromaticos de la
molécula tienen su correlacidn directa con sus carbonos correspondientes.

En el HMBC reafirmamos las asignaciones de los protones y carbonos de la molécula. Aqui
podemos observar como el carbono cuaternario del espaciador C-4,4" se correlacina, ademas,
con los dtomos de hidrégeno H-2,6 y H-2’,6" a tres enlaces. El carbono cuaternario C-1,1" se
correlaciona a tres enlaces con los hidrégenos del espaciador H-3,5 y H-3°,5’.

Por ultimo, podemos determinar y asignar el carbono cuaternario de la piridina (C-4,,,) ya que
se correlaciona con H-2,6,, a tres enlaces, confirmando asi su desplazamiento quimico de
156.05 ppm.
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Figura 4.16.- Espectro de HSQC del compuesto SOS-41 (Subfamilia B;).
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Figura 4.16.- Espectro de HMBC del compuesto SOS-41 (Subfamilia B;).
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4.3. Diseifio y Modelado Molecular.

Las estructuras 3D de ambas isoformas ChoKal (PDB id: 3G15) y ChoKB (PDB id: 3FEG)
complejadas con el primer inhibidor conocido (HC-3) han sido recientemente publicadas’. En la
estructura cristalina de ChoKal estdn presentes tanto el HC-3 como el ADP, mientras que
durante la cristalizacién de ChoK-B el HC-3 ha sufrido una fosforilacion, encontrandose

presente en el complejo en forma fosforilada (PHC-3).

La colina quinasa humana ChoKal (PDB id: 3G15) ha sido elegida para los estudios de docking
debido a la presencia en la misma estructura cristalina tanto del HC-3 como de ADP. Los

. . . 10
estudios de modelado molecular fueron realizados usando el programa Sybil-X"".

En un articulo publicado recientemente, se ha descrito una familia de inhibidores
monocatidnicos no-simétricos de colina quinasa’’ que contienen una sal de piridinio y un
fragmento de adenina unidos mediante diferentes espaciadores. Los estudios de docking
descritos para esta familia indican que los compuestos mas potentes pueden insertar el resto
de adenina dentro del sitio de unién del ATP y el resto de piridinio en el sitio de unién de la

colina (Figura 4.17)"".

Figura 4.17.- La disposicién mas estable obtenida del compuesto 15 de la primera familia de inhibidores
monocatidnicos no simétricos en estudios de docking (B. Rubio-Ruiz, et al Eur. J. Med. Chem. 50 (2012)
154-162). El resto de adenina de esta molécula se inserta dentro del sitio de unién del ATP de manera
similar al fragmento de adenina del ATP, siendo estabilizado por enlaces de hidrégeno con Asp209,
Glu207 e 1le209. El fragemto de pirrolidinopiridinio se introduce dentro del sitio de unién de la Cho y se

estabiliza por interacciones Tecation con Trp423.
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Los estudios de docking iniciales realizados en esta tesis se han hecho sobre algunos
compuestos de la Familia A (inhibidores monocatidnicos no-simétricos), sobre todo de la
Subfamilia A; y As. Los espaciadores y las cabezas catidnicas usadas para esta familia son las
mismas que para la primera familia de compuestos ya publicada, mientras que el resto de
adenina es sustituido por un resto de m-aminofenol.

Estos estudios de docking iniciales realizados sobre ChoKal con los compuestos de la Familia A
de esta memoria, muestran que el resto de m-aminofenol puede mimetizar al resto de adenina
presente en la primera familia de compuestos previamente publicada, pudiendo insertarse en
el sitio de unidn del ATP y estabilizarse mediante enlaces de hidréogeno con Argl46, Asp206,
GIn207 o lle209 (Figura 4.18). Estos resultados fueron la razén para el disefio, sintesis y
evaluacién bioldgica de los compuestos monocationicos no simetricos (Familia A) descritos en

esta tesis.

Figura 4.18.- Posibles interacciones entre el resto de m-aminofenol y los residuos de unidn del sitio del
ATP. a) El grupo NH, libre puede formar enlaces de hidrégeno con Asp206 y GIn207, mientras que el
atomo de O del enlace éter puede formar un puente de hidrégeno con Argl46. b) El grupo OH libre

forma puentes de hidrégeno con GIn207 e 1le209.

Por otro lado, los estudios de docking indican que existen diferentes modos para la unién de
los inhibidores dentro de la enzima. La longitud del espaciador en los compuestos SOS-1, SOS-
5, SOS-19 y SOS-23 es demasiado corta para permitir que estas moléculas estén localizadas en
ambos sitios de unién, ATP y Cho, simultdneamente. Las disposiciones o poses mas estables
obtenidas para estos compuestos muestran que se pueden insertar dentro del sitio de unién
de la Cho o dentro del sitio de unién del ATP.

La disposicion mas estable obtenida para el compuesto SOS-23 indica que éste podria
insertarse dentro del sitio de unién del ATP (Figura 4.19). Se ha podido observar como el grupo
NH, es estabilizado mediante dos enlaces de hidrégeno con Glu206 y GIn207, siendo similares
a los enlaces de hidrégeno observados entre el grupo NH, del resto de adenina del ADP y
Glu206 y GIn207 en la estructura cristalina de ChoKal.
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Figura 4.19.- a) La disposicion mas estable obtenida para el compuesto SOS-23 (atomos de carbono en
color amarillo) unido dentro del sitio de unién del ATP. El grupo NH2 se estabiliza mediante dos puentes
de hidrégeno con Glu206 y GIn207. El resto de dimetilaminopiridinio se inserta dentro de la proteina. b)
La disposicidon mas estable obtenida para el compuesto SOS-5 (atomos de carbono en color blanco). La
cabeza catidnica se inserta dentro del sitio de union de la colina y se estabiliza mediante interacciones Te
cation, y el grupo aminofenil forma puentes de hidrégeno con Tyr354, Glu309, Thr206 y GIn308.

La Figura 4.19 también muestra la pose o disposicién mas estable obtenida, en estos estudios
de docking iniciales, para el compuesto SOS-5. La cabeza catidnica de este compuesto se
introduce dentro del bolsillo hidrofébico del sitio de unidn de la Cho y es estabilizado mediante
interacciones de tipo Tecatidn. Con esta disposicidn, el grupo OH del anillo de m-aminofenol se
estabiliza mediante enlaces de hidrégeno con Tyr354, Glu309 y Thr206, mientras que el grupo
NH del espaciador forma otro enlace de hidrégeno con GIn308. Una disposicidn similar se
obtuvo para el compuesto SOS-1, pero el mayor volumen del resto de pirrolidinopiridinio
impide una insercién profunda dentro del sitio de unién de la Cho y el enlacce de hidrégeno
entre el grupo NH y GIn308 (Figura 4.20).

186



Parte Tedrica

Figura 4.20.- La disposicion mds estable obtenida para los compuestos SOS-1 (dtomos de carbono en
color blanco) y SOS-5 (atomos de carbono en color amarillo). EI mayor volumen del resto
pirrolidinopiridinio del compuesto SOS-1 impide una insercidn profunda dentro del sitio de unién de la

Cho y la formacién de un puente de hidrégeno entre el grupo NH y GIn308.

La disposicion mas estable para el compuesto SOS-19 se asemeja a aquella del compuesto
S0S-23, indicando que esta molécula también podria introducirse dentro del sitio de unién del
ATP. La principal diferencia entre las poses de ambos compuestos es la orientacion del
dimetilaminopiridinio esta orientado hacia el interior de la proteina, mientras que el resto de
pirrolidinopiridinio del compuesto SOS-19 estd orientado hacia fuera, probablemente debido

al mayor volumen que presenta (Figura 4.21).

Figura 4.21.- La disposicion mas estable obtenida para los compuestos SOS-19 (dtomos de carbono en
color blanco) y SOS-23 (atomos de carbono en color amarillo). EI mayor volumen del resto de
pirrolidinopiridinio del compuesto SOS-19 impide la insercién de este fragmento dentro de la proteina,

orientdndose hacia la superficie de la misma.
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Finalmente, en los otros compuestos de esta familia, la longitud del espaciador es suficiente
para permitir a estas moléculas insertarse simultdneamente en ambos sitios de unién, tanto
del ATP como de la Cho. En la Figura 4.22 se muestra un ejemplo de las disposiciones posibles
obtenidas para los compuestos SOS-20, SOS-21 y SOS-8. El primer compuesto tiene un grupo
bifenilo como espaciador, mientras que SOS-21 y SOS-8 tienen el 1,2-difeniletano y el 1,4-
difenilbutano, respectivamente. En todos los compuestos, el resto de m-aminofenol se inserta
dentro del sitio de unién del ATP y se estabiliza mediante enlaces de hidrégeno. La cabeza
catidnica se inserta dentro del sitio de union de la colina, siendo el espaciador 1,4-

difenilbutano del compuesto SOS-8 el que permite una insercién mas profunda (Figura 4.22).

Consecuentemente, seria de esperar una mayor actividad para aquellos compuestos que
presenten los espaciadores de mayor longitud, como en las primeras series de inhibidores

monocatidnicos no simétricos previamente descritos.

a)

Figura 4.22.- a) La disposicion mas estable obtenida para los compuestos SOS-20 (atomos de carbono en
color magenta) y SOS-21 (domos de carbono en color amarillo). b) La disposicion mas estable obtenida
para el compuesto SOS-8. En todos los casos, el fragmento de m-aminofenol mimetiza al resto de
adenine del ATP y se estabiliza por puentes de hidrégeno. La cabeza catidnica se inserta en el sitio de
union de la colina.

188



4.4.- ChoK humana: Resultados biolégicos y discusion.

4.4.1.- Generalidades.

La PCho forma parte de una transmisidn de sefiales esencial para la regulacién del crecimiento
celular. Estd demostrado que los altos niveles de PCho presentes en ciertos tejidos tumorales
se deben a la sobreexpresidn y activacion de la ChoK provocadas por la activacidon del oncogén
ras y otros oncogenes. Por ello, se puede concluir que la inhibicién de ChoK daria lugar a la
inhibicion de la proliferacion celular en lineas tumorales que tengan altos niveles de PCho,
como por ejemplo en las células transformadas por el oncogén ras.

Para estudiar la posible interaccion de los productos descritos en esta Memoria con alguna de
estas rutas se realizan dos tipos de ensayos bioldgicos:

a) Ensayos ex vivo. Para este tipo de estudios se utiliza colina quinasa humana aislada. Al
realizarse sobre la enzima aislada, la actividad inhibitoria no se ve influida por factores
bioldgicos tales como el paso a través de las membranas celulares, la posible
inactivacion en el entorno bioldgico o una probable compartimentacién de la célula.
Por todo esto, el proceso depende Unicamente del reconocimiento molecular entre la
enzimay el ligando.

Los ensayos bioldgicos se realizaron usando colina (Cho) marcada con **C, con lo que se puede
medir la cantidad de **C-PCho producida por el control y compararla con la producida por la
enzima en presencia de los inhibidores.

b) Ensayos in vitro. Se mide la actividad antiproliferativa frente a cultivos celulares. La
linea tumoral elegida para la realizacion de los ensayos bioldgicos de estos compuestos
es la HepG2 (células de hepatoma humano), que muestran una gran resistencia a
farmacos y presentan el oncogén ras activo™ .

La técnica utilizada para medir la citotoxicidad desarrollada por los compuestos esta basada en
la colorimetria, de forma que se tifien las células vivas presentes en los pocillos con cristal
violeta. Posteriormente se mide en un lector de placas la absorbancia de cada muestra a una
longitud de onda determinada y se compara la proliferacion de los pocillos control con la de
aquellos que tienen los compuestos sintetizados. Estos ensayos constituyen una primera
evaluacién que permite descartar aquellas estructuras que son menos potentes.

En este tipo de estudios se mide el efecto global que produce un cierto compuesto sobre la
poblacién celular que se encuentra en fase de crecimiento, algo que es muy similar a lo que
sucede en los tumores in vivo. Ademas, el uso de una linea celular transformada por el
oncogén ras es otro punto que acerca el experimento a la realidad clinica®.

Las pruebas bioldgicas de los compuestos finales sintetizados y descritos en esta Memoria han
sido realizadas por la Dra. Carmen Marco y sus colaboradores del Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada.

Los resultados obtenidos, tanto en ensayos ex vivo como in vitro, se dan en forma de
Concentracion Inhibitoria 50 (Clse). Los datos de ICsq reflejan la concentraciéon (uUM) a la que el
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inhibidor ejerce un 50% de su efecto maximo. De esta forma los compuestos mds activos son
los que presentan los valores mas bajos.

4.4.2. Resultados bioldgicos de los compuestos monocationicos no
simétricos (Familia A).

Los resultados bioldgicos de los compuestos finales pertenecientes a la Familia A (SOS-1 a SOS-
29) se detallan en las Tablas 4.31 a 4.33, distinguiendo tres subfamilias dependiendo del
sustituyente R;.

4.4.2.1. Derivados Fendlicos de los compuestos monocationicos (Subfamilia A;).

Dentro de este apartado se describen los valores de inhibicidon producidos por cada compuesto
de la Subfamilia A}, donde se encuentran los compuestos finales SOS-1 a SOS-11 (Tabla 4.31).

De los resultados de inhibicion de ChoK obtenidos para

OH

@N O esta Subfamilia (Tabla 4.31) puede observarse como la
O e (T .
cabeza catidnica juega un papel fundamental. Siendo
S
Br aquellos compuestos que presentan un anillo aromatico
HO
NH

los mas interesantes, debido probablemente a Ia
n=0,2,4

S}
n Br

deslocalizacion de la carga positiva del nitrégeno. La
aromaticidad del anillo pirimidinico le permite
establecer por un lado interacciones de tipo m-cation y
también interacciones tipo m-1, necesarias para la interaccidn con el sitio activo de la enzima.
Mientras que el anillo de quinuclidina solo puede formar interacciones tipo m-cation” .

Otro aspecto a considerar es la influencia del espaciador sobre la actividad enzimatica. En este
sentido se observa que existe una relacion directa entre la longitud del espaciador y los
mejores valores de inhibicion de la enzima. Asi, los compuestos que ofrecen los mejores datos
son los que presentan un espaciador de fenilo o bifenilo (SOS-1- SOS-2 y SOS-5- SOS-6),
siendo los compuestos SOS-5 y SOS-6 los mas activos.

Si comparamos la serie de la pirrolidinopiridina y la dimetilaminopiridina, se observa que los
compuestos SOS-1 y SOS-6 son los mds activos. De esta forma, parece que al introducir un
resto de pirrolidinopiridina como cabeza catidnica la longitud del espaciador debe ser menor
qgue cuando el resto introducido es dimetilaminopiridina. Debido probablemente a que el
volumen que ocupan ambas moléculas sea similar, adquiriendo la misma conformacién.

El compuesto SOS-6 es el que presenta los mejores datos de inhibicién frente a Chok,
presentando una ICsy de 6.37 £ 0.53 uM. Lo que parece indicar que la introduccién de un resto
de dimetilaminopiridina favorece la actividad inhibitoria.
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Tabla 4.31.- Resultados biolégicos de la Subfamilia A;.

Compuesto Cabeza Espaciador Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion 1Cso (UM)
catidnica ChoK ChoK Proliferacion Proliferacion | Proliferacion | Proliferacion
10 M 50 uM 1um 5 uM 10 uM 50 uM
SOS-1 /_@_\ - 41.28+2.89 2.91+10.7 13.43+3.36 9.54+2.36 8.53+1.45 -
~L N (P=0.0021)
SOS-2 - 28.20 + 5.05 4852 +6.23 52.99 + 7.43 Téxico téxico -
® P=0.0168
SO0 [ > rone
SOs-3 Y vd - 13.60 + 8.00 11.19+1.57 67.39 £4.70 Toxico toxico -
- (nds)
22
SOS-4 A% vd - 18.04 + 1.83 - 48,96 + 3.72 Téxico téxico -
- (P=0.0378)
2 4
SOS-5 <:> 27.54 591 52.46 + 1.67 7.74 £2.14 13.01+3.36 24.38 +3.58 54.51+2.26 60.83 + 14.8
~ o (nds) (P=0.0063) (nds) (nds) (P=0.004)
SOS-6 54.16+ 2.81 66.25+ 1.39 - - 9.86 +2.47 24.40 £ 2.92 No se puede
(P=0.0060) (P=0.0020)
@/ [Chs N -
SOS-7 %’NQN\CHQ Y Y - 39.49 + 0.54 5.56 +4.46 18.43+3.82 34,13 +2.65 73.40 £ 3.06 24.80 + 2.99
oH (p=0.0444) (nds) (nds)
2
2
S0OS-8 \ Y NO INHIBE NO INHIBE 458 +4.30 13.09 £2.39 30.86 £2.33 7110+ 1.51 -
CH (nds) (nds)
2
SOS-9 <:> Ins Ins ins ins Ins ins -
. -~
SOS-10 ® 17.45 + 2.56 10.27 +2.97 - - 5.27+1.89 21.84 +3.20 -
—N E > ~L P (nds) (nds) (nds) (P=0.034)
SOS-11 S Y - 39.09+ 2.75 - - 13.710.34 25.43+2.48 -
- (P=0.0001) (P=0.0077) (P=0.0023)
2
2
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En cuanto a la inhibicidn de la proliferacién celular (Tabla 4.31), es posible apreciar como al
aumentar el tamafo del espaciador disminuye la proliferacién celular. Algo légico, ya que al ir
aumentando el tamafio del espaciador, con la introduccién de grupos alquilicos, aumenta la
lipofilia de las moléculas lo que facilita su paso a través de la membrana. Los compuestos SOS-
3, SOS-7 y SOS-8, que presentan como espaciador el 1,2-difeniletano y 1,4-difenilbutano, son
los que ofrecen mejores valores de actividad antiproliferativa. Parece, por tanto, que dichos
espaciadores poseen las caracteristicas &ptimas para el ejercicio de la actividad
antiproliferativa.

De esta Subfamilia, se puede deducir que no hay una relacion clara entre aquellas estructuras
con mejores datos de inhibiciéon enzimatica y las que ofrecen mejores datos antiproliferativos.
Asi, SOS-1, SOS-5 y SOS-6 (que presentan mejor actividad enzimatica) muestran valores bajos
de actividad antiproliferativa, debido probablemente a la falta de lipofilia, a excepcién del
compuesto SOS-5. Mientras que SOS-2, SOS-3, SOS-7 y SOS-8 que apenas inhiben a la enzima
son los que tienen un mayor efecto antiproliferativo, lo que hace intuir la posibilidad de que
actuen a otro nivel que influya sobre la proliferacion celular.

4.4.2.2. Derivados Nitrados de los compuestos monocationicos (Subfamilia A,).

En la Tabla 4.32 estan incluidos los resultados bioldgicos de los compuestos SOS-12 a SOS-18.

iio
@@%

n=0,24

El grupo nitro, como era previsible influye de forma negativa en la actividad bioldgica. Por una
parte, muchos de estos compuestos no son tolerados por la célula, siendo téxicos a las
concentraciones mas altas. Por otro lado, en cuanto a inhibicion enzimatica los resultados son
poco o nada relevantes.

No obstante, algunos de ellos han mostrado valores de ICsq s vitro interesantes, lo que nos ha
ayudado a establecer mejor las relaciones estructura-actividad (SOS-14, SOS-15, SOS-17 y SOS-
18).
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Tabla 4.32.- Resultados biolégicos de los compuestos pertenecientes a la Subfamilia A,.

Compuesto Cabeza Espaciador Inhibicién | Inhibicién | Inhibicién | Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion 1Cso (UM)
catidnica ChokK ChoK ChoK ChoK Proliferacion | Proliferacion | Proliferacion | Proliferacion
1M 5uM 10 uM 50 uM 1M 5uM 10 uM 50 uM
SOS-12 /_@_\ - 16.01+1.42 | 15.61+7.94 | 40.69+2.26 4.32 £4.50 6.00+ 2.50 9.98+3.29 32.33+1.20 No se puede
~ e (nds) (nds) (P=0.0181) (nds) (nds)
SOS-13 - - - - 18.10 £ 1.01 41.95 +4.00 43,02 +3.68 toxico 14.34+2.15
d P=0.0140
o\ oM ~Z e (nds) ( )
SOS-14 %7NQN~CH3 X /| 14.07+3.82 | 22.99+8.99 - - 17.12 +4.45 46.56 +3.15 70.23 +3.04 téxico 6.53+1.21
(nds) (nds) (nds) (P=0.0120)
CHZ2
SOS-15 X S/ - - - - 41334247 68.48 +1.57 Téxico téxico 2.25+0.22
(P=0.0080) (P=0.0010)
CHy),
SOS-16 <:> - - 9.53+1.90 | 38.88+3.48 - - 9.90+5.58 7.31+0.11 -
~ e (nds) (P=0.030) (nds) (nds)
SOS-17 ® - - 9.41+0.69 | 38.57+2.75 - - 11.43 £1.20 56.71 + 2.59 41179+
-N E> ~z N (P=0.0025) (nds) (P=0.01) 4.896
SOS-18 X Y/ - - - - - - 20,67+ 122 70.38 £1.97 22442 +
(P=0.023) (P=0.001) 1.29
CHZZ
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4.4.2.3. Derivados Aminicos de los compuestos monocationicos (Subfamilia A3).

Al igual que en la Subfamilia A,, los resultados bioldgicos obtenidos para la Subfamilia A; (SOS-
19 a SOS-29), indicados en la Tabla 4.33, confirman que el espaciador mas idéneo para la
actividad enzimatica es el bifenilico y que los mejores resultados se obtienen cuando la cabeza
catidnica es la dimetilaminopiridina. De este modo, el compuesto SOS-24 (homdlogo de SOS-6
(IC50=6.37 £ 0.53 uM)), presenta una ICsp= 7.89 £ 0.05 uM.

NH

ii

n=0,24

Por otro lado, se observa un ligero aumento de actividad con respecto a los productos de
Subfamilia A; cuando es introducido un resto de quinuclidina. Esto podria sugerir dos hipétesis:

¢ El comportamiento de estos compuestos (con quinuclidinio) al unirse al sitio
activo de la enzima es diferente con respecto a sus homdlogos, que podria
justificarse debido a una diferencia de estabilidad conformacional.

e El grupo 3’-NH, de esta serie de compuestos estabiliza la unién a la enzima
mucho mas que cuando este grupo es sustituido por un 3’-OH.

Un comportamiento similar se observa en relacidn a la actividad antiproliferativa. De nuevo, es
posible apreciar como el aumento de lipofilia afecta positivamente a la actividad
antiproliferativa. Siendo, en este caso, los compuestos mas relevantes: SOS-21, SOS-22, SOS-
25, SOS-26 y SOS-29, que presentan una cadena alquilica en el espaciador.

Finalmente, en cuanto a la relacién entre la actividad inhibitoria frente a ChoK y HepG2,
podemos concluir diciendo que la actividad antiproliferativa aumenta en aquellos compuestos
que no inhibian significativamente a la enzima, siendo esto probablemente debido a un
mecanismo de accidn antitumoral diferente al descrito en esta memoria.

No obstante, es preciso destacar que muchos de estos compuestos han presentado problemas
de solubilidad, dificultando la realizaciéon de los ensayos bioldgicos y por tanto los resultados
obtenidos pueden no ser del todo concluyentes.
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Tabla 4.33.- resultados biolégicos de los compuestos pertenecientes a la Subfamilia As.

Compuesto Cabeza Espaciador Inhibicion | Inhibicion | Inhibicién | Inhibicién Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion 1Cso (UM)
catidnica ChoK ChoK ChoK ChoK Proliferacion | Proliferacion | Proliferacion | Proliferacion
1puM 5uM 10 pM 50 uM 1pM 5uM 10 uM 50 uM
SOS-19 /_@_\ - - 3.81+1.54 | 12.93+534 - - - -
~ P (nds) (nds)
SOS-20 - - - 20.79 + 40.52 + 6.64 57.24 + 4.40 téxico téxico
411
Ea=elih - (P=0.0329)
S0S-21 — A% ' - - ins ins 55.37 +6.48 76.04 + 1.17 téxico téxico
cH,
S0S-22 A Y - - - 2162775 | 57.69+3.55 83.21£2.55 téxico téxico
(nds)
cHy,
S0S-23 - 27.20+0.56 | 14.78+6.95 | 37.71+3.76 - - - 2248+ 134 >100 pM
L N (P=0.063) (nds) (nds)
S0S-24 16.60+1.41 | 35.94+1.36 | 54.44+4.75 | 79.82+0.81 8.50 + 2.23 16.23  0.95 24.40+2.13 téxico No se
(nds) (P=0.0002) (p=0.0019) (p=0.002) (nds) (nds) puede
&/ s N -
SOS-25 %’NQNCH A% Y | 1396130 | 19.87+3.64 - 21.95+ 7.42+2.18 6.98 +3.43 30.53 +4.26 59.54 1,61 48.96 +
° (nds) (nds) 10.41 (nds) (nds) 4.60
CH,
2 (nds)
S0OS-26 N vl - - - - 10.14 +2.83 18.32+3.59 22.68+5.36 46.67 + 10.80
(nds) (nds)
cH),
S0OS-27 - - 34.00+0.73 | 49.56+2.56 2.51+0.25 19.46 +3.68
~L < > N (P=0.0025) | (P=0.0009) (nds) (nds)
SOS-28 ® - - 27.16 £1.93 | 44.37+0.69 9.73+1.81 6,16+ 1.33
*N; E > ~, e (P=0.0071) (P=0.0009) (nds) (nds)
S0OS-29 Y ' - - 12.1£2.75 | 26.85+2.57 3.76+1.29 27.90+  2.00
(nds) (nds) (nds) (P=0.0007)
CHZ2
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En consecuencia, las principales conclusiones con respecto a la actividad bioldgica de la familia
de los derivados monocatiénicos son:

1. Los derivados que producen mayor inhibicién enzimatica son SOS-1, SOS-5, SOS-6,
S0S-24, SOS-27 y SOS-28. Estos compuestos pertenecen a la Subfamilia A; y As, lo que
significa que el grupo amino o el hidroxilo confieren a las moléculas el mismo grado de
poder inhibitorio.

2. Todos ellos contienen como espaciador fenilo o bifenilo, lo que nos muestra cual seria
la distancia idénea entre la cabeza catidnica y el anillo aromatico para que se unan
mas eficazmente al sitio activo de la enzima Chok.

3. Los resultados de inhibicion enzimdtica parecen indicar que la cabeza catidnica
introducida no influye demasiado en la actividad, aunque si sugieren que quizas
aquellas cabezas arométicas se comporten de un modo mas efectivo. De estos datos
se puede considerar un modo de unién diferente cuando la cabeza catidnica es
aromatica con respecto a cuando es un resto de quinuclidina.

4. Los compuestos con mejores valores de inhibicion de la proliferacién frente a HepG2
son SOS-2, SOS-3, SOS-7, SOS-8, SOS-14, SOS-17, SOS-18, SOS-21, SOS-22, SOS-25 y
S0S-26. Todos estas moléculas contienen restos que les aportan mayor lipofilia, bien
sean las cadenas alquilicas en el espaciador o bien la cabeza catidnica.

Desafortunadamente, los resultados bioldgicos obtenidos no confirman los estudios de
docking iniciales llevados a cabo para estos inhibidores, ni tampoco los resultados previamente
publicados en relacién a la influencia del espaciador sobre la actividad inhibitoria de ChoK de la
primera familia de inhibidores no simétricos*.

