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1.- INTRODUCCION.

Las enfermedades neurodegenerativas producidas por la muerte neuronal
progresiva representan uno de los problemas sanitarios mas frecuentes en la poblacién de
los paises desarrollados por condicionar y disminuir progresivamente la calidad de vida del
paciente. Dentro de estas patologias destacan por su frecuencia y por sus caracteristicas
fisiopatoldgicas, la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, mal de
Huntington vy la esclerosis lateral amiotréfica. Conocer las causas de estas enfermedades,
su etiologia y patogénesis ayuda a desarrollar terapias que frenen la degeneracion de las

células nerviosas.

Asi, se ha creado el término neuroproteccion, que se refiere a las intervenciones
que producen beneficios duraderos que influyen en la sintomatologia, ya que afectan a los

mecanismos basicos que causan la enfermedad.
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En otro orden de hechos destacan otras distintas patologias de importante
consideracion, tales como:
- la sepsis y el choque séptico ocasionado por infecciones bacterianas que
producen situaciones clinicas asociadas a altas tasas de mortalidad.
- la artritis reumatoide, como una enfermedad inflamatoria cronica de las
articulaciones de origen autoinmune, que origina dolor, rigidez, hinchazén y

pérdida de la movilidad del cuerpo.

Enfermedades tan diversas tienen un factor comdn en su causa: la produccion
excesiva y descontrolada de Oxido Nitrico (NO). En la Ultima década han sido muchos los
estudios dirigidos a controlar su sobreproduccion. El NO se produce en diversos tipos de
células a partir del aminoacido L-arginina, gracias a la accidon de la enzima éxido nitrico
sintasa (NOS), de la que existen al menos tres isoenzimas diferentes (NNOS o neuronal,
iNOS o inducible y eNOS o endotelial), que han sido identificadas en el tejido nervioso, el
endotelio y ciertas células sanguineas (neutrdfilos y macréfagos), entre otras. Asi,
dependiendo de donde se produzca la disfuncionalidad de esta enzima las consecuencias
seran diferentes. Por otra parte; la disponibilidad disminuida de NO en Ia
hipercolesterolemia y en la hipertension, no solamente ejerce un efecto negativo sobre el
tono vascular, sino que ademas inhibe y activa aquellos mecanismos que participan en
forma importante en la patogénesis de la arteriosclerosis, como la agregacion plaquetaria,

relajacion del musculo liso, adhesion de los monocitos, etc.

También actia en el SNC como neurotransmisor en procesos de nocicepcion,

plasticidad; y en SNP en la transmisidn del vaciado gastrico y ereccion peneana.

Por todo ello, es logico pensar, que los Ultimos estudios vayan dirigidos hacia la
bisqueda de farmacos que controlen la sobreproduccion de NO, pero solamente en
aquellos tejidos donde se produce, para no altererar la funcién fisiolégica positiva que

desempefiia el NO por otra parte.

El enorme interés suscitado, se hace patente en las numerosas publicaciones y

revisiones que se han descrito en la actualidad'™.
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El grupo de investigacion dirigido por los Profesores Dario Acuna (Facultad de
Medicina de la Universidad de Granada) y Antonio Espinosa (Facultad de Farmacia de la
Universidad de Granada) ha sintetizado y ensayado hasta este momento un grupo de
kinureninas, kinurenaminas y pirazolinas de las cuales algunas son potentes inhibidores de
la enzima Oxido nitrico sintasa neuronal e inducida, con las estructuras generales tipo

representadas en la Figura 1.1.
0 COOH 0

R2 RZ
NHCOR3 NHCOR;

Figura 1.1.- Derivados de kinureninas, kinurenaminas y pirazolinas.

En esta Memoria de Tesis Doctoral el esfuerzo investigador se ha orientado hacia
la sintesis de nuevos derivados rigidos kinurenaminicos, para analizar su efecto inhibidor
frente a las isoformas nNOS e iNOS, con las estructuras generales que se muestran en la

Figura 1.2, de acuerdo con lo descrito en el apartado de los objetivos.

R3 COOEt R3 COOEt
N N
/ I\
NS NS
| A\ NHR3
R R R
? N 2 o] 2 o]
\ o
R4
NH, NH, NH,

Figura 1.2.- Derivados pirrélicos, pirazolinicos y pirazdlicos.
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2.- ANTECEDENTES.

Actualmente se sabe que el NO se produce en el cuerpo humano en una gran
variedad de tipos celulares y que participa en procesos que permiten la supervivencia de
los seres vivos, tal como la regulacién de la presion sanguinea, el desarrollo del sistema
nervioso central, facilitar la transmisién nerviosa en los procesos de aprendizaje y
memoria y la activacion de la respuesta inmune. El NO participa en la reproduccién
sexual, ya que funciona como sefial en las primeras etapas del desarrollo embrionario B.
En otros organismos, como las plantas, también interviene en procesos importantes,
como son el metabolismo, el desarrollo y la defensa. Sin embargo, el NO también puede
resultar muy dafiino, ya que la pérdida de control en sus niveles tiene consecuencias
graves que ponen en peligro la supervivencia del organismo. El mal funcionamiento en la
produccion o disponibilidad del NO se asocia con enfermedades como la hipertension, la
disfuncion eréctil, procesos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer y el
mal de Parkinson, patologias graves del sistema inmune, como el choque séptico, lo que

puede conducir a la muerte del paciente.

El NO es una molécula terrible para los organismos patdgenos, como las bacterias,
la respuesta defensivaa de los animales y las plantas incluye la produccién de NO que,
debido a su poder bactericida, elimina a los patdgenos. En suma, el protagonista de esta
historia, el NO, es una especie de doctor Jekyll y mister Hyde, debido a que es una
molécula poderosa que regula funciones vitales y que, sin embargo, resulta fatal si esta
fuera de control. Detrds de todo gran personaje existen una serie de motivos que
permiten entender la razén por la que el héroe o villano se hace de tal reputacion. El
oxido nitrico no es la excepcion, y para comprender su funcionamiento es necesario

analizar de forma breve las caracteristicas quimicas de esta molécula.
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Hoy dia se conocen muchos inhibidores de la NOS que acttan a diferentes niveles
de la reaccién enzimatica que produce la sintesis de NO, pero muy pocos presentan una
selectividad elevada por una sola isoforma. Por ello, actualmente, el desarrollo de nuevos
inhibidores selectivos para cada isoforma de la NOS es de gran importancia desde el
punto de vista terapéutico. Debido a que la mayoria de los compuestos contenidos en
esta Memoria, sobre los que se ha evaluado su actividad como posibles inhibidores de la
NOS son derivados pirrdlicos y pirazolicos y que la formacion de estos sistemas
heterociclicos ocupa un lugar destacado en el desarrollo de la misma, comenzamos los
antecedentes haciendo un comentario de los principales métodos existentes para la
sintesis de estos heterociclos; asimismo se indicaran las posibles propiedades

farmacoldgicas que pudieran presentar estos derivados.

2.1.- Antecedentes Quimicos.

2.1.1.- Formacion de pirroles y sus aplicaciones.

En la presente Memoria, mas de la mitad de los compuestos sintetizados contienen
en su estructura base un anillo pirrdlico, de ahi la importancia de hacer un estudio

bibliografico de su sintesis asi como de sus principales aplicaciones farmacoldgicas.

A lo largo de la historia de la Quimica Organica son muchos los autores que han
desarrollado estudios de compuestos heterociclicos, entre ellos, los anillos de 5
miembros, tales como pirroles, con enorme interés tanto quimico como farmacoldgico.
Los pirroles son estructuras contenidas en diversos productos naturales como el grupo
hemo, la vitamina By, o la clorofilal?, de ahi su importancia bioldgica. Ademas en la
actualidad se han comprobado sus propiedades bactericidas contra Gram+ y Gram -, asi

como su empleo como fungicidas®.

Pero sin duda son muchas mas importantes las propiedades que poseen si

ampliamos el concepto quimico a compuestos en cuya estructura esté incluido un anillo
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pirrdlico, por ejemplo heterociclos condensados o pirrolidonas. De este modo podemos
encontrar estructuras con propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias no
esteroideas’; hipoglucemiantes®, antihistaminicos y antianafilacticos®, psicotropos,

ioliticos’, hi I i rdio-vascular®, citostaticos’, etc.
ansioliticos’, hipotensores del sistema cardio-vascular®, citostaticos®, etc

2.1.1.1.- Sintesis clasicas de pirroles y sus variantes.

Las sintesis clasicas de pirroles (sintesis de Knorr, Pall-Knorr y Hantzsch),
constituyen el pilar sobre el que se sostienen muchas de las nuevas sintesis de anillos

pirrdlicos sustituidos.

En este capitulo se detallan las sintesis mas actuales y novedosas y se van a
clasisficar los diferentes métodos de sintesis dependiendo del nimero de enlaces
formados'®. Cada apartado puede subdividirse en diferentes categorias, dependiendo del
tipo de enlace. Asi tenemos sintesis en las que aparece:

- Formacion de un enlace.
- Formacion de dos enlaces [4+1].
- Formacion de dos enlaces [3+2].

- Formacion de tres enlaces.

Otra forma de obtener pirroles es por oxidacién de pirrolinas o pirrolidinas?,

previamente sintetizadas.
2.1.1.1.1.- Formacion de un enlace.
En 1981 K. Utimoto y col.!* sintetizan pirroles 2,4-disustituidos 2 a partir de

derivados del aminoalcohol 1 previamente sintetizados, mediante una reaccion catalizada
por Pd(II) (Esquema 2.1).
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R4
OH
| Pd(ll) 4 3
R—C—C=C—R, —> / \
5 2 "R
CH,NH, N 2
H
1 2
Ry=nCgH,3, Ph

R,=Et, H, C(CH3;);

Esquema 2.1.- Sintesis de pirroles 2,4-sustituidos.

Esta sintesis entraria dentro de la categoria donde el enlace formado es por el N-

C(2) del pirral.

Otra sintesis perteneciente a esta categoria es la ciclaciéon de compuestos que
contienen un nitrogeno electrofilico, como la sintesis de Hemetsberger. Debido a que es
la ruta utilizada para la sintesis de los compuestos descritos en esta Memoria, la

abordaremos con mas detenimiento en el apartado 2.1.1.2.

2.1.1.1.2.- Formacion de dos enlaces [4+1].

Basandose en la sintesis de Pall-Knorr, Hewton'? en 2002 forma anillos pirrdlicos
1,2,5-trisustituidos 6 2,5-disustituidos 6, a partir de 3,6-dihidro-1,2-dioxinos 4
(facilmente sintetizados desde dienos 3, que son transformados a compuestos 1,4-
dicarbonilicos 5 para tratarlos, a continuacién, con n-butilamina o carbonato aménico,

obteniendo mediante condensacion ciclativa los pirroles 6 (Esquema 2.2).
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g

Fotooxidacion

n-butilamina exceso Ry

Rq

\ \ Re 02 ? ;Le:gf)rljfriici?en la Mare o

Ry 3 (0] 0
Ry
5

° 4
carbonato aménico / \
—_—

R1 N R2
Rs
6
R4=Ph
R,=Ph, Me, 4-Br-Ph

Rs=n-Bu, H

Esquema 2.2.- Sintesis de pirroles di o trisustituidos.
2.1.1.1.3.- Formacion de dos enlaces [3+2].

Las reacciones de formacion de pirroles utilizando dos sintones que aportan 3 y 2
atomos respectivamente son quizas las mas ampliamente desarrolladas y por eso se

encuentran numerosas referencias. Analicemos, pues, algunas de las mas significativas.

Los derivados 3,4-disustituidos de 2-cianopirroles'® poseen gran importancia como
intermedios en la sintesis de porfirinas y pigmentos biliares. Los productos tetrapirrolicos
y el porfinobilindgeno son la llave en la biosintesis de hemoproteinas y otros “pigmentos
de la vida". Recientemente los compuestos tetrapirrdlicos se han usado como agentes
terapéuticos en terapias fotodindmicas para el tratamiento del cancer®>. Por todo ello, en
1995, M. Adamaczyk y col.!* desarrollaron una nueva sintesis de derivados de 2-
cianopirroles 9, ya que las descritas hasta ese momento requerian condiciones drasticas
y varios pasos, lo que era motivo de que los resultados obtenidos resultaban muy

pobres. La nueva ruta sintética partia de a-acetonitrocompuestos 7, isocianoacetonitrilo

8 y DBU (1,8-diazabiciclo[5,4,0Jundecen-7-eno) como base (Esquema 2.3).
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R4

>_< NG g NI / \
—»
DBU, THF CN

AcO

~
X
N
Iz

R{=Me, Et, Ph 60-98%
R,=Et, CH,CH,COOMe

Esquema 2.3.- Sintesis de 2-cianopirroles.

En 1996 Y. Aoyagi y col.', desarrollaron una eficiente y facil sintesis de pirroles
pentasustituidos 13, derivada de la sintesis de Knorr, mediante oxidacién de B-
hidroxienaminas 12 (obtenidas previamente por condensacion de p-aminoalcoholes 11
con compuestos p-dicarbonilicos 10) con Pd(PPhs), y carbonato potasico (Esquema
2.4).

0
a Q I THF " K R
)l\/u\ e R — | ’
R1 R2 + R4 N R‘I
NH,  OH |
Rs
10 11 12
Rs COOR,
2mol %Pd(PPhy), Ry=Me,Ph
MaB(1 090, KaCOn (2 20 / \ RamMe. &t
) r(Dl\(jlc;:!Soic Pk, N Ri R MePn
| R4=Bn, Ph, 'Pr, H, Me
Rs Rs=H, Me
13

Esquema 2.4.- Sintesis de pirroles pentasustituidos.

Esta ruta sintética resulta de gran interés, ya que los pirroles altamente
funcionalizados 13 son subunidades de considerable importancia en el grupo hemo,
clorofila, pigmentos biliares, vitamina B;,'* y en los alcaloides pirrdlicos de procedencia

marina'’.
Otro método para obtener anillos pirrélicos polisustituidos es a partir de N-metoxi-

N-metil-a-enaminocarboxamidas que, por ciclacion espontanea, forman pirroles. Fue

descrito en 1999 por A. Alberola®® y col. Uno de los sustituyentes introducidos puede ser

12
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el grupo ciano del que anteriormente se ha comentado su importancia biolégica como
intermedio bioldgico.

Este método resulta ser muy novedoso ya que elimina una de las mayores
limitaciones que tiene la formacion de pirroles via Knorr, como es la autocondensacién de
los a-aminoésteres de partida. Sin embargo, partiendo de los compuestos tipo 16, esta

autocondensacion no se produce.

OMe OMe
z z
o N 0 N
. j\: Me  MeOH Me Rom
_—— —_—
Me NH, H2N R1 Me H R
14 15 16
Z R,
4 o) R
2 Z=CN, COOEt, COOMe, COPh
-H,0 / \ R=H, Me, 'Pr,
—_ R,=H, Et, Bu, Ph, Me
Me N R Me N Ri M=DIBAL, MgBr, Li,
H
17 18

Esquema 2.5.- Sintesis de pirroles tetrasustituidos por la Reaccion de Weinred.

Para ello los compuestos tipo 16 («-vinilaminoamidas) deben ser obtenidos
mediante un proceso de conjugacién adicidn-eliminacién, a partir de enaminas 14 y N-
metoxi-N-metil-a-aminocarboxamidas 15. El compuesto 16 se transforma en 17
mediante la reaccion de Weinred de «-vinilaminoamidas con organometalicos o reactivos

de Grignard, y éste por simple ciclacion y posterior deshidratacién forma los derivados
18 (Esquema 2.5).

Diversos alcaloides como, por ejemplo, el Lukaniol o Policitrinas'®*’

, que poseen
en comun unidades de 3,4-diarilpirrol, han sido aislados de diferentes organismos
marinos. Muchos de ellos poseen interesantes actividades bioldgicas como actividad
citotoxica contra lineas de celulas tumorales que expresan resistencia multiple farmacos

(MDR), actividad inhibitoria de VIH-1 integrasa, etc. Debido a las prometedoras
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actividades bioldgicas en terapias de SIDA y cancer, han sido desarrolladas series de

sintesis de estos alcaloides marinos y sus derivados.