La idea original para el disefio de estas moléculas fue la posibilidad de que se pudieran insertar
simultaneamente en ambos sitios de unidn, el del ATP y la Cho, como se propuso para la
primera familia de inhibidores no simétricos. Esta familia estaba caracterizada por la presencia
de un fragmento de adenina que puede claramente acomodarse dentro del sitio de unién del
ATP, un espaciador y una cabeza catidnica. En los estudios de docking llevados a cabo en esta
familia de compuestos, aquellas moléculas con espaciadores mas largos (1,4-difenilbutano)
son los mas apropiados para insertarse en ambos sitios de unidn, mostrando también las
mejores propiedades inhibitorias de colina quinasa (Figura 4.17)*. De hecho, los compuestos
mas activos llevan un fragmeto de adenina, el 1,4-difenilbutano como espaciador y un
fragmento de dimetilaminopiridinio como cabeza catidnica.

En los estudios de docking iniciales llevados a cabo con los compuestos no simétricos de esta
memoria (Familia A), se observé como el fragmento de m-aminofenol se podria acomodar
dentro del sitio de unién del ATP, de forma similar a como lo hacia el fragmento de adenina.
Esta observacion sugirio el uso de este fragmento en la nueva familia de compuestos (Familia
A). También, en los estudios de docking iniciales, se observé que aquellos compuestos con
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espaciadores mas largos podrian acomodarse simultaneamente en ambos sitios de unién, ATP
y Cho, por lo que se esperaban buenas actividades inhibitorias para estos compuestos.

El hecho de que todas las moléculas con espaciadores mas largos son inctivas o muestran un
bajo porcentaje de inhibicion indica que las conclusiones obtenidas a partir de los estudios de
docking iniciales no son correctas. Sélo hay una razdn para este comportamiento: alin cuando
los estudios de docking han indicado que el fragmento de m-aminofenol podria unirse dentro
del sitio de union del ATP, la afinidad del fragmento de adenina del ATP por su sitio de union
en la colina quinasa podria ser mayor que para el m-aminofenol. En consecuencia, en los
ensayos bioldgicos, todos estos compuestos no simétricos no competirian con el fragmento de
adenina del ATP y no se unirian simultdaneamente en ambos sitios de union.

Con el objeto de justificar los resultados biolégicos obtenidos, nuevos estudios de docking se
han llevado a cabo usando sélo el sitio de unién de la Cho como la posible zona de insercién de
los ligandos. Como en general todos los compuestos muestran un mayor volumen que el HC-3,
se incrementa el tamafio de Protomol y de la cuadricula con respecto a los estudios de docking
iniciales. Sin embargo, sélo aquellos compuestos que tienen un espaciador pequefio (SOS-5,
S0S-23: benceno; SOS-6, SOS-24: bifenilo) originan disposiciones que pueden ser consideradas
factibles.

La Figura 4.23 se muestra como ejemplo de la disposicion mas estable obtenida para los
compuestos SOS-5 y SOS-24. Ambas moléculas presentan un fragmento de
dimetilaminopiridino como cabeza catidnica, y el menor volumen de este fragmento les
permite que puedan ser insertadas con profundidad dentro del sitio de unién de la Cho. El
fragmento de dimetilaminopiridinio puede ser superpuesto con el fragmento de morfolinio del
HC-3 que es insertado dentro del sitio de unidn de la Cho en la estructura cristalina del
complejo ChoKal/HC-3 (PDB: 3G15) usada en los estudios de docking (Figura 4.24). Ademas, el
fragmento de fenilo conectado a la cabeza catidnica es estabilizado por interacciones TETt con
Phe435, un residuo que interacciona de manera similar con el fragmento de fenilo del HC-3. El
compuesto SOS-24 forma un enlace de hidrégeno adicional con Asn122, que esta situado en el
loop de unién del ATP de la enzima colina quinasa, mientras SOS-5 forma otro enlace de
hidrégeno con Glu434. Estos hechos podrian justificar el alto porcentaje de inhibicion de éstas
moléculas. Disposiciones similares han sido obtenidas para los compuestos SOS-6 y SOS-23, las
cuales muestran también un buen porcentaje de inhibicién.
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Figura 4.23.- La disposicion mas estable obtenida para los compuestos SOS-24 (dtomos de carbono en
color amarillo) y SOS-5 (dtomos de carbono en color azul marino), usando el sitio de unién de la Cho
como la posible diana de acciéon. En ambos compuestos, el resto de dimetilaminopiridinio es
profundamente insertado dentro del sitio de unién de la Cho, y el primer grupo fenilo es estabilizado
mediante interacciones TETT con Phe435. El compuesto SOS-24 forma un enlace de hidrégeno adicional
con Asn122 y SOS-5 con Glu434.

Por otro lado, el mayor volumen del fragmento de pirrolidinopiridinio no permite una
profunda insercién dentro del sitio de unién de la Cho, y es por esta razén, que los compuestos
SOS-1, SOS-2 y SOS-19, SOS-20, muestran un porcentaje de inhibicion mds bajo que los
compuestos SOS-5, SOS-6 y SOS-23, SOS-24, respectivamente. La Figura 4.24 muestra un
ejemplo de la disposicion principal del compuesto SOS-19.

Figura 4.24.- Superposicion de la disposicion mas estable obtenida para el compuesto SOS-19 (dtomos
de carbono en color amarillo) usando el sitio de uniéon de la Cho como posible diana con el HC-3 (d&tomos
de carbono en color blanco) presente en la estructura cristalina del complejo ChoKa1/HC-3 (PDB: 3G15).
El mayor volumen del fragmento de pirrolidinopiridinio no permite una profunda insercién dentro del
sitio de unién de la Cho.
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Parte Teodrica

Finalmente, cuando las moléculas tienen un espaciador mdas largo (bibencilo o 1,4-
difenilbutano), la disposicion obtenida parece no ser posible. La Figura 4.25 muestra como
ejemplo la disposicion obtenida para el compuesto SOS-26. La cabeza catidnica se inserta
dentro del sitio de unién de la Cho de modo similar, pero el espaciador estd mucho mas
plegado debido a la limitacién del volumen de Protomol. Pudiendose concluir que estas
moléculas podrian insertar la cabeza catiénica dentro del sitio de unidn de la Cho, pero el resto
de la molécula quedaria fuera de la proteina y, en consecuencia, la inhibiciéon de la colina
quinasa seria realmente pequeiia.

Figura 4.25.- La disposicion mas estable obtenida para el compuesto SOS-26 (dtomos de carbono en
color amarillo) usando el sitio de unién de la Cho como posible diana. La cabeza catidnica se introduce
dentro del sitio de unién de la Cho, pero el espaciador esta mucho mas plegado debido a la limitacién de
volumen de Protomol. Este hecho indica que esta disposicion parece no ser factible y en consecuencia
este compuesto no presenta actividad inhibitoria.

4.4.3. Resultados biolégicos de los compuestos biscatidnicos simétricos
(Familia B).
Los resultados bioldgicos de los compuestos finales pertenecientes a la Familia B (SOS-30 a

S0S-44) se detallan en la Tablas 4.34 a 4.35, distinguiendo tres subfamilias en funcién de la
naturaleza del espaciador o de la cabeza catidnica.

4.4.3.1. Derivados de sales de bisquinuclidinio (Subfamilia B,).

Los resultados bioldgicos de los compuestos finales pertenecientes a la Subfamilia B;, SOS-30 a
S0S-33 se detallan en la Tabla 4.34.

De los datos obtenidos en esta subfamilia se puede deducir que, en general, son compuestos
que poseen buenos valores de ICs, de inhibicion enzimatica, sin embargo son demasiado
polares, lo que supone un detrimento para la actividad antiproliferativa.

No obstante, al poseer indices de ICsy, de inhibicion de ChoK bastante interesantes SOS-32
(ICso= 4.83 + 0.41 pM) y SOS-33 (ICso= 0.66 + 0.11 pM), estas moléculas nos ayudaran en el
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futuro disefio de nuevos compuestos donde sea el aumento de lipofilia el objetivo principal
permitiendo su mejor paso a través de la membrana celular.

Tabla 4.34.- Resultados bioldgicos de los compuestos pertenecientes a la Subfamilia B;.

Compuesto Cabeza Espaciador Inhibicion Inhibicion 1Cso Proliferacion
catidnica ChoK ChoK 1Cso (LM)
10 uMm 50 uM

505-30 Q - - - -
~ >

SOS-31 35.72£2.89 52.53 £ 2.60 - No Inhibe
€] ~Z (P=0.0114) (P=0.0028)

O~y
)
SOS-32 X Y | 6160+2.66 73.11% 1.37 4.83+0.41 No Inhibe
(P=0.0001) (P=0.0001)
CH22

$OS-33 Y /| 8177183 84.88 + 2.40 0.66 +0.11 No Inhibe
(P=0.0005) (P=0.0004)
CH; A

4.4.3.2. Compuestos pertenecientes a la Subfamilia B, y Bs.

En este apartado se han agrupado los resultados de inhibicién de los compuestos SOS-34 a
S0S-44 (Subfamilia B, y Bs). Todos ellos presenta como espaciador el 1,2-bis(p-toliloxi)etano y
se diferencian por la naturaleza de la cabeza catidnica.

En la Tabla 4.35 se muestran los resultados obtenidos

Ry /T \ R1 tanto en ensayos ex vivo como in vitro de la
o 0o < > Subfamilia B, y Bs.

Las estructuras de la Subfamilia B, que contienen una quinolina con una cicloalquilamina en
posicidn 4 son los que mejores resultados de inhibicién de ChoK presentan (SOS-38, SOS-39 y
S0S-40), ademas de una actividad antiproliferativa relativamente buena.

Por otro lado, aquellos compuestos de la Subfamilia B; que presentan una amina aromatica
sustituida en posicion 4 como cabeza catidnica (SOS-41 y SOS-42) también presentan una
buena actividad inhibitoria frente a ChoK, de hecho SOS-42 tiene un valor de IC5p= 2.20 £ 0.10
MM. Sin embargo apenas tienen actividad antiproliferativa. Esto hace indicar que, en general,
son estructuras demasiado polares como para atravesar la membrana celular.

Con respecto a los productos sintetizados con anterioridad por nuestro grupo de
investigacion’, donde la cabeza catidnica era una quinolina sustituida y el espaciador era el
3,3’-bifenilo, 4,4’-bifenilo o el 4,4’-bibencilo, se puede concluir que, en general, el espaciador
utilizado (1,2-bis(p-toliloxi)etano) hace que disminuya la actividad inhibitoria, tanto in vivo
como in vitro, de todos los compuestos.
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Tabla 4.35.- Resultados biolégicos de los compuestos pertenecientes a la Subfamilia B, y Bs.

Compuesto Cabeza Espaciador Inhibiciéon Inhibicién 1C5o Proliferacion
catidnica ChoK ChoK 1C50 (1M)
(R,) 10 uM 50 uM
S0S-34 N 53.42 £ 6.44 73.24+1.68 | 55.39+10.85 11.92 £0.97
N (nds) (P=0.0019)
5
S0OS-35 N cl 26.32 £5.66 64.42 +0.53 25.13 £6.34
@ (nds) (P=0.0030)
5
S0S-36 N 23.05+2.71 52.88+2.13 16.31+3.33
x (nds) (P=0.0066)
<N>
Cl
SOS-37 N cl 6.67 £0.33 4597 +4.57 76.81+12.37
x (nds) (P=0.0135)
N
Cl
S0S-38 N 41.57+3.83 71.14+2.09 | 26.33+4.09 3.85+0.23
~ Ry — : Ry (P=0.0179) (P=0.0022)
S0S-39 N cl - 71.60 £ 0.10 12.64 £ 0.70
N (P=0.0022)
N.
SOS-40 N cl 27.44+7.63 76.70 £ 2.81 2.38+0.71
N (nds) (P=0.0007)
0
SOS-41 ?N//\:\}NG 27.97 £3.33 61.54 +2.75 24.57 +0.648
= (P=0.0275) (P=0.0016)
S0S-42 Dy A\ CH: 71.46 £2.47 82.37+0.48 2.20+0.10 No se puede
H‘Q"CH (P=0.0002) (P=0.0001)
S0S-43 ® 36.06 +3.37 é 45.49 £ NO INHIBE
,N: } 12.47
S0S-44 @ 44.82 +1.32 40.22 +5.03 NO INHIBE
{ -N (P=0.0378) (P=0.0047)

201




4.5.- Plasmodium falciparum: Resultados bioldgicos y discusion.

4.5.1.- Ensayos in vitro de la actividad antimalarica.

Los parasitos de la cepa Plasmodium falciparum 3D7 se hicieron crecer sobre eritrocitos
humanos frescos del grupo 0 positivo, los cuales se obtuvieron del Centro Regional de
Transfusidn Sanguinea-SAS (Granada, Espafia). Se suspendieron al 5% de hematocritos en
RPMI 1640 conteniendo 2% de serum humano, 0.2% de NaHCO3, 0.5% de Albumax I, 150 uM
de hipoxantina, y 12.5 pg/mL de gentamicina. Las placas se incubaron a 372C, bajo una mezcla
de 5% de CO, y 95% de aire.

El cultivo stock fue sincronizado con un 5% de sorbitol, y aproximadamente 96 horas mas
tarde, se determinaron los parasitos en los estadios de anillo tardios y trofozooitos tempranos.
Posteriormente el cultivo stock se diluyé con medio completo y eritrocitos no parasitados para
llegar a un hematocrito del 5% y una parasistemia del 0.5%.

Las soluciones Stock de los farmacos ensayados se prepararon a una concentracion de
100mg/mL en DMSO al 99.9% (Merck) y fueron serialmente diluidos en medio completo, y
dispensados en un ensayo por triplicado llegando a una concentraciones finales del rango de
0.0002 a 30uM. El volumen final fue de 100 pL para los ensayos de fluorescencia con una
concentracién final de DMSO < 0.001%.

Los compuestos en DMSO fueron evaluados por triplicado en placas de 96 pocillos. Cada placa
también contenia controles negativos por triplicado (sin compuesto), y controles positivos con
cloroquina 80 nM (ICsp = 0.010 uM).

Los ensayos de inhibicién de crecimiento del pardsito y la determinacion del 50% de
concentracién inhibitoria (1Cso) se llevo a cabo siguiendo el método SYBR Green | nucleic acid
staining dye (Smilkstein M et al. 2004 Antimicrob. Agents Chemother., 48: 1803-1806).

Después de 72 h de crecimiento, las placas se congelaron a -20°C. Para el ensayo de
fluorescencia, se afiadié a cada pocillo 100 pL de SYBR Green | en tampon de lisis, y el
contenido fue mezclado hasta que no se observaba ningun sedimento eritrocitico. Después de
una hora de incubacién en oscuridad y a temperature ambiente, se midié la fluorescencia con
un lector de placas multipocillo (SpectraMax Gemini EM) de Molecular Devices, con unas
bandas de excitacion y emision de longitud de onda centradas en 485 y 530 nm,
respectivamente mediante el uso de el software SOFTmaxPro.

Los calculos fueron trazados frente al logaritmo de la concentracidn de compuesto y el ajuste
de la curva se realizd mediante regresion no-linear usando Sigma Plot para obtener la
concentracién del compuesto que produce el 50% de la disminucién observada a partir de los
calculos maximos obtenidos en los pocillos control libres de compuesto.
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4.5.2. Actividad antimaldrica de los compuestos monocatidnicos no
simétricos (Familia A).

Los resultados in vitro de la actividad frente a P.falciparum de los compuestos finales
pertenecientes a la Familia A (SOS-1 a SOS-29) se detallan en la tablas 4.36 a 4.38,
distinguiendo tres subfamilias dependiendo del sustituyente R; (R;= OH, NO,, NH,).

4.5.2.1. Derivados Fendlicos de los compuestos monocationicos (Subfamilia A;).

En la Tabla 4.36 se incluyen los valores de la actividad antimalarica de los compuestos SOS-1 a
SOS-11 (Subfamilia A,).

OH

Los compuestos pertenecientes a esta subfamilia presentan, en general, una muy buena
actividad antimalarica. Siendo SOS-2, SOS-6 y SOS-10 los que han mostrado tener mejores
valores de ICsq . La actividad antimaldrica del compuesto SOS-2 es la mejor de esta subfamilia
de compuestos, presentando valores del orden nanomolar, con una ICso= 0,0157 + 0,0012 pM.

En general, podemos concluir que en las estructuras donde estd presente el espaciador
bifenilo y una amina aromdtica como cabeza catidnica son las que muestran los mejores
valores. Siendo este espaciador el mas adecuado en este tipo de estructuras monocationicas y
cuando un resto de pirrolidina es introducido se incrementa la actividad antipalidica, lo que
podria indicar que hay una correlacién directa entre la lipofilia idonea de los compuestos mas
activos y la distancia del espaciador para una inhibicién de ChoK de P.falciparum.
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Tabla 4.36.- Datos de actividad antimalarica de los compuestos de la Subfamilia A;.

Compuesto Cabeza Espaciador Actividad Ajuste
catidnica Antimalarica
IC5o (uM)
SOs-1 /_Q—\ 0,1090 + 0,0045 | Hyperbolica
™~ -~
50s-2 0,0157 +0,0012 Sigmoidal
@y e -~
RS
S0S-3 X e
0,1212 £ 0,0018 Hyperbolic
CH22
50s-4 X /
0,3668 +0,0349 Hyperbolica
CH; A
$05-5 /—©—\ 1,110 + 0,068 Hyperbolica
™~ -~
SOs-6 0,020,020 | Hyperbolica
® //\:\} CHs ™~ -~
s0s-7 =N “ew, | X 7
0,463 + 0,096 Hyperbolica
CH22
SOS-8 Y /
2,196 £ 0,548 Hyperbolica
CH; A
50s-9 /—Q—\ 2,9750+1,983 | Hyperbolica
~ -
50s-10 °, 0,1626£0,004 | Hyperbolica
s -~
50s-11 X '
- 0,7113 £ 0,015 Hyperbolica
2
2

4.5.2.2. Derivados Nitrados de los compuestos monocationicos (Subfamilia A;).

Los resultados de actividad antimaldrica de los compuestos pertenecientes a la Subfamilia A,,
S0OS-12 a SOS-18, se muestran en la Tabla 4.37.

n=0,24
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En esta subfamilia, las estructuras que presentan una amina aromatica como cabeza catidnica

son, de nuevo, las que presentan los mejores valores. Al igual que en la subfamilia anterior, se
observa que la actividad antimalarica aumenta cuando en la estructura hay un bifenilo como
espaciador. De este modo el compuesto que presenta la mejor actividad antimalarica dentro

de esta subfamilia es SOS-13, que presenta una ICso= 0,085 + 0,007 uM.

Tabla 4.37.- Datos de actividad antimalarica de los compuestos de la Subfamilia A,.

Compuesto Cabeza Espaciador Actividad Ajuste
cationica Antimalarica
ICso ( HM)
Sos-12 /—Q—\ 0,450 £ 0,045 Hyperbolica
e -~
S0s-13 0,085+0,007 | Hyperbolica
SO e -
S0S-14 =/ e, | X y
0,328 £ 0,054 Hyperbolica
CH22
S0S-15 X '
1,041+ 0,346 Sigmoidal
CHy),
50s-16 /—©—\ 2,9999 + 0,138 Hyperbolica
. -
S0s-17 © 1,3937£0,078 |  Hyperbolica
N ~ -~
S0S-18 \/\©\< vd
CHy, B o
2

4.5.2.3. Derivados Aminicos de los compuestos monocationicos (Subfamilia A;).

Los datos bioldgicos de los compuestos pertenecientes a esta subfamilia, SOS-19 a SOS-29, se

encuentran resumidos en la Tabla 4.38.

En esta subfamilia son los compuestos SOS-20, SOS-
21, SOS-22, SOS-26 y SOS-28 los que muestran mejor
actividad frente a Plasmodium falciparum. Siendo, en
este caso, las estructuras que presentan la
pirrolidinopiridina como cabeza catidnica las que
ofrecen los mejores valores (50S-20, SOS-21 y SOS-

22).
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Sin embargo, en esta subfamilia son los espaciadores que tienen una cadena alquilica los que
hacen que se produzca un incremento de la actividad frente al parasito. Esto parece indicar
gue cuando esta presente un grupo amino en la estructura, ésta adquiriria una disposicion
diferente o incluso podria actuar mediante un mecanismo de accién diferente al resto de
compuestos.

El compuesto de esta subfamilia que muestra los mejores datos de actividad antimalarica es

S0S-21, que tiene una I1C5p= 0,0587 + 0,001 uM.

Tabla 4.38.- Datos de actividad antimalarica de los compuestos de la Subfamilia As.

Compuesto Cabeza Espaciador Actividad Ajuste
catidnica Antimalarica
1C5o ( uM)
S0s-19 /_Q—\ 1,0218+0,181 | Hyperbolica
e -~
$0s-20 0,4840£0,135 | Hyperbolica
%?NQ*NG o~ -
S0s-21 Y 7
0,0587 £ 0,001 Hyperbolica
CHZ2
50S-22 X /
0,2794 £ 0,034 Hyperbolica
CHy),
505-23 /—Q—\ 8,689 £ 1,930 Hyperbolica
e -~
S0s-24 1937£0,101 |  Sigmoidal
®C\>- CHz I -~
sos25 | N “ew, | X 7
4,243 +0,578 Hyperbolica
CHZ2
S0S-26 Y vd
0,403 +0,128 Hyperbolica
CHy),
S0S-27 < > 11,6522 +
e o~ 1,239 Hyperbolica
N ®
50s-28 —N E> 0,3754 + 0,020 Hyperbolica
. -
S0S-29 Y 7
- 1,3004 £ 0,019 Hyperbolica
2
2
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4.5.3. Actividad antimalarica de los compuestos biscatidnicos simétricos
(Familia B).

Los resultados obtenidos para la actividad antimalarica de los compuestos finales biscatidnicos
simétricos pertenecientes a la Familia B, SOS-30 a SOS-44, se resumen en las Tablas 4.39 y
4.40.

4.5.3.1. Derivados de sales de bisquinuclidinio (Subfamilia B,).

Dentro de este apartado se incluyen los datos de actividad frente a P.falciparum de los
compuestos pertenecientes a la Subfamilia B;, SOS-30 a SOS-33, que se resumen en la Tabla
4.39.

Como puede observarse en esta tabla, los compuestos derivados de sales de bisquinuclidinio
que presentan los mejores datos antimalaricos son SOS-32 (ICso= 0,088 + 0,008 uM) y SOS-33
(ICs0= 0,015 £ 0,001 uM).

Estos datos corroboran lo anteriormente observado para los datos de inhibicién frente a ChoK
humana, lo que podria validar la hipdtesis de que estos compuestos actden a nivel enzimdtico
de la ChoK de P.falciparum. Sin embargo, parece que el mecanismo de entrada en las células
eritrociticas humanas y en las células de hepatoma humano (HepG2) es completamente
diferente, ya que estos compuestos no muestran actividad antiproliferativa frente a HepG2.

Tabla 4.39.- Datos de actividad antimalarica de los compuestos de la Subfamilia B;.

Compuesto | Cabeza Espaciador Actividad Ajuste
cationica Antimalarica
1Cso (M)

S0S-30 /_@_\ 20
e -
SOS-31 /_"_\ 2,142 +0,36 Sigmoidal
@ ~

X > O >
SOS-32
\/\©\< jz@A/ 0,088 + 0,008 Hyperbolica
cHil
50s-33 X / 0,015+0,001 | Hyperbolica
cHyJ
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4.5.3.2. Compuestos pertenecientes a la Subfamilia B, y Bs.

En la Tabla 4.40 se agrupan los resultados obtenidos para la actividad antimalarica de los
compuestos pertenecientes a Subfamilia B2 y B3, SOS-34 a SOS-44.

En general, todos los compuestos presentan una actividad muy buenta frente a P.falciparum.
Dentro de la Subfamilia B,, de modo general, en los compuestos con N-metilanilina, el cloro en
posicidn 7 de la quinolina disminuye la actividad antimalarica mientras que el cloro en posicién
4 de la anilina mejora dicha actividad dentro de esta Subfamilia. No obstante, son los
compuestos con un sustituyente cicloalquilamino en la posicion 4 de la quinolina los que
presentan los mejores datos de actividad. Entre estos compuestos cabe destacar SOS-39
(IC50=0,035 + 0,004 uM) y SOS-40 (IC5,=0,059 = 0,001 uM), con una azepina y una pirrolina,
respectivamente.

Sin embargo, los compuestos pertenecientes a la Subfamilia B; son los que mejores datos de
actividad antimalarica muestran, siendo aquellos que tienen una amina aromadtica sustituida
en posicion 4 como cabeza catidnica (SOS-41 y SOS-42) los mds potentes compuestos
antimalaricos, con una IC54= 0,016 + 0,001 uM.

Si comparamos el compuesto SOS-33 con el compuesto SOS-43, se puede observar una
disminucion en la actividad antimalarica. Esto probablemente es debido a la diferencia de
espaciador que al contener dtomos de oxigeno hace que dicha actividad empeore.

Nuevamente se corrobora aqui lo observado para este tipo de compuestos con actividad
frente a ChoK humana, de lo que prodria deducirse que todos estos compuestos actuan a nivel
de la ChoK de P.falciparum. Aunque son necesarios la realizacion de ensayos de inhibicion
enzimatica sobre la ChoK de Plasmodium para afirmar dicha hipétesis.
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Tabla 4.40.- Datos de actividad antimalarica de los compuestos de la Subfamilia B,y Bs.

Compuesto Cabeza Espaciador Actividad Ajuste
catidnica Antimalarica
1C5o ( LM)
S0S-34 AN
n
e 0,162 £ 0,046 Hyperbolica
S0S-35 (“‘g@ﬁ'
\Ni 0,177 £ 0,009 Hyperbolica
S0S-36 N
X
N— 0,149 + 0,001 Hyperbolica
CE
S0S-37 N ¢
S
N— 0,369 £ 0,06 Hyperbolica
<<?
S0S-38 N
N Ry I\ C R: | 0,142 £ 0,009 Hyperbolica
S0S-39 AN “
X 0,035 + 0,004 Hyperbolica
O
SOS-40 N c
N 0,059 + 0,001 Hyperbolica
)
€]
S0s-41 | 15 W] 0,016+ 0,001 | Hyperbolica
S0S-42 S N
E*NQN\CH 0,016+ 0,001 | Hyperbolica
S0s-43 7®N< > 0,177 +0,009 | Hyperbolica
S0S-44 i ®N
1,687 + 0,153 Hyperbolica
OH
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5. PARTE EXPERIMENTAL






5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1.- Condiciones generales.

Las reacciones se han llevado a cabo bajo atmésfera inerte de argon, a menos que se
especifique de otra forma. Los disolventes anhidros se han obtenido como sigue: etanol, por
destilacion sobre Mg y 1, y recogida sobre tamiz molecular de 4 A; diclorometano, por
destilacion con P,Os y recogida sobre tamiz molecular de 4 A; acetonitrilo, por destilacién con
P,Os y recogida sobre tamiz molecular de 3 A; éter dietilico, por destilacién con Na y
benzofenona y recogida sobre tamiz molecular de 4 A.

Todos los reactivos adquiridos comercialmente se han usado sin posteriores purificaciones.

Los procesos de reaccién se controlaron de forma rutinaria mediante cromatografia en capa
fina (c.c.f) en cromatofolios Merck Al de gel de silice 60 Fzs4. Como revelador se han utilizado
habitualmente la observacién en ldmpara de rayos ultravioleta; también se ha revelado con
soluciéon de ninhidrina y permanganato potdsico.

La purificacién mediante cromatografia en columna flash se ha realizado utilizando gel de silice
Merck 60 (230-400 mesh ASMT).

Los espectros de 'H-RMN, ®C-RMN y masas han sido realizados por el Centro de
Instrumentacién Cientifica (C.I.C) de la Universidad de Granada.

Los espectros de H-RMN se han realizado en un aparato VarianlnovaUnity (300MHz),
VarianDirect Drive (400MHz) y VarianDirect Drive (500MHz). Los datos se expresan en
desplazamientos quimicos & (ppm). Las constantes de acoplamiento J se expresan en Hz. El
aspecto y la multiplicidad de sefiales se indican mediante las siguientes abreviaturas: s,
singlete; sa, singlete ancho; d, doblete; dd, doble doblete; ddd, doble doble doblete; t, triplete;
dt, doble triplete; pt, pseudotriplete; ¢, cuadruplete; m, multiplete. Los espectros de *C-RMN
se han realizado en un aparato VarianDirect Drive (400MHz) y VarianDirect Drive (500MHz).

Los espectros de masas de alta resolucién (HRMS) se han realizado en un Espectrémetro de
masas de tiempo de vuelo (TOF) BRUKER modelo AUTOFLEX, rango de medida hasta 500.000 uma.

Los puntos de fusién se han medido en un aparato ElectrothermalMelting Point Apparatus y
estan sin corregir.
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5.2.- Sintesis quimica de la Familia A.

5.2.1.- Sintesis de materias primas.

En el desarrollo de este trabajo se han empleado 4 tipos de espaciadores diferentes, el
a,a’-dibromo-p-xileno(1), el cual es asequible comercialmente, el 4,4’-bis(bromometil)bifenilo
(2), el 1,2-bis(4-bromometilfenil)etano (3) y el 1,4-bis(4-bromometilfenil)butano (4), que se
preparan siguiendo la metodologia sintética que se describe a continuacion.

P

e
2
Br Br
. Y s (D
() .
Br

5.2.1.1.- Sintesis de 4,4’-bis(bromometil)bifenilo (2).

O e O~
O HBr (45% H,0)

Br
HBr (33% AcOH) )

Se prepara una suspensién constituida por 15,4 gr de bifenilo, 12 gr de paraformaldehido, 31
ml de acido bromhidrico al 48% y 23 ml de acido fosférico en 40 ml de una solucidn de acido
bromhidrico en acido acético glacial al 33%. La mezcla se calienta a 120°C durante 27 horas.
Pasado este tiempo, el sélido formado se filtra y se recristaliza de acetona obteniéndose un
solido blanco. Rendimiento 33,81%.
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5.2.1.2.- Sintesis de 1,2-bis(4-bromometilfenil)etano (3).

C A
B —
H3PO,
p-formaldehido Br

Se prepara una suspensiéon de bibencilo (18,14 g), paraformaldehido (12 g), acido
hidrobromico 48% (31 ml) y acido fosférico (23 ml). Se calienta a 1002C durante 10 horas.
Pasadas las 10 horas se afiaden a la reaccién 400 ml de agua helada y se agita. Se forma un
precipitado sdélido en el fondo. Se decanta, se tritura el sélido con acetona fria y se le afiade
hexano, que se calienta hasta 70°C durante 15 minutos hasta disolver por completo el sélido.
Una vez disuelto, se enfria, formandose unos cristales® 2. Se filtra y se obtiene 8,432 g de un
solido blanco. Rendimiento 22,67%.

5.2.1.3.- Sintesis de 1,4-bis(4-bromometilfenil)butano (4).

Para la sintesis del 1,1’-etano-1,2-diilbis[4-bromometil(benceno)] es necesario reducir los
dobles enlaces del 1,4-difenil-1,4-butadieno, que es el comercialmente disponible, dando lugar
al 1,4-difenilbutano y posteriormente se lleva a cabo la bromometilacién del mismo.

O o~ = H-Cube, Full H, O
O MeOH O
0,
O HBrds% o
p-formaldehido
HsPO,, HBr gas
Br

4

Se reducen los dobles enlaces del 1,4-difenil-1,3-butadiene usando el aparato H-cube
idrogenation reactor a full H,. Se afaden 300 mg de este compuesto en 50 ml de metanol y se
mantiene a T2 ambiente hasta que finalice la reaccidn. Posteriormente se evapora el
disolvente y se obtienen unos cristales blancos identificados como 1,4-difenilbutano.
Rendimiento 100 %.
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Se procede a la bromometilacion del producto obtenido en la reaccidon anterior (1,4-
difenilbutano), para ello se prepara una suspension de 1,035 g de 1,4-difenilbutano, 588 mg de
paraformaldehido, 1,52 ml de HBr 48%, 1,45 ml de acido fosférico y 2,22 ml de HBr gas en
acido acético glacial al 33%. Se agita a 100°C durante 12 horas. Pasado este tiempo, se
introduce la reaccion en 100 ml de H,0 helada. Se decanta el liquido sobrenadante de la parte
semisdlida, la cual es triturada con acetona fria para dar un sélido blanco. Se filtra y seca
obteniéndose 500 mg de un producto identificado como 4. Rendimiento 35%.

5.2.2.- Sintesis de productos intermedios de la Familia A.

5.2.2.1.- Sintesis de derivados de sales de piridinio.

Procedimiento general de sintesis.

En un matraz se disuelven 2 eq de los productos anteriormente sintetizados en el apartado
5.2.(1, 2, 3, 4) con 1 eq de 4-pirrolidino piridina o 1 eq de dimetilamino piridina en butanona®
(se utilizan 40 ml de butanona por cada 500 mg de producto de partida) y se mantiene en
agitacion a T2 ambiente de 3 a 5 dias (3 dias para los compuestos 1a, 2a y 3a; 4 dias para los
compuestos 4a y 4b; 5 dias para los compuestos 1b, 2b y 3b), tras los cuales aparece un
precipitado blanco, el cual se filtra y se lava con butanona, acetato de etilo y éter.

5.2.2.1.1.- Sales de 4-pirrolidinopiridinio.

O\ Butanona
Ta amblente

Br
la
€]
O O Butanona Br O O l\@\
Ta ambiente o Z N

3-5 dias n B

r
n=0,24 n=0,214
2a, 3a, 4a
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5.2.2.1.1.1.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(bromometil)benzyl]-4-(1-pirrolidin-1-il)-
piridinio (1a).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.1 anteriormente descrito, se obtienen 333 mg de un sélido
blanco que se identifica como el producto. Rendimiento 85,26%. P.f: 201-203°C.
Y

Br o N o Butanona Br |
Br = ,\D Agitacion N
@

T2 ambiente
2eq leq Br
la
'H RMN (300 MHz, CD;0D): 6 8.23 (d, J = 7.8, 2H), 7.53 — 7.36 (m, 4H), 6.89 (d, J = 7.8, 2H),
5.39 (s, 2H), 4.90 — 4.86 (m, 2H), 4.59 (s, 2H), 3.58 (s, 4H), 3.33 (dt, / =3.3, 1.6, H), 2.14 (t, J =
6.9, 4H).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 155.18, 143.04 x 2, 140.87, 136.35, 131.11 x 2, 129.64
x2,109.76 x 2, 61.32,49.74 x 2, 33.079, 26.129 x 2.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C;7H,oN,Br*: 331.0810; encontrado: 331.0811.

5.2.2.1.1.2.- Sintesis de Bromuro de 1-{[4’-(bromometil)bifenil-4-illmetil}-4-
(pirrolidin-1-il)piridinio (2a).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.1 anteriormente descrito se obtienen 252,8 mg de un sélido
blanco que se identifica como el producto. Rendimiento 85,66%. P.f: 106-107°C.

Br O l\@\ _ Butanona
* = N Agitacion, 3d|as
T2 ambiente Q/
Br
leq

2a

'H RMN (400 MHz, CD;0D): & 8.22 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.61 (d, J =8.1 Hz,
2H), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.45 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 5.40 (s, 2H), 4.62 (s,
2H), 3.56 (t, J = 6.6 Hz, 4H), 2.12 (q, J = 6.6 Hz, 4H).

3C RMN (125 MHz, CD;0D): 6 155.03, 142.99 x 2, 142.34, 141.13, 139.25, 135.52, 130.83 x 2,
130.04x 2,128.78 x2,128.24 x 2, 109.73 x 2, 61.36, 49.86 x 2, 33.81, 26.07 x 2.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,3H,4N,Br*: 407.1123; encontrado: 407.1109.
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5.2.2.1.1.3.- Sintesis de Bromuro de 1-{4-[2-(4-bromometilfenil)-etil]-bencil-4-
pirrolidin-1-il-piridinio (3a).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.1 anteriormente descrito, se obtienen 485 mg de un sélido
blanco que se identifica como el producto. Rendimiento 81,81%. P.f: 242-244°C.

Br N
O N‘ Butanona Br
+ > Aditacio P N
N gitacion, 3 dias 2
Br T2 ambiente \
NS

2eq leq 3a )

1H RMN (400 MHz, CD;0D): & 8.16 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.28 — 7.19 (m, 6H), 7.11 (d, J = 7.8 Hz,
2H), 6.84 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 5.30 (s, 2H), 4.52 (s, 2H), 3.55 (t, J = 6.3 Hz, 4H), 2.91 (m, 4H), 2.12
(g, J = 6.3 Hz, 4H).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 155.20, 144.18, 143.01, 142.96 x 2, 137.25, 133.87, 130.60 x 2,
130.15x2,129.91x2,129.33x2,109.67 x2, 61.57,49.71 x 2, 38.34, 38.30, 34.02, 26.12 x 2.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,sH,sN,Br': 435.1436; encontrado: 435.1427

5.2.2.1.1.4.- Sintesis de Bromuro de 1-{4-[4-(4-bromometil-fenil)-butil]-bencil}-4-
pirrolidin-1-il-piridinio (4a).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.1 anteriormente descrito, se obtienen 249,8 mg de un sélido
blanco identificado como el producto. Rendimiento 51,77%. P.f: 179-181°C.

Br O N
. { _ Butanona
'\D Agitacion, 4 dias
Br T2 ambiente O/

2eq leq

1H RMN (400 MHz, CD;0D): 6 8.18 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.30 — 7.21(m, 6H), 7.12 (d, J = 7.9 Hz,
2H), 6.84 (d, J = 7.5, 2H), 5.30 (s, 2H), 4.53 (s, 2H), 3.54 (t, J = 6.8 Hz, 4H), 2.72 — 2.57 (m, 4H),
2.11(q,J = 6.8 Hz, 4H), 1.62 (m, 4H).

3¢ RMN (125 MHz, CD;0D): §155.19, 145.19, 144.08, 142.95 x 2, 137.04, 133.52, 130.44 x 2,
130.13 x 2, 129.75 x 2, 129.33 x 2, 109.66 x 2, 61.67, 49.70 x 2, 36.29, 36.26, 34.19, 32.05,
31.96,26.11 x 2.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,7H3,N,Br": 463.1749; encontrado: 463.1741.
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5.2.2.1.2.- Sales de dimetilamino piridinio.

Q\ Butanona CH3
CHs ™ T ambiente Ta amblente

dias

1 B
1b
NTS But B (13 N
utanona r
el WL s g f S8
N T& ambiente o Z N

n CHj 4-5 dias n Br \CH3

n=0,24 n=0,24

2,3,4 2b, 3b, 4b
5.2.2.1.2.1.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(bromometil)bencil]-4-

(dimetilamino)piridinio (1b).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.1. anteriormente descrito, se obtienen 621,8 mg de un sdlido
blanco identificado como el producto. Rendimiento: 100%. P.f: 170-171°C.

cH
N™ N
Br + O\ CH Butanona Br = ~CHs
Br N~ 3 Agitacion, 3 dias N |
\ :
CHs ®

T2 ambiente

2eq leq 1b

'H RMN (300 MHz, CD;0D): 6 8.22 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.01 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.37 (s, 2H), 4.57 (s, 2H), 3.25 (s, 6H).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 156.89, 141.96 x 2, 139.80, 135.05, 129.98 x 2, 128.49 x 2, 108.00
x2,60.16,39.19x 2, 31.85.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C;sH1sN,Br: 305,0653; encontrado: 305,0658.
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5.2.2.1.2.2.- Sintesis de Bromuro de 1-{[4’-(bromometil)bifenil-4-illmetil}-4-
(dimetilamino)piridinio (2b).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.1 anteriormente descrito, se obtienen 647,2 mg de un sélido
blanco identificado como el producto. Rendimiento: 100%. P.f: 238-240°C.

A
Br + N‘ Butanona Br CHs
= .CH . > !
N Agitacion, 3 dias _ N\CH
‘ T2 ambiente ‘ 3
Br CHs N
N
®
1

Br
2eq eq 2b >

'H RMN (300 MHz, CD;0D): 6 8.25 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.54 — 7.41 (m, 4H), 7.02 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.41 (s, 2H), 4.61 (s, 2H), 3.26 (s, 6H).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 156.90, 141.95 x 2, 141.58, 138.25, 134.18, 133.91, 129.66,
128.76,128.72,128.34,127.75, 127.71, 127.15, 126.82, 107.98 x 2, 60.30, 39.18 x 2, 32.45.

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C,;H,,N,Br": 381,0966; encontrado: 381,0954.

5.2.2.1.2.3.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-{2-[4-(bromometil)fenil]etil}fenil)-4-
(dimetilamino)piridinio (3b).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.1 anteriormente descrito, se obtienen 458,5 mg de un sélido
blanco que se identifica como el producto. Rendimiento: 82,50%. P.f: 249-251°C.

Br
Br

N
+ | - _CHs Butanona §H3
O N Agitacion, 3 dias Z N.
CHg T2 ambiente O ‘ CHg
N NS
Br @

2eq leq 3b Br

'H RMN (300 MHz, CD;0D): & 8.19 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.33 — 7.18 (m, 6H), 7.12 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 6.99 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.32 (s, 2H), 4.52 (s, 2H), 3.24 (s, 6H), 2.91 (m, 4H).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 156.86, 143.22, 141.87 x 2, 141.12, 135.86, 132.45, 129.48 x 2,
128.42 x 2, 128.18 x 2, 127.91 x 2, 107.92 x 2, 74.27, 60.45, 39.19 x 2, 37.29 X 2.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,3H,6N,Br*: 409,1279; encontrado: 409,1282.
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5.2.2.1.2.4.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-{4-[4-(bromometil)fenil]lbutil}bencil)-4-
(dimetilamino)piridinio (4b).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.1 anteriormente descrito, se obtienen 231,6 mg de un sélido
blanco que se identifica como el producto. Rendimiento: 90,6%. P.f: 189-190°C.

Butanona CH3
CH3
Agitacion, 4 dlas
CH3 T2 ambiente

'H RMN (400 MHz, DMSO-d;): & 8.38 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.41 — 7.09 (m, 8H), 7.04 (d, J = 7.4 Hz,
2H), 5.35 (s, 2H), 4.69 (s, 2H), 3.18 (s, 6H), 2.58 (m, 4H), 1.55 (m, 4H).

3C RMN (126 MHz, DMSO-dg): & 156.35, 143.29, 142.41 x 2, 140.82, 140.24, 133.50, 129.36,
129.34, 128.45, 128.41 x 2, 128.36, 126.94 x 2, 108.42 x 2, 63.20, 59.66, 40.26 x 2, 34.98 x 2,
30.97 x 2.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,sH3oN,Br*: 437,1592; encontrado: 437,1599.

5.2.2.2- Sintesis de derivados de sales de quinuclidinio.

Procedimiento general de sintesis.

Se prepara una disolucidn de 2 eq de los productos anteriormente sintetizados en el apartado
5.2. (1, 2, 3) con 1 eq de quinuclidina en disolvente adecuado [tolueno (1c), butanona (2c),
dioxano (3c)] se utilizan 40ml de disolvente por cada 500mg de producto de partida) y se
mantiene en agitaciéon y a T2 ambiente durante 6 dias, tras los cudles aparece un precipitado
blanco, el cudl se filtra y lava con el disolvente correspondiente en cada caso, obteniéndose un
sélido blanco.
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5.2.2.2.1.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-bromometilbenzil)-1-quinuclidinio (1c).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.2. anteriormente descrito se obtienen mg de un sdlido
blanco. Rendimiento 100%. P.f: 239-241°C.

Tolueno Br
/\©\/ Agitacion, 6d|as N
T2 ambiente ©)

Br
©)

'H RMN (600 MHz, DMSO-dg): & 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.75 (s, 2H),
4.41 (s, 2H), 3.40 (m, 3H), 2.04 (m, 1H), 1.85 (m, 3H).

3¢ RMN (151 MHz, DMSO-dg): 5 143.05, 136.47 x 2, 132.82 x 2, 130.80, 68.87, 56.87 x 3,
36.51, 26.44 x 3, 22.59.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para Ci5H,:NBr': 294,0857; encontrado: 294,0858.

5.2.2.2.2.- Sintesis de Bromuro de 1-(4”’-bromometilbifenil-4-ilmetil)-1-quinuclidinio
(2c).

Siguiendo el procedimiento 5.2.2.2 anteriormente descrito se obtiene un sdlido blanco
identificado como el producto. Rendimiento 83,75%. P.f: 261-263°C.

224



Br
O N Butanona _
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2eq leq 2c ©

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg): & 7.84 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.60 (dd, J =
15.1, 8.4 Hz, 4H), 4.78 (s, 2H), 4.45 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 3.53 — 3.35 (m, 6H), 2.07 (s, 1H), 1.96 —
1.80 (m, 6H).

C RMN (75 MHz, DMSO-dg): § 140.47, 140.35, 137.70, 133.61 x 2, 133.50, 132.35, 129.88,
127.07 x 2, 126.94, 65.82, 65.73, 53.65 x 3, 33.99, 23.21 x 3, 19.34.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,;H,sNBr" : 370,1170; encontrado: 370,11609.

5.2.2.2.3.- Sintesis de Bromuro de 1-{4[2-(4-bromometilfenil)etillbencil}-1-
quinuclidinio (3c).

Siguiendo elprocedimiento 5.2.2.2 anteriormente descrito se obtiene 517,3 mg de un sdlido
blanco identificado como el producto. Rendimiento: 95,36%. P.f: 269-271°C.

Br O . @ _ L4-Dioxano
Agitacion, 6 dlas
Br T2 ambiente @

2eq leq
@

'H RMN (300 MHz, CD;0D): & 7.47 — 7.10 (m, 8H), 4.53 (s, 2H), 4.35 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 3.47 (m,
6H), 2.95 (m, 4H), 2.15 (m, 1H), 1.99 (m, 6H).

3¢ RMN (151 MHz, CD;0D): § 145.66, 142.16, 137.12, 130.17, 134.21 x 2, 134.05 x 2, 130.53 x
2,130.47 x 2, 68.74, 68.13, 55.70 x 3, 38.24, 33.90, 24.93 x 3, 21.41.

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,3H,oNBr": 398,1483; encontrado: 398,1488.
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5.2.3.- Sintesis de productos finales monocatidnicos (Familia A).
5.2.3.1.- Derivados Fendlicos (Subfamilia A;).

Procedimiento general

Paso 1: Proteccion del grupo hidroxilo (OH) del 3-aminofenol con TBDMSCI. Sintesis de 3-(terc-
butildimetilsililoxi)-1-aminobenceno (5).

NHo DMAP, NET, NH,
TBDMSCI
OH Agitacion, 6 h OTBDMS
5

En un matraz se afiade una disolucion de 1,19 gr de 3-aminofenol (1 eq) en 32,7 ml de CH,Cl,
Posteriormente se afiaden 4,9451 gr de TBDMSCI (3 eq), 4,57 ml de NEt; (3 eq) y 0,13353 gr de
DMAP (0,1 eq). La mezcla se mantiene en agitacion durante 6 horas a T2 ambiente.
Transcurrido este tiempo, la mezcla se diluye en CH,Cl, y se lava con H,0 (3 x 10 ml).La fase
organica se seca (Na,SO,), se filtra, se evapora el disolvente, y el crudo resultante se purifica
mediante cromatografia flash usando una mezcla de AcOEt/Hexano (1:100)".

Se obtiene un producto siruposo amarillo y con un peso de 2,44 g identificado como
3-(terc-butildimetilsililoxi)-1-aminobenceno. Rendimiento: 99,93%.

Paso 2:

En un matraz se afiade 1,2 eq del producto anteriormente sintetizado (5), 1 eq de los
correspondientes productos sintetizados en el punto 5.3 (1a-c, 2a-c, 3a-c y 4a-b) y 1 eq de
K,CO3 en 10 ml de DMF anhidra. La reaccidén se mantiene en agitacidn, bajo argén y a una T2 de
1109C durante 21 horas. Transcurrido ese tiempo, el disolvente se evapora. La purificaciéon se
lleva a cabo mediante cromatografia flash usando una mezcla de CH,Cl,/MeOH (9:1 a 8:2), de
este modo se aislan los productos deseados (SOS-1 a SOS-11).
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5.2.3.1.1.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-(3-hidroxifenilaminometil)bencil)-4-
pirrolidinapiridino (SOS-1).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1 anteriormente descrito se obtienen 57,6 mg de un sirupo
marrén identificado como el producto. Rendimiento: 55,5%.

OH
_ KoCO3 DMF @\ O
T 0, TTe110C, 210 N AN
OTBDMS H N ]
NS
®
o
1a S0S-1 Br

'H RMN (500 MHz, CD;0D): § 8.14 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,, ), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3’,
H-5'), 7.31 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2’, H-6'), 6.81 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H-5,1), 6.76 (d, J = 7.6 Hz, 2H,
H-3,,, H-5,, ), 6.08 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,1), 6.03 (s, 1H, H-2,), 6.02 (d, J = 10 Hz, 1H,
H-6, 0 H-4,y), 5.28 (s, 2H, CH,N"), 4.24 (s, 2H, CH,NH ), 3.55 — 3.40 (m, 4H, H-2,;,, H-5,;,), 2.12
—2.02 (m, 4H, H-3,;,,, H-4,1).

*C RMN (126 MHz, CD;0D): § 157.77 (1C, C-3,), 153.63 (1C, C-4,,,,), 149.86 (1C, C-1,y), 141.78
(1C, C-4'), 141.48 (2C, C-2,,,, C-6,,), 133.16 (1C, C-1’), 129.32 (1C, C-5,,), 128.05 (2C, C-2’, C-6'),
127.78 (2C, C-3’, C-5), 108.25 (2C, C-3,,, C-5,y), 104.81 (1C, C-4p, 0 C-6,p), 103.72 (1C, C-6p1 0
C-41), 99.44 (1C, C-2,4),60.15 (1C, CH,N*), 48.29 (2C, C-24i, C-5,i), 46.62 (1C, CH,NH), 24.69
(ZC: C'3pirr: C'4'pirr)-

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,3H,6N;0": 360,2076; encontrado: 360,2075.

5.2.3.1.2.- Sintesis de Bromuro de de 1-{4’-[(3-hidroxi-fenilamino)-metil]-bifenil-4-il-
metil}-4-pirrolidin-1-il-piridinio (SOS-2).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. anteriormente descrito se obtienen 106,5 mg de un sdlido
marrdn que se identifica como el producto. Rendimiento: 40,95%. P.f:179-181°C.

OH

NH,
Br Be
+ g N K,CO3, DMF
= —_— N
OTBDMS O | T2110°C, 21 h y O ®
Ny Ar _~_N
L
®7s
5 2a S0s-2 Br

H RMN (300 MHz, CD;0D): 5 8.18 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,), 7.63 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-2’,
H-6’), 7.53 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3", H-5"), 7.48 — 7.38 (m, 4H, H-2", H-6" y H-3’, H-5'), 6.87 (t, J
= 8.0 Hz, 1H, H-5,;), 6.81 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-3,,, H-5,,,), 6.15 (ddd, J = 8.1, 2.2, 0.9 Hz, 1H, H-
4,,0 H-6,1), 6.09 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H-2,;), 6.06 (ddd, J = 8.1, 2.2, 0.9 Hz, 1H, H-6,,0 H-4,), 5.35
(s, 2H, CH,N"), 4.30 (s, 2H, CH,NH), 3.56 — 3.46 (m, 4H, H-2,, H-5,:), 2.13 — 2.03 (m, 4H, H-
3 i i)

227



*C RMN (126 MHz, CD;0D): 6 157.75 (1C, C-3,4), 153.74 (1C, C-4,,), 150.07 (1C, C-1,4), 141.78
(1C, C-1”), 141.56 (2C, C-2,,,, C-6,,), 140.11 (1C, C-4”), 138.35 (1C, C-4’), 133.54 (1C, C-1'),
129.27 (1C, C-5,,), 128.41 (2C, C-2’, C-6'), 127.46 (2C, C-2”, C-6”), 127.34 (2C, C-3’, C-5),
126.56 (2C, C-3”, C-5"), 108.28 (2C, C-3,,, C-5,y), 104.95 (1C, C-6,, 0 C-4), 103.75 (1C, C-4yh 0
C-6pn ), 99.52 (1C, C-2,1), 60.10 (1C, CH,-N*), 48.42 (1C, CH,-NH), 48.29 (2C, C-2,ir, C-5,irr), 24.69
(ZC: C'3pirrr C'4pirr)-

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,oH3oN;O": 436,2389; encontrado: 436,2382.

5.2.3.1.3.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(2-{4-[(3-hidroxi-fenilamino)-metil]-fenil}-
etil)-benzil]-4-pirrolidin-1-il-piridinio (SOS-3).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. anteriormente descrito se obtienen 215,3 mg de un sirupo
marrdn que se identifica como el producto. Rendimiento: 41,46%.

OH

L O o D
r
©\ + N K,COs3, DMF
B S N
OTBDMS O U T*110°C, 21 h H O O
@ Ar O = ‘ N
N
®

5 3a S0S-3 2

'H RMN (500 MHz, CD;0D): & 8.04 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,), 7.19 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2,
H-6'), 7.15 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3", H-5”), 7.11 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3’, H-5'), 6.98 (d, J= 8.1 Hz,
2H, H-2”, H-6"), 6.80 (t, J= 8.3 Hz, 1H, H-5,.), 6.71 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-3,,,, H-5,,), 6.07 (d, J=
10.0 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,1), 6.02 (s, 1H, H-2,), 6.01 (d, J= 10.0 Hz, 1H, H-6,;, 0 H-4,;) 5.20 (s, 2H,
CH,-N*), 4.14 (s, 2H, CH,-NH), 3.43 (m, 4H, H-2,, H-5,;), 2.80 (m, 4H, 2CH,), 2.03 (m, 4H, H-
3pirr: H'4pirr)-

*C RMN (126 MHz, CD;0D): § 157.77 (1C, C-3,), 153.62 (1C, C-4,,,), 150.19 (1C, C-1,,), 142.88
(1C, C-4'), 141.38 (2C, C-2,,, C-6,,), 139.62(1C, C-1”), 137.73 (1C, C-4”), 132.17 (1C, C-1'),
129.29 (1C, C-5,), 129.23 (2C, C-3/, C-5'), 128.22 (2C, C-2”, C-6”), 127.97 (2C, C-2’, C-6),
126.89 (2C, C-3”, C-5"), 108.22 (2C, C-3,,,, C-5,y,), 105.00 (1C, C-4,, 0 C-641), 103.67 (1C, C-6,1 0
C-4,), 99.55 (1C, C-2,), 60.21 (1C, CH,-N*), 48.46 (2C, C-24ir, C-5,irr), 48.27 (1C, CH,-NH), 37.07
(1C, CH,), 36.87 (1C, CH,), 24.69 (2C, C-34irr, C-Ayirr).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para Cs;H3sNsO": 464,2780; encontrado: 464,2727.