En 2003 M. Iwao y col.’” se interesan por dichos alcaloides marinos y proponen
una ruta flexible para obtener bis-triflatos 22 y, a partir de ellos, sintetizan este tipo de
alcaloides, ademas de otros derivados de los mismos (Esquema 2.6). Para ello usan una

cicloadicion [3+2] entre la amina terciaria 20 y oxalato de dimetilo.

PNV N

NH, MeOOC N COOMe
2,2eq.BrCH,COOMe (CO,Me),
— > — >
NaHCO;3 NaOMe
X X
OMe OMe
19 20
HO, OH TfO, OTf
MeOOC N cooMe (CFs802:0 506 N COOMe —
X=H, OMe
X X
OMe OMe
21 22

— —>{ alcaloides marinos y sus derivados .

Esquema 2.6.- Sintesis de Iwao a partir de bis-triflatos.

2.1.1.1.4.- Formacion de pirroles a partir de pirrolinas o pirrolidinas.
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Otro método de obtener pirroles es mediante la oxidacion de anillos pirrdlicos total
o parcialmente hidrogenados. En el afio 2000 I. Fejes! sintetizd derivados pirrolinicos y

pirrolidinicos para, posteriormente, formar los pirroles por oxidacion con MnO,

EtOOC O

(Esquema 2.7).

ZT

MnO,/THF
—_—

e,

NO T* amb. 24 horas
R P2 Re O 2

Rs MnO,/THF Rs

M THF
Reflujo 3 horas n0y/

Reflujo
3horas

R,=H, OMe, Cl,
R,=H, Cl R3

Esquema 2.7. -Sintesis de pirroles por oxidacion.

2.1.1.2.- Reaccion de Hemetsberger y sus aplicaciones.

En 1969 H. Hemetsberger'®?! describié un método sintético para obtener ésteres
a-azidocinamicos 28, a través de la condensacion de diversos benzaldehidos 26 con

azido acetato de etilo 27 (Esquema 2.8). Esta sintesis pertenece a la primera categoria

en la clasificacion de sintesis de pirroles anteriormente comentada.
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C\// EtO'N;

Esquema 2.8.- Reaccion de Hemetsberger.

De los dos posibles isomeros, se forma el Z por ser el mas estable
termodindmicame?. Sin embargo, la estereoquimica del doble enlace no es importante,
ya que la vinil azida se descompone a 5°C, via 2+-azirina 29, la cual esta en equilibrio
térmico con el correspondiente vinil nitreno 30 que cicla espontaneamente hasta el indol
31 (Esquema 2.9).

COOEt ici6
] descomposicion
N, *Nz
28
COOEt

29

2H-azirina vinilnitreno

—>> N COOEt

Iz

31

Indol

Esquema 2.9.- Sintesis de derivados inddlicos.
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Meses mas tarde H. Hemetsberger acelerd la ciclacion de estos o-azidocinamatos
mediante un proceso de termolisis en p-xileno, obteniendo buenos rendimientos (90-
98%). También aplicdé este mismo procedimiento a ésteres «-azidocinamicos orto-
sustituidos 32, con sustituyentes de diversa naturaleza (Br, CHs, Cl, OCH3), observando
que se obtenian los mismos derivados inddlicos sustituidos en posicién 4, 33 (Esquema
2.10).

R R
X\ _-COOEt
p-xileno \
— COOEt
N3 reflujo N
32 Ry= H, Cl, Br, OCHa, CHs H 33

Esquema 2.10.- Sintesis de derivados indolicos 4-sustituidos.

En 1971, aplico este procedimieto a a-azidoésteres con distintos anillos aromaticos
e incluso con heterociclos. Una de estas aplicaciones se hizo sobre el aldehido cinamico
34, (el isdbmero E£ es comercialmente asequible) el cual por condensacién con
azidoacetato de etilo 27, se transforma en 2-azido-5-fenil-2,4-pentadienoato de etilo 35
para, finalmente, mediante termolisis en p-xileno, obtener el 5-fenil-14-2-

pirrolcarboxilato de etilo 36, con buenos rendimientos (Esquema 2.11).

(0]
X H 27
E
_>
EtO'Na*/EtOH
34
I \ COOEt
p-xileno N
— H
reflujo 36

Esquema 2.11.- Sintesis de derivados fenilpirrolicos.
El mecanismo que usé para el proceso de termolisis es una ciclacién intramolecular

1,5-dipolar, mediante un dipolo formado como consecuencia de la descomposicion del

grupo azido (Esquema 2.12).
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p-Xileno

COOEt
N N
(<] e
\CICLACION1-5DIPOLAR /
 —
//—COOEt
N
H

Esquema 2.12.- Mecanismo de reaccion propuesto por H.Hemetsberger para la sintesis de

derivados fenilpirrélicos.

En 1973 Boukoba-Poba?? utilizd esta reaccién para la sintesis de arilpirroles siendo

el grupo arilo un tiofeno, benceno o furano. (Esquema 2.13).
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—

34, 37, 38 EtO'Na’/ EtOH 35, 39, 40

I \ COOEt
N Ar=Fenilo 34, 37, 36

p-xileno Ar Ar=Furi
>» H r=Furilo 37, 39, 40
Ar= Tienilo 38, 41, 42

reflujo
36, 41, 42

(6]
/\)]\ 27 XN COOEt
Ar E H Ar/E\/Z\r
N3

Esquema 2.13.- Sintesis de derivados arilpirrélicos.

Décadas mas tarde, Gerard Aime Pinna®® y sus colaboradores sintetizaron
estructuras fenilsustituidas pirrdlicas basandose en esta misma sintesis, con marcada
actividad anti-VIH-1, siendo de gran importancia para el tratamiento del SIDA.

>
\_
O

R=p-CH;SO,NH, m-CH3SO,NH,
0-CH;3SO,NH, p-NH,, m-NH,,
0-NH,

X=2-CO, 3-CO

(Esquema 2.14).

Esquema 2.14.- Sintesis de derivados arilpirrélicos con actividad anti-HIV.

A lo largo de los anos son muchos los autores que han aplicado la reaccién de H.
Hemtsberger para la sintesis de diferentes compuestos, como indoles, isoquinolinas y

benzazepinas*?, o bien dihidropirazinas®.

En 1999%, L. Gilchrist utilizd la 2A-azirina 44 para la formacion de pirroles

polisustituidos 46 mediante una reaccion de cicloadicion entre la azirina y acetil acetona

45 (Esquema 2.15).
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Ar MeOOC, COOMe
. Q Q THF / \
)J\/U\
—\ 48 horas  Me N Ar
44 45 H 46

Esquema 2.15.- Formacion de pirroles mediante reaccion de H. Hemetsberger.

MeOOC

P. Molina®®% y su equipo de investigadores también han utilizado la formacién de
derivados de azidocinamatos para la sintesis de diferentes macrociclos condensados en

cuya estructura se encuentra integrado un anillo de isoquinolina.

2.1.2. - Familias pirazolica y pirazolinica.

Dentro de este apartado se recopilan las sintesis y aplicaciones mas novedosas
descritas sobre los compuestos que contienen anillos heterociclicos de 5 miembros con
dos atomos de nitrégeno en posicién 1,2-, tanto los anillos completamente aromatizados

(pirazoles), como los parcialmente hidrogenados (pirazolinas).

2.1.2.1.- Sintesis y aplicaciones de pirazoles.

La numerosa variedad de propiedades bioldgicas de los derivados de pirazoles han hecho
de ellos blancos sintéticos con interés. La mayoria de los métodos sintéticos utilizados se

basan en 4 tipos de reacciones:

- Reacciones de cicloadicién 1,3-dipolar.

- Condensaciones, tipo Claisen, entre compuestos carbonilicos o,B- insaturados

o compuestos dicarbonilicos con hidrazina hidratada o hidrazina monosustituda.

- Aromatizacion de pirazolinas a pirazoles.

En la presente Memoria se destacan algunas de las Ultimas sintesis asi como su

importancia en el campo de la farmacologia y agroquimica.
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2.1.2.1.1.- Cicloadicion 1,3-dipolar.

La cicloadicion 1,3-dipolar es un proceso concertado que requiere de un dipolo, un
dipolaréfilo y una base. En nuestro caso, para la formacion de pirazoles se requiere una
cicloadicién [3+2], donde el dipolo aporte 2 6 3 atomos y el dipolardfilo aporte 3 6 2

atémos, respectivamente, para formar el anillo de cinco miembros.

En 1992 P.]). Stang® desarrolld6 un método de formacién de 4-yodopirazoles a
partir de compuestos a-diazocarbonilicos 48 con sales de triflato de etinilfenil yodonio
47, empleando un proceso de cicloadicion 1,3-dipolar, obteniéndose un derivado u otro
dependiendo del radical R;, pero en cualquier caso sélo se obtiene uno de los dos

derivados (49 6 50) y no se obtiene mezcla (Esquema 2.16).
__®© > g
Ry———I—Ph TfO —_— — —
a7
|
Ry
/
N N/ COR; COR,

Para R= Me;Si Para R1 tBuC=0

49 50
R4=H, Me3Si, tBu, tBuC=0

R,= OMe, OEt, Ph, {Bu

Esquema 2.16.- Sintesis de derivados pirazélicos 4-yodosustituidos.

Las importantes aplicaciones en farmacologia y en agroquimica de compuestos con
grupos perfluoroalquilo, asi como las de pirazoles y, ademas, de las conocidas
propiedades antibidticas, antileucémicas e insecticidas de acidos fosfonicos, llevaron a Y.
Shen en 1995% a sintetizar los fosfonatos pirazolicos perfluorados 53a y 53b, mediante
una reaccion de cicloadiccion 1,3-dipolar, a partir de diazoacetato de etilo 59 y alquinil
fosfonatos perfluorados 52, obteniendo los dichos derivados con buen rendimiento y alta
regioselectividad (Esquema 2.17).
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N,CH,COOEt +
51

H
EtO0C N\N
\ /=
FsC 533 P(O)OR),
FsC———x= CP(O)OR); — g +
52 H
R= Et, iPr Et00C N\
\ /N 15%
RO),(0)P CF
(RO)(O) 53p O °

Esquema 2.17.- Sintesis de derivados fosfonatos pirazélicos perfluoroalquilados.

A. Ponti y col.*

, en el 2001, han sintetizado pirazoles 1-fenilsustituidos a través de

la reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar, pero en este caso usan como dipolo nitrilaminas

54 y como dipolardfilo propiolato de etilo 55, empleando como base trietilamina.

Obtienen asi una mezcla de regioisomeros en proporcion 4:3 (Esquema 2.18).

C'\n/coonvle

N
|
NH
TEA
—
R
54

R= OMe, Me, H, F, CI, NO,

R
Dipolo creado in situ|

MeOOC, COOMe

MeOOC
COOMe
n B
N COOMe N\
+

I
C N
Ml N
CH
—»
55
R R
56a 56b
56a/56b
4 /3

Esquema 2.18.- Sintesis de derivados de pirazoles 1-sustituidos.
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2.1.2.1.2.- Ciclocondensacion de alquinos o compuestos dicarbonilicos

con derivados de hidrazina.

Los sistemas de pirazoles y pirazolonas representan una importante clase de
compuestos, no solo por sus propiedades bioldgicas sino porque constituyen el esqueleto
de tintes y polimeros*®. Asimismo los 3-alcoxipirazoles son importantes intermedios en la
preparacion de productos agroquimicos y tienen aplicaciones en la sintesis de farmacos
con actividad antihiperglucemiante y antitumoral, también poseen propiedades
antagonistas de la angiotensina, ademas de ser utilizados para la preparacion de librerias
combinatoriales. Los derivados de la 1-fenilpirazolona tienen importantes propiedades
farmacoldgicas como agentes analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios. Ademas se
sabe que los sustituyentes con fésforo regulan importantes funciones bioldgicas. En 1999
F. Palacios y col.?*, interesados por todas estas aplicaciones, han descrito una eficiente y
regioselectiva sintesis de 5-metoxipirazoles 60 y pirazolonas con un grupo

trifenilfosforilideno en posicion cuatro 61.

Para ello unen fosfacenos 57 (preparados a partir de hidrazinas) con ésteres
acetilénicos 58, para obtener la hidrazona 59, que se cicla para dar el compuesto 61
si se realiza la reaccion a 0°C con butillitio, anadido gota a gota, en THF como disolvente
y manteniendo la reaccién durante 1 hora; mientras que, si la reaccion se lleva a cabo a
reflujo de acetonitrilo durante 12 horas, el intermedio evoluciona hacia el derivado 60
(Esquema 2.19).
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Ph
PhsP=—N——NH PhgP. N—~N=—Ph
H
57 EtOH /
+ —_—
—_— MeOOC R
MeOOC — R 59
58
R= COOMe, Me, H
R
hsP™.
\N
N/
OMe \
O bn
R R
PhsP,
| A\ PhsPO MeOH \N
N/ N/
OMe \ (0] \
60 pp 61 Ph

Esquema 2.19.- Sintesis de 5-alcoxipirazoles.

1.3, utilizaron cetonas diacetilénicas e hidrazina o

En el afio 2001 J. E. Baldwin y co
hidrazinas monosustituidas para la sintesis de alquinilpirazoles funcionalizados. Adicionan
en frio la hidrazina 63 a una solucién de la cetona diacetilénica 62 en etanol v,
posteriormente, mantienen la mezcla durante 90 minutos a temperatura ambiente. De la
reaccion se obtienen una mezcla de regioisdmeros 64a y 64b en proporcién 3:2, en el
caso de usar hidrazina monosustituida, ya que si se emplea hidrazina hidratada
solamente se obtiene el regioisomero 64a, probablemente debido al enlace de hidrégeno

que forma con el grupo carbonilo del éster (Esquema 2.20).

Dos afios méas tarde un colaborador de J. E. Baldwin, M. F. A. Adamo™, llevé a
cabo esta misma sintesis mejorando las condiciones de reaccién. En este caso realiza la
adiciéon de la hidrazina 63 a 0°C y mantiene agitando la reaccion durante 10 minutos,
para después calentarla 1 hora a temperatura de reflujo del etanol, usado como
disolvente. Ademas en esta ocasion amplia el nimero de productos sintetizados por esta

ruta.
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R
| N
a \N/Rz
O —
R,HN NH, s4a 'COOEt
= Y 63
2 X OEt + »
Ri 62 EtOH
0 Ro= Ph, H

R4=Ph, n-Pr, n-Bu, COOEt,

64b COOEt

Esquema 2.20.- Sintesis de derivados pirazélicos alquinilsustituidos.

F. Varano, en 2002%, ha sintetizado nlcleos de fenilpirazoles para, posteriormente,
dar heterociclos condensados derivados de pirazolo[1,5-c]quinazolina-2-carboxilato de
etilo 69 que muestran una actividad como antagonistas de los aminoacidos excitatorios.
Estos compuestos actlian como antagonistas de los receptores ionotropicos del glutamato
Gly/NMDA, AMPA y KA. La sobreexcitacion de estos receptores se ha visto que esta
implicada en enfermedades neurodegeneraticas tales como Parkinson, Alzhehimer,
enfermedad de Huntington, epilepsia o isquemia cerebral. Para ello realiza una reaccion
de condensacién entre hidrazina hidratada y un compuesto fenildicarbonilico 67, en
medio acido (Esquema 2.21).
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] 0O
66
CH3  Oxalato de dietilo COOEt
—_— NH,NH,
EtONa
Ry NO, Ry NO, AcOH
65
Ry=H, CI COOEt
B
/
N
H
R NO,
68
H,
Pd-C
COOEt COOEt

CHOCOOH.H,0
\ (CCLO)C
TEA
Y
/
N
R, N/KO R; N COOH

H H
69 70

Esquema 2.21.- Sintesis de derivados fenilpirazélicos.

Por Ultimo, cabe destacar otra sintesis de pirazoles polisustituidos®, entre
compuestos B-hidroxicarbonilicos-a,p-insaturados 71 e hidrazina monosustituida 72, en
medio etandlico, para obtener derivados analogos a alcaloides nigelicinicos con estructura
betainica, aislados de la planta Nigella sativa, L, (Esquema 2.22). En este caso también
obtienen dos isomeros 73a y 73b mediante la adiccion, gota a gota, de la hidracina
monosustituida al derivado 71 y manteniendo la reaccién posteriormente 3 horas mas. El

isomero que resultd predominante fue el 73b.
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\
OH 0 RZNHNHZ / N—Rz
\ (0) CHj3
Ri ~~ EtOH

o} R,=Me, Ph
71 Ry=Me, Ph

ch 3C
73a 73b

Esquema 2.22.- Sintesis de derivados fenil y metil pirazolicos.

Otro procedimiento para obtener derivados pirazdlicos es por deshidratacion
espontanea de derivados 5-hidroxipirazolinicos. Un ejemplo de esta dehidratacion es el
decrito por P. Bravo® en 1994 donde se obtienen pirazoles perfluorados por
deshidratacion de pirazolinas; persiguiendo, en este caso, las aplicaciones que tienen los
heterociclos perflurados como tintes, aislantes eléctricos oleosos o lubricantes de alta
temperatura.

En primer lugar se sintetiza la pirazolina 76 mediente una condensaciéon entre la
hidrazona 74 y un compuesto B-pefluoroalquil-g-dicarbonilico 75, debido a que la
reaccion 1,3-dipolar para sintetizar derivados pirazolinicos perfluorados suele dar

problemas de regioselectividad (Esquema 2.23).

En general, las 5-hidroxi-5-alquil(o aril)-2-pirazolinas 76 deshidratan
espontaneamente, mientras que los derivados 5-perfluorados son menos dados a la
aromatizacion por pérdida de agua; sin embargo, en este caso, la deshidratacion ocurre
facilmente bajo las condiciones en que se realiza la reaccion (trietilamina como base,
benceno como disolvente y se mantiene a reflujo entre 1 y 12 horas, para, finalmente,

neutralizar con agua y cloruro amonico).
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Ry cl R,
Y Rs
| ¥ Rs OH -H,0

N TEA /
\II\IH _> N
N

Ra © CF; l

74 75 0 | Ro .

R{=COOC,Hs, COCHs, Ry
CeHs

R2=06H5, 4-N02-C6H4

Rs=0C;Hs, OCHj, 2-furilo, / \
2-tienilo, CHg, CF4 N\ CF,

Esquema 2.23.- Deshidratacion espontanea de pirazolinas.

2.1.2.1.3.- Aromatizacion de pirazolinas.

Son muchos y muy variados los métodos de aromatizacion de pirazolinas que se
han desarrollado para obtener pirazoles. A continuacion se detallan algunos de ellos,

desde los mas clasicos hasta los mas actuales.

El DDQ (2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona) es un  agente oxidante
ampliamente conocido y utilizado. En 1977, L. Garanti® sintetizd derivados de
heterociclos condensados 78 y 80 que contienen un anillo pirazolinico el cual se oxida a
pirazol 79 y 81 mediante DDQ (Esquema 2.24).
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COOEt

Esquema 2.24.- Oxidaciones con DDQ.

En 1987 L. Iturrino y J. M. Contreras® llevan a cabo la sintesis y evaluacién

biolégica de determinados derivados pirazdlicos. Anterioriormente habian obtenido

derivados de halometilpirazoles con actividad citostatica sobre el sistema tumoral P388,

ademas de ser también efectivos en la ECA. En la referencia que se cita en esta Memoria

los derivados del pirazol 83, 84 y 85 resultaron tener cierta actividad citostatica, asi

como actividad antiparasitaria contra 7richomonas vaginalis. Los productos evaluados son

obtenidos por oxidacion con bromo de los compuestos pirazolinicos 82, previamente

sintetizados (Esquema 2.25).

X X
i /
HN=——N
82
Bry(1 equiv.)
X X
R /
N——N
84 93%

X X
Bry(2 equiv.) /
—_—
R / R
N=—=N
83 81%
X + X
X=0,S8 /
’ R R
R=0OH, Cl, SCyH5 /
N——N
85 19%

Esquema 2.25.- Oxidaciones de pirazolinas con Brs.
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Un método eficiente, empleado por Bougrin® y colaboradores utiliza un soporte
de bajisimo coste preparado a partir de nitrato férrico nonahidratado (Clayfen) o nitrato
cuprico trihidratado (Claycop), para oxidar derivados heterociclicos de cis y trans

pirazolinas 86a y 86b (Esquema 2.26).

Ph Ph
H SN
| Clayfen o Claycop
N, >
Ph
X H
86b
Ph
~S ,l\l
[¢]
N
N
Ph
X
87a 87b

Esquema 2.26.- Oxidaciones con Cayfen o Claycop.

En el afio 2001 A.R. Katritzky*?, interesado por la gran variedad de actividades
bioldgicas que poseen los derivados con un anillo de pirazol en su estructura (inhibidores
de la b5-lipoxigenasa y ciclooxigenasa como antagonistas no peptidicos de la
Angiotensina 1II), se lanza a la busqueda de sintesis regioselectivas de pirazoles
polisustituidos 89 y 91, que hasta el momento no habian sido ampliamente
desarrolladas. En este caso se utiliza terbutdxido potasico o etdxido sodico para la

aromatizaciéon con unos rendimientos del 85-99% (Esquema 2.27).
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NaOEt

NaOEt 0 Bu'OK

N

& 90 R=Ph, Me 91
R4=Ph, p-Tol, 3-Py, iPr, MeOCgH,4
R,=Me, n-Bu, Bn.
Bt=benzotriazolilo

Esquema 2.27.- Oxidaciones de pirazolinas con bases fuertes.

Por Ultimo, en 2003 G. Sabitha y colaboradores™ han desarrollado un efectivo y
novedoso método para la aromatizacién de compuestos pirazolinicos 1,3,5-trisustituidos
92 con Zr(NOs), en acido acético y a temperatura ambiente, que no requiere atmdsfera
inerte y se lleva a cabo en 20 minutos; sin duda se trata de una oxidaciéon altamente

interesante por su gran simplicidad, coste y buenos rendimientos (Esquema 2.28).

Ry R, R R
\m/ Zr(NOg), 1W ’
_>

N=—N, AcOH N—N
92 Ph 93 Ph

Esquema 2.28.- Novedoso método oxidante de pirazolinas.

2.1.2.2.- Sintesis y aplicaciones de pirazolinas***°,

Los compuestos derivados del 4,5-dihidro-1A-pirazol, llamados comlnmente

derivados pirazolinicos, son heterociclos de 5 miembros ampliamente estudiados en los

Ultimos afios y que han suscitado un enorme interés por sus multiples aplicaciones
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farmacoldgicas tales como antibacterianas, antifingicas, analgésicas, antiinflamatorias,

anestésicas, antihipertensivas, antidepresivas, anticonvulsivantes o neuroprotectoras.

En nuestro equipo de investigacion se han desarrollado diferentes series de
compuestos con estructura pirazolinica. Los productos sintetizados han sido probados in
vitro como inhibidores de las diferentes isoformas de la NOS (Oxido Nitrico Sintasa). El
gran interés que han suscitado los resultados bioldgicos obtenidos, nos anima a continuar
con esta linea de investigacion. En la presente Memoria se han descrito 9 derivados
pirazolinicos alquilados en posicion uno como continuacion a las investigaciones que la

han precedido.

La sintesis de compuestos pirazolinicos puede hacerse por diferenrtes métodos,
algunos de ellos resultan ser comunes con las rutas utilizadas para obtener pirazoles. Los
principales procedimientos sintéticos para construir el anillo pirazolinico consisten en la
condensacién de compuestos carbonilicos o,pB-insaturados con hidrazina o hidrazina
sustituida, en reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares, o bien mediante una reduccion

parcial de pirazoles.

En investigaciones recientes de nuestro equipo se han sintetizado dos grupos de

compuestos que han sido ensayados como inhibidores de la NOS (Figura 2.1).

R
Grupo | Grupo Il 'Y
\ COOR;
/
N
N Ra
R X/ \n/ Rq .
(@]
NH, NH,

R1=H,C|,OCH3 R1=H,C|,OCH3

R,=Me, Et, Pr, Bu, R,= COMe, COEt, COPr, COBu,
c-C3Hs, c-C4H7, c-CsHg, c-CgHyy, Ph CO-c-C3Hs, COC-C4H7, COG-CsHg,
COc-CgHq1, COPh,, Me
Ry=H, Et

Figura 2.1.- Grupos de compuestos sintetizados con anterioridad por nuestro equipo investigador.
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Grupo I: Derivados de 1-alquil-1-[3-(2-amino-5-sustituidofenil)-4,5-dihidro-1+-
pirazol-1-iloJcetona, obtenidos mediante la condensacién entre hidrazina y compuestos
carbonilicos a,B-insaturados (Esquema 2.29).

R1
CHZCHMgBr Reactlvo de Jones
NO, THF (-70°C) CH,COCH, \@61\/

R,= OCH,, CI, H

2
NHNH; IR, L R N /N\\(
—_— ’
N —_— N
EtOH o)

NO, NH,

Esquema 2.29.- Sintesis de productos del Grupo I.

Grupo II: Derivados de 1-alquil(o acil)-3-(2-amino-5-sustituidobenzoil)-4,5-
dihidro-1A-pirazol-5-carboxilato de etilo, obtenidos mediante una reaccion 1,3-dipolar
entre diazoacetato de etilo y vinilcetonas sustituidas (Esquema 2.30).

o)
Ry R N
N,CHCOOEt =\ ’
—_— N— —_— —
NO, pyr NO,
R,=OCH;, CI, H COOEt
R, COOEt
\
/N
"
Ry o
NH,

Esquema 2.30.- Sintesis de productos del Grupo Il.

Los dos Grupos (I y II) se pueden dividir en tres series (a, b, ¢) dependiendo

del sustituyente R;; asi, cuando en posicion 5 del anillo aromatico hay un grupo electrén
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donante como metoxilo, tenemos la serie a, si R; es un sustituyente electrén atrayente
como cloro, se tratara de la serie b y por Ultimo si R; es un grupo electrén neutro, caso

del hidrégeno, corresponde a la serie c.

Dentro del Grupo I y de la serie a, los compuestos mas potentes son los que
presentan radicales R, ciclopropilo 94 y ciclohexilo 95, respectivamente. Dentro de la
serie b nos encontramos con la estructura mas activa en cuanto a la inhibicién de la
isoforma nNOS, es la tipo 96. En general, los compuestos de la serie ¢ son menos
potentes que sus equivalentes de la serie a con igual radical R, amidico, siendo el
derivado mas activo el que posee un grupo fenilo en Ry, 97. En cuanto a la influencia del
grupo R, amidico en la actividad de los derivados pirazolinicos frente a nNOS, se observa
gue grupos con numero par de atomos de carbono en la cadena lateral alquilica

presentan mejores valores de inhibicién que los impares.

0 0
Il Il
H5CO N /N—C4 H5CO & N—C
N N
NH, NH;

94 95
0
a N ﬁ% N /N_ICI_Q
~ N—
N N
NH, NH,
926 97

Figura 2.4.- Nuevos derivados pirazolinicos inhibidores de nNOS.

Con respecto a la isoforma iNOS, estan aln en proceso de determinacion de
resultados en cuanto a las posibles actividades de los diferentes productos pertenecientes

a este Grupo I como inhibidores de esta isoforma.

Dentro del Grupo II y de la serie a, los compuestos mas potentes son los que
presentan radicales R, metilo como 98. Dentro de la serie b nos encontramos con la
estructura mas activa en cuanto a la inhibicién de la isoforma iNQOS, es la tipo 99; igual

sucede con los de la serie c. En general, los compuestos mas activos son aquéllos cuyo
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radical R, es de naturaleza alquilica y dentro de ellos los mas activos resultan también ser
los de la serie b (62.08 % de inhibicion de iNOS).

Con respecto a la isoforma nNOS, ninguno de los derivados pertenecientes a este
Grupo II han sido activos, por lo que se llega a la conclusion de que las diferentes
isoformas no deben tener tantas homologias estructurales y que por consiguiente se

puede profundizar ain mas en lograr inhibidores mas potentes y selectivos.

HsC COOEt
3 \y HiC COOEt HiC COOEt
N N

/ / /

NQ N N
HsCO a H

0 0 o
NH; NH, NH,
98 99 100

Figura 2.5.- Nuevos derivados pirazolinicos inhibidores de iNOS.
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2.2.- Antecedentes Bioldgicos.

2.2.1.- Biologia del Oxido Nitrico.

El oxido nitrico (NO) es un importante biorregulador que se biosintetiza en
mamiferos u otros organismos mediante una reaccién catalizada por enzimas entre el
oxigeno molecular y L-Arginina. En los ultimos afios el dxido nitrico ha sido identificado
como uno de los mas importantes biomensajeros de procesos fisioldgicos en el sistema

inmune, nervioso y cardiovascular.

Fue descubierto por primera vez en 1980 por Furchgott en las células del
endotelio vascular, donde, como respuesta a la acetilcolina (AChO), aparecia una
sustancia que producia un efecto relajador del musculo liso, al que se llamd factor
relajador derivado del endotelio (EDRF) *®. Afios mas tarde se descubrié que era éxido
nitrico. En la actualidad se conoce que hay otras hormonas y neurotransmisores capaces
de activar la produccion de NO, tales como sustancia P (SP), histamina (His), bradicinina
(BK) o ATP. Tal descubrimiento de R.F. Furchgott, L.J. Ignarro y F. Murad fue merecedor

del premio Nobel de Medicina del afio 1988%.

A lo largo de las dos Ultimas décadas el estudio del déxido nitrico ha sido
ampliamente desarrollado. Su importancia deriva del amplio espectro de accién donde se

encuentra involucrado, a pesar de su simplicidad molecular.

2.2.2.- Biosintesis del NO.

El dxido nitrico se sintetiza en macrdfagos, neuronas o células endoteliales, a partir
de L-Arginina como sustrato, mediante una reaccion de oxidacion catalizada por una
enzima llamada Oxido Nitrico Sintasa (NOS) que también necesita de diferentes
cofactores tales como FAD (flavin adenin dinucleétido) y FMN (flavin mononucleétido) y

por Ultimo NADPH (nicotinamin adenin dinucleétido fosfato) como fuente de electrones™.
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Sin embargo el mecanismo de accion aun no se ha dilucidado con exatitud. Lo que
se acepta hasta el momento es que la formacion del NO comienza por la oxidacion del
nitrégeno guanidinico del extremo N-terminal de la L-Arginina, para formar un intermedio
identificado como N"-Hidroxi-L-arginina (NHA) que se tranforma finalmente en L-Citrulina

y oxido nitrico®.

H,N NH H,N NOH . HZN 0
\f 0, + H' \f 0, + 1/2H
+ 1/2 NADPH
nH + NADPH /
+ @ o A
KR DN @ NP+ 0 RN B, 172 NADP 4 H,0 > .
H
L-Arginina N"-Hidroxi-L-arginina L-Citrulina

Figura 2.6.- Biosintesis enzimatica del 6xido nitrico.

Consiste en una reaccion redox L-enantioespecifica donde la presencia del cofactor
NADPH®® es necesaria para la activacién del oxigeno y para la oxidacion de la L-
Arginina de partida que se transforma en L-citrulina y NO°.. Aunque la segunda fase de
la reaccion no se conoce bien, se sabe que el balance energético total de la reaccion
requiere de 5 electrones del nitrdgeno guanidinico de la L-arginina,1.5 moles de NADPH y

2 equivalentes de 0,

2.2.3.- Oxido Nitrico Sintasa: Isoformas y Localizacion.