5.2.3.1.4.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(4-{4-[(3-hidroxifenilamino)-metil]-fenil}-
butil)-benzil]-4-pirrolidin-1-il-piridinio (SOS-4).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. anteriormente descrito se obtienen 47,2 mg de un sélido
marrén identificado como el producto. Rendimiento: 24,43%. P.f: 89-90°C.
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H RMN (600 MHz, CD;0D): & 8.14 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,,), 7.25 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-3’,
H-5), 7.22 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-2", H-6"), 7.19 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-2’, H-6), 7.05 (d, J = 7.9 Hz,
2H, H-3", H-5"), 6.86 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-5,), 6.80 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-3,,,, H-5,,), 6.14 (dd, J =
8.0, 1.8 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,;), 6.08 (s, 1H, H-2,4), 6.06 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H, H-6,, 0 H-4,,),
5.27 (s, 2H, CH,N*), 4.20 (s, 2H, CH,NH), 3.57 — 3.46 (m, 4H, H-2,,, H-5,), 2.67 — 2.52 (m, 4H,
2CH,), 2.14 — 1.98 (m, 4H, H-3,,,, H-5,,), 1.67 — 1.47 (m, 4H, 2CH,).

3C RMN (151 MHz, CD;0D): § 159.16 (1C, C-3,4), 155.12 (1C, C-4,,,), 151.64 (1C, C-1,4), 145.21
(1C, C-4’), 142.88 (2C, C-2,,,, C-6,,), 142.12 (1C, C-1”), 138.84 (1C, C-4”), 133.47 (1C, C-1'),
130.66 (1C, C-5,,), 130.45 (2C, C-3’, C-5'), 129.44 (2C, C-2”, C-6”), 129.33 (2C, C-2’, C-6'),
128.33 (2C, C-3”, C-5”), 109.63 (2C, C-3,y,, C-5y1), 106.40 (1C, C-4yh 0 C-6,1), 105.11 (1C, C-644 0
C-4pn), 100.92 (1C, C-2,p), 61.66 (1C, CH-N*), 49.68 (2C, C-2,, C-5pirr), 47.95 (1C, CHp-NH),
36.25 (1C, CH,), 36.22 (1C, CH,), 32.00 (1C, CH,), 31.87 (1C, CH,), 26.10 (2C, C-3,ir, C-4pir).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C33H33N;0": 492,3009; encontrado: 492,1705.

5.2.3.1.5.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-{[(3-hidroxifenil)Jamino]metil}bencil)-4-
dimetilamino piridinio (SOS-5).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1 anteriormente descrito se obtienen 57,6 mg de un sirupo
marrén identificado como el producto. Rendimiento: 27,28%.

OH

GO O
@ /\©\/ O/ o e 2 @ CH3
—_—
a )0
OTBDMS e /\©y O/ o
5 1b SOS-5

H RMN (300 MHz, CD;0D): & 8.19 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,,), 7.40 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3’,
H-5'), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2, H-6'), 6.95 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-3,,,, H-5,,,), 6.83 (t, J = 9.0,
1H, H-5,,), 6.10 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,,), 6.05 (s, 2H, H-2,4), 6.02 (d, J = 7.2, H-6,, 0 H-
4) 5.32 (s, 2H, CH,N"), 4.27 (s, 2H, CH,NH), 3.21 (s, 6H, N(CHs),).

C RMN (126 MHz, DMSO-dg): § 158.04 (1C, C-3,;), 155.85 (1C, C-4,,,), 149.78 (1C, C-1,),
141.93 (2C, C-2,,,, C-6,,), 141.32 (1C, C-4’), 133.95 (1C, C-1’), 129.34 (1C, C-5,,), 127.92 (2C, C-
2’, C-6'), 127.62 (2C, C-3', C-5'), 107.97 (2C, C-3,,,, C-5,,), 103.85 (1C, C-6,1), 103.36 (1C, C-4,p),
99.21 (1C, C-2,p), 59.11 (1C, CH,-N*), 45.99 (1C, CH,-NH), 39.75 (2C, N(CH3),).

HRMS-m/z[M-H"] calculado para C,;H,,N;OBr: 412,1024; encontrado: 412,1059.
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5.2.3.1.6.- Sintesis de Bromuro de 1-[(4’-{[(3-hidroxifenillamino]metil}bifenil-4-
il)metil]-4-(dimetilamino)piridinio (SOS-6).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. descrito anteriormente se obtienen 86,1 mg de un sélido
marrén que se identifica como el producto. Rendimiento: 40,09%. P.f.: 249-251°C.

OH

CH3
g2 _ KeCOy DMF
Mo, T qeiwec 2th 110°c 21h
OTBDMS
O/ “CHy

5 2b SOS-6

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): & 8.87 (sa, 1H, OH), 8.45 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,,), 7.69
(d,J = 8.2 Hz, 2H, H-3', H-5’), 7.60 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-2", H-6"), 7.47 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2’, H-
6'), 7.42 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-3", H-5"), 7.06 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-3,,,, H-5,,), 6.79 (t, J = 7.9 Hz,
1H, H-5,y), 6.16 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 6.04 (dd, J = 7.9, 1.8 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,), 5.99 (t, J = 2.1
Hz, 1H, H-2,n), 5.95 ( dd, J = 8.0, 2.2 Hz, H-6,, 0 H-4,), 5.44 (s, 2H, CH,N"), 4.24 (d, J= 6.0, 2H,
CH,NH), 3.18 (s, 6H, N(CH),).

3C RMN (75 MHz, DMSO-dg): & 158.83 (1C, C-3,4), 156.64 (1C, C-4,,,), 150.64 (1C, C-1y),
142.76 (2C, C-2,,, C-6,,), 141.15 (1C, C-4"), 141.01 (1C, C-1"), 138.35 (1C, C-4'), 135.39 (1C, C-
1'), 130.10 (1C, C-5,4), 129.30 (2C, C-2', C-6'), 128.39 (2C, C-3', C-5'), 127.85 (2C, C-3", C-5"),
127.32(2€C, C-2", C-6"), 108.76 (2C, C-3,,,, C-5;,:), 104.66 (1C, C-6, 0 C-44), 104.08 (1C, C-40
C-6pn), 99.99 (1C, C-2,), 59.77 (1C, CH,-N*), 46.79 (1C, CH,-NH), 40.50 (2C, N(CHs),).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,;H,sN;0": 410,2232; encontrado: 410,2241.

5.2.3.1.7.- Sintesis de Bromuro de 1-{4-[2-(4-{[(3-
hidroxifenil)Jamino]metil}fenil)etil]bencil}-4-(dimetilamino)piridinio (SOS-7).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. descrito anteriormente se obtienen 83,6 mg de sirupo
marrdn que se identifica como el producto. Rendimiento: 39,11%.

OH
NHz Br O ° CHg
@\ . O BrgN\cHa K,CO3, DMF
OTBDMS N T 0C, 21
@
5 3b S0S-7

H RMN (300 MHz, CD;0D): & 8.11 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-2,,,,, H-6y,,), 7.98 (s, 1H, OH), 7.24 (d, J =
8.2 Hz, 2H, H-3”, H-5"), 7.19 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2’, H-6'), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3, H-5'),
7.01 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2", H-6"), 6.89 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-3,,,, H-5,,), 6.83 (t, J = 8.3 Hz, 1H,
H-5,n), 6.13 (t, J= 3 Hz, 1H, NH), 6.11 (d, J= 2.2 Hz, 1H, H-4,,0 H-6,4), 6.07 (s, 1H, H-2,,,), 6.04 (d,
J= 2.3 Hz, 1H, H-6,, 0 H-4,;), 5.25 (s, 2H, CH,N"), 4.17 (s, 2H, CH,NH), 3.17 (s, 6H, N(CH;),), 2.83
(m, 4H, 2CH,).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): & 158.03 (1C, C-3,), 156.70 (1C, C-4py,), 150.46 (1C, C-1,4), 143.15
(1C, C-4'), 141.76 (2C, C-2,,, C-6,,,), 139.91 (1C, C-1"), 138.01 (1C, C-4"), 132.37 (1C, C-1'),
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129.59 (1C, C-5,p), 129.50 (2C, C-3', C-5'), 128.49 (2C, C-2", C-6"), 128.34 (2C, C-2', C-6'), 127.19
(2C, C-3", C-5"), 107.93 (2C, C-3,,,, C-5,,,,), 105.30 (1C, C-6,, 0 C-4,p), 103.96 (1C, C-4,, 0 C-6,1),
99.84 (1C, C-2,), 60.44 (1C, CH,-N"), 47.29 (CH,-NH), 39.29 (2C, N(CHs),), 37.34 (1C, CH,), 37.13
(1C, CH,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,oH3,N;0": 438,2545; encontrado: 438,2561.

5.2.3.1.8.- Sintesis de Bromuro de 1-{4-[4-(4-{[(3-
hidroxiphenil)amino]metil}phenil)butil]benzil}-4-(dimetilamino)-piridinio (SOS-8).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. anteriormente descrito se obtienen 71,6 mg de un sirupo
marrdn que se identifica como el producto. Rendimiento: 33,63%.

OH

©\ /\‘\M‘\/ O/ “CHj KZC03 DMF
GH
OTBDMS T 10, 21 T Te1r0c 2th 3
sVl

4b SOS-8

H RMN (300 MHz, CD;0D): § 8.14 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,), 7.26 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3",
H-5”), 7.21 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2, H-6"), 7.17 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3’, H-5’), 7.03 (d, J = 8.1 Hz,
2H, H-2”, H-6"), 6.90 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-3,,, H-5,,,), 6.85 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-5,,), 6.13 (ddd, J
=8.0,2.2, 0.8 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,y), 6.09 (t, J = 2.1, 1H, H-2,), 6.06 (ddd, J = 7.8, 2.3, 0.9 Hz,
1H, H-6,1 0 H-4,4), 5.27 (s, 2H, CH,N"), 4.18 (s, 2H, CH,NH), 3.18 (s, 6H, N(CHs),), 2.57 (m, 4H,
2CH,), 1.57 (m, 4H, 2CH,).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 158.02 (1C, C-3,,), 156.73 (1C, C-4,,,), 150.48 (1C, C-1,,), 144.05
(1C, C-4'), 141.80 (2C, C-2,,,, C-6,,), 141.00 (1C, C-1"), 137.70 (1C, C-4"), 132.23 (1C, C-1),
129.59 (1C, C-5,), 129.31 (2C, C-3', C-5'), 128.32 (4C, C-2", C-6" y C-2', C-6'), 127.23 (2C, C-3",
C-5"), 107.93 (2C, C-3,,r, C-5,y,), 105.26 (1C, C-6, 0 C-4pp), 103.98 (1C, C-4, 0 C-6,1), 99.79 (1C,
C-2,1), 60.48 (1C, CH,-N"), 53.70 (1C, CH,-NH), 39.25 (2C, N(CHs),), 35.14 (1C, CH,), 35.10 (1C,
CH,), 30.89 (1C, CH,), 30.74 (1C, CH,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C;;H3;sN;O": 466,2858; encontrado: 466,2854.

5.2.3.1.9.- Sintesis de Bromuro de 1-{4-[(3-hidroxifenilamino)metil]lbencil}-1-
quinuclidinio (SOS-9).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. anteriormente descrito se obtienen 83,2 mg de un sélido
color siena identificado como el producto. Rendimiento: 55,63%. P.f.: 279-281°C.
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OH

NH, 5O
©\ L B /\©\/r® K,CO3, DMF ©\
_—
N T2110°C, 21 h
P ,
©]

5 3a
S0s-9 Bro

'H RMN (500 MHz, DMSO-d): & 8.89 (sa, 1H, OH), 7.48 — 7.41 (m, 4H, H-3’, H-5 y H-2’, H-6"),
6.80 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-5,,), 6.20 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 6.03 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,1),
5.98 (s, 1H, H-2,1), 5.96 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-6,, 0 H-4,), 4.36 (s, 2H, CH,N"), 4.26 (d, J= 6.0 Hz,
2H, CH,NH), 3.41 — 3.34 (m, 6H, H-2,, H-6,, H-7,), 2.03 (m, 1H, H-4,), 1.87 — 1.80 (m, 6H, H-3,,
H-5, H-8).

3C RMN (126 MHz, DMSO-dg): 5 158.57 (1C, C-3,4), 150.28 (1C, C-1,,), 143.40 (1C, C-4'),
133.38 (2C, C-2’, C-6'), 129.90 (1C, C-5,), 127.87 (2C, C-3’, C-5’), 126.29 (1C, C-1’), 104.28 (1C,

C-6,1), 103.92 (1C, C-4,y), 99.69 (1C, C-2,4), 66.56 (1C, CH,-N*), 54.13 (3C, C-2,, C-6,, C-7,),
46.47 (1C, CH,-NH), 23.77 (3C, C-3,, C-5,, C-8,), 19.96 (1C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,;H,,N,0": 323,2123; encontrado: 323,2126.
5.2.3.1.10.- Sintesis de Bromuro de 1-{4"-[(3-hidroxifenilamino)metil]bifenil-4-
ilmetil}-1-quinuclidinio (SOS-10).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. descrito anteriormente y disolviendo en MeOH/éter etilico
se obtienen 119,5 mg de un sdlido color siena que se identifica como el producto.
Rendimiento: 33,52%. P.f.: 94-95°C.

NH,
Br o _KoCO3, DMF__
+ Br

Te110°C, 211
OTBDMS N Ar
) @
5 3b

SOS-10

OH

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): & 8.88 (sa, 1H, OH), 7.77 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3', H-5'), 7.66 (d, J
= 8.2 Hz, 2H, H-2", H-6""), 7.58 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2",H-6"), 7.45 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3", H-5"),
6.80 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-5,,), 6.18 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 6.05 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6),
6.01 (s, 1H, H-2,4), 5.96 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-6,;, 0 H-4,), 4.47 (s, 2H, CH,N"), 4.25 (d, J = 5.9, 2H,
CH,NH), 3.45 (m, 6H, H-2,, H-6,, H-7,), 2.04 (m, 1H, H-4,), 1.86 (m, 6H, H-3,, H-5,, H-8,).

3C RMN (100 MHz, DMSO-de): 5158.58 (1C, C-3), 150.39 (1C, C-1,4), 142.04 (1C, C-4'), 141.05
(1C, c-4”), 137.83 (1C, C-1"), 134.05 (2C, C-2’, C-6'), 128.20 (1C, C-5,), 127.34 (2C, C-3’, C-5'),
127,13 (2C, C-2”, C-6"), 127.04 (2C, C-3”, C-5”), 126.92 (1C, C-1’), 104.37 (1C, C-6,,), 103.84
(1C, C-4,4), 99.73 (1C, C-2,4), 66.34 (1C, CH,-N*), 54.15 (3C, C-2,, C-6,, C-7,), 46.53 (1C, CH,-NH),
23.82 (3C, C3,, C-5,, C-8,), 19.99 (1C, C-4,).
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HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C,;H3:N,O": 399,2436; encontrado: 399,2455.

5.2.3.1.11.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(2-{4-[(3-
hidroxifenilamino)metil]fenil)etil)bencil]-1-quinuclidinio (SOS-11).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.1. anteriormente descrito y disolviendo en MeOH/éter etilico
se obtienen 86,7 mg de un sélido marrén identificado como el producto. Rendimiento: 40,49%.
p.f.: 129-131°C.

NH, Br 6
. Br ch03 DMF

@ O @ Ta110°C, 21 h
OTBDMS N Ar @

5 3c SOs-11

OH

'H NMR (400 MHz, CD,0D): § 7.46 — 7.02 (m, 8H, H-3’, H-5’, H-2, H-6", H-2’, H-6’, H-3", H-5"),
6.93 — 6.84 (m, 1H, H-5,,), 6.17 — 6.09 (m, 2H, H-4,,y H-6,;), 6.08 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-2,,), 4.34
(d,J =14.4 Hz, 2H, CH,N"), 4.22 (s, 2H, CH,NH), 3.52 — 3.38 (m, 6H, H-2,, H-6,, H-7,), 2.99 — 2.83
(m, 4H, 2CH,), 2.17 — 2.07 (m, J = 3.1 Hz, 1H, H-4;), 2.05 — 1.87 (m, J = 5.3 Hz, 6H, H-3,, H-5,, H-
84).

C NMR (126 MHz, DMSO-dg): & 158.54 (1C, C-3,;), 150.46 (1C, C-1,,), 144.19 (1C, C-4'),
139.90 (1€, C-1"), 138.69 (1C, C-4”"), 133.38 (2C, C-2’, C-6"), 129.75 (1C, C-5,,), 129.32 (2C, C-3/,
C-5'), 128.66 (2C, C-2”, C-6”), 127.49 (2C, C-3”, C-5”), 126.92 (1C, C-1'), 104.39 (1C, C-6,,),
103.72 (1C, C-4,4), 99.72 (1C, C-2,4), 66.55 (1C, CH,-N"), 54.07 (3C, C-2,, C-6,, C-7,), 46.70 (1C,
CH,-NH), 37.24 (1C, CH,), 36.84 (1C, CH,), 23.79 (3C, C-3,, C-54, C-8,), 20.00 (1C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,oH3sN,O": 427,2749; encontrado: 427,2742.

5.2.3.2.- Derivados Nitrados (Subfamilia A;).

Procedimiento general:

En un matraz se afiade 1,2 eq de 3-nitrofenol comercial y 2 eq de NaH 60% en 10 m| de DMF
anhidra. La mezcla se mantiene en agitacién bajo argén durante 3 horas, transcurrido ese
tiempo se afladen 1 eq de los productos sintetizados en el punto 5.3 (2a-d y 3a-c) disueltos en
15 ml de DMF. La mezcla se mantiene en agitacion bajo argén y a una T2 de reflujo durante 22
horas. El disolvente del crudo de la reaccidn se evapora, para purificarlo después mediante
cromatografia flash con una mezcla de CH,Cl,: MeOH (9:1).
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5.2.3.2.1.- Sintesis de Bromuro de 1-{4-[(3-nitrofenoxi)metil]lbencil}-4-
(dimetilamino)piridinio (SOS-12).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.2 anteriormente descrito se obtienen 176,8 mg de un sélido
amarillo, que se identifica como el producto. Rendimiento: 71,24%. P.f.: 209-211°C.

NO, o CH, NO;
‘ a) DMF, NaH, Ar

Br N. N
@\ + Br/m = ‘ CHj3 Agitacién, 3 h @\ CN?Ha
Nx b) DMF, Ar o = “CHs
OH @ Ta reflujo, 22 h

1b @ e)
S0S-12 Br

'H RMN (500 MHz, CD;0D): § 8.23 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-2,,,,, H-6,,), 7.82 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-4,,
0 H-6,1), 7.80 (s, 1H, H-2,4), 7.55 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.51 (t, J = 8.2 Hz, 1H, H-5,,),
7.42 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2’, H-6'), 7.40 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 1H, H-6,,0 H-4,,), 7.00 (d, J = 7.7 Hz,
2H, H-3,,,, H-5,,,), 5.39 (s, 2H, CH,N*), 5.23 (s, 2H, CH,0), 3.25 (s, 6H, N(CH),).

*C RMN (126 MHz, CD;0D): § 159.14 (1C, C-1,), 156.61 (1C, C-4,,,,), 149.18 (1C, C-3,,), 141.69
(2C, C-2,,, C-6,,1), 137.62 (1C, C-4'), 134.67 (1C, C-1'), 130.04 (1C, C-5,,), 128.16 (4C, C-2', C-6'y
C-3', C-5'), 121.43 (1C, C-4,, 0 C-6,4), 115.43 (1C, C-6,4 0 C-4,p), 109.02 (1C, C-2,,), 107.72 (2C,
C-3,yr, C-5,y1), 69.54 (1C, CH,-0), 59.99 (1C, CH,-N"), 38.93 (2C, N(CH;),).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,;H,,N;0;5": 364,1661; encontrado: 346,1646.

5.2.3.2.2.- Sintesis de Bromuro de 1-({4’-[(3-aminofenoxi)metil]bifenil-4-il}metil)-4-
(dimetilamino)piridinio (SOS-13).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.2 anteriormente descrito se obtienen 189,1 mg de un sélido
amarillo, que se identifica como el producto. Rendimiento: 81,04%. P.f.: 94-96°C.

NO,

NO,
Br o QHg a) DMF, NaH, Ar
+ Br _ N Agitacion, 3 h
“CH >
oM O 0/ 3 b) DMF, Ar o CHy
% X T2 reflujo, 22 h _ N
“CHs
- Ol
®
S)
Br

H RMN (600 MHz, CD;0D): & 8.26 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-2,,, H-6,,,), 7.85 (s, 1H, H-2,;), 7.83 (d, J
=10.0 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,1), 7.71 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3", H-5"), 7.66 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2", H-
6”), 7.56 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3", H-5"), 7.52 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-5,;), 7.47 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-
2, H-6'), 7.42 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H, H-6,, 0 H-4,;), 7.02 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-3,,,, H-5,,,), 5.42
(s, 2H, CH,N"), 5.25 (s, 2H, CH,0), 3.25 (s, 6H, N(CHs),).

SOS-13

3C RMN (151 MHz, CD;0D): § 161.95 (1C, C-1,4), 159.26 (1C, C-4,,,), 151.84 (1C, C-3,,), 144.34
(2C, C-2,y, C-6,yr), 144.10 (1C, C-4'), 142.45 (1C, C-1"), 138.65 (1C, C-4"), 136.52 (1C, C-1'),
132.67 (1C, C-5,4), 131.17 (2C, C-2', C-6'), 130.59 (2C, C-3", C-5") 130.15 (2C, C-3', C-5'), 129.47
(2C, C-2", C-6"), 124.07 (1C, C-4,, 0 C-6,1), 117.99 (1C, C-6,4 0 C-45), 111.71 (1C, C-2,4), 110.37
(2C, C-3,yr, C-5p,1), 72.46 (1C, CH,-0), 62.67 (1C, CH,-N*), 41.59 (2C, N(CH),).
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HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,;H,6N305": 440,1974; encontrado: 440,1988.

5.2.3.2.3.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(2-{4-[(3-nitrofenoxi)metil]fenil}etil)bencil]-4-
(dimetilamino)piridinio (SOS-14).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.2 anteriormente descrito se obtienen 141,9 mg de un sélido
amarillo identificado como el producto. Rendimiento: 63,09%. P.f: 219-220°C.

NO,

CHS a) DMF, NaH, Ar
Br CH3 Agnamon 3h
TooME A o) CHs
T2 reflujo, 22 h N
sUSAL
N
S0S-14 e~y
Br

H RMN (300 MHz, CD;0D): & 8.20 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,,), 7.77 (ddd, J = 8.0, 2.1, 0.9
Hz, 1H, H-4,,0 H-6,), 7.74 (t, J = 2.3 Hz, 1H, H-2,;), 7.48 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-5,;), 7.36 (ddd, J =
8.4, 2.5, 1.0 Hz, 1H, H-6,,0 H-4,3), 7.31 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3", H-5"), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-
2, H-6), 7.19 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.15 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2”, H-6"), 6.97 (d, J = 7.9
Hz, 2H, H-3,,,, H-5,,), 5.31 (s, 2H, CH,N"), 5.10 (s, 2H, CH,0), 3.22 (s, 6H, N(CH),), 2.91 — 2.86
(m, 4H, 2CH,).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 159.59 (1C, C-1,4), 156.79 (1C, C-4,,,), 149.36 (1C, C-3,), 143.07
(1C, C-4'), 141.89 (2C, C-2,,,, C-6,,), 141.66 (1C, C-1"), 134.12 (1C, C-4"), 132.51 (1C, C-1)),
130.30 (1C, C-5,1), 129.48 (2C, C-2', C-6'), 128.72 (2C, C-3", C-5"), 128.28 (2C, C-3', C-5'), 127.73
(2C, C-2", C-6"), 121.79 (1C, C-4,, 0 C-6,4), 115.52 (1C, C-6,, 0 C-4y,), 109.37 (1C, C-2,4), 107.96
(2C, C-3,,r, C-5,,1), 70.42 (1C, CH,-0), 60.43 (1C, CH,-N*), 39.27 (2C, N(CH),), 37.20 (2C, CH,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,oH3oN305": 468,2287; encontrado: 468,2242.

5.2.3.2.4.- Sintesis de Bromuro del-[4-(4-{4-[(3-nitrofenoxi)metil]fenil}butil)bencil]-
4-(dimetilamino)piridinio (SOS-15).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.2 anteriormente descrito se obtienen 136,4 mg de un sirupo
amarillo, que se identifica como el producto. Rendimiento: 60,20%.

No2
Br O e CHs  a) DMF, NaH, Ar
N Agitacién, 3 h
4 CHz g—»
N b) DMF, Ar CHs
o Ta reflujo, 22 h
O/ “CHy
4b

S0S-15
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'H RMN (600 MHz, CD;0D): & 8.20 (d, J = 6.9 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,:), 7.81 - 7.75 (m, J = 9.7 Hz,
2H, H-4,, 0 H-6,4, y H-2,1), 7.48 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-5,,), 7.37 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-6,, 0 H-4,),
7.33(d, J = 7.6 Hz, 2H, H-3”, H-5”), 7.28 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7.20 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-
3, H-5'), 7.16 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-2", H-6"), 6.97 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H-3,,,, H-5,,,), 5.31 (s, 2H,
CH,N), 5.12 (s, 2H, CH,0), 3.22 (s, 6H, N(CHs),), 2.66 — 2.57 (m, 4H, aril-2CH,), 1.60 (m, 4H,
2CH,).

C RMN (151 MHz, CD;0D): § 162.03 (1C, C-1,), 159.22 (1C, C-4,,,), 151.79 (1C, C-3,,), 146.46
(1C, C-4'), 145.10 (1C, C-1"), 144.26 (2C, C-2,,, C-6,,), 136.26 (1C, C-4"), 134.67 (1C, C-1'),
132.63 (1C, C-5,,), 131.68 (2C, C-2', C-6'), 130.94 (2C, C-3", C-5"), 130.65 (2C, C-3', C-5'), 130.14
(2C, C-2", C-6"), 124.11 (1C, C-4,y, 0 C-6,p), 117.87 (1C, C-6,, 0 C-4,), 111.75 (1C, C-2,), 110.32
(2C, C-34yr, C-5,y), 72.85 (1C, CH,-0), 62.87 (1C, CH,-N"), 41.59 (2C, N(CHs),), 37.56 (1C, aril-
CH,), 37.54 (1C, aril-CH,), 33.25 (1C, CH,), 33.22 (1C, CH,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C;;H34N305": 496.2600; encontrado: 496,2590.