La reaccion de formacion de Oxido nitrico esta catalizada por un sistema de al

menos tres isoenzimas denominadas Oxido Nitrico Sintasas (NOS).

El hecho evidente de que la biosintesis de NO se encuentre ampliamente
distribuida en mamiferos y que module una gran cantidad de efectos bioldgicos, hace que
se postule la existencia de un sistema de tres isoenzimas de la NOS responsables de la

sintesis de NO en diferentes lineas celulares. En estudios posteriores sobre mamiferos fue
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donde se confirmaron la existencia de tres isoformas de NOS correspondientes a los

diferentes tejidos y células en donde se localizaron por primera vez.

Las tres isoformas se clasificaron, en un principio, en funcién del orden en que
fueron clonadas como NOS-I, NOS-II, NOS-III. Actualmente su denominacion estd en
funcion de ddénde se localizan: NOS-I= nNOS o neuronal, NOS-II= iNOS o inducida y
NOS-III= eNOS o endotelial. Las tres isoformas sdlo coinciden en un 50% en su
secuenciacion de aminoacidos por lo que son diferentes en su estructura, peso molecular
y funciones, pero catalizan el mismo tipo de reaccién. El Gltimo hallazgo en este sentido
es el decubrimiento de una cuarta isoforma localizada en la membrana interna, préxima a

la cadena respiratoria de la mitocondria (mtNOS) o mitocondrial.

02
NADPH ™—> NADP*

[Lcitina |+~ NO -

Figura 2.7.- Isoenzimas de NOS y reaccion de formacion del NO.

En cualquier caso, la actividad de las cuatro isoenzimas viene regulada en mayor o
menor medida por su afinidad de union a la calcio-calmodulina (CaCaM). En la actualidad
se sabe que las isoformas endotelial y neuronal (eNOS y nNOS) requieren de la unién
de calcio intracelular a la proteina calmodulina, por lo que se las denomina cominmente
calciodependientes®®; estas dos formas se expresan normalmente de manera constitutiva
en el organismo, aunque también pueden ser inducidas en situaciones de estrés, dafio o
diferenciacion celular. La isoforma III o iNOS no require tan estrictamente la presencia
de calcio para unirse a la CaM. Esto se debe a que la calmodulina se puede considerar
como una subunidad protéica de la isoforma iINOS y por tanto se encuentra unida
fuertemente a ella cuando los niveles de calcio son basales, expresandose de manera

inducida por los agentes inductores como los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) y
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citoquinas, sintetizadas en respuesta a LPS, entre las que se destacan el interferon Y
(IFN) (cuyo efecto antiviral puede explicarse de esta forma) y el factor de necrosis

tumoral o (TNF)*2. A continuacién se muestra un breve resumen de cada una de ellas:

- La nNOS se encuentra en tejidos muy diferentes. Originalmente se localizo y
clon6 del tejido neuronal®®; posteriormente se ha visto que también se localiza en el
tejido neuronal perférico tipo NANC (neuronas no adrenérgicas/ no colinérgicas),

esquelético, en el pancreas y en algunas células epiteliales®> 2,

- La eNOS se purificd y clondé por primera vez en el endotelio vascular® y se

encuentra relaccionada con el EDRF®%!

y por consiguiente, con la presion sanguinea o el
tono vascular. En posteriores investigaciones se pudo constatar que eNOS también se
encuentra en células epiteliales tubulares de rifion®* en la que su papel no es muy
conocido, en plaquetas® y en neuronas tipo CA1 del hipocampo®, donde ejerce un papel
presumiblemente ligado a fenémenos relacionados con los procesos de memoria y
aprendizaje®>®®. También una deficiencia en esta isoforma estaria relaccionado con la

hipertension y con la patologia vascular®”-%,

- La isoforma inducible (iNOS) no se encuentra limitada a las células donde fue
originariamente identificada (macrdfagos), de hecho, se sugiere que puede expresarse en
cualquier célula nucleada susceptible de ser estimulada por agentes inductores como
citoquinas. Ha sido identificada en macréfagos®®”!, hepatocitos’, células del misculo liso
del endotelio vascular’®, miocardio”, microglia’ y astrocitos’®””. Esta isoforma, una vez
expresada, se encuentra activada permanentemente y proporciona una fuente de NO con
alto rendimiento, constituyendo una respuesta del sistema inmune frente a agentes

invasores patoégenos o células tumorales.

- Por Gltimo, la isoforma mitocondrial’®”® (mtNOS) se encuentra en la membrana
interna de la mitocondria, proxima a la cadena respiratoria de transporte electronico. Se
ha identificado como una nueva isoforma ya que, a pesar de que es estructuralmente
parecida a las isoformas constitutivas neuronal y endotelial, no depende de las

concentraciones de calcio, como la iNOS. El dxido nitrico sintetizado por esta isoforma
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parece estar relaccionado con el proceso de apoptosis 0 muerte celular programada, ya
que podria modular la respiracién mitocondrial y regular la biodisponibilidad de oxigeno y

en el sistema energético de los tejidos.

Las enzimas constitutivas generan NO en cantidades pequefias, mientras que la

actividad de iNOS es aproximadamente mil veces mayor.

2.2.4.- Estructura y mecanismos reguladores de NOS.

Estructural y funcionalmente las isoenzimas NOS son complejas y comparten
muchas analogias con las enzimas del citocromo P450. Las isoenzimas NOS
cataliticamente activas son dimeros. Cada mondmero contiene un dominio oxigenasa en
su extremo N-terminal y un dominio reductasa en su extremo C-terminal, que estan

interconectados a través de la cadena de transporte electrénico (CTE).

El dominio reductasa es en un 60% homologo al citocromo P450. Las tres
isoenzimas contienen sitios de unidn especificos en este dominio para los grupos
prostéticos mononucledtido de flavina (FMN), para el dinucledtido flavina adenina (FAD) y
para los ligandos NADPH y calcio-calmodulina (CaCaM). El dominio oxigenasa contiene
sitios de union para tetrahidrobiopterina (BH4), para unprotoporfirina XI (grupo hemo) y
para la L-arginina. Todos estos ligandos y grupos prostéticos controlan el acoplamiento

de la enzima en el dimero activo®>.
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ESTRUCTURA DE LAS ISOFORMAS DE NOS

GLGFR L-Arg CaM FMN FAD MNADPH

oo N | I -~

Neurcnal 1429 aa

L-Arg CaM  FMN FAD MNADPH

.« I I ]

Endotelial 1205 aa

L-Arg caMm FMN FAD NADPH

o [ - A -

Inducible 1144 aa

Figura 2.8.- Dominios de las isoenzimas de la NOS.

La molécula de BH, esta involucrada en la transferencia de electrones®® y en la
transformacion de la enzima en una conformacion cataliticamente activa®. Aunque los
sitios de union de BH4 y L-arginina estan separados, interaccionan alostéricamente y

ambos aumentan reciprocamente las afinidades de los ligandos por sus sitios de unién®!

Los dominios oxigenasa y reductasa de la NOS estan conectados por un péptido
helicoidal flexible, al cual se une la calmodulina, haciendo posible la transferencia de
electrones entre ambos dominios, permitiéndose la sintesis de NO®2®®, El flujo electrénico
que tiene su origen en la molécula de NADPH es transportado por FMN y FAD hacia el
grupo hemo de la enzima sélo cuando la calmodulina se encuentra unida al enzima.
Cuando esto no ocurre, los electrones cedidos por el NADPH pasan a aceptores de

electrones externos como el citocromo C.

El orden en que los cofactores interaccionan con la NOS para iniciar la catalisis es
distinta en las formas constitutivas e inducible. Tanto nNOS como eNOS se sintetizan
como mondmeros no activos que unen FAD y FMN®’, La formacion del dimero tiene lugar

cuando se unen a sus sitios de unién el grupo hemo, BH,, y L-arginina®l. Pero la
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dimerizacion por si sola no conduce al flujo de electrones, necesitando la unién del
complejo CaCaM formado como consecuencia de un aumento de calcio intracelular, para

que se active y comience®,

La unién de CaCaM induce cambios conformacionales en el dimero, y es entonces
cuando le sigue el flujo de electrones desde el segmento reductasa de la enzima hacia el
sitio catalitico que contiene el grupo hemo y, por tanto, la catélisis de L-Arginina. Esta
suele estar en cantidades en exceso en el citoplasma celular de células endoteliales, pero
la velocidad de sintesis de L-citrulina y de NO esta determinada no por la actividad

enzimatica sino por la biodisponibilidad de sustrato.

Por el contrario, en el caso de la iNOS, la CaM y la enzima se aislan y purifican
conjuntamente, adquiriendo una estructura tetramérica NOS,/CaM,¥. La dimerizacion y
la activacion tienen lugar con la unién de un grupo hemo, BH,, y L-arginina®. Puesto que
estos cofactores son abundantes en la mayoria de las células, una vez que se sintetiza la

iNOS, se expresa como un dimero activo funcionalmente.

En consecuencia, podemos observar que la formacion de NO puede ser controlada
si se actUa sobre los diferentes sitios de unidon de la enzima NOS. Y, por consiguiente,
con todo lo descrito anteriormente no es atrevido afirmar que uno de los mas
importantes factores de regulacion es el complejo CaCaM, ya que todas las isoformas

necesitan para su activacién estar unidas a este complejo.

En las isoformas nNOS y eNOS se requieren altas (igual o mayor de 500 nM)

9192 para que éste se una a la calmodulina y se

concentraciones de calcio intracelular
forme el complejo CaCaM que, a su vez, se une a las enzimas y las activa. El aumento del
calcio intracelular viene dado por la interaccion de hormonas o distintos
neurotransmisores. Estas isoformas producen bajas concentraciones de NO, que se une
al grupo hemo de las guanilato ciclasas e induce cambios conformacionales que activan a
la enzima para la formacion de GMPc, lo que le permite regular la propia actividad
guanilato ciclasa. Considerando que la actividad de la NOS depende claramente de la

concentracion de calcio, es interesante sefialar que la guanilato ciclasa se inhibe
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mediante el calcio intracelular. Este hecho constituye un mecanismo de control y
autorregulacién del NO. La liberacion de este neurotransmisor dentro de las células
podria afectar a guanilato ciclasas de células vecinas mientras que la inhibe dentro de la
propia célula que produce NO, lo que indica que en la regulaciéon de la actividad de la
enzima deben estar implicados otros mecanismos ademas del mencionado calcio-

calmodulina dependiente®.

Otra forma de regulacion seria mediante fosforilacion de residuos especificos de la
isoenzima endotelial, que la hace mas activa a una determinada concentracion de calcio-
calmodulina. Esto puede incrementar la sintesis de NO en ausencia de variaciones en la

concentracién de Ca**.

La isoforma iNOS de las células inmunoactivas posee una gran afinidad por el
calcio y, por tanto, solamente necesita de concentraciones basales para su activacion. La
regulacion de la produccion de NO por iNOS tiene lugar a través de la combinacion de
diferentes mecanismos como el control transcripcional sobre la expresién del gen

96,97

iINOS®”%°, el control sobre la disponibilidad del sustrato®®°” y el control sobre la sintesis de

cofactores esenciales (BH,) para la activacion de iNOS®.

2.2.5.- Mecanismo de accién del Oxido Nitrico.

La naturaleza ha elegido al 6xido nitico como el mismo mediador para actuar, bien
como mensajero benigno en las células endoteliales, bien como agente citotdxico en el

sistema inmune. Veamos pues el mecanismo que se desarrolla en cada uno de los casos.

El NO es una molécula muy reactiva, posee una vida media relativamente larga y
es una sustancia no polar, por lo que atraviesa con facilidad las membranas celulares y
se difunde a otros tejidos, aunque también puede ser transportada al interior celular
mediante proteinas transportadoras®. Una vez en el citosol, reacciona con multitud de

moléculas.
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El NO es vasodilatador y ha sido identificado como el mediador responsable de la
relajacion vascular, tanto la endotelial como la inducida por nitroderivados (nitroglicerina,
dinitrato de isosorbida). EIl NO activa a la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs)
resultando GMPc; la formacion de GMPc intracelular activa una proteina quinasa que, a
su vez, fosforila diversas proteinas aun no identificadas cuyo resultado final es una

reduccién en la concentracidn de calcio citosdlico y un proceso de relajacion'®.

Mecanismo de accién del NO

Acetilcolina
Serotonina / Estrés oxidativo
Trombina,

€lula endotelial

s del endotelio
vascular

Relajacion muscular

Figura 2.9.- Mecanismo de relajacion de la musculatura lisa vascular.

El mecanismo por el cual se une a la guanilato ciclasa probablemente se deba a
que el NO presenta una alta afinidad por los dtomos de hierro pertenecientes a un grupo
hemo asociado a proteinas. El NO se une al hierro de los grupos hemo de forma

reversible, lo que le permite regular la actividad de la GC.

Como este mecanismo se da igualmente en muchos tipos de células, las
consecuencias son diferentes en cada una de ellas, como la inhibicion de la quimiotaxis

para polimorfonucleares y bloqueo de la adhesion y agregacion plagquetarias.
Una produccion insuficiente de NO provoca una disfuncion endotelial y podria ser

la causa de accidentes cardiovasculares severos, incluidas ciertas formas de

hipertension'®, Desde hace mas de cien afios se vienen utilizando clinicamente
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nitroderivados para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, especialmente la

, pero es ahora cuando se comienza a comprender como acttan.

angina de pecho

Otras acciones directas del NO'®, no mediadas por el mecanismo anteriormente

mencionado, serian la estimulacion de la ciclooxigenasa en los macrofagos, bloqueo de

varias enzimas mitocondriales (citotoxicidad) y la actuacion como neurotransmisor en

diversas areas del SNC (sistema limbico, areas olfatorias, nociceptivas y de memoria) o

del SNP. Dichas vias intervienen en procesos de vasodilatacion neurogénica y su actividad

neuromuscular en el tracto gastrointestinal, genitourinario y respiratorio.

Citotoxicidad

* Inhibe enzimas L-arginina . Sintatasa de
miccondriales \ 30 nitrico
Oxida nifrico
Sistema nemvioso j
Sistema guanilato-ciclasa
t GMP«dchco

Maurotransmision
$Cat+ miracelular

Musculo liso ‘A Plaguetas

Macrm‘ago

4 Adhesion y agregacion
Ralajacion

.} meiola;;

Figura 2.10.- Principales funciones del NO.

Pero sin duda alguna, una de las formas de accion mas imporantes del NO es el

anion superdxido'®. Como consecuencia de dicho proceso se forma el anién peroxinitrito

(ONOO" ), molécula muy compleja que reacciona con diferentes biomoléculas de interés,

por sus propiedades radicalarias y por ser mezcla de radicales hidroxilo y didxido de

NO + 02 — 3 ONOO ———= ONOOH _—> NO, + OH’
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Figura 2.11.- Reaccién del 6xido nitrico y anién superoxido para dar peroxinitritos.
El peroxinitrito es capaz de inducir peroxidacion lipidica, escision de ADN, oxidacion
de cisteina, lisina, metionina, histidina y, por supuesto, nitrar compuestos de naturaleza
heterociclica, como triptéfano o guanina, y sistemas fendlicos, como la tirosina, pudiendo

ser el responsable de la citotoxicidad del NO'%+17,

La formacidn de estos agentes radicalarios depende indirectamente de la actividad
de las tres isoenzimas de la NOS, ya que su produccion depende de las concentraciones
de NO y el anién superoxido. En condiciones fisoldgicas normales, la produccién de estos
peroxidos en el cerebro esta controlada por la SOD (superdxido dismutasa), que es la
enzima que compite por el anidon superoxido con el NO, eliminandolo y por tanto no
pudiéndose formar el ONOO". La presencia de SOD se encuentra a concentraciones mas

0 menos constantes!®,

En las enfermedades neurodegenerativas la transmision glutamatérgica puede
incrementarse y al mismo tiempo puede que la mitocondria sufra una disfuncién,
entonces los niveles de Ca** intracelular aumentan y como consecuencia de ello también
se ve incrementada la produccion de NO y del anién superdxido, porque las isoenzimas

de la NOS han sido activadas.

En la Figura 2.12 se hace un resumen de las situaciones fisilégicas y patoldgicas

en las que esta implicado el NO*.
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PAPEL QUE DESEMPENA EL NO

SISTEMA ,
PATOLOGICO
FISOLOGICO Produccion Produccion o accion
excesiva inadecuada
CARDIO-
VASCULAR -Regulacion del flujo -Hipotensidon -Aterogénesis.
sanguineo local -Choque séptico -Trombosis.
ENDOTEILO/ -Regulacion de -Vasopasmo (P. €j. En
MUSCULO  LISO - _ _ _ _
VASCULAR la presion arterial (?) hipercolesterolemia, diabetes
mellitus)
-Limitacion
——— adhesion/agregacion

DEFENSA DEL

- Defensa contra

HUESPED o _
o parasitos: virus,
MACROFAGOS, )
, bacterias, protozoos y

NEUTROFILOS,
metazoos

LEUCOCITOS

S. NERVIOSO - Neurotransmision. - Excitotoxicidad (P.ej Isquemia

CENTRAL -Potenciaciéon a largo | cerebral, enfermedad de
plazo. Huntington,Parkinson,
-Plasticidad (memoria). Alzhehimer,demencia en SIDA)
-Regulacién del apetito
- Nocicepcion

PERIFERICO - Neurotansmision - Estenosis pildrica

(vaciado gastrico).

- Ereccion peneana.

hipertrdfica.
-Impotencia en la

diabetes mellitus

Figura 2.12.- Principales acciones del NO.
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2.2.6.- Oxido Nitricoy Sistema Nervioso.

El &xido nitrico actia como neurotransmisor en el SNC. Penetra en las células
diana gracias a su lipofilia, donde regula diferentes procesos enzimaticos y se degrada
espontaneamente por oxidacion o por compuestos tales como el superdxido o la
oxihemoglobina, su vida media es de segundos y su distancia de difusion es de 10 um.

Todo esto confirma que no se trata de un neurotransmisor clasico!®11°,

Figura 2.13.- El Oxido Nitrico como neurotransmisor.

Existen una serie de funciones, tanto fisioldégicas como patoldgicas, en las que el

NO se encuentra implicado dentro del SN.

Como funcion fisioldgica desempefia un importante papel de neurotransmisor
retrogrado, es decir que puede viajar desde la membrana postsinaptica a la presinaptica
y estar involucrado, por consiguiente, en la actividad neuronal a largo plazo (LTP); por
ejemplo, en los procesos de plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria. Este proceso se
bloquearia con inhibidores de la NOS o mediante hemoglobina que quitaria del medio el
N0111-112.
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En segundo lugar puede ejercer un papel neurotdxico desencadenando diferentes
patologias'’®. La toxicidad neuronal del NO viene dada por la neurotoxicidad provocada
por el glutamato. La produccion excesiva del neurotransmisor glutamato actuaria sobre
los receptores NMDA (N-metil-D-Aspartato), provocando una entrada masiva de iones
calcio en las células y, por tanto, se activarian las enzimas NOS a traves de la activacion
de la CaCaM, liberandose NO que difunde libremente fuera de la célula y entra de nuevo
a la célula presinaptica donde se une a la enzima guanilato ciclasa y provoca una nueva
sintesis de glutamato. Este mecanismo retrégrado aparece en condiciones normales, pero
cuando se produce una activacién persistente, y consecuentemente un exceso de
produccion de NO, se transforma en neurotdxico. Esta disfuncionalidad puede corregirse
mediante inhibidores de NOS o eliminando L-arginina del medio, como sutrato de la

reaccion.

2+ NO
a
Gc e, GIuta}ato
Gg-’ GMP; CaCaM > NOS
Terminal presinaptica Terminal postsinaptica

Figura 2.14.- Mecanismo de accion del NO como neurotransmisor.

Este mecansismo algo alterado es el causante de diferentes enfermedades
neurodegenerativas tales como Alzehimer, isquemia cerebral, Parkinson y demencia en el

sindrome del SIDA!,

También existen otros desdrdenes neuroldgicos en los que esta implicado el Oxido
Nitrico, no dependientes de GMPc, como son nitrosilacion de acidos nucléicos, rotura del
ADN e inactivacion de enzimas con centros ferrosulfurados que alteran los procesos

energéticos celulares!’®. Parece evidente que es el radical peroxinitrito el causante de
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todos estos desdrdenes, ya que nitra, directa o indirectamente, los restos de tirosina en

las proteinas, impidiendo que interaccionen para ejercer sus distintas funciones!¢*7,

Nitrosilacion de Ac. nucleicos

Radicales mmmm "
libres

Inactivacion de enzimas

Figura 2.15.- Neurotoxicidad del NO.

2.2.7.- Inhibicion de la NOS.

La inhibicién de la Oxido Nitrico Sintasa puede llevarse a cabo actuando en los
diferentes sitios de unién de cada isoenzima, de este modo se han descrito los siguientes

tipos de inhibidores:

¢ inhibidores que se unen al sitio de la L-Arginina, la mayoria de ellos lo hacen de
manera competitiva.

¢ inhibidores que interaccionan con el grupo hemo del dominio oxigenasa. Son los mas
estudiados y desarrollados hasta el momento.

e compuestos que se unen al lugar de la tetrahidrobiopterina, BHs, que son muy
semejantes estructuralmente a dicho cofactor, impidiendo la catalisis enzimatica.

e inhibidores de la calcio-calmodulina, como son la melatonina y derivados

kinureninicos y kinuneraminicos sintetizados en nuestro laboratotorio.
A continuacion, en esta Memoria, se hace una clasificacion atendiendo a la

selectividad frente a cada una de las isoformas constitutivas e inducida, enumerando los

compuestos que han sido descritos recientemente.
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2.2.7.1.- Inhibidores de la nNOS.

Zhang y colaboradores han sintetizado una serie de analogos de L-arginina,
derivados de N°-alquil-L-arginina''® 101, cuya estructura general se representa en la
Figura 2.16.

2T

NH

H,N COOH
101

Figura 2.16.- Derivados de N“-alquil-L-arginina.
R= Me, Et, Pr, CH,-CH=CH,, CH,C=CH.

Cuando el radical es propilo presenta una de las mayores selectividades hacia la
isoforma nNOS descritas hasta el momento (su potencia de inhibicidon es 3000 veces
mayor sobre nNOS que sobre iNOS, y 150 veces mayor que sobre eNOS). En conclusion,
se puede decir que tanto la geometria como el tamafo de la cadena lateral son

extremadamente importantes en la actividad de estos analogos sobre la nNOS.

Los derivados isotioureicos''® interaccionan con el sitio de unién de la L-arginina.
En este grupo aparecen una serie de derivados de N-fenilisotiourea (Figura 2.17) que

se presentan como potentes inhibidores de la isoforma nNOS.

102

Figura 2.17.- Derivados fenilisotioureicos inhibidores de nNOS.
R=H, 2-Br, 3-Cl, 4-Cl, 2-OCHas, 4-OCHj3, 2-CF3,
3-CF3, 4-CF3, R’ = Me, Et, Pr, CH,Ph, X=1, CI.
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Se ha visto que los sustituyentes fenilo y etilo (R") son fundamentales para la
potencia inhibitoria, en el primer caso su sustitucion por otros anillos reduce la actividad
frente a la NOS, aunque se mantiene la selectividad por nNOS. También se ha llevado a
cabo un estudio detallado de la selectividad de estos compuestos en funcion de los
sustituyentes en el grupo fenilo (R’). La sustitucion en posicion para del anillo incrementa
la selectividad nNOS frente a iINOS y a eNOS con respecto a la sustitucion en posiciones

ortoy meta.

De todos estos derivados destaca el S-etil-N-[4-(trifluorometil)-fenil]isotiourea
(R=4-CF;, R'= Et, X= Cl); el compuesto es muy potente y presenta una marcada

selectividad por nNOS (115 y 29 veces mayor que hacia iNOS y eNOS respectivamente).

En 1998 Collins'? sintetizé una serie de derivados N-fenilamidinicos que presentan
una inhibicion selectiva de la isoforma nNOS, entre los que destacan los representados
en la Figura 2.18.

NH NH
@JLN NH, FHZCJLN NH,
d H
103

H
104

Figura 2.18.- Derivados amidinicos inhibidores de la NOS.

La maxima potencia inhibitoria y selectividad frente a nNOS la presenta el
compuesto 103 con un valor de Kinos= 0.006 uM (frente a los valores de Ki.enos= 0.35
uM, y Kinos= 0.16 uM). El derivado 104 ha mostrado una excelente inhibicién de la

NNOS en ensayos in vivo.
En la Figura 2.19 se muestra la estructura base de una serie de derivados

imidazolicos aminoacidicos'** en los que la cadena intermedia se ha variado desde dos

hasta seis atomos de carbono (n= 0 - 4). Los inhibidores mas potentes son los derivados
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con n=1 y n=3 siendo ademas estos compuestos los que presentan mayor selectividad
por nNOS e iNOS frente a la eNOS.

H

N COOH
N NH2

105

Figura 2.19.- Andlogos imidazélicos aminoacidicos inhibidores de la NOS.

Por otra parte, hay compuestos que compiten con el sitio de union de la
tetrahidrobiopterina, derivados biopterinicos 4-amino-BH, y 4-amino-BH,. impidiendo la
catalisis enzimatica. A este nivel también actdan una serie de derivados nitroindazdlicos
que se comportan como magnificos inhibidores de nNOS, siendo su selectividad por las
otras isoformas muy pobre. El mds potente de estos derivados es el 7-nitroindazol*** 106
(Figura 2.20).

I—Z »

NO,
106

Figura 2.20.- 7-nitroindazol, analogo indazdlico inhibidor de nNOS.

En 2003 Stefan Jaroch y col.!? describieron la sintesis y evaluacién bioldgica de
diferentes derivados de dihidroquinolinas conteniendo grupos amino como inhibidores
altamente selectivos. Ellos consideraron, sin embargo, mas importante encontrar
estructuras con una selectividad hacia la nNOS frente a la eNOS, ya que una inhibicién
dual entre nNOS/INOS es beneficiosa en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, puesto que la iNOS en situacion de neurotoxicidad también puede
ser inducida. De este modo sintetizan los compuestos tipo 107 que aparecen en la
Figura 2.21.
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X= H, 3-CIC4H,CH,NHCH,,
3-CIC¢H,CH,NHCH,CH,,
3-CIC¢H,CH,NHCH,CH,CH,,
MeNHCH,CH,0

Y=H,Cl

107

Figura 2.21.-Derivados quinolinicos conteniendo un grupo amino.

Todos estos productos presentan grandes indices de inhibicion de la nNOS (Tabla
2.1) frente a las otras isoformas, pero sin duda el mas significativo es aquél para el cual
X=3-CICH4CH,NHCH,CH,CH, e Y= H (ICsp (Um)= 0.042 para nNOS) y X=3-
CICgH4,CH,NHCH,CH, e Y= H (ICso (um)= 0.048 para nNOS), que son 300 veces mas
selectivos ademads de ser también potentes por la nNOS. Ademas inhiben
moderadamente la iNOS.

ICso(uM)  ICs5o(pM)  ICs0(pM)

Compuesto X Y
n-NOS e-NOS i-NOS
107a 3-ClIC¢H4CH,NHCH,CH, H 0.14 9.6 0.95
107b 3-ClC¢H4CH,NHCH,CH,CH, H 0.0048 6.7 0.53
107c 3-ClC¢H4CH,;NHCH,CH,CH, cl  0.17 8.7 1.6
107d 3-ClC¢H4CH,NHCH,CH,CH,CH, H 0.042 9.4 0.58
107e MeNHCH,CH,0 H 0.17 52 3.9

Tabla. 2.1.- Relacién de compuestos con selectividad frente a la nNOS conla estructura general
107.

En el equipo de Deane M. Nason'?* habian ya investigado la potencia inhibitoria
del derivado 6-(4-sustituidofenil)-2-aminopiridina 108 frente a las distintas isoformas de
la NOS, sin embargo la selectividad de este tipo de compuestos era pobre ya que inhibian
las dos isoenzimas constitutivas nNOS y eNQOS. En el presente afio, tratando de aumentar
la potencia y sobre todo la selectividad, describieron la sintesis de ocho nuevos derivados

de 2-aminopiridinas, con las estructuras generales tipo 109 y 110 (Figura 2.22).
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NH,
e atas
O —
N N
—/

108
OMe I OMe (@ I
S\ NH, SN NH,
Me,N(H,C)n Me,N(H,C),0
XMe =123 XMe
109 X=0, CH, 110

Figura 2.22.- Derivados de piridina como inhibidores de la NOS.

Todos ellos presentaron actividad inhibitoria de la nNOS; en general, analogos para
los que X=0 presentan una selectividad con respecto a la otra isoforma de 40 a 220
veces superior, aunque los mas potentes son los compuestos con X= CH, y n= 1 de los

tipos 109 y 110, pero poseen menor selectividad.

En el afo 2004 se ha publicado la actividad inhibitoria frente a la nNOS de
diferentes compuestos organometdlicos, por K. Ohashi y col.!’*® Los compuestos
organometalicos trifenilestafio (TPT), tributilestafio (TBT), monobutilestafio (MBT) vy
dibutilestaiio (DBT), son compuestos que se usan en la catalisis industrial de poliuretanos
y sobre todo han sido empleados en las pinturas de los barcos como biocidas de hongos
y bacterias, ya que estos compuestos son toxicos para las especies marinas a bajas
concentraciones. Pero también se ha podido comprobar que estos compuestos son
neurotoxicos e inmunotoxicos para mamiferos, incluido el hombre, que expuesto
accidentalmente a esta serie de organometadlicos sufria diversas patologias vy

perturbaciones psiquicas.
Por este motivo se ha podido comprobar que la toxicidad de estos compuestos

viene dada por la actividad inhibitoria sobre la nNOS via interaccién con la calcio-

calmodulina. De los resultados obtenidos se pudo constatar que el compuesto MBT es el
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gue presenta mayor inhibicion de nNOS; este compuesto es, por otra parte, un
metabolito del TBT (Figura 2.23).

CH;CH,CH,CH
3CH; LY 2\ CH,CH,CH,CH, CH;CHZCHZCHZ\
.
sn* CH3CH2CH2CH2"/SH \ sn®*

CH,CH,CH,CH5~Sn*"
CH;CH,CH,CH{

TPT TBT DBT MBT

Figura 2.23.- Compuestos organometalicos inhibidores de la NOS..

Otra publicacién del afio 2004'%® ha descrito compuestos potentes y selectivos
inhibidores de nNOS, derivados de la N“-Nitro-L-Arginina. La sintesis se hizo por medio
de un procedimiento sintético en fase sdlida. Los compuestos obtenidos son derivados de
L-Arginina a los que se les ha introducido un dipéptido, y se comportan como analogos
de ella, compitiendo por su lugar de union. La evaluacion bioldgica elucidd que los
compuestos tipo 111 y 112 eran los mas selectivos (ICso= 0.64 y 9.6 pM) para la

isoforma neuronal (Figura 2.24).

NHNO, HN .~ »NHNO,

HNY

NH NH

e,
“,

HoN HoN
2 © O\ 2 ©
TMCONH
N CONH, N 2

H H

11 112

Figura 2.24.- Derivados de L-Arginina como inhibidores de nNOS.