5.2.3.2.5.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(3-nitrofenoximetil)benzil]-1-quinuclidinio
(SOs-16).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.2 descrito anteriormente se obtiene un sirupo marrdén que es
identificado como el producto. Rendimiento: 81,82%.

° NO,
o2 Br a) DMF, NaH, Ar
Br/\©\/ @ Agitacion, 3 h
+ >
N b) DMF, Ar o
OH T reflujo, 22 h N
3a )

o
SOS-16 Br

'H RMN (300 MHz, CD;0D): & 7.84 (dd, J = 2.1, 1.0 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,4), 7.82 (s, 1H, H-2,),
7.61 (m, 4H, H-2', H-6' y H-3’, H-5’), 7.57 — 7.51 (m, 1H, H-5,.), 7.43 (ddd, J = 8.3, 2.3, 1.2 Hz,
1H, H-6,, 0 H-4,,), 5.27 (s, 2H, CH,0), 4.47 (s, 2H, CH,N"), 3.58 — 3.48 (m, 6H, H-2,, H-6,, H-7,),
2.15 (m, 1H, H-4,), 2.05 — 1.94 (m, 6H, H-3,, H-5,, H-8,).

3C RMN (126 MHz, DMSO-d): § 158.74 (1C, C-1,,), 148.75 (1C, C-3,,), 138.24 (1C, C-4'),
133.22 (2C, C-2’, C-6’), 130.80 (1C, C-5,4), 128.12 (2C, C-3’, C-5'), 127.47 (1C, C-1’), 122.28 (1C,
C-4,y 0 C-6,), 115.87 (1C, C-6,1 0 C-4,y), 108.98 (1C, C-2,1), 69.41 (1C, CH,-0), 65.88 (1C, CH,-
N%), 53.72 (3C, C-2, C-6, C-7,), 23.25 (3C, C-3,, C-5,, C-8,), 19.48 (1C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,;H,sN,05": 353,1865; encontrado: 353,1859

5.2.3.2.6.- Sintesis de Bromuro de 1-[4”-(3-nitrofenoximetil)-4-ilmetil]-1-
quinuclidinio (SOS-17).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.2 descrito anteriormente se obtiene un sirupo marrén que es
identificado como el producto. Rendimiento: 48,90%.
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N02
a) DMF, NaH, Ar
Br Agltamon 3h
@ b) DMF, Ar
T2 reflujo, 22 h @
SOs-17

'H RMN (600 MHz, CD;0D): & 7.84 — 7.82 (m, 1H, H-2,,), 7.81 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,),
7.78 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3’, H-5'), 7.70 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-2", H-6"), 7.61 — 7.56 (m, 4H, H-2’,
H-6"y H-3”, H-5”), 7.52 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-5), 7.42 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H, H-6,, 0 H-4,p),
5.24 (s, 2H, CH,0), 4.43 (s, 2H, CH,N*), 3.55 — 3.48 (m, 6H, H-2,, H-6,, H-7,), 2.16 (m, 1H, H-4,),
2.04 —1.96 (m, 6H, H-3,, H-5,, H-8,).

3C RMN (151 MHz, CD;0D): § 161.95 (1C, C-1,,), 151.85 (1C, C-3,), 145.37 (1C, C-1”), 142.15
(1C, C-4'), 138.97 (1C, C-4”), 135.96 (2C, C-2’, C-6'), 132.69 (1C, C-5,5), 130.63 (2C, C-3”, C-5”),
129.96 (2C, C-3', C-5'), 129.57 (2C, C-2, C-6”), 128.78 (1C, C-1’), 124.10 (1C, C-4,1 0 C-6,p),
118.02 (1C, C-6,, 0 C-4,p), 111.77 (1C, C-2,4), 72.47 (1C, CH,-0), 69.93 (1C, CH,-N*), 57.04 (3C,
C-24, C-64, C-7,), 26.20 (3C, C-3,, C-5,, C-8,), 22.64 (1C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,7H,9N,05": 429,2178; encontrado: 429,2182.

5.2.3.2.7.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-{2-[3-nitrofenoximetil)fenil]etil}bencil)-1-
quinuclidinio (SOS-18).

Siguiendo el procedimiento 5.2.3.2. descrito anteriormente se obtienen 111,4mg de un sirupo
amarillo que es identificado como el producto. Rendimiento: 48,61%.

No2
Br a° a) DMF, NaH, Ar
Agitacion, 3 h
O @ b) DMF, Ar
@ T2 reflujo, 22 h
- LD

S0s-18

'H RMN (600 MHz, CD;0OD): 5 7.82 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-4,, 0 H-6,;), 7.80 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H-
2,4), 7.52 (t, J = 8.2 Hz, 1H, H-5,,), 7.39 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 1H, H-6,,0 H-4,;), 7.36 (m, 4H, H-3",
H-5” y H-2’, H-6" ), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-3’, H-5’), 7.20 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-2”, H-6"), 5.16
(s, 2H, CH,0), 4.32 (s, 2H, CH,N"), 3.48 —3.39 (m, 6H, H-2,, H-6, H-7,), 2.97 (m, 4H, 2CH,), 2.15
(m, 1H, H-4,), 2.04 — 1.91 (m, 6H, H-3,, H-5,, H-8,).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 160.77 (1C, C-1,,), 150.54 (1C, C-3,,), 145.83 (1C, C-1”), 142.74
(1C, C-4), 135.37 (1C, C-4”), 134.12 (2C, C-2', C-6'), 131.45 (1C, C-5,,), 130.51 (2C, C-3’, C-5'),
129.88 (2C, C-2”, C-6”), 128.89 (2C, C-3”, C-5”), 126.04 (1C, C-1’), 122.94 (1C, C-6,, 0 C-4,),
116.69 (1C, C-4,, 0 C-6,4), 110.52 (1C, C-2,1), 71.57 (1C, CH,-0), 68.76 (1C, CH,-N*), 55.69 (3C,
C-2,, C-6, C-7,), 38.43 (1C, CH,), 38.22 (1C, CH,), 24.96 (3C, C-3, C-5,, C-8,), 21.43 (1C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,oH33N,05": 457,2491; encontrado: 457,2471.
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5.2.3.3.- Derivados Aminicos (Subfamilia A3).
Procedimiento 1:

Se afiaden 4 eq de NaH a 1 eq de 3-aminofenol en 10ml de DMF anhidra y se mantiene en
agitacion durante 3 horas bajo atmosfera inerte de argén. Pasado este tiempo se afiaden 1 eq
del correspondiente producto sintetizado en el apartado 5.2.2. (1a-d, 2a-d, 3a-c y 4a-b) en 5
ml| de DMF anhidra y se mantiene en agitacion, bajo atmosfera inerte de argén y a T2 de reflujo
durante 19 horas. Se evapora la DMF. El crudo de la reaccién se purifica por columna
cromatografica con una mezcla de CH,Cl,/MeOH (9:0°5).

Procedimiento 2:

Una suspension 1 eq del nitroderivado (producto sintetizado en el punto 5.2.3.2 (SOS-12 a
S0S-18) en H,0 se calienta a una T2 de 100°C. Posteriormente se afiade 1 eq de SO,Fe y 10 eq
de Fe en polvo. La mezcla se mantiene en agitacion y a reflujo durante 4 horas. Pasado este
tiempo el crudo de la reaccion se filtra por celita’. El filtrado se evapora hasta sequedad en el
rotavapor y se purifica por columna cromatografica usando una mezcla de CH,Cl,:MeOH (7:3).

5.2.3.3.1.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-(3-aminofenoximetil)fenilmetil)-4-(1-
pirrolidin)-piridinio (SOS-19).

Siguiendo el procedimiento 1 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sélido
marrén que es identificado como el producto. Rendimiento: 54,7%. P.f: 135-137°C.

NH,
NH a) DMF, NaH
T@ ambiente
Ar/ 3h
b) DMF
Ta reflujo
Ar/ 19 h

SOS-19

"H RMN (500 MHz, CD;0D): § 8.22 (d, J = 7.7, 2H, H-2,,, H-6,), 7.52 (d, J = 8.1, 2H, H-3’, H-5'),
7.40 (d, J = 8.1, 2H, H-2’, H-6"), 6.99 (t, J = 8.0, 1H, H-5,,), 6.88 (d, J = 7.6, 2H, H-3,,,, H-5,,,),
6.38 (t, /= 2.2, 1H, H-2,), 6.34 (dt, J = 8.2, 2.1 Hz, 2H, H-4,;, H-6,,), 5.38 (s, 2H, CH,N"), 5.06 (s,
2H, CH,0), 3.57 (M, 4H, H-2,1,, H-5,), 2.14 (M, 4H, H-3,,, H-4,11,).

C RMN (126 MHz, CD;0D): § 161.04 (1C, C-1,), 155.20 (1C, C-4,,,), 150.17 (1C, C-3,,), 143.01
(2C, C-2,:, C-6,y), 140.44 (1C, C-4), 135.59 (1C, C-1’), 130.83 (1C, C-5,,), 129.37 (2C, C-2/, C-6'),
129.33 (2C, C-3', C-5'), 109.78 (1C, C-4;, 0 C-6,4), 109.70 (2C, C-3,,,, C-5;,), 105.61 (1C, C-6,0
C-4,y), 103.28 (1C, C-2,4), 70.03 (1C, CH2-0), 61.54 (1C, CH,-N*), 49.72 (2C, C-2,, C-5,ir), 26.12
(ZC: C'3pirrr C'4pirr)-

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para Cy3H,sN;O": 360,2076; encontrado: 360,2078.
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5.2.3.3.2.- Sintesis de Bromuro de 1-[4’-(3-aminofenoximetil)bifenil-4-il-pirrolidin-1-
il-piridinio (SOS-20).

Siguiendo El procedimiento 1 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sélido
marrén identificado como el producto. Rendimiento: 92%. P.f: 254-255°C.

NH, a) DMF, NaH
Br O Bre O T2 ambiente
. N __ AI3h

QL
b) DMF
OH g\ T2 reflujo
Ar/ 19 h
2a

SOS-20

H RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6 8.44 (d, J = 7.1, 2H, H-2,,, H-6,,:), 7.71 (m, 4H, H-2’, H-6'y H-
3", H-5”), 7.50 (m, 4H, H-3’, H-5' y H-2"", H-6"), 6.93 (M, 3H, H-5,, y H-3,,,, H-5,,,), 6.22 (m, 1H,
H-2,1), 6.17 (d, J = 5.9, 2H, H-4,,, H-6,), 5.45 (s, 2H, CH,-N"), 5.05 (s, 2H, CH,-0), 3.51 (m, 4H,
H-2pirr, H-50111), 2.01 (M, 4H, H-351, H-4 1)

BC RMN (75 MHz, DMSO-dg): § 159.26 (1C, C-1,y), 153.05 (1C, C-4,,,), 149.96 (1C, C-3,),
141.99 (2C, C-2,,,, C-6,,), 140.18 (1C, C-4’), 138.63 (1C, C-1”"), 137.14 (1C, C-4”), 134.95 (1C, C-
1’), 129.50 (1C, C-5,,), 128.52 (2C, C-2’, C-6’), 128.06 (2C, C-3”, C-5"), 127.22 (2C, C-3’, C-5'),
126.68 (2C, C-2”, C-6"), 108.60 (2C, C-3,y,, C-5,y1), 107.08 (1C, C-4yy 0 C-6,1), 102.18 (1C, C-644 0
C-4n), 100.33 (1C, C-2,1), 68.27 (1C, CH,-0), 59.14 (1C, CH,-N"), 48.31 (2C, C-2,ir,, C-5,1), 24.63
(ZC: C'3pirrr C'4pirr)-

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,oH3oN;O": 436,2389; encontrado: 436,2388.

5.2.3.3.3.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-{2-[4-(3-aminofenoximetil)-fenil]-etil}-bencil)-
4-pirrolidin-1-il-piridinio (SOS-21).

Siguiendo el procedimiento 1 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito, con la salvedad de que
para su purificacion se disuelve el producto en una cantidad minima de MeOH vy se precipita
con éter etilico, obteniéndose asi 74,9 mg de un sdélido color siena que es identificado como el
producto. Rendimiento: 36,34%. P.f: 189-191°C.

NHZ

a) DMF, NaH
Br Ta ambiente
Ar/ 3h
O/ b) DMF
Ta reflujo
Ar/19h O/

S0Ss-21

H RMN (600 MHz, CD;0D): & 8.14 (d, J = 7.6, 2H, H-2,,,, H-6,,,), 7.27 (d, J = 8.0, 2H, H-3", H-
57),7.25 (d, J = 8.1, 2H, H-2’, H-6’), 7.20 (d, J = 8.1, 2H, H-3’, H-5"), 7.12 (d, J = 8.0, 2H, H-2", H-
6”), 6.97 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-5,,), 6.82 (d, J = 7.6, 2H, H-3,,,, H-5,,,), 6.36 (t, / = 2.2 Hz 1H, H-
2,), 6.31 (dt, J = 9.32, 1.77 Hz, 2H, H-4y, H-6,4), 5.28 (s, 2H, CH,N"), 4.94 (s, 2H, CH,0), 3.52
(m, 4H, H-2,1, H-5,1,), 2.91 (m, J = 5.6, 4H, 2CH5), 2.10 (M, 4H, H-3,r, H-4y1r,).
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*C RMN (151 MHz, CD;0D): 6 161.30 (1C, C-1,4), 155.15 (1C, C-4,,), 150.08 (1C, C-3,4), 144.29
(1C, C-4’), 142.90 (2C, C-2,,,, C-6,,), 142.18 (1C, C-1”), 136.60 (1C, C-4”), 133.66 (1C, C-1'),
130.80 (1C, C-5,4), 130.67 (2C, C-3’, C-5'), 129.66 (2C, C-2”, C-6”), 129.30 (2C, C-2’, C-6'),
128.59 (2C, C-3”, C-5"), 109.63 (3C, C-3,,, C-54,r Y C-4pn 0 C-6,4), 105.78 (1C, C-6,, 0 C-4,p),
103.34 (1C, C-2,4), 70.68 (1C, CH,-0), 61.64 (1C, CH,-N"), 49.69 (1C, C-2,, C-54r), 38.36 (4C,
CH,), 26.11 (2C, C-3yrr, C-4pirr)-

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C;;H34N;0": 464,2780; encontrado: 464,2768.

5.2.3.3.4.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-{4-[4-(3-aminofenoximetil)-fenil]-butil}-
bencil)-4-pirrolidin-1-il-piridinio (SOS-22).

Siguiendo el procedimiento 1 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sélido
marroén identificado como el producto. Rendimiento: 15,5%. P.f: 124-126°C.

NH,

a) DMF, NaH
T@ ambiente
Ar/ 3h
O/ DMF S
Ta reflujo

o
A/ 19 h Z ‘
N
®
Br

S0s-22

H RMN (600 MHz, CD;0D): & 8.16 (d, J = 7.5, 2H, H-2,,,, H-6,,,), 7.31 — 7.25 (m, 4H, H-3", H-
5"y H-2, H-6'), 7.21 (d, J = 8.0, 2H, H-3’, H-5’), 7.12 (d, J = 7.9, 2H, H-2", H-6"), 6.96 (t, J = 8.0,
1H, H-5,,), 6.80 (d, J = 7.5, 2H, H-3,,,, H-5,,,), 6.36 (t, J = 2.0 Hz, 1H, H-2,), 6.30 (dt, /= 7.8, 1.6
Hz, 2H, H-4,y, H-6,), 5.29 (s, 2H, CH,N"), 4.93 (s, 1H, CH,0), 3.50 (m, 2H, H-2,,, H-5,), 2.62
(m, 4H, 2CH,), 2.09 (M, 2H, H-3,;,, H-4,,), 1.61 (m, 4H, 2CH,).

3C RMN (151 MHz, CD;0D): § 161.31 (1C, C-1,4), 155.12 (1C, C-4,,,), 150.12 (1C, C-3,4), 145.19
(1C, C-4), 143.28 (1C, C-1”), 142.90 (2C, C-2,y, C-6y,), 136.30 (1C, C-4”), 133,51 (1C, C-1'),
130.81 (1C, C-5,y), 130.45 (2C, C-3’, C-5’), 129.48 (2C, C-2”, C-6”), 129.35 (2C, C-2/, C-6'),
128.64 (2C, C-37, C-5”), 109.64 (2C, C-3;r, C-5y), 109.61 (1C, C-40 C-6,4), 105.72 (1C, C-65 0
C-4n), 103.28 (1C, C-2,4), 70.70 (1C, CH,-0), 61.66 (1C, CH,-N"), 49.68 (2C, C-24ir,, C-5,ir), 36.30
(1C, CH,), 36.27 (1C, CH,), 31.99 (1C, CH,), 31.91 (1C, CH,), 26.10 (2C, C-3,irr, C-4pir).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para Cs3H3sN;O™: 492,3009; encontrado: 492,3008.
5.2.3.3.5.- Sintesis de Bromuro de 1-{4-[(3-aminofenoxi)metil]lbencil}-4-
(dimetilamino)piridinio (SOS-23).

Siguiendo el procedimiento 2 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sélido
amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento: 71,3%. P.f: 119-120°C.
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NO,

NH,
CHj
@\ 4 Fe, SO4Fe, H,0 @\
o = “CHj N\
n | T2100°C n Q/ CHs
N
® o

S0S-12 Br

S0S-23
H RMN (500 MHz, DMSO-d;):  8.40 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,,), 7.45 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-
3’, H-5’), 7.40 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7.04 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-3,,,, H-5,,,), 6.88 (t, / = 8.0
Hz, 1H, H-5,,), 6.18 (t, J = 2.1 Hz, 1H, H-2,,), 6.16 — 6.10 (m, 2H, H-4,,, H-6,4), 5.39 (s, 2H,
CH,N"), 4.98 (s, 2H, CH,0), 2.08 (s, 6H, N(CH),).

13C RMIN (126 MHz, DMSO-dq): 5 159.15 (1C, C-1,), 155.87 (1C, C-4,,), 147.73 (1C, C-3,),
141.96 (2C, C-2,,,, C-6,,,), 138.14 (1C, C-4'), 135.07 (1C, C-1), 129.50 (1C, C-5,4), 128.06 (2C, C-
2’, C-6'), 128.00 (2C, C-3, C-5'), 107.98 (2C, C-3,,r, C-5,,r), 107.11 (1C, C-4yy 0 C-6,,), 102.11 (1C,
C-6,1 0 C-4,y), 100.27 (1C, C-2,), 68.14 (1€, CH,-0), 59.12 (1€, CH,-N*), 30.65 (2C, N(CHs),).
HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,;H,4N50": 334,1919; encontrado: 334,1913.

5.2.3.3.6.- Sintesis de Bromuro de 1-({4'-[(3-aminofenoxi)metil]bifenil-4-il}metil)-4-
(dimetilamino)piridinio (SOS-24).

Siguiendo el procedimiento 2 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sélido
amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento: 76,26%. P.f: 129-131°C.

No2

Ha
CH3 _Fe.SOfe HO
o CHg
N~CH, T rwec N
O Z | “CH3

X
S0s-13

©z

S0S-24 Br°

'H RMN (500 MHz, CD;0D): & 8.23 (d, J = 5.8 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,,,), 7.66 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2’,
H-6'), 7.61 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-3”, H-5”), 7.50 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-3’, H-5'), 7.45 (d, J = 7.9 Hz,
2H, H-2, H-6"), 7.35 (m, 1H, H-5,;), 7.00 (m, 2H, H-3,,,, H-5,, y H-4, 0 6,1), 6.92 (s, 1H, H-2,),
6.86 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-6,, 0 H-4,;), 5.39 (s, 2H, CH,N"), 5.15 (s, 2H, CH,0), 3.22 (s, 6H,
N(CHs)y).

3C RMN (126 MHz, CD;0D): § 161.10 (1C, C-1,y), 157.92 (1C, C-4,,,), 148.83 (1C, C-3,,), 143.15
(2C, C-2,,,, C-6,,,), 142.73 (1C, C-4’), 140.98 (1C, C-1”), 137.60 (1C, C-4”), 135.11 (1C, C-1’),
131.86 (1C, C-5,4), 129.93 (2C, C-2’, C-6'), 129.10 (2C, C-3”, C-5”), 128.77 (2C, C-3, C-5'),
128.08 (2C, C-2”, C-6”), 109.96 (1C, C-6,,0 C-4y), 109.17 (2C, C-3,,:, C-5;y,), 105.06 (1C, C-6,10
C-4,1), 99.99 (1C, C-2,1), 70.88 (1C, CH,-0), 61.50 (1C, CH,-N*), 40.49 (2C, N(CHs),).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,;H,3N;0": 410,2235; encontrado: 410,2232.
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5.2.3.3.7.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(2-{4-[(3-aminofenoxi)metill]fenil}etil)bencil]-
4-(dimetilamino)piridinio (SOS-25).

Siguiendo el procedimiento 2 del punto 5.2.3.3. anteriormente descrito se obtiene un sirupo
amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento: 72,02%.

NO,
NH,

© O #H ke s0,Fe, H,0 @o CHs
A Nen 2 1000 > d
\ T2100°C =z ~CHs
N |
® NN

S0s-14
Br S0S-25 e

H RMN (300 MHz, CD;0D): & 8.19 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,,, H-6,,,), 7.27 (m, 4H, H-3", H-5"y H-
2, H-6), 7.19 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3’, H-5'), 7.11 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2", H-6"), 6.97 (m, 3H, H-
5oy H-3pyr, H-5,), 6.39 (t, J = 2.1 Hz, 1H, H-2,), 6.33 (m, 2H, H-4,p,, H-6,4), 5.31 (s, 2H, CH,N"),
4.93 (s, 2H, CH,0), 3.21 (s, 6H, N(CHs),), 2.89 (m, 4H, 2CH,).

*C RMN (126 MHz, CD;0D): 6 159.18 (1C, C-1,4), 155.70 (1C, C-4,,), 149.74 (1C, C-3,4), 141.98
(1C, C-4’), 141.78 (2C, C-2,,,, C-6,,), 140.56 (1C, C-1”), 134.81 (1C, C-4”), 133.05 (1C, C-1'),
129.31 (1C, C-5,,), 128.84 (2C, C-3’, C-5), 128.13 (2C, C-2”, C-6”), 127.79 (2C, C-2/, C-6'),
127.39 (2C, C-3”, C-5"), 107.79 (2C, C-3,,r, C-5,y), 106.87 (1C, C-4y, 0 C-6,) , 102.05 (1C, C-6,
0 C-4,y), 100.16 (1C, C-2,4), 68.41 (1C, CH,-0), 59.04 (1C, CH2-N*), 39.35 (2C,N(CHs),), 36.28
(2C, CH,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,oH3;:N;0": 438,2571; encontrado: 438,2545.

5.2.3.3.8.- Sintesis de Bromuro del-[4-(4-{4-[(3-aminofenoxi)metillfenil}butil)bencill-
4-(dimetilamino)piridinio (SOS-26).

Siguiendo el procedimiento 2 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sélido
amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento: 74,31%. P.f: 109-110°C.

NO, NH,

o O CH; Fe, SO,Fe, H,0 ©\o CHy
sU e L,
L LY
Br g°

SOs-15 S0s-26

H RMN (500 MHz, DMSO-d;): & 8.37 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,,,, H-6,,), 7.29 (m, 4H, H-3", H-5" y
H-2’, H-6"), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-3’, H-5’), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-2"", H-6""), 7.03 (d, J = 7.7
Hz, 2H, H- 3,,,, H-5,,), 6.88 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-5,,), 6.19 (t, J = 2.1 Hz, 1H, H-2,), 6.14 (td, J =
7.9, 1.9 Hz, 2H, H-4,y, H-6,4), 5.33 (s, 2H, CH,N"), 4.92 (s, 2H, CH,0), 3.17 (s, 6H, N(CH),), 2.58
(m, 4H, 2CH,), 1.55 (m, 4H, 2CH,).

3C RMN (126 MHz, DMSO-dg): & 159.34 (1C, C-1,,), 155.82 (1C, C-4,,,), 149.87 (1C, C-3,),
142.83 (1C, C-4’), 141.90 (2C, C-2,,,, C-6,,,), 141.52 (1C, C-1”"), 134.72 (1C, C-4"), 133.00 (1C, C-
1’), 129.45 (1C, C-5,;), 128.88 (2C, C-3’, C-5'), 128.18 (2C, C-2”, C-6”), 127.89 (2C, C-2’, C-6'),
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127.56 (2C, C-3", C-5”), 107.91 (2C, C-3,y,, C-54,:), 106.96 (1C, C-4,,0 C-6,,), 102.16 (1C, C-6, 0
C-4,4), 100.26 (1C, C-2,4), 68.57 (1C, CH,-0), 59.19 (1C, CH,-N"), 39.46 (2C, N(CHs),), 34.52 (1C,
CH,), 34.48 (1C, CH,), 30.45 (1C, CH,), 30.40 (1C, CH,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para Cs;H3sN;O": 466,2858; encontrado: 466,2893.

5.2.3.3.9.- Sintesis de Bromuro de 1-[4-(3-aminofenoximetil)bencil]-1-quinuclidinio
(s0s-27).

Siguiendo el procedimiento 2 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sélido
marrdn que se identifica como el producto. Rendimiento: 61,60%. P.f: 188-190°C.

NO
2 NH,

o Bre Fe, SO,Fe, H,O N o
> o Br
N T2 100°C
@ N
@

SOS-16 S0S-27
'H RMN (400 MHz, CD;0D): § 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-2', H-6"), 7.52 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-3’, H-
5), 7.07 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-5,;), 6.50 (s, 1H, H-2,,), 6.49 — 6.43 (t, J= 8.0 Hz, 2H, H-4,, H-6,.),
5.11 (s, 2H, CH,0), 4.39 (s, 2H, CH,N"), 3.48 (m, 6H, H-2,, H-64, H-7), 2.15 (m, 1H, H-4,), 1.99
(m, 6H, H-34, H-5,, H-8,).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 159.98 (1C, C-1,,), 146.14 (1C, C-3,,), 140.66 (1C, C-4’), 133.14
(2C, C-2’, C-6’), 129.89 (1C, C-5,.), 127.96 (2C, C-3’, C-5), 126.71 (1C, C-1’), 109.81(1C, C-6,4 0
C-451), 106.26 (1C, C-45,0 C-6,p), 103.48 (1C, C-2;n), 68.89 (1C, CH,-0), 67.51 (1C, CH,-N*), 54.63
(3C, C-2,, C-6,, C-7,), 23.78 (3C, C-3,, C-5,, C-8;), 20.22 (1C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]"* calculado para C,;H,,N,0": 323,2123; encontrado: 323,2130.

5.2.3.3.10.- Sintesis de Bromuro de 1-[4’’-(3-aminofenoximetil)bifenil-4-ilmetil]-1-
quinuclidinio (SOS-28).

Siguiendo el procedimiento 2 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sélido
marrén identificado como el producto. Rendimiento: 61,60%. P.f: 159-161°C.