Nuestro grupo de investigacion ha llevado a cabo la sintesis y evaluacion bioldgica
de una serie de nuevos derivados que actlan a nivel del complejo calcio-calmodulina;

éstos son una serie de kinureninas sintéticas'?’ que responden a dos tipos estructurales:
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diésteres derivados del acido amidomaldnico sustituidos en posicion dos 113 y derivados
de acidos carboxilicos a-amido-w-benzoilsustituidos 114 (Figura 2.25), evaluandose sus
efectos sobre la actividad nNOS en el estriado de rata y sobre la respuesta de las
neuronas estriatales a la estimulacién de la corteza sensorimotora (SMCx). Se ha

demostrado que esta respuesta esta mediada a través del receptor NMDA 128139,

(0] [0}
Ry COOEt R, NHCOR,4
n NHCOR4 n
R3 COOEt R3 COOH
R1 Rl
113 114

Figura 2.25.- R1= H, NH2, N(CHs)2, NHCH2Ph; Ry=H, OCHs,
NO,: Rs= H, CHs; Rs= Me, Et, Pr, CH=CHCHs,
C-C3H5, CC6H11, Ph; n=O,1.

De los 36 compuestos sintetizados y evaluados bioldgicamente, cabe destacar las
estructuras 115 - 118 (Figura 2.26).

o COOH 0 COOH
H;CO H;CO
NHCOCH; NHCOCHS;
NH
115 > 116
o  COOH o  COOH
H5CO H5CO
NHCOC3H, NHCOC3H,
NH,

Figura 2.26- Estructuras de las diferentes kinureninas.

Las actividades de estas cuatro kinureninas sintéticas han sido comparadas con las

130131 ) os compuestos 116 y 118 fueron los mas

presentadas por la melatonina
potentes, tanto en la inhibicion de la excitabilidad NMDA como en la inhibicion de la

enzima nNOS, resultando ser la kinurenina 116 mas potente que la melatonina a la hora
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de ejercer ambas acciones; en cambio los efectos del compuesto 116 son similares a los

mostrados por la hormona.

Las kinureninas sintéticas 115 y 117, aunque presentan una estructura quimica
muy parecida, muestran efectos bioldgicos diferentes. Asi el derivado 115 es menos
potente que sus analogos 116 y 118 en cuanto a la inhibicién de la excitabilidad
mediada por NMDA, en cambio la kinurenina 117 presenta una accion diferente al resto
de los compuestos ensayados, ya que no posee actividad inhibidora sino excitadora, por
ello se le ha definidko como un compuesto con propiedades agonistas inversas a la
melatonina'®. En cuanto a la inhibicién de la actividad nNOS, las kinureninas sin grupo

amino resultaron ser inactivas.

El bloqueo del grupo amino en posicion R; de la kinurenina 116, con un grupo
dimetilo para dar el compuesto 119 o con un grupo bencilo para dar la kinurenina 120
(Figura 2.27), hace que estos compuestos no muestren actividad frente a la inhibicion

del enzima nNOS, produciendo ademas una menor inhibicion de la excitabilidad neuronal.

O COOH O  COOH
HCO HyCO
NHCOCH; NHCOCH;
N(CHs), NHCH,Ph
119 120

Figura 2.27.- Kinureninas con el grupo amino bloqueado.

Los resultados obtenidos sugieren una relacidon estructura-actividad en los
derivados kinureninicos, siendo imprescindible la presencia de un grupo amino libre en R;

para que los compuestos muestren actividad sobre la nNOS'?’.

Se ha propuesto que el grupo amino aromatico provoca un cambio conformacional
importante en las moléculas de kinureninas que lo poseen, debido a la formacion de un
enlace de hidrégeno intramolecular con el grupo carbonilo cetdnico, lo que se traduce en

gue la conformacion preferente sea del tipo representado en la estructura 121. Este
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cambio conformacional mimetiza la conformacion preferente y farmacéfora de la
melatonina 122, demostrando la importancia del enlace de hidrogeno formado, asi como
la necesidad de la presencia del grupo amino libre para la actividad inhibitoria sobre

nNOS (Figura 2.28).

(0] COOH /ﬁ\
R HN HsC HN
X <0 H;CO N\
- I
H H
121 122

Figura 2.28.- Conformacion preferente de kinureninas
con grupo amino libre y melatonina.

Recientemente en nuestro laboratorio se ha desarrollado la sintesis quimica y
evaluacion bioldgica del principal metabolito cerebral de la melatonina*, N-acetil-5-

metoxikinurenamina 123, cuya estructura se representa en la Figura 2.29.

HsCO
NHCOCH;

NH,

123

Figura 2.29.- Estructura del principal metabolito de la melatonina.

Se ha comprobado que el efecto inhibidor de la melatonina no es inmediato, sino
que tarda entre dos y cuatro minutos en manifestarse™’; este periodo de latencia de la
melatonina observado en ensayos de electrofisiologia sbélo puede interpretarse, como
propuso Kennaway'*? en 1992, a través de una accion intracelular, bien directamente de
la melatonina o a través de sus metabolitos; de hecho se piensa que los efectos
neuroprotectores de la melatonina tienen lugar a través de su principal metabolito
cerebral 124.
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Este metabolito ha sido considerado como prototipo en nuestro laboratorio para el

133,134

desarrollo de una serie de kinurenaminas sintéticas con estructura tipo 125

(Figura 2.30), donde se incluyen modificaciones que afectan al sustituyente R amidico**.
0

H5CO
NHCOR

H,

125

Figura 2.30.- R= Me, Et, Pr, Bu, c-C3Hs, c-C4H7,c-CsHg, c-CsH11, Ph.

Todas las kinurenaminas obtenidas inhiben en mayor o menor medida la actividad
de la nNOS, siendo el metabolito (R=Me) el que presenta la inhibicién maxima. En
general se puede afirmar que el hecho de aumentar el nimero de carbonos de la cadena
lateral amidica R, ya sea lineal o ciclica, conduce a compuestos con una menor actividad

inhibitoria frente a la nNOS.

En cuanto al mecanismo de accion para el principal metabolito cerebral de la
melatonina, se han llevado a cabo diferentes experimentos cinéticos que pretenden
definir en qué sitio de la enzima actdan estos inhibidores. Dado que nNOS necesita de
varios cofactores para ejercer su efecto (FAD, BH, y CaM), se han desarrollado diversas
experiencias que conduzcan a determinar si este metabolito interfiere con algunos de los
cofactores anteriormente mencionados. También se han llevado a cabo ensayos para
determinar si actla en el sitio del sustrato natural (L-arginina). Los experimentos han
demostrado que este compuesto es competitivo con el complejo calcio-calmodulina, por

lo que se puede aceptar que debe unirse a dicho complejo y provocar su inactivacion®®,

2.2.7.2.- Inhibidores de la iNOS.

La inhibicion de esta isoforma ha sido ampliamente estudiada en los ultimos anos,
intentando conseguir un remedio eficaz para las patologias de naturaleza inflamatoria
como son la artritis reumatoide, choque séptico, esclerosis lateral amiotrdfica, colitis,
etc.; sin intervenir en los procesos fisioldgicos en los que participan las isoenzimas

constitutivas. En este sentido y, debido a la multitud de avances descritos, se han
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detallado cronolégicamente en esta Memoria de Tesis s6lamente las mas importantes y

actuales publicaciones referentes a la inhibicion selectiva de la iNOS.

La falta de inhibidores selectivos de la isoforma inducible que sean a la vez
potentes y no tdxicos hace que el equipo de Young, R.J. y col.!*® desarrolle la linea de
investigacién encaminada hacia inhibidores selectivos. Basandose en los estudios previos,
los derivados acetamidinicos de la L-Arginina, tales como L-N-iminoetilornitina (L-NIO) o
L-Lisina (L-NIL), mostraron cierta potencia y algo de selectividad sobre la isoforma iNOS,
han desarrollado unos analogos de L-NIL, incluyendo la sulfona 125a y el sulfuro 125b

(Figura 2.35) para potenciar el aspecto selectivo.

Me Me ﬁ §H2
)\ COOH )\ S ;
HN ”AQ/Y HND SNTNAIN"cooH
L-NIL n=t 72 " ?
- n=
L-NIO n=2 1252
Me
S COOH
HNJ\N/\/ \/\I/
H
125b NH;

Figura 2.35.- Inhibidores potentes de iNOS.

Los productos sintetizados tienen la estructura general del tipo 126, son analogos
a los productos anteriormente descritos (para m=n=1 y n=1, m=2, Figura 2.36) y
presentan mejores indices de selectividad hacia la iNOS, sobre las isoformas endoteliales

y neuronales

Me NH,

n=1,2
‘5L\ X m=1,2
HN N/\H ., YCOOH X=S, 80, S0,, 0, CH,
H

126
Figura 2.36.- Inhibidores potentes y selectivos de iNOS.
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En el afio 2000 Naka y colaboradores'*® describen un nuevo derivado amidinico
ciclico 127 como un potente inhibidor de la isoforma inducible, conocido como ONO-

1714 y su estructura esta representada en la Figura 2.37.

127
Figura 2.37.- ONO-1714, derivado amidinico ciclico inhibidor selectivo iNOS.

Dicho derivado se ha encontrado que es 10 veces mas selectivo por la isoforma
iNOS humana, parcialmente purificada, que por eNOS. Actualmente se encuentra en fase

de ensayo clinico debido a que es el que menos efectos secundarios o adversos posee.

Otros inhibidores de la iNOS con estructura amidinica ciclica son los derivados 2-

iminopiperidinicos*®’, entre los que destacan las estucturas que se muestran en la Figura

2.38.
CH3 CH3
fNlNH H3C/leNH O\/(NlNH
H H H

128 129 130
Figura 2.38.- Principales inhibidores de NOS con estructura 2-iminopiperidinica.

En este estudio se observa que la introduccion de grupos metilo en posicion 4
(compuesto 128) y en posiciones 4 y 6 del anillo 2-iminopiperidinico (compuesto 129)
aumentan la potencia inhibitoria aunque no son demasiado selectivos; en cambio la
introduccion de un grupo ciclohexilmetilo en posicion 6 del anillo (compuesto 130)
produce un destacado aumento en la selectividad por iNOS (la inhibicién fue 64 y 5 veces

mayor a la obtenida en las isoformas eNOs y nNOS respectivamente).
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Otro tipo estructural de inhibidores son los publicados por Hagmann y col. *® en el
afio 2000, estos compuestos presentan un anillo de 2-aminopiridina sustituido (Figura
2.39). En este estudio se observo que los derivados 4,6-disustituidos presentaban una

mayor potencia y selectividad por la isoforma inducible (iNOS).

R 4
3 l\\ 5
1.
H,N N
131

Figura 2.39.- Derivados 2-aminopiridinicos inhibidores de NOS.
R= 3-CHjs, 4-CH3s, 5-CHj3, 6-CHs3, 3,4-(CHs)2, 3,5-(CHs3)a,
4,5-(CH3)2,4-Cl, 4-CF3, 4-CH3-6-.nC3H7,4-CH3-6-iC3Hy,
4-CH3-6-HC4H9, 4-CH3-6-iC4H9.

De todos los compuestos ensayados con estructura tipo 131, destacan aquéllos en
los que R= 4-CH;-6-nC4Hy y 4-CHs-6-iC4Hs, mostrando mayor potencia y selectividad
hacia la isoforma iNOS; en concreto el compuesto con R= 4-CH;-6-iC4Hy, presenta un
valor de ICso para iNOS de 0.028 uM, y la selectividad hacia la isoforma iNOS es 5y 3

veces mayor que la mostrada por las otras isoformas eNOS y nNOS respectivamente.

Beaton y col. en el afo 2001, describen los inhibidores con estructura de 3,4-

dihidro-1-isoquinolinamina® representados en la Figura 2.40.

NH,
132
Figura 2.40.- Derivados 3,4-dihidroisiquinolinaminicos
R=H, 8-F, 5-F, 6-F, 7-F, 8-F, 8-Cl; R'= H, 2-F, 3-F, 4-F, 4-CI.

El compuesto 3-fenil-3,4-dihidro-1-isoquinolinamina (R= R’= H) es un débil

inhibidor de las isoformas iINOS y nNOS; en cambio, variaciones en esta estructura
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llevaron a un aumento de la potencia y la selectividad hacia la isoforma iNOS, éste es el
caso del derivado con R= 8-F y R'= 4-F, con un valor de ICs para iNOS de 0.16 uM y una
selectividad hacia esta isoforma 16 veces mayor que la presentada hacia nNOS. El

mecanismo de inhibicion de estos derivados no se ha descrito.

En la medicina natural China e India el rizoma de Hedychium coronarium ha sido
empleado durante siglos para curar o paliar diversas enfermedades o sintomas, como
artritis, dolores de cabeza, fiebre, etc. Por otro lado estudios farmacoldgicos demostraron
que el extracto cloroférmico de este rizoma contenia estructuras diterpénicas que
mostraban actividad citotoxica sobre células de ratones. Con todos estos antecedentes,
en el afio 2002 H. Matsuda y col.'*®, describen la actividad inhibitoria, asi como la
selectividad, presentada por compuestos diterpénicos. Los ensayos fueron también
realizados in vivo sobre LPS activados de macrofagos peritoneales de ratones. Los
resultados obtenidos mostraron que sdlo la fraccion soluble en acetato de etilo
presentaba una potente actividad inhibitoria. Determinaron los compuestos que estaban
contenidos en dicha fracciébn y, mediante la separacion y purificaciéon por HPLC,
consiguieron elucidar que en esta alicuota se encontraban las estructuras tipo
diterpénicas entre otras. A continuacion se evaluaron una por una estas estructuras y
comprobaron que los compuestos que presentaban mejores ICsqg eran aquellas

estructuras que se muestran en la Figura 2.41.
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*,
",
K3

O
135 136

Figura 2.41.-Derivados diterpénicos con actividad iNOS.

Un afio mas tarde'*

se aventuran a explorar la relacién estructura-actividad
existente entre la inhibicion de la iINOS y 79 flavonoides, determinando la produccion de
NO formado por el liposacarido activado de macréfagos peritoneales de ratones, como
posibles agentes terapéuticos en enfermedades de tipo inflamatorio. De las estructuras
tipo A, B y C mostradas en la Figura 2.42, se vio que los mas activos eran los
favonoides 137, 138, 139 y 140. En este trabajo se esclarece la actividad de los
flavonoides como posibles inhibidores de la iINOS ya que hasta el momento no se tenian
suficientes ejemplos para afirmar que estos compuestos naturales pudieran ser de
utilidad en la biologia del NO, como sucedia con otros compuestos naturales tipo
cumarinas, sesquiterpenos, estilbenos y otros alcaloides que si estaban ampliamente

estudiados en cuanto respecta a su participacion en la produccion de NO.
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R1 OA

R,=OH, R,=OH, R;=OH, R,=OCHj 138
Rl:OCH3, R2:OCH3, R3=OCH3, R4=OCH3 139

RIZCH3, R2=CH3, R3=CH3 N R4=CH3, R5=CH3 140

Figura 2.42.- Estructuras flavonoides con actividad inhibitoraria selectiva iNOS.

En patologias donde la isoenzima iNOS es la que estd implicada, es necesario
conseguir una inhibicion selectiva, ya que las otras isoenzimas desempenan una funcién
fisioldgica en condiciones normales (control de la presidn sanguinea y tono vascular por
la endotelial y regulacién de la neurotransmisién por la isoenzima neuronal). Los
pacientes tratados con farmacos no selectivos de esta isoenzima endotelial deben ser
monitorizados para comprobar su presion sanguinea. Este hecho es el que empuja a S.

Ueda y col.'*

en 2004 a describir estructuras derivadas de 2-imino-1,3-oxazilidinas 4,5-
disustituidas 141 con marcada selectividad y potencia (ICs5q=7.9 uM) tanto en su isémero
cis como en el frans. El compuesto para el cual la selectividad iNOS versus nNOS es
mayor, es aquél donde Ry=Et y R,= Et y de configuracién trans, aunque el mas potente
resulta ser aquél con R;=n-Pr y R,= Me y configuracion cis. Con anterioridad habian sido
evaluados estos mismos compuestos monosustituidos, obteniéndose buenos resultados

de inhibicion pero siendo pobres en selectividad. Parece evidente que la disustitucion en
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las posicones cuatro y cinco hace que los compuestos sean mas selectivos. Sin embargo
en cuanto a la influencia de la regioisomeria no parece estar tan claro, pues a pesar de
que el compuesto mas selectivo es trans, en general los isdmeros cis presentan mejores
indices de selectividad. Estos dos compuestos fueron finalmente elegidos para realizarle

ensayos in vivo. (Figura 2.43).

R;= Me, Et, Ph, i-Pr, nPr, n-Pentilo,
Ry=Me, Et, Ph, n-Pr,
R, NH
141

Figura 2.43.- Derivados de la 2-imino-1,3-oxazolidina.

El mismo equipo investigador desarrolla otra propuesta ese mismo afio®.
Conociendo que el derivado 2-imino-1,3-oxazolidina 142 y que los derivados de 2-
aminotiazol 143 muestran igual selectividad, pero que el compuesto 142 es mas
potente, proponen la sintesis y evaluacion bioldgica de derivados 4,5-disustituidos-2-
imino-1,3-tiazolidina 144 (Figura 2.44).

Ry
NH

R )§NH R
z o NH
142 )§
R Ry S NH
N 144

Ry { >\NH2

S
143

Me,

NH
Et S)§NH
145

Figura 2.44.- Derivados de la 2-imino-1,3-tiazolidina.
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La sintesis la realizan a partir de aminoalcoholes y los compuestos obtenidos
muestran todos ellos buenos resultados de inhibicion. Los resultados indican que el
compuesto mas potente y selectivo es aquél para el cual R;=Me, R,= Et y de
configuracion trans (145) (ICs50=0.0066uM, nNOS/iINOS=58). Estudios anteriores
proponen que la alta inhibicion puede ser debida a la interaccion del grupo azufre de
estos compuestos con el grupo hemo del dominio oxigenasa de la isoenzima, y que la
selectividad se deberia a la formacion de un puente de hidrogeno entre el grupo imino y
el acido carboxilico de este dominio. El tamano del radical también parece influir ya que
pequefios sustituyentes en la posicion cuatro son bien tolerados por la isoenzima,
mientras que tamafios mayores conducen a un descenso en la actividad. Este compuesto
145 ha sido ensayado /n vivo, viendo sus efectos a través de la concentracidn de nitratos
y nitritos en plasma en ratones tratados con lipopolisacaridos (LPS), mostrando una
IDsp= 0.15-0.13 mg/Kg. Ademas también se ha comprobado que presenta una buena
farmacocinética. Por todo ello se sugiere que podria ser de utilidad en la terapia de
procesos tales como artritis, colitis, rechazo de transplantes, disfuncién vascular en

diabéticos y choque septico.

2.3.- Bibliografia de Antecedentes.

1. Fejes, I1.; Toke, L.; Blasko, G.; Nyerges, M.; Pack, C.S. A New Synthesis of 3,5-
Diaryl-pyrrole-2-carboxilic Acids and Esters. 7etrahedron, 2000, 56, 8545-8553.

2. Jones, R. A.; Bean, G.P. The Chemistry of Pyrroles. Academic Press: London, 1977,
1491.

3. Corelli, F.; Massa, S.; Stefancich, G.; Mai, A.; Artico, M.; Panico, S.; Simonetti, N.
Antibacterial and Antifungal Compounds VIII. Synthesis and Antifungal Activity of
Pyrrol Derivatives Similar to Trichostatin A. I/ Farmaco, edizione scientifica 1987,
42 (12), 893-903.

68



Antecedentes

4, Massa, S.; Stefancich, G.; Artico, M.; Corelli, F.; Pantaleoni, G. C.; Palumbo, G.;
Fanini, D.; Giorgi, R. Non-steroidal Anti-infamatory Agentes. VI. Synthesis and
Pharmacologic Activity of Aroylthiopheneacetic Acids with a Pyrrole Group. 7/
Farmaco, edizione scientifica, 1986, 41 (4), 281-291.

5. Lotti, B.; Vezzoso, O.; Pyrrolic Derivatives with Hypoglycemic Activity. 7/ Farmaco,;
edizione scientifica, 1972, 27, (4), 317-321.

6. Meglio, P. G.; Corradi, F.; Ravenna, F.; Gentili, P.; Tempra-Gabbiati, G.; Cristina,
T.; Riva, M. Pyrrolidone and Piperidone Derivates with Antihistaminic and
Antianaphylactic Activities. Synthesis and Pharmacological Study. 7/ Farmaco;
edizione scientifica, 1987, 42 (5), 359-382.

7. Fontanella, L.; Corsico, N.; Diena, A.; Occelli, E. Derivatives of 2,3,5,6,7,7a-
Hexahydro-1,3-dioxo-1H-pirrolo[1,2-c]imidazol-5-carboxylic acids. I/ Farmaco;
edlizione scientifica, 1984, 39 (2), 133-153.

8. Bernabei, M. T.; Cameroni, R.; Forni, F.; Bellei, S.; Baggio, G. Heteropolycyclic
Systems. VIL. 4-Dialkylaminoalkyl-2,3,3a,4-tetrahydro-1H-pyrrolo[ 2,1-
c][1,2,4]benzothiadiazine-5,5-dioxides and Their Benzene-Substituted Derivatives.
Cardiovascular Effects in Anesthetized Rat. 1/ Farmaco, edizione scientifica, 1978,
33 (10), 791-798.

9. Chimenti, F.; Giuliano, R.; Vomero, S.; Artico, M.; Dolfini, E.; Morasca, L. Research
on Antineoplastic Subtances. LI. Derivatives of Benzo[f]-pyrrolo-[1,2-a]-
quinoxaline and Naphtho-[2,1-e]-pyrrolo-[2,1-c]-as-triazine: Synthesis and
Cytostatic and Cytotoxic Activity. I/ Farmaco, edizione scientifica, 1973, 28 (4),
284-297.

10. Sundeberg, R. J. “Pyrroles and Their Benzo Derivates: Synthesis and Applications”.

Comprensive Heterocyclic Chemistry, 1996, 2, 313-376.

69



Luisa Carlota Lopez Cara

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

70

Utimoto, K.; Miwa, H.; Nozaki, H.; Palladium-Catalyzed Synthesis of Pyrroles.
Tetrahedron Letters, 1981, 22, 4277-4278.

Hewton, C. E.; Kimber, M. C.; Taylor, D. K. A One-pot Synthesis of Thiophene and
Pyrrole Derivatives from Readily Accesible 3,5-dihydro-1,2-dioxines. T7etrahedron
Letters, 2002, 43, 3199-3201.

Adamczyk, M.; Reddy, R. E.; A Convenient Synthesis of 2-Cyanopyrroles from
Isocyanoacetonitrile. 7etrahedron Letters, 1995, 44, 7983-7986.

Aoyagi, Y.; Mizusaki, T.; Ohta, A. Facile and Efficient Synthesis of Pyrroles and
Indoles via Palladium-Catalyzed Oxidation of Hydroxy-Enamines and -Amines.
Tetrahedron Letters, 1996, 51, 9203-9206.

Alberola, A.; Gonzalez Ortega, A.; Sadaba, M. L.; Sanudo, C. Versatility of Weinred
Amides in the Knorr Pyrrole Synthesis. Tetrahedron, 1999, 55, 6555-6566.

Firstner, A.; Weintritt, H.; Hupperts, A. A New, Titanium-Mediated Approach to
Pyrroles: First Synthesis of Lukianol A and Lamellarin O Dimethyl Ether. J Org.
Chem., 1995, 60, 6637-6641.

Iwao, M.; Takeuchi, T.; Fujikawa, N.; Fukuda, T.; Ishibashi, F. Short and Flexible
Route to 3,4-Diarylpyrrole Marine Alkaloids: Syntheses of Permethyl Storniamide A,
Ningalin B, and Lamellarin G Trimethyl Ether.7etrahedron Letters, 2003, 44,
4443-4446.

Hemetsberger, H.; Knittel, D.; Weidmann, H. Synthese von a-Azidozimtsdureestern.

Monatshefte fir Chemie, 1969, 100, 1599-1603.

Hickey, D. M. B.; Moody, C. J.; Rees, C. W. Formation of Indoles, Isoquinolines,
and Other Fused Pyridines from Azidoacrylates. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1,
1984, 2189-2196.



Antecedentes

20.

21.

22,

23.

24,

25,

26.

27.

28.

Hemetsberger, H.; Knittel, D.; Weidmann. H. Enazide, 3. Mitt: Thermolyse von o-
Azidozimtestern; Synthese von Indol-derivaten. Monatshefte fir Chemie, 1970,
101, 161-165.

Hemetsberger, H.; Knittel. D. Synthese und THermolyse von «a-Azidoacrylestern.
Monatshefte fir Chemie, 1972, 103, 194-204.

Boukou-Poba, J. P.; Farnier, M.; Guilard, R. A General Method for the Synthesis of
2-Arylpyrroles. Tetrahedron Letters, 1979, 19, 1717-1720.

Pinna, G. A.; Loriga, G.; Murineddu, G.; Grella, G.; Mura, M.; Vargiu, L.; Murgioni,
C.; La Colla, P. Synthesis and Anti-HIV Activity of New Delavirdine Analogues
Carrying Arylpyrrole Moieties. Chem. Pharm. Bull., 2001, 49, 1406-1411.

Molina, P.; Aller, E.; Lorenzo, M. A. An Efficient, High-yield, One Pot Preparation of
Pyrrolo[2,3-b]pyridines by a Consecutive Aza Wittig Reaction-electrocyclic Ring

closure-intramoleccular animation process. Synthesis, 1993, 12, 1239-1242.
Hickey, D. M. B.; Moody, C. J.; Rees, C. W. Vinyl Azides in Heterocyclic Synthesis.
Part 2. Selectivity in the Decomposition of Azidocinnamates with Olefinic ortho-

Substituents. J. Chem. Soc. Perkins Trans 1., 1986, 1113-1117.

Alves, M. 1.; Gilchrist, T. L. Methyl 2-Aryl-2 #-Azirine-3-Carboxilates as Dienophiles.
J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1998, 299-303.

Alves, M. J.; Gilchrist, T. L.; Sousa, J. H. Reactions of Methyl 2-Aryl-2 #-Azirine-3-
carboxilates with Nucleophiles. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1999, 1305- 1310.

Molina, P.; Alajarin, M.; Vidal, A. Synthesis of Isoquinoline Derivatives by a Tandem

Aza-Wittig/Electrocyclization Strategy and Preparation of the Unknown 1,9-

71



Luisa Carlota Lopez Cara

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

72

Diazaphenalene Ring by a Consecutive Electrocyclic Ring Closure/Claisen
Rearrangement/Intramolecular Amination Process. J. Org. Chem., 1990, 55,
6140-6147.

Molina, P.; Alajarin, M.; Vidal, A. Domino Reactions. One—Pot Preparation of
fluoreno[2,3,4-jlisoquinoline. Derivatives from Conjugated Ketene Imines. J. Org.
Chem., 1991, 56, 4008-4016.

Stang, P. J.; Crittell, C. M.; Williamson, B. L. 1,3-Dipolar Cycloaddition Reactions of
o—Diazocarbonyl Compounds, Organoazides, and Ethynyl(phenyl)iodonium Triflate

Salts. 7etrahedron, 1992, 48, 3527-3540.

Shen, Y.; Zheng, J.; Xin, Y.; Lin, Y.; Qi, M. Synthesis of Perfluoroalkylates
Heterocyclic Phosphonates. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1995, 997- 999.

Ponti, A.; Molteni, G. DFT-Based Quantitative Prediction of Regioselectivity:
Cycloaddition of Nitrilimines to Methyl Propiolate. J. Org. Chem., 2001, 66, 5252-
5255.

Adamo M. F. A.; Adlington, R. M; Baldwin, J. E.; Pritchard, G. J.; Rathmell, R. E.
Practical Routes to Diacetylenic Ketones and their Application for the Preparation
of Alkynyl Substituted Pyridines, Pyrimidines, and Pyrazoles. 7etrahedron, 2003,
59, 2197-2205.

Palacios, F.; Ochoa de Retana, A. M.; Pagalday, J. A Regioselctive Synthesis of 5-
Pyrazolones and Pyrazoles from Phosphazenes derived from Hydrazines and
Acetylenic Esters. Tetrahedron, 1999, 55, 14451-14458.

Baldwin, J. E.; Pritchard, G. J.; Rathmell, R E. The Reactions of Diacetylenic
Ketones with Nitrogen Nucleophiles; Facile Preparation of Alkynyl Substituted
Pyrimidines and Pyrazoles. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 2001, 2906-2908.



Antecedentes

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Varano, F.; Catarzi, D.; Colotta, V.; Filacchioni, G.; Galli, A.; Costagli, C.; Carla. V.
Synthesis and Biological Evaluation of a New Set of Pyrazolo[1,5-c]quinazoline-2-
carboxilates as Novel Excitatory Amino Acid Antagonists. J. Med. Chem., 2002,
45, 1035-1044.

Schmidt, A.; Habeck, T.; Kindermann, K.; Nieger, M. New Pyrazolium-Carboxylates
as Structural Analogues of the Pseudo-Cross-Conjugated Betainic Alkaloid
Nigellicine. J. Org. Chem., 2003, 68, 5977-5982.

Bravo, P.; Diliddo, D.; Resnati, G. An Efficient Entry to Perfluoroalkyl Substituted
Azoles Starting from B-Perfluoroalkyl-g-dicarbonyl Compounds. Tetrahedron, 1994,

50, 8827-8836.

Garanti, L.; Sala, A.; Zecchi, G. Intramolecular 1,3-Dipolar Cycloadditions of Nitrile
Imines Bearing an Alkenyl Substituent. J. Org. Chem., 1977, 42, 1389-1392.

Iturrino, L.; Navarro, P.; Rodriguez-Franco, M. I.; Contreras, M.; Escario, J. A.;
Martinez, A.; Pardo, M. R. Synthesis, Cytostatic and Trichomonacide Activities of
3,5-bis-(halomethyl)pyrazoles. J. Med. Chem., 1987, 22, 445-451.

Bougrin, K.; Soufiaoui, M.; El Yazidi, M. Conversion des Cis- et Trans-Pyrazolines
en Pyrazoles Sur Support Mineral Impregne de Nitrate Ferrique ou Cuivrique.
Tetrahedron Letters, 1995, 36, 4065-4068.

Katritzky, A. R.; Wang, M.; Zhang, S.; Voronkov, M. V. Regioselective Synthesis of
Polysubstituted Pyrazoles and Isoxazoles. J. Org. Chem., 2001, 66, 6787-6791.

Sabitha G.; Kiran Kumar Reddy, G. S.; Reddy, Ch. S.; Fatima, N.; Yadav, J. S.
Zr(NOs)4: A Versatile Oxidizing Agent for Aromatization of Hantzsch 1,4-
dihydropyridines and 1,3,5-Trisubstituted Pyrazolines. Synthesis, 2003, 8, 1267-
1271.

73



Luisa Carlota Lopez Cara

44

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

74

Camacho, M. E.; Leon, J.; Entrena, A.; Velasco, G.; Carrion, M. D.; Escames, G.;
Vivd, A.; Acuiia, D.; Gallo, M. A; Espinosa, A. 4,5-dihydro-1A-pyrazole Derivatives
with Inhibitory nNOS Activity in Rat Brain: Synthesis and Structure-Activity
Relationships. J. Med. Chem, 2004, 47, 5641-5650.

Carrion, M. D.; Camacho, M. E.; Ledn, J.; Escames, G.; Tapias, V.; Acufia, D.;
Gallo, M. A.; Espinosa, A. Synthesis and iINOS/nNOS Inhibitory Activities of New
Benzoylpyrazoline Derivatives. Tetrahedron, 2004, 60, 4051-4069.