NO,

NH,
i 0 5 Fe, SO,Fe, H,0 ©\o
Br > ©
O @ Ta 100°C Br
N
®

SOSs-17 SOS-28
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'H RMN (500 MHz, CD;0D): § 7.77 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2’, H-6'), 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3", H-
5”),7.60 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3', H-5’), 7.53 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2"", H-6"), 7.00 (t, J = 8.0 Hz, 1H,
H-5,n), 6.43 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H-2,;), 6.40 — 6.32 (dt, J = 9.45, 1.89 Hz, 2H, H-4,,, H-6,1), 5.08 (s,
2H, CH,0), 4.45 (s, 2H, CH,N*), 3.52 (m, 6H, H-2, H-6, H-7,), 2.15 (m, 1H, H-4,), 2.00 (m, 6H, H-
3, H-5, H-8,).

3C RMN (126 MHz, CD;0D): § 159.78 (1C, C-1,;), 148.39 (1C, C-3,;), 142.88 (1C, C-4'), 139.02
(1C, €-17), 137.67 (1C, C-4"), 133.29 (2C, C-2’, C-6'), 129.45 (1C, C-5,4), 127.70 (2C, C-3', C-5'),
127.25 (2C, C-2”, C-6”), 126.72 (2C, C-3”, C-5”), 126.00 (1C, C-1’), 108.46 (1C, C-6,;, 0 C-4yp),
104.59 (1C, C-4,;, 0 C-6,p), 102.11 (1C, C-2,4), 68.95 (1C, CH,-0), 67.24 (1C, CH,-N*), 54.38 (3C,
C-2,, C-6,, C-7,), 23.54 (3C, C-3,, C-5,, C-8;), 19.98 (1C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C,;H;:N,O": 399,2436; encontrado: 399,2419.

5.2.3.3.11.- Sintesis de Bromuro de 1-(4-{2-[4-(3-aminofenoximetil)fenil]etil}bencil)-
1-quinuclidinio (SOS-29).

Siguiendo el procedimiento 2 del punto 5.2.3.3 anteriormente descrito se obtiene un sirupo
marrén que es identificado como el producto. Rendimiento: 74,26%.

NOZ NH,

_Fe,SOiFe, H0 ©\o
N @ T Tww0c o
S0S-18 O g@
S0S-29

'H RMN (300 MHz, CD;0D): & 7.38 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2', H-6'), 7.27 (m, 4H, H-3", H-5" y H-3’,
H-5), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2", H-6"), 6.99 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-5,,), 6.40 (t, J = 2.2 Hz, 1H, H-
2,1), 6.38 — 6.31 (m, 2H, H-4,,, H-6,4), 4.95 (s, 2H, CH,0), 4.34 (s, 2H, CH,N"), 3.49 — 3.39 (m,
6H, H-2,, H-6, H-7,), 2.93(m, 4H, 2CH,), 2.11 (m, 1H, H-4,), 1.95 (m, 6H, H-3,, H-5,, H-8,).

3C RMN (126 MHz, CD;0D): § 159.86 (1C, C-1,4), 148.59 (1C, C-3,,), 144.39 (1C, C-4'), 140.72
(1C, C-1”), 135.24 (1C, C-4”), 132.68 (2C, C-2’, C-6'), 129.44 (1C, C-5,), 129.10 (2C, C-3’, C-5'),
128.28 (2C, C-2”, C-6”), 127.19 (2C, C-3”, C-5”), 124.58 (1C, C-1’), 108.26 (1C, C-6,;, 0 C-4yp),
104.44 (1C, C-4, 0 C-6,4), 102.00 (1C, C-2,4), 69.26 (1C, CH,-0), 67.32 (1C, CH,-N*), 54.25 (3C,
C-24, C-64, C-7,), 37.06 (1C, CH,), 36.81 (1C, CH,), 23.53 (3C, C-3,, C-5,, C-8;), 19.99 (1C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,oH3sN,O": 427,2749; encontrado: 427,2749.
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5.3. Sintesis quimica de la Familia B.

5.3.1. Sintesis del espaciador de la Familia B.

Procedimiento:

Paso 1: A una solucién de 0,4 g de NaOH en 5 ml de EtOH se le afiade 1 g de p-cresol y se
mantiene en agitacidn y a temperatura ambiente durante 30 minutos. Pasado este tiempo se
afiaden 0,4 ml de Br,(CH,), y se lleva al microondas durante 28 minutos a una temperatura de
140°C. Posteriormente se le afiaden 25 ml de H,0 destilada, se filtra el producto precipitado,
se lava con H,0 (2 x 2 ml) y EtOH (1 x 2 ml) y se seca a vacio, obteniéndose de esta manera un
sélido blanco cristalino que es identificado como 1,2-bis(p-metilfenoxi)etano (6) con un
rendimiento del 35%.

HsC
a) NaOH, EtOH, \©\
T2 ambiente, 30 min 0
> o>
b) Br(CH,),Br
CH, Microondas 140°C, 28 min CH

'H RMN (300 MHz, CDCl5) : & 7.10-7.08 (d, J = 8.61 Hz, 4H, H-3,5 e H-3',5'), 6.86-6.84 ( d, J =
8.44 Hz, 4H, H-2,6 e H-2',6"), 4.28 (s, 4H, CH,), 2.29 (s, 6H, CH).

OH

Paso 2: Se afiaden 100 mg (25 mmoles) del producto procedente de la reaccién anterior (6),
9,07 mg de NBS (51 mmoles), 3 ml de CCl, y 0,5 mg de dibenzoilperéxido (2mmoles) bajo
atmosfera inerte de argon®’. La reaccion se realiza en microondas a una temperatura de 120°C
durante 21 minutos. Pasado este tiempo se filtra, se lava con éter etilico (2 x 2 ml) y se seca a
vacio. Se obtiene de esta manera un sélido amarillo identificado como 1,2-bis(p-
bromometilfenoxi)etano (7) con un rendimiento del 65%.

H3C
\©\ ~_0 NBS, CCl,, dibenzoilperéxido Br/\©\
(o)
© \©\ Microondas 120°C o \©\/
CHy 21min Br
6 7

'H RMN (300 MHz, CDCl5) : § 7.35-7.32 (d, J = 8.73 Hz, 4H, H-3,5 y H-3',5') ; 6.92-6.88 (d, J =
8.73 Hz, 4H, H-2,6 y H-2',6') ; 4.50 (s, 4H, CH,-Br) ; 4,32 (s, 4H, CH,-0).
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5.3.2. Sintesis de las cabezas cationicas de la Familia B.

En esta memoria han sido empleadas 10 cabezas catidnicas, de las cuales, la 4-
pirrolidinopiridina (9), la dimetilaminopiridina (10), la quinuclidina (11) y 3-hidroxiquinuclidina
(12) son asequibles comercialmente. Para el grupo de las quinolinas, la ruta sintética seguida
ya ha sido descrita anteriormente® y por tanto no se entrara en detalle. Esta se divide en dos

pasos.
Paso 1:
OH
X POCI;
Pz T2 reflujo, Ar
R N
R;=CILH
Paso2:
Cl
X (a), (b)
Z C
Ry N (©

(a) Perhidroazepina/reflujo/argén (compuesto 13, R,= perhidroazepino; R;= H)

(b) RsMeNH/AcOH glacial/reflujo (compuestos 14, 15, 16 y 17, R,= N-metilanilino y 4-
cloro-N-metilanilino; Ry= H, Cl; respectivamente).

(c) RsNH/AcOH glacial/reflujo (compuesto 18 y 19, R,= pirrolidina, perhidroazepino ; R;=

cl).

R7

R7
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5.3.2.1.- Sintesis de la 4-cloroquinolina (8).

Siguiendo el paso 1 del procedimiento 5.3.2 anteriormente descrito se obtiene un producto
siruposo marrén que se identifica como el producto. Rendimiento: 81,6%.

OH Cl
X POCl; A
_
) T?reflujo, Ar _
N N
8

'H RMN (300 MHz , CDCl;) & 8.82-8.80 (d, J = 4.82 Hz, 1H), 8.29-8.25 (dd, J = 8.4, 1.4 Hz, 1H),
8.24-8.21 (dd, J = 8.5, 0.6 Hz, 1H), 7.85-7.80 (dt, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H), 7.72-7.67 (dt, J = 8.3, 1.2
Hz, 1H), 7.56-7.54 (d, J = 4.81 Hz, 1H).

5.3.2.2.- Sintesis de la 4-perhidroazepinoquinolina (13).

Siguiendo el paso 2 del procedimiento 5.3.2. anteriormente descrito se obtiene un sirupo
amarillo identificado como el producto. Rendimiento: 85%.

™Y Perhidroazepina _ X
= Ta reflujo, Ar N/

N
13

'H RMN (300 MHz , CDCl;) 6 8.47-8.45 (d, J = 6.13 Hz, 1H), 8.27-8.24 (dd, J = 8.5, 0.9 Hz, 1H),
8.11-8.07 (dd, J = 8.6, 1.2 Hz, 1H), 7.71-7.65 (dt, J = 6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.47-7.42 (dt, 6.9, 1.3 Hz,
1H), 6.76-6.74 (d, J = 6.15 Hz, 1H), 3.73-3.69 (m, 4H), 1.98 (m, 4H), 1.77-1.73 (m, 4H).

5.3.2.3.- Sintesis de la 4-N-metilanilinoquinolina (14).

Siguiendo el paso 2 del procedimiento 5.3.2. anteriormente descrito se obtiene un sirupo
amarillo identificado como el producto. Rendimiento: 93%.

cl N—CHj
X N-metilanilino X
P AcOH B _
N T2 reflujo, Ar N
14

'H RMN (300 MHz , CDCl;) 6 8.73-8.71 (d, J = 5.74 Hz, 1H), 8.31-8.29 (d, J = 8.42 Hz, 1H), 7.67-
7.63 (t, J = 7.69 Hz, 1H), 7.52-7.50 (d, J = 8.71 Hz, 1H), 7.36-7.32 (t, J = 7.63 Hz, 2H), 7.28-7.24
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(m, 1H), 7.19-7.15 (m, 1H), 7.08-7.07 (d, J = 5,72 Hz, 1H), 7.03-7.01 (d, J = 8.27 Hz, 2H), 3.58 (s,
3H, CH,).
5.3.2.4.- Sintesis de la 4-(4-cloro-N-metilanilino)quinolina (15).

Siguiendo el paso 2 del procedimiento 5.3.2. anteriormente descrito se obtiene un sirupo
amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento: 91%.

Cl
Cl N—CHs
) 4-cloro-N-metilanilino . AN
P ACOH _
N T2 reflujo, Ar N
15

'H RMN (300 MHz , CDCl;) § 8.73-8.72 (d, J = 5.87 Hz, 1H), 8.40-8.38 (d, J = 8.38 Hz, 1H), 7.72-
7.68 (m, 1H), 7.50-7.48 (d, J = 8.43 Hz, 1H), 7.40-7.38 (d, 8.55 Hz, 1H), 7.34-7.30 (m, 2H), 7.14-
7.09 (dd, J = 7.09 Hz, 2H), 6.99-6.96 (d, 8.73 Hz, 1H), 3.59 (s, 3H, CH).

5.3.2.5.- Sintesis de la 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina (16).

Siguiendo el paso 2 del procedimiento 5.3.2. anteriormente descrito se obtiene un sirupo
anaranjado que se identifica como el producto. Rendimiento: 75%.

cl N-CHs
A N-metilanilino X
2 AcOH - ~
cl N Ta reflujo, Ar cl N
16

'H RMN (300 MHz , CDCl;) & 8.65-8.63 (d, J = 6.15 Hz, 1H), 8.39 (m, 1H), 7.41-7.39 (m, 2H),
7.35-7.30 (m, 2H), 7.20-7.18 (d, J = 7.98 Hz, 1H), 7.16-7.13 (dd, J = 9.2, 2.1 Hz, 1H), 7.10-7.08 (d,
J=7.75 Hz, 1H), 7.04-7.02 (d, J =6.20 Hz, 1H), 3.63 (s, 3H, CHs).

5.3.2.6.- Sintesis de la 7-cloro-4-(4-cloro-N-metilanilino)quinolina (17).

Siguiendo el paso 2 del procedimiento 5.3.2. anteriormente descrito se obtiene un sirupo
anaranjado que se identifica como el producto. Rendimiento: 84%.
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Cl

cl N—CHs
"N 4-cloro-N-metilanilino X
= AcOH Z
cl N Ta reflujo, Ar cl N
17

'H RMN (300 MHz , CDCl;) & 8.77-8.75 (d, J = 5.60 Hz, 1H), 8.24-8.23 (d, J = 2.07 Hz, 1H), 7.46-
7.44 (d, J = 9.15 Hz, 1H), 7.40-7.38 (d, J = 8.50 Hz, 1H), 7.29-7.27 (dd, J = 6.7, 2.1 Hz, 2H), 7.09-
7.08 (d, J = 5.61 Hz, 1H), 6.93-6.90 (d, J = 8.83 Hz, 2H), 3.53 (s, 3H, CHs).

5.3.2.7.- Sintesis de la 7-cloro-4-(pirrolidino)quinolina (18).

Siguiendo el paso 2 del procedimiento 5.3.2. descrito anteriormente se obtiene un sirupo

amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento: 85%.

Cl :N
A pirrolidina X
- AcOH Z
cl N T2 reflujo, Ar Cl N

18
'H RMN (300 MHz , CDCl;) & 8.35-8.33 (d, J = 6.16 Hz, 1H), 8.20-8.17 (d, J = 9.25 Hz, 1H), 8.14-

8.13 (d, J = 2.24 Hz, 1H), 7.34-7.30 (dd, J = 9.2, 2.3 Hz, 1H), 6.46-6.44 (d, J = 6.17 Hz, 1H), 3.80-
3.76 (m, 4H, CH,), 2.14-2.09 (m, 4H, CH,).

5.3.2.8.- Sintesis de la 7-cloro-4-(perhidroazepina)quinolina (19).

Siguiendo el paso 2 del procedimiento 5.3.2. descrito anteriormente se obtiene un sirupo

8
X
Pz
N

amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento: 81%.

~ perhidroazepino _

= AcOH
cl N T2 reflujo, Ar

Cl
19

'H RMN (300 MHz , CDCl;) & 8.48-8.46 (d, J = 5.97 Hz, 1H), 8.18-8.17 (d, J = 2.19 Hz, 1H), 8.03-
8.00 (d, J = 9.17 Hz, 1H), 7.39-7.35 (dd, J = 9.2, 2.2 Hz, 1H), 6.75-6.73 (d, J = 5.99 Hz, 1H), 3.68-
3.65 (M, 4H, CH,), 2.01-1.93 (m, 4H, CH,), 1.77-1.73 (m, 4H, CH,).
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5.3.3. Sintesis de productos finales biscationicos (Familia B).

5.3.3.1. Sintesis de productos finales biscatidnicos pertenecientes a la Subfamilia B,
(Familia B).

Procedimiento:

A una solucién de 30 ml de butanona se le afaden 2 equivalentes de quinuclidina y 1
equivalente del correspondiente espaciador (1, 2, 3 y 4). La mezcla se mantiene en agitacion y
a temperatura ambiente durante 6 dias. Pasado este tiempo aparece un precipitado blanco, el
cual, se filtra y lava con butanona.

5.3.3.1.1.- Sintesis de dibromuro de 1,1'-[1,4-fenilenodi(metileno)]bis-1-
azabiciclo[2.2.2]octano (SOS-30).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3.1 y partiendo del espaciador
comercial a,a’-p-dibromoxileno (1), se obtiene un sélido blanco que se identifica como el
producto. Rendimiento: 30%. P.f: >300°C.

& = 4§
@ _T@ambiente ND ®N
" 6dias \—Q—/

2eq SOS-30

"H RMN (400 MHz, DMSO): § 7.66 (s, 4H, H-2, H-3, H-5, H-6), 4.52 (s, 4H, *N-CH,), 3.49 (m, 12H,
H-2q, H-6,, H-7,), 2.09 (dt, J = 6.1, 3.0 Hz, 2H, H-4,), 1.90 (m, 12H, H-3,, H-5,, H-8,).

3¢ RMN (75 MHz, CD;0D): § 142.87 (4C, C-2, C-3, C-5, C-6), 138.96 (2C, C-1, C-4), 74.99 (2C,
CH,-N*), 63.22 (6C, C-2,, C-6,, C-7,), 32.82 (6C, C-3,, C-5,, C-8,), 28.94 (2C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para Cy,H34N,Br*: 405.1905; encontrada: 405.1909.

5.3.3.1.2.- Sintesis de dibromuro de 1,1'- 1,1'-[bifenil-4,4'-diildi(metileno)]bis-1-
azabiciclo[2.2.2]octano (SOS-31).

Segun el procedimiento anteriormente descrito en el apartado 5.3.3.1 y partiendo del
espaciador 4,4’-bis(bromometil)bifenilo (2) se obtiene un sélido blanco que es identificado
como el producto. Rendimiento: 94%. P.f: 299-300 °C.
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S
Ta ambiente N ® N
6 dlas

2eq SOS-31

'H RMN (300 MHz, CD;0D): § 7.86 (d, J = 8.34 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2', H-6'), 7.68 (d, J = 8.34 Hz,
4H, H- 3, H-5y H-3', H-5'), 4.49 (s, 4H, CH,), 3.56 (m, 12H, H-2,, H-6,, H-7,), 2.20 (dt, J = 6.4, 3.2
Hz, 2H, H-4,), 2.04 (m, 12H, H-3,, H-5,, H-8,).

3¢ RMN (75 MHz, CD;0D): & 144.16 (2C, C-1, C-1'), 135.77 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 129.76
(4C, C-2, C-6 y C-2', C-6'), 129.13 (2C, C-4, C-4'), 69.39 (2C, CH,-N*), 56.71 (6C, C-2,, C-6,, C-7),
25.82 (6C, C-3, C-5,, C-8,), 22.25 (2C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C,gH3sN,Br': 481.2218; encontrada: 481.2216.

5.3.3.1.3.- Sintesis de dibromuro de 1,1'-[etano-1,2-diilbis(4,1-fenilenometileno)]bis-
1-azabiciclo [2.2.2]octano (SOS-32).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3.1 se obtiene un sdélido blanco que se
identifica como el producto. Rendimiento: 40,4 %. P.f: 299-300°C.

ZBP ®< g >
T"" amblente N
e

SOS-32

'H RMN (300 MHz, DMSO-d¢): 5 7.46 (m, 8H, H-3, H-5 y H-3', H-5', H-2, H-6 y H-2', H-6'), 4.44
(s, 4H, *N-CH,), 3.43 (m, 12H, H-2,, H-6,, H-7,), 2.98 (s, 4H, CH,), 2.08 (m, 2H, H-4,), 1.89 (m,
12H, H-3,, H-5,, H-8,).

3¢ RMN (75 MHz, DMSO-dg): 6 143.96 (2C, C-1, C-1'), 133.45 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 129.34
(4C, C-2, C-6 y C-2', C-6'), 125.77 (2C, C-4, C-4'), 66.49 (2C, CH,-N*), 54.09 (6C, C-2,, C-6,, C-7),
36.87 (2C, CH,), 23.8 (6C, C-3,, C-5,, C-8,), 20.00 (2C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C3oH4,N,Br*: 509.2531; encontrada: 509.2516.

5.3.3.1.4.- Sintesis de dibromuro de 1,1'-[butano-1,4-diilbis(4,1-
fenilenometileno)]bis-1-azabiciclo[2.2.2]octano (SOS-33).

Siguiendo el procedimiento 5.3.3.1 descrito anteriormente se obtiene un sélido blanco que se
identifica como el producto. Rendimiento: 82 %. P.f: 279-281°C.
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o &Y
2Br @N

Br .
T2 ambiente O
N 6 dias
. O
leq 2eq

S0S-33

'H RMN (400 MHz, CD;0D): § 7.44 (d, J = 7.93 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2", H-6'), 7.36 (d, J = 7.93 Hz,
4H, H-3, H-5 y H-3', H-5'), 4.38 (s, 4H, *N-CH,), 3.49 (m, 12H, H-2,, H-6,, H-7,), 2.74 (m, 4H,
CHyg), 2.17 (dd, J = 6.8, 3.6 Hz, 2H, H-4,), 2.01 (m, 12H, H-3,, H-5,, H-8,), 1.72 (m, 4H, CH,,).

3¢ RMN (75 MHz, CD;0D): § 147.62 (2C, C-1, C-1'), 135.01 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 131.22
(4C, C-2, C-6 y C-2', C-6'), 126.72 (2C, C-4, C-4'), 69.70 (2C, CH,-N"), 56.55 (6C, C-2,, C-6, C-7) ;
37.25 (2C, CHag), 32.89 (2C, CH,a), 25.80 (6C, C-3q, C-5,, C-8,), 22.27 (2C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C3,HasN,Br*: 537.2844; encontrada: 537.2842.

5.3.3.2. Sintesis de productos finales biscationicos pertenecientes a la Subfamilia B, y
Subfamilia B3 (Familia B).

Procedimiento:

A una solucién de 1 eq de 1,2-bis(p-bromometilfenoxi)etano (7) en acetonitrilo anhidro se le
afiade, gota a gota, otra solucién de 2 eq de la cabeza catidnica correspondiente en
acetonitrilo anhidro. La reaccién se realiza durante 3 dias a una temperatura de 80°C bajo
atmdsfera inerte de argén. Pasado este tiempo se enfria la reaccidn en un bafio de hielo y se le
afiade éter etilico hasta la formacidn de un precipitado, el cual se filtra y lava con éter etilico y
hexano y posteriormente se seca a vacio’.

5.3.3.2.1.- Sintesis de dibromuro de 4-[metil(fenil)Jamino]-1-(4-{2-[4-({4-
[metil(fenil)amino]-5,8-dihidroquinolino-1-il}metil)fenoxiletoxi}bencil)quinolinio
(SOS-34).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3.2 y utilizando como cabeza catidnica
la 4-(N-metilanilina)quinolina, se obtiene un sélido amarillo que es identificado como el
producto. Rendimiento: 64%. P.f: 169-170°C.

N—CH
N-CH, 3 HaC-N
B N D 2Br
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o\/\o©—/ N 3 dias, T2 80°C 5 7
Ar ;< FO\AO—@—/
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H RMN (300 MHz , CD;0D): & 8.86 (d, J = 7.44 Hz, 2H, H-2un), 8.13 (d, J = 8.37 Hz, 2H, H-8u1),
7.81 (dt, J = 5.57, 1.43 Hz, 2H, H-7q1), 7.62 (dd, J = 8.8, 1.3 Hz, 2H, H-541,), 7.53 (M, 4H, H-2,,
H-6,n), 7.46 (t, J = 7.36 Hz, 2H, H-6441,), 7.40-7.29 (m, 12H, H-34, H-35n, H-5,n, H-3, H-5 y H-3',
H-5', H-4,y), 7.03 (d, J = 8.76 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2", H-6'), 5.89 (s, 4H, CH,-N"), 4.33 (s, 4H, CH,),
3.84 (s, 6H, CHs).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): & 161.47 (2C, C-1, C-1'), 160.80 (2C, C-4quin), 150.14 (2C, C-1,1),
148.54 (2C, C-2qun), 141.68 (2C, C-8agqun), 135.51 (2C, C-7qun), 132.75 (4C, C-2,4, C-6,1), 130.63
(4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 130.28 (2C, C-4,4), 130.15 (2C, C-8,.1), 128.64 (2C, C-4, C-4'), 127.85
(2C, C-64un), 127.73 (4C, C-3,, C-5,4), 122.29 (2C, C-4agyp), 120.97 (2C, C-5441,), 117.30 (4C, C-2,
C-6y C-2', C-6'), 107.73 (2C, C-3qun), 68.85 (2C, CH,), 59.94 (2C, CH,-N*), 46.75 (2C, CHs).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para CssHN4O,Br*: 787.2648; encontrada: 787.2639.

5.3.3.2.2.- Sintesis de dibromuro de  7-cloro-1-(4-{2-[4-({7-cloro-4-
[metil(fenil)amino]-5,8-dihidroquinolino-1-il}metil)fenoxiletoxi}bencil)-4-
[metil(fenil)amino]quinolinio (SOS-35).

Se sigue el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3.2, usando como cabeza catidnica la 7-
cloro-4(N-metilanilina)quinolina. El crudo resultante se purifica mediante cromatografia flash
de gel de silice usando como eluyente CH,Cl,:MeOH (9:1). Se obtiene un sélido verde que se
identifica como el producto. Rendimiento: 61%. P.f: 181-183°C.
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H RMN (300 MHz , CD;0D): § 8.82 (d, J = 7.50 Hz, 2H, H-2q,), 8.15 (d, J = 1.89 Hz, 2H, H-844),
7.56-7.53 (M, 6H, H-2,n, H-6, Y H-5qu1n), 7.47 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-64,), 7.41-7.40 (d, J = 7.48 Hz,
4H, H-3,, H-5,;), 7.34-7.31 (m, 6H, H-3, H-5, H-3", H-5'y H-3.,,), 7.29 (dd, J = 9.3, 1.9 Hz, 2H, H-
4,),7.06-7.03 (d, J = 8.70 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2', H-6'), 5.85 (s, 4H, CH,-N*), 4.34 (s, 4H, CH,),
3.82 (s, 6H, CHs).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): & 161.58 (2C, C-1, C-1'), 160.51 (2C, C-4qun), 149.76 (2C, C-1,1),
148.95 (2C, C-24un), 142.51 (2C, C-8agyy), 141.90 (2C, C-7quin), 132.92 (4C, C-2,, C-6,4), 131.80
(2C, C-544), 130.77 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 130.59 (2C, C-6u1), 128.35 (2C, C- 4,y), 128.24
(2C, C- 4, C-4"), 127.72 (4C, C-3,;, C-5,4), 120.68 (2C, C-4agn), 120.45 (2C, C-8441), 117.41 (4C, C-
2,C-6y C-2', C-6'), 107.93 (2C, C-341n), 68.86 (2C, CH,), 59.91 (2C, CH,-N"), 46.87 (2C, CHs).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para CasH42N4O, Cl,Br': 855.1868; encontrada: 855.1863.
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5.3.3.2.3.- Sintesis de dibromuro de 4-[(4-clorofenil)(metil)Jamino]-1-(4-{2-[4-({4-[(4-
clorofenil)(metil)amino]-5,8-dihidroquinolino-1-
il}metil)fenoxi]etoxi}bencil)quinolinio (SOS-36).

Siguiendo el procedimiento 5.3.3.2 anteriormente descrito y utilizando como cabeza catidnica
la 4-(4-cloro-N-metilanilina)quinolina, se obtiene un sélido amarillo que es identificado como
el producto. Rendimiento: 70%. P.f: 178-180°C.
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H RMN (300 MHz , CD;OD): & 8.90 (d, J = 7.40 Hz, 2H, H-2,,,), 8.16 (dd, J = 8.9, 0.6 Hz, 2H, H-
8qun), 7.84 (dt, J = 5.64, 1.36 Hz, 2H, H-7quy), 7.67 (dd, J = 8.8, 1.2 Hz, 2H, H-54,), 7.52 (d, J =
8.91 Hz, 4H, H-2,, H-6,4), 7.41-7.37 (m, 8H, H-3,, H-5,1, H-6qun, H-3qun), 7.33 (d, J = 8.77 Hz,
4H, H-3, H-5 y H-3', H-5), 7.03 (d, J = 8.77 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2', H-6"), 5.91 (s, 4H, CH,-N"),
4.33 (s, 4H, CH,), 3.82 (s, 6H, CHs).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 161.48 (2C, C-1, C-1'), 160.92 (2C, C-4qup), 148.81 (2C, C-1,),
148.77 (2C, C-2qun), 141.68 (2C, C-8aquin), 135.68 (2C, C-7quin), 135.58 (2C, C-4,y), 132.72 (4C, C-
20n, C-6,1), 130.69 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 130.00 (2C, C-8yin), 129.28 (4C, C-3,, C-5,1),
128.52 (2C, C-4, C-4'), 128.20 (2C, C-6441n), 122.41 (2C, C-4ag,y), 121.13 (2C, C-54,1), 117.30 (4C,
C-2,C-6yC-2',C-6'"), 108.36 (2C, C-34un), 68.84 (2C, CH,), 60.09 (2C, CH,-N*), 46.53 (2C, CHs).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para Cs4gH4,N40,Cl,Br": 855.1868; encontrada: 855.1880.

5.3.3.2.4.- Sintesis de dibronuro de 1,1'-[etano-1,2-diilbis(oxi-4,1-
fenilenometileno)]bis{7-cloro-4-[(4-clorofenil)(metil)amino]quinolinio} (SOS-37).

Se sigue el procedimiento 5.3.3.2 anteriormente descrito, usando como cabeza catidnica la 7-
cloro-4-(4-cloro-N-metilanilina)quinolina. El crudo resultante se purifica mediante
cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente CH,Cl,:MeOH (9:1). Se obtiene un
solido amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento: 39%. P.f: 185-186°C.
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H RMN (300 MHz , CD;0D): & 8.87 (d, J = 7.46 Hz, 2H, H-2qu1), 8.20 (d, J = 1.93 Hz, 2H, H-8,,,),
7.63 (d, J = 9.31 Hz, 2H, H-54,), 7.55 (d, J = 8.78 Hz, 4H, H-2,, H-6,4), 7.42 (d, J = 8.78 Hz, 4H,
H-3,, H-5,4), 7.40 (d, J = 1.96 Hz, 2H, H-64,,), 7.38 (d, J = 7.47 Hz, 2H, H-3q,), 7.35 (d, J = 8.73

254



Hz, 4H, H-3, H-5 y H-3', H-5'), 7.06 (d, J = 8.73 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2', H-6'), 5.88 (s, 4H, CH,-N"),
4.35 (s, 4H, CH,), 3.82 (s, 6H, CHs).

13C RMN (75 MHz, CD;0D): & 161.59 (2C, C-1, C-1'), 160.65 (2C, C-Aqun), 149.22 (2C, C-24un),
148.45 (2C, C-1,), 142.50 (2C, C-8agun), 142.06 (2C, C-7quin), 135.92 (2C, C-4,,), 132.88 (4C, C-
2,0, C-6,4), 131.68 (2C, C-54,,), 130.85 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 129.33 (4C, C-3,,, C-5,1),
128.71 (2C, C-64un), 128.15 (2C, C-4, C-4"), 120.82 (2C, C-Aagun), 120.61 (2C, C-8441n), 117.40 (4C,
C-2,C-6y C-2', C-6"), 108.57 (2C, C-344n), 68.85 (2C, CH,), 60.05 (2C, CH,-N*), 46.69 (2C, CH;).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para CagHaoN4O,Cl,Br: 923.1089; encontrada: 923.1082.

5.3.3.2.5.- Sintesis de dibromuro de 4-azepan-1-il-1-[4-(2-{4-[(4-azepan-1-il-5,8-
dihidroquinolino-1-il)metillfenoxi}etoxi)bencil]quinolinio (SOS-38).

Siguiendo el procedimiento 5.3.3.2 anteriormente descrito y utilizando como cabeza catidnica
la 4-perhidroazepinoquinolina, se obtiene un sélido amarillo que se identifica como el
producto. Rendimiento: 67%. P.f: 75-77°C.
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H RMN (300 MHz , CD;0D): 6 8.54 (d, J = 7.73 Hz, 2H, H-2,u,), 8.42 (dd, J = 8.62, 1.28 Hz, 2H,
H-84uin), 8.05 (dd, J = 8.83, 1.05 Hz, 2H, H-5.,,), 7.90 (dt, J = 5,67, 1,33 Hz, 2H, H-7qu»), 7.66 (dt,
J=5.77,1.15 Hz, 2H, H-6u1), 7.27 (d, J = 8.80 Hz, 4H, H-3, H-5 y H-3', H-5'), 7.10 (d, J = 7.74 Hz,
2H, H-34u1), 7.00 (d, J = 8.80 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2', H-6"), 5.74 (s, 4H, CH,-N*), 4.30 (s, 4H, CH,),
4.09 (m, 8H, H-2,,, H-7,,), 2.09 (m, 8H, H-3,,, H-6,,), 1.75 (dt, J = 5.40, 2.54 Hz, 8H, H-4,,, H-5.,).

*C RMN ( 75 MHz, CD;0D): § 161.91 (2C, C-4qui), 161.34 (2C, C-1, C-1'), 146.48 (2C, C-2qun),
142.10 (2C, C-8aguin), 135.52 (2C, C-7quin), 130.48 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 130.44 (2C, C-8quin),
128.98 (2C, C-4, C-4'), 127.04 (2C, C-64uin), 121.41 (2C, C-4agyi), 120.33 (2C, C-541), 117.22 (4C,
C-2,C-6y C-2', C-6'), 104.55 (2C, C-34,i), 68.84 (2C, CH,), 58.99 (2C, CH,-N*), 56.06 (4C, C-2,,, C-
7.2), 29.37 (4C, C-3,, C-6,,), 29.23 (4C, C-4,,, C-5,,).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para CasHs;N4O,Br*: 771.3274; encontrada: 771.3282.

5.3.3.2.6.- Sintesis de dibromuro de 1,1'-[etano-1,2-diilbis(oxi-4,1-
fenilenometileno)]bis(4-azepan-1-il-7-cloroquinolinio) (SOS-39).

Se sigue el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3.2, utilizando como cabeza catidnica la
7-cloro-4-(perhidroazepino)quinolina. El crudo resultante se purifica mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente CH,Cl,:MeOH (8:2). Se obtiene un sélido blanco

que se identifica como el producto. Rendimiento: 41%. P.f: 87-88°C.
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H RMN (300 MHz , CD;0D): 5 8.51 (d, J = 7.75 Hz, 2H, H-2qu1), 8.40 (d, J = 9.21 Hz, 2H, H-8,.),
8.07 (d, J = 1.82 Hz, 2H, H-54,), 7.65 (dd, J = 9.2, 1.9 Hz, 2H, H-6441,), 7.29 (d, J = 8.64 Hz, 4H, H-
3, H-5y H-3', H-5'), 7.11 (d, J = 7.78 Hz, 2H, H-3qun), 7.03 (d, J = 8.64 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2, H-
6'), 5.72 (s, 4H, CH,-N*), 4.33 (s, 4H, CH,), 4.08 (m, 8H, H-2,,, H-7,,), 2.08 (m, 8H, H-3,,, H-6.,),
1.74 (m, 8H, H-4,,, H-5,,).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): § 161.56 (2C, C-4q,), 161.44 (2C, C-1, C-1'), 146.77 (2C, C-2qun),
142.95 (2C, C-8aguin), 141.82 (2C, C-7quin), 132.31 (2C, C-84uin), 130.59 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'),
128.57 (2C, C-4, C-4'), 127.45 (2C, C-6441n), 119.88 (2C, C-dagun), 119.78 (2C, C-54,1), 117.32 (4C,
C-2,C-6y C-2',C-6'), 105.00 (2C, C-34uin), 68.85 (2C, CH,), 59.00 (2C, CH,-N*), 56.12 (4C, C-2,,, C-
7.2), 29.28 (4C, C-3.,, C-6,,), 29.16 (4C, C-4,,, C-5,,).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C4sHsoN4O,Cl,Br: 839.2494; encontrada: 839.2494.

5.3.3.2.7.- Sintesis del dibromuro de 1,1'-[etano-1,2-diilbis(oxi-4,1-
fenilenometileno)]bis(7-cloro-4-pirrolidin-1-il-quinolinio) (SOS-40).

Se sigue el procedimiento 5.3.3.2 anteriormente descrito, utilizando como cabeza catidnica la
7-cloro-4-(pirrolidino)quinolina. El crudo resultante se purifica mediante cromatografia flash
de gel de silice usando como eluyente CH,Cl,:MeOH (9:1). Se obtiene un sdlido blanco que se
identifica como el producto. Rendimiento: 48%. P.f: 118-120°C.
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'H RMN (300 MHz , CD;0D): & 8.63 (d, J = 9.23 Hz, 2H, H-24,), 8.51 (d, J = 7.69 Hz, 2H, H-8.u:n),
8.04 (d, J = 2.02 Hz, 2H, H-54,), 7.66 (dd, J = 9.2, 2.0 Hz, 2H, H-64,), 7.27 (d, J = 8.75 Hz, 4H, H-
3, H-5 y H-3', H-5'), 7.01 (d, J = 8.75 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2", H-6"), 6.90 (d, J = 7.69 Hz, 2H, H-
3quin), 5.71 (s, 4H, CH,-N"), 4.32 (s, 4H, CH,), 4.02 (m, 8H, H-2,;,, H-5,;,), 2.20 (m, 8H, H-3y;,,, H-
4pirr)-

3C RMN ( 75 MHz, CD;0D): § 161.37 (2C, C-4qui), 157.92 (2C, C-1, C-1'), 146.91 (2C, C-2qun),
142.45 (2C, C-8agun), 141.76 (2C, C-7qun), 131.76 (2C, C-84un), 130.45 (4C, C-3, C-5y C-3', C-5'),
128.68 (2C, C-4, C-4'), 127.71 (2C, C-64uin), 120.16 (2C, C-4agyin), 119.73 (2C, C-5qun), 117.29 (4C,
C-2, C-6y C-2', C-6'), 104.64 (2C, C-3qun), 68.83 (2C, CH,), 59.06 (2C, CH,-N*), 55.43 (4C, C-2,i,
C-5pirr), 24.64 (4C, C-34ir, C-dpirr)-

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C4;H4,N40,Cl,Br': 783.1868; encontrada: 783.1874.
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5.3.3.2.8.- Sintesis de dibromuro de 1,1’-[etano-1,2-diilbis(oxi-4,1-
fenilenometileno)]bis( 4-pirrolidin-1-il-piridinio) (SOS-41).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3.2 anteriormente descrito y utilizando
como cabeza catidnica la 4-pirrolidinapiridina, se obtiene un sélido marrén que es identificado
como el producto. Rendimiento: 48%. P.f: 128-130°C.
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*H RMN (300 MHz, CD;0D): 6 8.17 (d, J = 7.77 Hz, 4H, H-2,,,,, H-6y,,), 7.34 (d, J = 8.73 Hz, 4H, H-
3, H-5y H-3', H-5), 7.01 (d, J = 8.73 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2', H-6'), 6.84 (d, J = 7.77 Hz, 4H, H-3,,,,,
H-5p1), 5.28 (s, 4H, CHy-N"), 4.32 (s, 4H , CH,), 3.54 (t, J = 6.84 Hz, 8H, H-2,r, H-5,), 2.11 (t, J =
6.86 Hz, 8H, H-3,:,, H-4,1,).

3C RMN (75 MHz, CD,0D): § 161.79 (2C, C-1, C-1'), 156.05 (2C, C-4,,), 143.68 (4C, C-2,,, C-
6pyr), 131.92 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 129.31 (2C, C-4, C-4'), 117.29 (4C, C-2, C-6 y C-2', C-6'),
110.51 (4C, C-3,,,, C-5,,,), 68.86 (2C, CH,), 62.26 (2C, CH,-N*), 50.28 (4C, C-2r, C-5ir), 26.98
(4C: C'3pirr: C'4pirr) .

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C34H4oN4O,Br*: 615.2335; encontrada: 615.2333.

5.3.3.2.9.- Sintesis de dibromuro de 1,1’-[etano-1,2-diilbis(oxi-4,1-
fenilenometileno)]bis[ 4-(dimetilamino)piridinio] (SOS-42).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3.2 y usando como cabeza catidnica la
4-dimetilaminopiridina, se obtiene un sélido amarillo que se identifica como el producto.
Rendimiento: 42%. P.f: 62-63°C.
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H RMN (300 MHz , CD;0D): § 8.20 (d, J = 7.86 Hz, 4H, H-2,,, H-6,,), 7.35 (d, J = 8.73 Hz, 4H, H-
3, H-5y H-3', H-5), 7.02 (d, J = 8.73 Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2', H-6'), 6.99 (d, J = 7.86 Hz, 4H, H-3,,,,,
H-5py1), 5.30 (s, 4H, CH,-N*), 4.33 (s, 4H, CH,), 3.24 (s, 12H, N(CHs),) .

3C RMN (75 MHz, CD;0D): & 161.80 (2C, C-1, C-1'), 158.87 (2C, C-4,,,), 143.76 (4C, C-2,,, C-
6,y), 131.98 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 129.20 (2C, C-4, C-4'), 117.30 (4C, C-2, C-6 y C-2', C-6'),
109.93 (4C, C-3,,,, C-5,,), 68.86 (2C, CH,), 62.22 (2C, CH,-N"), 41.20 (4C, N(CHs),).

HRMS-m/z[M- Br]* calculado para C3oH3sN4O,Br*: 563.2022; encontrada: 563.2015.

257



5.3.3.2.10.- Sintesis de dibromuro de 1,1’-[etano-1,2-diilbis(oxi-4,1-
fenilenometileno)]bis-1-azabiciclo[2,2,2]octano (SOS-43).

Siguiendo el procedimiento 5.3.3.2 descrito anteriormente y utilizando como cabeza catidnica
la quinuclidina, se obtiene un sélido blanco que es identificado como el producto.
Rendimiento: 56%. P.f > 300°C.

Br €]
Bi ___Acetonitrilo 2Br
0. r ND
~ "o 3d|as T380°C oy
O\/\O < > /

ted 2ed S0s-43

'H RMN (300 MHz , CD;0D): & 7.47 (d, J = 8.78 Hz, 4H, H-3, H-5 y H-3', H-5'), 7.13 (d, J = 8.78
Hz, 4H, H-2, H-6 y H-2', H-6'), 4.43 (s, 4H, CH,-N"), 4.35 (s, 4H, CH,), 3.48 (m, 12H, H-2,, H-6,, H-
7,), 2.18 (dt, J = 6.44, 3.23 Hz, 2H, H-4,), 2.01 (dt, J = 8.23, 3.23 Hz, 12H, H-3,, H-5, H-8,).

3¢ RMN (75 MHz, CD;0D): & 162.80 (2C, C-1, C-1'), 136.48 (4C, C-3, C-5 y C-3', C-5'), 121.54
(2C, C-4, C-4'), 117.14 (4C, C-2, C-6 y C-2', C-6'), 69.52 (2C, CH,), 68.87 (2C, CH,-N*), 56.39 (6C,
C-2,, C-6,, C-7,), 25.81 (6C, C-3,, C-5,, C-8,), 22.33 (2C, C-4,).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C3oH4,N,0,Br": 541.2430; encontrada: 541.2426.

5.3.3.2.11.- Sintesis de dibromuro de (SS/RR y RS) 1,1’-[etano-1,2-diilbis(oxi-4,1-
fenilenometileno)]bis(3-hidroxi-1-azabiciclo[2,2,2]octano) (SOS-44).

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.3.3.2 y usando como cabeza catidnica la
3-hidroxiquinuclidina, se obtiene un sdlido blanco que se identifica como el producto.
Rendimiento: 63%. P.f: 268-270°C.

HO. S
Br Br \@ __Acetonitrilo HO’@ 28Br
00 "3dias, T280°C dias, T 80°C oy oH
e

e Zeq SOS-44

'H RMN (300 MHz , DMSO-d;): 6 7.48 (d, J = 8.66 Hz, 8H, H-3, H-5 y H-3', H-5'), 7.13 (d, J = 8.66
Hz, 8H, H-2, H-6 y H-2', H-6'), 4.43 (s, 8H, CH,-N"), 4.41 (s, 8H, CH,), 4.08, 3.64, 3.35, 3.04, 2.27,
2.10 (52H, 3-hidroxiquinuclidinio).

13C RMN (75 MHz, DMSO-dg): § 159.52 x 2 (C-1, C-1’), 134.43 x 2 (C-3, C-5, C-3’, C-5’), 119.63 x
2 (C-4, C-4'), 114.77 x 2 (C-2, C-6, C-2’, C-6'), 65.61 x 2 (CH,) , 62.26 x 2 (CH,-N"), 66.37, 63.27,
53.46, 52.52, 26.83, 20.87, 17.29 (3-hidroxiquinuclidinio).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C3oH4>N,04Br*: 573.2328; encontrada: 573.2330.
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5.4.- Ensayos bioldgicos de los compuestos sintetizados.
Material y métodos.

5.4.1.- Cultivo celular.

La linea celular de hepatoma humano HepG2, designada con la referencia HB-8065 en la ATCC
(American Type Of Culture Collection), ha sido adquirida a través de la ECACC (European
Collection of Animal Cell Cultures). Esta linea celular requiere para su cultivo medio minimo
esencial Eagle (MEM), conteniendo un 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) inactivado por
calor durante 60°C una hora, y suplementado con L-glutamina 2 mM, un 1% de aminoacidos
no esenciales y antibidticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml). El pH del medio
de cultivo se regula mediante los sistemas tampdn NaHCO; 25 mM y Hepes 10 mM, ajustado
dentro del intervalo 7,2-7,4.

Las células se siembran en placas de Petri y/o Falcons con su superficie tratada para una
adecuada adhesion celular, y se incuban a 37°C en una estufa termostatizada con una
atmosfera humidificada de 95% aire: 5% CO,. El cambio de medio de cultivo se ha realizado en
condiciones estériles empleando una cdmara de flujo laminar. Tras eliminar el medio, la
monocapa celular se lava dos veces con una solucién salina isotdnica de fosfatos (PBS) pH 7,4 a
379C para la retirada de los productos de desecho y restos celulares en suspensién. A
continuacién se anade el medio nuevo precalentado a 372C. El medio de cultivo es
rutinariamente reemplazado cada dos dias por medio fresco, manteniéndose de esta forma las
células en unas dptimas condiciones de aporte de nutrientes, hasta que requieren un
subcultivo o bien son utilizadas en un ensayo.

El subcultivo de las células se realiza mediante tripsinizaciéon, de modo que las células son
despegadas de la superficie de la placa de cultivo y sembradas en nuevas placas. Este
procedimiento se lleva a cabo cuando las células han alcanzado una confluencia cercana al
90%. El proceso de tripsinizacion se realiza en condiciones estériles, con una solucién de
tripsina al 0,25% (w/v) conteniendo EDTA al 0,02% (w/v). Para conseguir una velocidad de
crecimiento adecuada, las células HepG2 requieren ser cultivadas a una dilucién 1:10,
sembrandolas a una densidad inicial de 5 x 10* células/cm?.

5.4.2.- Ensayos de inhibicion de la proliferacion celular.

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos (10.000 células por pocillo) y se
mantuvieron en MEM con FBS 10% durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se reemplazé el
medio de cultivo por medio fresco, y las células fueron incubadas en ausencia o presencia de
diferentes concentraciones de inhibidores de colina quinasa. El efecto antiproliferativo de los
distintos compuestos se midid con la tincién de cristal violeta usando una curva estandar. Para
hacer este ensayo, se eliminé el medio y las células se fijaron con 100 pul de una solucién de
glutaraldehido al 1,1%. Posteriormente, fueron lavadas ocho veces con agua ultrapura, se
dejaron secar y se tifieron con 200 pl de una solucién 0,1% de cristal violeta disuelto en agua.
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Tras eliminar el colorante, las células fueron lavadas de nuevo con abundante agua
desionizada. Las muestras se secaron y después el colorante se solubilizé en 100 pl de acido
acético al 10%. La absorbancia del cristal violeta en cada pocillo se midiéd a una longitud de
onda de 590 nm usando un lector de placas. Los resultados de absorbancia obtenidos se
transformaron en nimero de células, utilizando para ello los datos de una placa patron donde
se sembraron diferentes cantidades de células.

5.4.3.- Preparacion de la fraccion citosélica.

El citosol se obtuvo tal como describe Jiménez-Lépez et al. (2002) con ligeras modificaciones.
Las células HepG2 se sembraron en placas de 6 pocillos y se mantuvieron en medio MEM con
FBS 10% hasta confluencia. Entonces, las células se rasparon en Tris 275 mM (pH 8.5) frio. La
suspension celular se sonicé a 50 W durante 3 seg en un bafio de hielo, con un microtip de
titanio. El homogeneizado celular se centrifugd a inmediatamente a 12000 rpm durante 5 min,
obteniéndose una fraccion particulada y el sobrenadante citosélico. El sobrenadante citosdlico
se congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta su uso™®.

5.4.4.- Ensayos de inhibicion de la actividad colina quinasa (ChoK) ex
vivo.

La actividad colina quinasa (CK) ha sido ensayada en la fraccion citosélica determinando la
velocidad de incorporacién de [metil-**C]colina a colina fosfato.

El medio de reaccién contiene aproximadamente 50 pg de proteina citosélica, 10 mM MgCl,,
10 mM ATP y tampdn Tris-HCl 100 mM (pH 8.5). Tras preincubar a 372C durante 5 min, la
reaccién enzimatica se inicia mediante la adicién de 1 mM [metil-**C]colina (3594 dpm/nmol),
siendo el volumen final de reacciéon de 55 pl. Incubamos durante 20 min a la misma
temperatura, y la reaccién se detiene por inmersidn de los tubos en un bafio de agua a 1002C
durante 3 min. El precipitado proteico se elimina mediante centrifugacion a 12 000 g durante 3
min. La colina, sustrato de la reaccidon, se separa cromatograficamente de la colina fosfato
sintetizada mediante una cromatografia en capa fina utilizando placas de silicagel sobre cristal
5 x 10 cm del tipo 60 A con capa preadsorbente, con objeto de comprimir la muestra en una
linea horizontal estrecha (LK6D Silica G 60A; WVR). Para ello, 25 pl del sobrenadante de la
reaccion se aplica en el origen de placas de silicagel en la presencia de colina fosfato (0.1 mg) y
colina (0.1 mg) como portadores y empleando como liquido de desarrollo la mezcla
metanol/NaCl 0.6 %/NH,OH 28 % en agua (50:50:5, v/v/v). Tras la correspondiente separacion
cromatografica, las placas se dejaron secar al aire, revelandose mediante exposicion a iodo
sublimado. La colina fosfato fue identificada mediante el uso de un patrén que se desarrolld
simultaneamente con las muestras. Las bandas correspondientes a colina fosfato se rasparony
transfirieron a viales de centelleo, donde se les afiadié 3 ml de liquido de centelleo liquido
(Cocktail Biogreen 3, Sharlab). Los viales se agitaron vigorosamente y se dispusieron en un
contador de centelleo liquido (Beckman 6000-TA), determinandose el contenido de *C de cada
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una de las muestras. La cuantificacién de la incorporacién de radiactividad a colina fosfato se
ha efectuado utilizando la siguiente expresién:

Incorporacion de radiactividad = dpm / AE - C

representando, dpm: desintegraciones por min de la muestra problema; AE: actividad
especifica del sustrato en el medio de incubacién, expresada como dpm/pmol; C: cantidad de
proteinas de la muestra de partida, expresada en mg. La incorporacidn de radiactividad fue
expresada en pmol/mg proteina.

Para estudiar el efecto de los diferentes inhibidores sobre la actividad CK, el ensay6 se efectud
de la forma indicada anteriormente pero afiadiendo una cantidad adecuada del inhibidor al
medio de preincubacion para conseguir la concentracion final deseada. Los resultados se
expresan como porcentaje de inhibicién de cada compuesto sobre la actividad enzimatica
respecto al control.

La IG5, se determind calculando la concentracion inhibitoria media de los compuestos,
concentracién a la cual el compuesto inhibe el 50% de la actividad colina quinasa, utilizando el
software ED50plus v1.0.

Cuantificacion de proteinas

Los resultados experimentales han sido referidos a la cantidad de proteina celular. La
cuantificacion de proteinas se ha realizado mediante el método de Bradford (1976),
empleando como patrén BSA 1 mg/ml. Los valores de concentracion de proteina se expresaron

en mg/ml*.
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SUMMARY






Antecedents

Cancer is a group of diseases characterized by the excessive and uncontrolled growth of cells
that invade and damage tissues and organs, eventually causing the death of the individual®. In
industrialized countries, it is considered the leading cause of death after cardiovascular
disease, but it is intended to be the first?.

Cancer treatment is in the need of selective drugs that can interfere specifically with signalling
pathways affected during the carcinogenic process. Identification of new potential molecular
targets is the key event in the design of new anticancer strategies. The relevance of
deregulation of choline kinase (ChoK) in oncogene-driven cell transformation has been
previously demonstrated™”.

Choline kinase (ChoK) is a cytosolic enzyme present in various tissues, which catalyzes the
phosphorylation of choline to form phosphorylcholine (PCho) in the presence of ATP and
magnesium. ChoK is important for the generation of two major membrane phospholipids,
phosphatidylcholine (PC) and sphingomyelin (SM) and subsequently for the cell division. ChoK
plays a vital role in cell signaling pathways and regulation of cell growth along with PCho
involved in malignant transformation through ras oncogenes in different cancers such as
breast, lung, colon, prostate, neuroblastoma, hepatic lymphomas, meningiomas and diverse
murine tumours. The Ras effectors serine/threonine kinase (Raf-1), the Ral-GDP dissociation
stimulator (Ral-GDS) and the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) are involved in the activation
of ChoK during tumorigenesis®.

It is well reported that in mammalian cells, the three known isoforms of ChoK (ChoK-a1, ChoK-
a2, and ChoK-B) are encoded by two separate genes: ChoK-a and ChoK-8. The two functional
isoforms of ChoK-a, ChoKal and ChK-a2, are the result of alternative splicing of the Chk- a
transcript. None of the isoforms are active as monomers and the active enzyme consists of
homo- or heterodimers®. ChoKal differs from ChoKa2 in only an extra stretch of 18 amino
acids, while ChoKp differs from ChoKal and ChoKa?2 in approximately 40% of amino acids.

ChoKa and its product (PCho) have been implicated in malignant transformation. This
hypothesis is supported by a number of observations. First, ras-, raf-, src- and increased PCho
levels compared to the parental cells from which they were originated as a consequence of an
increase in ChoK activity’®. An increase in both ChoKa protein levels and activity was also
confirmed in different human tumour-derived cell lines and human tumour biopsies.
Furthermore, a clear association between ChoKa expression and activity, and a more
malignant phenotype and worse prognosis, has been established in human breast and lung
tumours™. In addition, ChoK activity has been related to the regulation of cell proliferation in
both normal breast cells, and tumor-derived cell lines from breast cancers®™.

On the other hand, recently has been reported that Choline kinase overexpression increases
invasiveness and drug resistance of human breast cancer cells'*. All these evidences indicate
that ChoKa participates in the regulation of cell proliferation and its function is deregulated
during carcinogenesis .
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The consideration of ChoK as a novel target for the development of new anticancer drugs is
justified. The obtained ChoK inhibitors it was based in structural modifications of
hemicholinium-3 (HC-3). Moreover It was be demonstrated that the inhibition of this enzyme
by a selective inhibitor is rather specific to this enzyme with no effect on a variety of
oncogene-activated signalling pathways involved in the regulation of cell proliferation.
Nontransformed cells were able to resume cell proliferation after removal of the drug, while
transformed cells were irreversibly affected’. In normal cells, blockage of de novo
phosphorylcholine (PCho) synthesis by inhibition of ChoK promotes the dephosphorylation of
pRb, resulting in a reversible cell cycle arrest at GO/G1lphase. In contrast, ChoK inhibition in
tumor cells renders cells unable to arrest in GO/Glas manifested by a lack of pRb
dephosphorylation. Furthermore, tumor cells specifically suffer a drastic wobble in the
metabolism of main membrane lipids PC and sphingomyelin (SM). This lipid disruption results
in the enlargement of the intracellular levels of ceramides. As a consequence, normal cells
remain unaffected, but tumor cells are promoted to apoptosis™.

On the other hand, Malaria is a major global threat that results in more than 2 million deaths
each year caused by parasites of the genus Plasmodium. The treatment of malaria is becoming
extremely difficult due to the emergence of drug-resistant parasites, the absence of an
effective vaccine, and the spread of insecticide-resistant vectors. Thus, malarial therapy needs
new chemotherapeutic approaches leading to the search for new drug targets®.

High levels of phosphatidylcholine (PC) and phosphatidylethanolamine (PE) in Plasmodium-
infected cells have been observed. Genetic and pharmacological data confirm that the
biosynthesis pathways of novo both phospholipids are essential for the survival of the
parasite®®.

The intracellular Kennedy pathway is the route of synthesis of new PC in the Plasmodium and
it has been proposed as a therapeutic target for the development of new antimalarial drugs, in
order to reduce and combat the drug-resistance. In particular, the ChoK enzyme has been
proposed as therapeutic target since intervenes in the Kennedy pathway of the Plasmodium
with a regulatory activity in the biosynthesis of PC.

The PfCK gene, unlike the human choline kinase, exists as a single copy in the Plasmodium
genome and therefore leads to the absence of the isoforms present in the ChoK™.

Various mono- and biscuaternary compounds with aliphatic chains are able to inhibit the
growth of Plasmodium in vitro and in vivo™. Although the mechanism of action of these is not
yet entirely clear, recent studies have suggested the capacity, by these molecules, attack at
Kennedy pathway via the enzymatic passages®.

These results indicate that inhibition of ChoK is a rather specific strategy for the cytotoxic
treatment of transformed cells and open the doors for the development of new drugs against
the Plasmodium infected cells, justifying the research of new and better rational antitumoral
and antimalarial drug design.
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Aims

The previously mentioned antecedents indicate that the selective inhibition of choline kinase
(ChoK) could lead to the development of new antitumor drugs with minimized adverse effects
that are present in other chemotherapy agents.

Our research group have developed several series of compounds that can act as choline kinase
inhibitors and as antiproliferative agents, justifying the correlation between both types of
biological activities. These series of compounds show a biscationic, cyclophanic or
bicyclophanic structures, which include different linkers and cationic heads.

Docking studies performed with some of these compounds in a homology model of human
choline kinase and the recent crystallization of this enzyme indicate that the inhibitors could
be inserted simultaneously in both ATP and Cho binding sites.

Since the nature of both binding sites is different, the design, synthesis and analysis of new
monocationic non-simmetrical inhibitors were considered. However, new biscationic
structures have also been synthetized to study the influence of new linkers on the biological
activity.

The objetives of this Thesis are:

Objective 1.- The design and synthesis of new monocationic non-simmetric inhibitors (SOS-1
to SOS-29) with the following structure:

~
on )
© New monocatinic non simmetrical inhibitors % Nf >
NHR @
NO, N/
@ > — spacer — < i QNQ N\
OR
NH, ATP fragment cationic . C\} :j
@ binding site head ' N_/ N
OR f__/\d_\

%{Q@f 3;®Tﬁ
OO

Objective 1a.- Study of the influence of some functional groups present in the fragment that
can be inserted into the ATP binding site on the biological activity of these new inhibitors.
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Objective 1b.- Study of the influence of various cationic heads on the inhibition of ChoK.
Objective 1c.- Study of the influence of different aryl alkyl linkers.

Objective 2.- Continuing the research line developed by our research group, and in order to
further deep in the influence of both the cationic head and the polarity of the molecule, the

desing and synthesis of new compounds with biscationic structure have been performed.

Objective 2a.- Introduction of a quinuclidine moiety as a cationic head and various aryl alkyl

linkers (SOS-30 to 33).

G "

n=0,2,4
Objective 2b.- Introduction of two oxygen atoms in the linker, in order to see the influence of

these groups on the antiproliferative and inhibitory activity of ChoK, using various cationic
heads previously synthesized by our group in similar compounds (SOS- 34 to 44).

JSIN6)

Objective 3.- Unambiguous identification of all synthesized compounds by means of nuclear
magnetic resonance techniques (*H-RMN, **C, HMBC y HSQC) and mass spectrometry.

Objective 4.- Study of the ChoK inhibition activity of these new inhibitors.

Objective 5.- Study of the antiproliferative activityy of the new designed and synthesized ChoK
inhibitors.

Objective 6.- Study of the antimalarial activity of the designed and synthesized compounds.

Objective 7.- Molecular modelling techniques will be use in order to perform theoretical study
of the viability or impracticality of various synthesized inhibitors.
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Designed and Synthesized compounds

Forty-three compounds have been designed, synthesized and characterized in this Thesis.
Among them, twenty-nine are non-symmetrical monocationics bromide salts (Family A) and
fifteen are symmetrical biscationics bromide salts (Family B), with different semirigid linkers
(Sheme 1).

FAMILY A FAMILY B

Rq

iy OO~ ~Oten O~

n=0,2,4

R;= OH, NH,, NO, X=NH, 0,0

X
P
P— p— Po— R7 /\ N Ry
® ® @ o o@J
Ro= N N,
5=

| |
N,
= = - - . .
Q R,=H R4= N-methylaniline, 4-cloro-N-methylaniline, perhidroazepine
N _N. R,=ClI R4= N-methylaniline, 4-cloro-N-methylaniline, perhidroazepine,
< 7 H3C™ "CHy pirrolydine

SOS-1to SOS-29
Ry /\ Ru
- O
R,= 4-pirrolydinopiridine, 4-dimethylaminopiridine, quinuclidine,
3-hidroxiquinuclidine

SOS- 30 to SOS-44

Scheme 1.- Families of compounds designed a synthesized.

Chemistry-Family A

The general procedure used in the syntheses of the final monocationics non-symmetric
compounds (Family A) are performed by means of three different steps. The first step (Sheme
2) is the bromomethylation of the four different linkers used in the synthesis (benzene,
biphenyl, 1,2-diphenylethane or 1,4-diphenylbutane), in order to obtain the intermediates 1-4.
1,4-Bis(bromomethyl)benzene 1 is commercially available, and was not synthetized. Reaction
of biphenyl or 1,2-diphenylethane with formaldehyde and hydrogen bromide in the presence
of HsPO, vields 4,4’-bis(bromomethyl)biphenyl 22* and 1,2-bis[(bromomethyl)phenyl]ethane
3%, respectively. Finally, 1,4-diphenylbutane was prepared by hydrogenation, using the Full-H,
conditions of the H-Cube hydrogenator, of trans,trans-1,4-diphenyl-1,3-butadiene, in presence
of MeOH, and was bisbromomethylated following the previous mentioned conditions to yield
the intermediated 1,4-bis[4-(bromomethyl)phenyl]butane 4%,
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O HCHO, HsPO, Br
e
O HBr(45% H,0) g

HBr (33% AcOH)

2
G
H3PO4
p-formaldehido
O P H-Cube, Full H, _ HBr.HPO,
O MeOH p- formaldehldo
HBr gas

Scheme 2.- Bromomethylation of the four different Liniers used in the sintesis.

In the second step, different conditions have been used depending on the intermediate
compounds that will be obtained. The pyrimidine derivatives intermediates 1a-4a and 1b-4b
(Scheme 3) were obtained by reaction of the bisbromomethylated linkers 1-4 with
pyrrolidinopyridine or dimethylaminepyridine (2:1 equivalent relationships). This reaction was
performed in butanone at room temperature during 3 days, and intermediates 1a-4a and 1b-
4b were isolated as a white precipitate which was filtered and washed with butanone, ethyl
acetate and diethyl ether to obtain the product as white solid. The derivatives of quinuclidine
intermediates (Scheme 4) 1c-3c were obtained using different solvents depending on the
intermediates compounds that will be obtained. Compound 1c was obtained using toluene,
compound 2c using butanone, and compound 3c using dioxane as solvent.
Br + @\ Butanone
3-5 days
BI’

la

N ®
Br O O By Butanone Br O O n@\
PR
D Room T2 o Z N
n 3-5 days n Br

n=0,24
n=0,24
2,34 2a, 3a, 4a
CH3
|
Q\ Butanone Br = I N\CH3
O Room e N
4-5 days @
€]
1 Br
1b
Butanone
Br O O Br+©\ _CH, _ Buanone |O O Q\CH3
Room T2
n 4-5 days CH3
n=0,24 n=0,24
2.3,4 2b, 3b, 4b

Scheme 3.- Synthesis of the intermediates derivatives of pyrimidine.
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Scheme 4.- Synthesis of the intermediates derivatives of quinuclidine.

The third step allows the insertion of the m-aminophenol fragment in the other extreme of the
bisbromomethylated linker. Different conditions have been used depending on the final
compound that would be obtained.

In the synthesis of compounds of Subfamily A;, the hydroxyl group of the 3-aminophenol is
firstly protected, in order to avoid the reaction through the OH group, by treatment with
TBDMSCI, TEA and DMAP, in CH,Cl, at room temperature during 6h. The obtained 3-(tert-
butyldimethylsilyloxy)aniline was treated with compounds 1a-4a, 1b-4b and 1c-3c in DMF in
the presence of K,CO; during 20-24 h at 110 °C. In this reaction the OH protecting group is
liberated, probably due to the acid pH generated by the HBr formed during the nuclephilic
substitution, being compounds SOS-1 to SOS-11 obtained as the final products of the reaction
(Scheme 5).

NH,
Br DMF, K,COs4
+ R,  T2100°C, Ar
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OH

N
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n=0,2,4 "
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Scheme 5.- Synthesis of compounds of Subfamily A;.
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In the synthesis of compounds of Subfamily A,, the compounds 1b-4b and 1c-3c was treated

with 3-nitrophenol and NaH, in DMF at reflux during 20h, yielding final compounds SOS-12 to
SOS-18 (Scheme 6).

a) NaH, DMF NOz
Ta amb, Ar
b) DMF, Ar
T2 reflujo (0]
Ry
NO, NO,
a) NaH, DMF
@\ + BrRz T2 amb, Ar @\
b) DMF, Ar
n=0,2,4 n
2b-c, 3b-c, 4b-c
SOS-12 to SOS-18
e P T
'R N

Scheme 6.- Synthesis of compounds of Subfamily A,.

In the synthesis of compounds of Subfamily A;, two different routes have been used. The first
one is the treatment of the intermediates 1a-4a with 3-aminophenol and HNa, in DMF at a

temperature of 110 °C during 22 h. This route allows the isolation of compounds SOS-19 to
S0S-22 (Scheme 7).

Route 1

a) NaH, DMF NH,
__ Tamb,Ar _ amb, Ar
T OME A
o

T2 reflujo
Rz
la

NH,
a) NaH, DMF
Ta amb, Ar
b) DMF, Ar o
T2 reflujo

n=0,24
2a-4a

Ro=

-

oy
n

SOS-19 to SOS-22

Scheme 7.- Route one: Synthesis of compounds of Subfamily As.
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In the second route, the nitro group of the compounds of the Subfamily A, was reduced by
treatment with Fe/ SO,Fe in water at reflux temperature during 3 h, yielding the final
compounds SOS-23 to SOS-29 (Scheme 8)

Route 2

NH,
Fe, SO,Fe, HyO
— e
(0} T2100°C
O
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P e S0S-23 to SOS-29
N
n=0,2 4 R= [ "\E
= =
S0S-12 to SOS-18 N N
H3C™ “CHs

Scheme 8.- Second route: Synthesis of compounds of Subfamily A;.

Chemistry-Family B

The general procedure used in the synthesis of the final biscationic symmetric compounds of
the Subfamily B, has two different steps. The first step (Scheme 2) is the bromomethylation of
the four different linkers used in the synthesis of the A Family to obtain 1-4. The second step is
the reaction of the bisbromomethylated linkers 1-4 with quinuclidine (1:2 equivalent
relationships) to obtain the final compounds SOS-30 to SOS-33 (Scheme 8). This reaction was
performed in butanone at room temperature during 6 days, and compounds SOS-30 to SOS-33
were isolated as a white precipitate, filtered and washed with butanone to obtain the product
as white solid.

or . @ Butanone

N Room T2
Br Br 6 days @
CH,
ATl Lol F
n

n=0,24
1-4 n=0,2,4
2eq S0OS-30 to SOS-33

Scheme 8.- Synthesis of compounds of Subfamily B;.

The general procedure used in the synthesis of the final biscationics symmetric compounds of
Sufamily B, and B3 has three different steps. The first step (Scheme 9) is the preparation of the

275



linker used in the final synthesis (1,2-bis(4-bromomethylphenoy)ethane (7)): (I) Reaction of 4-
methoxyphenol (5) with NaOH in presence of EtOH at RT during 30 min, (Il) after this 1,2-
dibromoethane was added and the mixture was microwave irradiated at 140°C during 28 min
to obtain 1,2-bis(p-methylphenoxy)ethane (6); (Ill) Finally, in order to yield the linker 1,2-bis(4-
bromomethylphenoy)ethane (7), the bromomethylation of 6 was carried out in presence of
benzoyl peroxide, NBS and CCl, by microwave irradiation at 120°C during 21 min.

OH

i) NaOH, EtOH HaC

[} al y y

[ j RT 30' \©\ o iii) NBS, CCl,, dbp
O/\/ >

ii) Br(CH,),Br \©\ MW 120°C
CH,  Mwiso‘c,2s CHy 21
5 6
"L
o/\/o

Scheme 9.- Synthesis of the linker 1,2-bis(4-bromomethylphenoy)ethane (7).

The second step is the synthesis of the cationics head (Scheme 10). The cationic head 4-
pirrolidinopiridine  (9), 4-dimethylaminopiridine (10), quinuclidine (11) and 3-
hidroxyquinuclidine (12) are commercially available, while the cationic heads derivatives of
quinoline (13-19) were obtained following the procedure previously described®®, starting of 4-
quinoline and 7,4-dichloroquinoline which were treated with N-methylaniline, 4-chloro-N-
methylaniline, perhydroazepine or pyrrolidine to obtain 13 (4-perhydroazepinoquinoline), 14
(4-N-methylanilinoquinoline), 15 (4-(4-chloro-N-methylanilino)quinoline), 16 (7-chloro-4-(N-
methylanilino)quinoline), 17 (7-chloro-4-(4-clhoro-N-methylanilino)quinoline), 18 (7-chloro-4
(pyrrolidino)quinoline) and/or 19 (7-chloro-4-perhidroazepinoquinoline).

OH Cl
X POCl, A
—_
~ Tareflujo, Ar 7
N N
8
Cl Ry
A (a). (b) X
_—
I~ C
R; N © R N
R,=H, Cl

(d) Perhidroazepine/reflux/argon (compound 13, R,= perhydroazepino; R;= H)

(e) RsMeNH/AcOH glacial/reflux/argon (compounds 14, 15, 16 y 17, R,= N-methylaniline and 4-
chloro-N-methylaniline; R;= H, Cl; respectively).

(f) R4NH/AcOH glacial/reflux (compounds 18 and 19, R,= pyrrolidine, perhydroazepine ; R;= Cl).

Scheme 10.- Synthesis of cationics heads derivatives of quinoline.
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The third step is the synthesis of the final biscationics compounds of Subfamily B; and Bs. A
solution of leq 1,2-bis(4-bromomethylphenoy)ethane (7) in dry CH;CN was added drop to
drop to a solution of 9-19 (2 eq) in dry CH;CN under argon conditions. The mixture was heated
under reflux during 3 days and, after cooling down to room temperature, washed with diethyl
ether and hexane, filtered and dry to vacuom to afford SOS-34 to SOS-44 as a solid product.

Results and discussion

Molecular modelling and drug design

Human choline kinase ChoKal (PDB id: 3G15) was chosen for the docking studies due to the
presence in the same crystal structure of both the HC-3 and ADP. Molecular modeling studies
were performed using Sybyl-X program?®.

Initial docking studies, preformed on ChoKal with the Family A (Subfamily A; and A;) of non-
symmetrical monocationic inhibitors described in this Thesis, show that the m-aminophenol
moiety can mimics the adenine moiety that is present in the first family of previously published
compounds, being inserted into de ATP binding site and stabilized by hydrogen bonds with
Argl46, Asp206, GIn207 or 11e209%.

Docking studies also indicate that there are different modes for the binding of the inhibitors
inside the enzyme. The length of the linker in compounds SOS-1, SOS-5, SOS-19 and SOS-23 is
too short to allow these molecules to be allocated in both ATP and Cho binding sites
simultaneously. The obtained poses for these compounds indicate that they can be inserted
into the Cho binding site or into the ATP binding site.

Finally, in the other compounds of these Subfamilies, the length of the linker is enough to
allow these molecules to be inserted simultaneously in both ATP and choline binding sites.
Consequently, it would be expected higher activity for those compounds that has the longer
linker, like in the first series of non-symmetrical monocationic inhibitors previously
described®.

Biological results

The data indicate that the best inhibitors of this new family of non-symmetrical monocationic
choline kinase inhibitors (Family A) are characterized by the presence of both a biphenyl linker
and a dimethylaminepyridinium fragment, and that the nature of the m-aminophenol does not
significantly affect the inhibitory effect.

ICso ChoK inhibition value has been calculated only for the most active compound SOS-6 (ICs,
ChoK = 6.37 £ 0.53 uM) and SOS-24 (ICs,= 7.89 + 0.05 uM), since the inhibition percentage of
the other molecules are, in general, very small.
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No clear structure-activity relationships can be established in the antiproliferative activity,
since most of these molecules originate toxicity on the HepG2 line cells when they are tested
at concentrations of 10 or 50 uM. In relation to the linker, compounds with bibenzyl (SOS-7,
S0S-14) or 1,4-diphenylbutane (SOS-8, SOS-15) show better antiproliferative activity.
Compounds with a pyrrolidinopyridinium cationic head show higher antiproliferative activity
than their analogues with dimethylaminopyridinium moiety. Finally, Subfamily A; molecules
also shows in general higher antiproliferative percentage than their analogues from Subfamily
A;.

Unfortunately, biological results do not confirm the initial docking studies performed for the
design of these inhibitors, neither the previously published results related to the influence of
the linker of the first family of non-symmetrical inhibitors on the ChoK inhibitory activity?.

The fact that all molecules with long linkers are inactive or show low inhibition percentage
indicate that the conclusions obtained from the initial docking studies are not correct. There is
only one reason for this behaviour: even the docking studies have indicated that the m-
aminophenol fragment could bind inside the ATP binding site, the affinity of the ATP adenine
fragment for its binding site in the choline kinase should be higher than that of the m-
aminophenol. Consequently, in the biological assays, all these non-symmetrical compounds
could not compete with the ATP adenine moiety, and they could not bind simultaneously in
both binding sites.

With the object of justify the obtained biological results, new docking studies have been
performed using only the Cho binding site as the possible zone for the insertion of the ligands.

With regard to the Family B (Table 1), in general these compounds behave as good ChoK
inhibitors. Nevertheless, its antiproliferative activity against HepG2 are very low.

Compunds of Subfamily B, and B, ( SOS-32, SOS-33, SOS-41 and SOS-42) presents good ICsq ex
vivo against ChoK, however they do not have antiproliferative activity against HepG2, which
suggest that these structures are too polar to pass through the plasma membrane

Structures of Subfamily B, containing a quinoline substituted at the 4 position by a rest of a
cycloalkilamine presents good results of ChoK inhibition (SOS-38, SOS-39 y SOS-40), as well as
a relatively good antiproliferative activity , stablishing a clear structure-activity relationships.

All compounds have shown a good activity against Plasmodium falciparum (Table 2) but its
necessary to make inhibition assays against ChoK of P. falciparum, to verify that these
compounds really act by the inhibition of this enzyme or if they had another mechanism of
action.
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Table 1.- Compounds of the Family B with the best activities of ChoK inhibition.

Compuesto Cabeza Espaciador ChoK ChoK 1C5o Proliferation
cationica Inhibition Inhibition 1Cso (UM)
(Ry) 10 uM 50 uM
SOS-32 ® Y v | 61.60+266 73.11% 1.37 4.83+0.41 No Inhibe
N 5 (P=0.0001) (P=0.0001)
CH22
SOS-33 ® y /| s177+183 84.88 + 2.40 0.66 + 0.11 No Inhibe
i N 5 (P=0.0005) (P=0.0004)
oy,
SOS-38 N 41,57 +3.83 71.14%2.09 | 26.33+4.09 3.85+0.23
@ (P=0.0179) (P=0.0022)
O
S0S-39 N cl - 71.60 % 0.10 12.64 £0.70
@ (P=0.0022)
O
S0S-40 N Ry —\ Ri | 27.44+7.63 76.70+2.81 2.38+0.71
Ny < > ° ©° < > (nds) (P=0.0007)
N
$0S-41 EVa 27.97 £3.33 61.54+2.75 24.57 +0.648
é NQNG (P=0.0275) (P=0.0016)
S0S-42 @7\ CH 71.46 £2.47 82.37+£0.48 2.20+0.10 No se puede
[N Ny (P=0.0002) (P=0.0001)
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Table 2.- Best compounds with activities against P.falciparum.

Compuesto Cabeza Espaciador Antimalaric Ajuste Family
catidnica activity
(Ry) 1C5o (M)
S0S-2 SN
é NQNG ‘m 0,0157 +0,0012 | Sigmoidal
e Ew
=/ CH{ ™ ~" 1 0,085 +0,007 Hyperbolic A
_ @
sos21 | |57 ) | N 7 |
2 A +0, yperbolic
cH, 0,0587 + 0,001 Hyperbol
S0sS-31 ®
BN 2> \/\©\< pA 7/ 0,088 40,008 | Hyperbolic
CHZ2
50s-32 ® X 7| 001540001 Hyperbolic
ng oy,
SOS-39 N cl
@ 0,035 + 0,004 Hyperbolic
N.
Q Ry /\ Ry
S0S-40 N a | ) o)~ B
N 0,059 + 0,001 Hyperbolic
)
@
S05-41 | |5 H] 0,016£0,001 | Hyperbolic
S0S-42 @ CH
%*NQ‘N\CH 0,016 + 0,001 Hyperbolic
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6. Conclusions

1. In this Thesis forty-three compounds have been designed, synthesized and
characterized. Among them, twenty-nine are non-symmetrical monocationics bromide
salts (Family A) and fifteen are symmetrical biscationics bromide salts (Family B), with
different semirigid linkers in the search of new ChoK inhibitors with antiproliferative
activity.

2. The structure described of both final compounds and its intermediates synthetic have
been unequivocally established by means of the combined use of various
spectroscopic techniques (*H-RMN, **C-RMN, HMBC y HSQC) and mass spectrometry.

3. Starting docking studies and ex vivo biological results suggest that the monocationics
compounds (Family A) have a similar behaviour to HC-3 over the inhibition of the ChoK
enzyme, probably due to the most affinity of the ATP for its binding site.

4. In the Family A, 4,4’-byphenil as a linker and dimethylaminopiridine as a cationic head
are the moieties that offer the best values of ChoK inhibition. The difference of activity
between the 3’-OH and 3’-NH, derivatives (Subfamily A; and A;) is almost
undetectable. Thus, the most active compounds over human ChoK are SOS-6 (ICso=
6.37 £ 0.53 pM) and SOS-24 (ICsp= 7.89 + 0.05 puM).

5. The results obtained for Family A compounds in the in vitro assays against the tumour
line HepG2, have shown that compounds SOS-2, SOS-3, SOS-7, SOS-8, SOS-14, SOS-17,
SOS-18, SOS-21, SOS-22, SOS-25 and SOS-26 present the best antiproliferative activity,
despite that they present a marginal inhibitory activity on ChoK, which reinforces the
hypothesis that such structures could act in another route involved in cell
proliferation.

6. In general, compounds belonging to the Family B behave as good inhibitors of the
enzyme in contrast with their very low values of antiproliferative activity against
HepG2.

e Subfamily B, presents good ex vivo ICsy values against ChoK (are SOS-32 (ICso=
4.83 £ 041 uM) and SOS-33 (ICsp= 0.66 £ 0.11 uM). However the
antiproliferative activity probably decrease due to its high polarity which
hinders its passage through the plasma membrane.

e Subfamily B, shows good results in both ex vivo and in vivo assays. This can be
explained as a consequence of the higher lipophilicity of these compounds,
since they bear a 4-cycloalkylamine-quinoline as a cationic head.
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9.

e Subfamily B; compounds with a 4-substituted-pyridine as a cationic head
(SOS-41 y S0OS-42) also have a good inhibitory activity against ChoK (SOS-42,
ICso= 2.20 += 0.10 puM) but not significant antiproliferative activity. The
increment of the polarity plays again an essential role in this kind of
compounds.

The introduction of a more polar linker, like 1,2-bis(p-tolyloxi)ethane that is present in
some compounds of the Family B, decreases both in vivo and in vitro activity in
relation to the structures previously reported by our research group’ that contain 3,3’
biphenyl, 4,4’-biphenyl or 4,4’-bibencyl as linkers.

All compounds show high levels of activity in therapy against Plasmodium falciparum.

¢ The most appropriate linker for Subfamiles A; and A, (OH or NO, in 3 position of
m-aminophenol, respectively) is biphenyl, while for the Subfamily A; (NH, in 3
position) are the bibencyl or biphenylethane. This factor reveals that there is no
competition for ATP binding site when the hydroxil or nitro groups are present in
these molecules, due to the higher affinity of ATP for ATP binding site. On the
other hand, when the amino group is present, these compounds can be
introduced in both binding sites (ATP site and Cho site), and for this reason they
need a longer linker. Compounds with better antimalarial activity data are SOS-2
(ICso= 0,0157 + 0,0012 puM), SOS-13 (ICso= 0,085 + 0,007 uM) y SOS-21 (ICso=
0,0587 £ 0,001uM).

¢ In the Family B, compounds that show the best values of antimalarial activity are
S0S-32 (IC5o= 0,088 + 0,008 uM), SOS-33 (ICso= 0,015 + 0,001 puM), SOS-39 (ICso=
0,035 + 0,004 pM), SOS-40 (ICso= 0,059 + 0,001 pM), SOS-41 y SOS-42 (ICso=
0,016 = 0,001 uM). These results are concordant with those of human
antiproliferative activity in Family B.

In order to determine the mechanism of action of these compounds against P.
falciparum more assays should be done, with the object of confirming that the
antimalarial activity could be due to the inhibition of the PfCK.

10. More and new human ChoK inhibition and antiproliferative activity assays against new

cell lines are necessary to confirm the obtained results. Trials against different cell
lines are currently underway.
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