Furchgott, R.F.; Zawadzki, J. V. The Obligatory Role of Endothelial Cells in the
Relaxation of Arterial Smooth Muscle by Acetylcholine. Nature, 1980, 288, 373.

http://ads.recoletos.es/RealMedia/ads/click_nx.cgi/dmedico.recoletos.es/dm/grand
eshist@Top.

Kwon, N.S.; Nathan, C.F.; Stuehr, D.J. Reduced biopterin as a cofactor in the
generation of nitrogen oxides by murine macrophages. J. Biol. Chem., 1989, 264,
20496.

Griffith, O. W.; Stuehr, D. J. Nitric Oxide Synthases: Properties and Catalytic
Mechanism., Annu. Rew. Physiol., 1995, 57, 707.

Kwon, N. S.; Stuehr, D. J.; Natham, C. F. Inhibition of tumor cell ribonucleotide

reductase by macrophage-derived nitric oxide. J. Exp. Med., 1989, 174, 761.

Palmer, R.M.].; Ferrige, A. G.; Moncada, S. Nitric Oxide Release Accounts for the
Biological Activity of Endoteliun-Derived Relaxing Factor. Nature, 1987, 327, 524.

Nathan, C.; Xie, QW. Nitric oxide synthases: roles, tolls and controls. Ce//.,1994,
78, 915.



Antecedentes

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Dawson, T.M.; Synder, S.H. Gases as biological messengers : nitric oxide and

carbon monoxide in the brain. J. Meurosci.,, 1994, 14, 5147.

Bredt, D. S.; Hwang, P. M.; Glatt, C. E.; Lowestein, C.; Reed, R. R.; Snyder, S. H.
Cloned and Expressed Nitric Oxide Synthase Structurally Resembles Cytochrome P-
450 Reductase. Nature. 1991, 351, 714.

Bredt, D. S.; Snyder, S. H. Nitric Oxide: A Physiological Messenger Molecule. Annu.
Rev. Biochem., 1994, 63, 175.

Nakane, M.; Pollock, J. S.; Schmidt, H. H. H. W.; Forstermann, U.; Murad, F.
Cloned Human Brain Nitric Oxide Synthase is Highly Expressed in Skeletal Muscle.
FEBS. Lett., 1993, 316, 175.

Garthwaite, J.; Boulton, C. L. Nitric Oxide Signaling in the Central Nervous System.
Annu. Rev. Physiol., 1995, 57, 683.

Brennman, J. E.; Chao, D. S.; Xia, H. H.; Aldalpe, K.; Bredt, D. S. Nitric Oxide
Synthase Complexed with Dystrophin and Absent from Skeletal Muscle
Sarcolemma in Duchenne Muscular Dystrophy. Ce/l., 1995, 82, 743.

Forstermann, U.; Nakane, M.; Tracey, W. R.; Pollock, J. S. Isoforms of Nitric Oxide

Synthase: Functions in the Cardiovascular System. Eur. Heart, J., 1993, 14, 10.
Campbell, J. M.; McCrae, F.; Reglinski, J.; Wilson, R.; Smith, W. E.; Sturrock, R. D.
The Interaction of Nitroprusside with Peripheral White Blood Cells In Vitro: A

Rationale for Cyanide Release /in vivo. Biochim. Biophys. Acta., 1993, 1156, 327.

Sung, S. S.; Glidewell, C.; Butler, A. R.; Hoffmann, R. Bonding in Nitrosylated Iron-
Sulfur Clusters. Inorganic. Chem., 1985, 24, 3856.

75



Luisa Carlota Lopez Cara

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

76

Tracey, W. R.; Pollock, J. S.; Murad, F.; Nakane, M.; Foérstermann, U. dentification
of an Endothelial-like Type-III NO Synthase in LLC-PK1 Kidney Epithelial Cells. Am.
J. Physiol., 1994, 266, C 22.

Sase, K.; Mitchel, T. Expression and Regulation of Endothelial Nitric Oxide

Synthase. Trends in Cardiovascular Medicine., 1997, 7, 28.

Odell, T.J.; Huang, P.L.; Dawson, T. M.; Dinerman, J. L.; Snyder S. H.; Kandel,
E. R.; Fishman, M. C. Endothelial NOS and the Blockade of LPS by NOS Inhibitors
in Mice Lacking Neuronal NOS. Science., 1994, 265, 542.

Williams, J. H. Retrograde Messengers and Long Term Potentiation: A Progress
Report. J. Ljpid Mediators Cell. Signalling., 1996, 14, 331.

Holscher, C. Nitric Oxide, the Enigmatic Neuronal Messenger: Its Role in Synaptic
Plasticity. 7rends Neurosci., 1997, 20, 298.

Sessa, W. C.; Pritchard, K.; Seyedi, N.; Wang, J.; Hintze, T. H. Chronic Exercise
in Dogs Increase Coronary Vascular Nitric Oxide Production an Endothelial Nitric
Oxide Synthase Gene Expression. Circ. Res., 1994, 74, 349.

Awolesi, M. A.; Sessa, W, C.; Sumpio, B. E. Cyclic Strain Up-Regulates Nitric Oxide
Synthase in Cultured Bovine Aortic Endothelial Cells. J. Clin. Invest., 1995, 96,
1449.

Stuehr, D. J.; Cho, H. J.; Kwon, N. S.; Weise, M. F.; Natham, C. F. Purification and
Characterization of the Cytokine-Induced Macrophage Nitric Oxide Synthase: a
FAD-Containing and FMN-Containing Flavoproteins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.,
1991, 88, 7773.



Antecedentes

70.

71

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Hevel, J. M.; White, K. A.; Marletta, M. A.; Purification of the Inducible Murine
Macrophage Nitric Oxide Synthase. Identification as a Flavoprotein. J. Biol. Chem.,
1991, 266, 22789.

. Yui, Y.; Hattori, R.; Kosuga, K.; Eizawa, H.; Hiki, K,; Kawai, C. Purification of Nitric

Oxide Synthase from Rat Macrophages. J. Biol. Chem., 1991, 266, 12544.

Geller, D. A.; Lowestein, C. J.; Shapiro, R. A.; Nussler, A. K.; Disil Vio, M.; Wang,
S. C.; Nakayama, D. K.; Simmon, R. L.; Snyder, S. H.; Billiar, T. R. Molecular
Cloning and Expression of Inducible Nitric Oxide Synthase from Human
Hepatocytes. Proc. Natl, Acad. Sci. USA., 1993, 90, 3491.

Gross, S. S.; Levi, R. Tetrahydrobiopterin Synthesis. An Absolute Requirement for
Cytokine-Induced Nitric Oxide Generation by Vascular Smooth Muscle. J. Biol.
Chem., 1992, 267, 25722.

Schulz, R.; Nava, E.; Moncada, S. Induction and Potential Biological Relevance of a
Ca’*-Independent Nitric Oxide Synthase in the Myocardium. Br. J. Pharmacol.,
1992, 105, 575.

Liu, J.; Zhao, M. L.; Brosnan, C. F.; Lee, S. C. Expression of Type-II Nitric Oxide
Synthase in Primary Human Astrocytes and Microglia. Role of II-1 Beta and II-1
Receptor Antagonists. J. Immunol., 1996, 157, 3569.

Arbones, M. L.; Ribera, J.; Agullo, L.; Baltrons, M. A.; Casanovas, A.; Riveros
Moreno, V.; Garcia, A. Characteristics of Nitric Oxide Synthase Type I of Rat

Cerebellar Astrocytes. Glia., 1996, 18, 224.

Nathan, C. Nitric Oxide as a Secretory Product of Mammalian Cells. FASES., 1992,
6, 3051.

77



Luisa Carlota Lopez Cara

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

78

Giulivi, C.; Poderoso, J. J.; Boveris, A. Production of Nitric Oxide by Mito chondria.
J. Biol. Chem., 1998, 273, 11038-11043.

Ghafourifar, P.; Richter, C. Nitric Oxide Synthase Activity in Mitochondria. FEBS.
Lett., 1997, 418, 291-296.

Mayer, B.; John, M.; Heinzel, B.; Werner, E. R.; Wachter, H.; Schultz, G.; Bohme,
E. Brain Nitric Oxide Synthase is a Biopterin- and Flavin-containing Multi-functional
Oxide-reductase. FEBS. Letters,, 1991, 288, 187.

Klatt, P.; Schmidt, K.; Lehner, D.; Glatter, O.; Bachinger, H. P.; Mayer, B.
Structural Analysis of Porcine Brain Nitric Oxide Synthase Reveals a role for
Tetrahydrobiopterin and L-Arginine in the Formation of an SDS-resistant dimer.
EMBO. Jj., 1995, 14, 3687.

Iadecola, C. Bright and Dark Sides of Nitric Oxide in Ischemic Brain Injury. 7rends
in Neuroscience., 1997, 20, No 3, 132-139.

Klatt, P.; Schmidt, M.; Leopold, E.; Schmidt, K.; Werner, E.R.; Mayer, B. The
pteridine binding site of brain nitric oxide synthase. Tetrahydrobiopterin binding
kinetics, specificity, and allosteric interaction with the substrate domain. J. Bio/.
Chem., 1994, 269, 13861.

Sagami, I.; Sato, Y.; Noguchi, T. Miyajami, M.; Rozhkova, E.; Daff, S. Shimizu, T.
Electron transfer in nitric-oxide synthase. Chem. Rev., 2002, 226, 179-186.

Rozhkova, E.A.; Fujimoto, N.; Sagami, I.; Daff, S.N.; Shimizu, T. Interactions
between the isolated oxygenase and reductase domains of neuronal nitric-oxide
synthase. Assessing the role of calmodulin. J.Biol. Chem., 2002, 277, 16888-
16894.



Antecedentes

86.

87.

88.

Kobayashi, K.; Tagawa, S.; Daff, S.; Sagami, I.; Shimizu, T. Rapid calmodulin-
dependent interdomain electron transfer in neuronal nitric oxide synthase
measured by pulse radiolysis. J.Biol. Chem., 2001, 276, 39864- 39871.

Natham, C. F.; Xie, Q. W. Regulation of Biosynthesis of Nitric Oxide. J. Biol.
Chem., 1994, 269, 13725.

Sheta, E. A.; McMillan, K.; Masters, B. S. Evidence for a Bidomain Structure of
Constitutive Cerebellar Nitric Oxide Synthase. J. Biol. Chem., 1994, 296, 15147.

89. Cho, H. J.; Xie, Q. W.; Calaycay, J.; Mumford, R. A.; Swiderek, K. M.; Lee, T. D.;

90.

91.

92.

93.

Natham, C. Calmodulin is a Subunit of Nitric Oxide Synthase from Macrophages. J.
Exp. Med., 1992, 176, 599.

Back, K. J.; Thiel, B. A.; Lucas, S.; Stuehr, D. J. Macrophage Nitric Oxide Synthase
Subunits. Purification, Characterization and Role of Prosthetic Groups and
Substrate in regulating their association into a Dimeric Enzyme. J. Biol. Chem.,
1993, 268, 21120.

Schini, V.; Vanhoutte, P. Inhibitors of calmodulin impair the constitutive but not
the inducible nitric oxide synthase activity in the rat aorta. J. Pharmacol. Exp.
Ther. 1992, 261, 553.

Forstermann, U.; Pollock, J.; Schimidt, H.; Heller, M.; Murad, F. Calmodulin-
dependent endothelium-derived relaxing factor/nitric oxide synthase activity is
present in the particularte and cytosolic franctions of bovine aortic endothelial
cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 1991, 88, 1788.

Knowles, R. G.; Palacios, M.; Palmer, M: R. J.; Moncada, S. Formation of Nitric
Oxide from L-Arginine in the Central Nervous System: A Transduction Mechanism
for Stimulation of the Soluble Guanylate Cyclase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.,
1989, 86, 5159.

79



Luisa Carlota Lopez Cara

94. Rang, H.P.; Dale, M. M.; Ritter, J. M. Farmacologia quinta edicion. Editorial

95.

96.

97.

98.

99.

Harcourt.

Kréncke, K. D.; Fehsel, K.; Kolbbachofen, V. Inducible Nitric Oxide Synthase and
Its Product Nitric Oxide, a Small Molecule with Complex Biological Activities. J. Biol.
Chem., 1995, 376, 327.

Closs, E. I. CAT, a Family of 3 Distint Mammalian Cationic Amino Acid
Transporters. Amino. Acids., 1996, 11, 193.

Stevens, B. R.; Kakuda, D. K.; Yu, K.; Waters, M.; Vo, C. B.; Raizada, M. K.
Induced Nitric Oxide Synthase Is Dependet on Induced Alternatively Spliced CAT-2
Encoding-L-Arginine Transport in Brain Astrocytes. J. Biol. Chem., 1996, 271,
24017.

Sonoki, T.; Nagasaki, A.; Gotoh, T.; Takiguchi, M.; Takeya, M.; Matsuzaki, H.; Mori,
M. Coinduction of Nitric Oxide Synthase and Arginase I in Cultured Rat Peritoneal
Macrophages and Rat Tissues in vivo by Lipopolysaccharide. J. Biol. Chem., 1997,
272, 3689.

Stamler, J. S.; Simon, D. I.; Osborne, J. A.; Mullins, M. E.; Jaraki, O.; Michel, T.;
Singel, D. J.; Loscalzo, J. S-nitrosylation of proteins with nitric oxide: synthesis and
characterization of biologically active compounds. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.,
1992, 89, 444.

100.Waldman, S. A.; Murad, F. Cyclic GMP Synthesis and Function, Pharmacol. Rew.,

1987, 39, 163.

101.Kojda, G.; Harrison, David. Interactions between NO and reactive oxygen species:

80

pathophysiological importance in atherosclerosis, hypertension, diabetes and heart
failure. Cardiovascular Research, 1999, 43, 562-571.



Antecedentes

102.Brunton, T. L. On the Use of Nitrite of Amyl in Angina Pectoris. Lancet.,, 1967, 2,
97.

103.Beckman, 1.S.; Beckman T.W.; Chen, J.; Marshall P.A.; Freeman, B.A. Apparent
hydroxyl radical production by peroxynitrite: implications for endothelial injury
from nitric oxide and superoxide. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1990, 87, 1620.

104.Dinerman, A. T.; Cakici, I.; Kanzik, I. Peroxinitrite: a Putative Cytokine.
Pharmacol. Toxicol.,, 1998, 82, 113-117.

105.Kelm, M.; Dahmann, R.; Wink, D.; Feelisch, M. The Nitric Oxide / Superoxide Assay.
Insights into the Biological Chemistry of the NO/O2 Interaction. J. Biol. Chem.,
1997, 272, 9922-9932.

106.Koppenol, W. H.; Moreno, 1. J.; Pryor, W. A.; Ischiropoulos, H.; Beckman, J. S.
Peroxinitrite, a Cloaked Oxidant Formed by Nitric Oxide and Superoxide. Chem.
Res. Toxicol., 1992, 5, 834-842.

107.Ignarro, L.J.; Gold, M.F.; Buga, G.M.; Byrns, R.F.; Wood, K.S.; Chaudhuri, G. Basic
polyamino acids rich arginine, lysine, or ornhitine cause both enhancement of and
refractoriness to formation of endothelium-derived nitric oxide in pulmonary artery
and vein. Circ. Res., 1989, 64, 315-329.

108.Nakanishi, S.; Nakajima, Y.; Masu, M.; Ueda, K.; Nakahara, D.; Watanabe, S.;
Yamaguchi, S.; Kawabata, M.; Okada, M. Glutamate Receptors: Brain Function and

Signal Transduction. Brain. Res. Rev., 1998, 26, 230-235.

109.Tzeng, T.B.; Fung, H.L. Pharmacodynamic modeling of the in vitro vasodilating
effects of organic mononitrates. J. Pharmacokinet Biopharm. 1992, 20, 227-251.

81



Luisa Carlota Lopez Cara

110.Lancaster, J.R. Stimulation of the diffusion and reactions of endogeneously
produced nitric oxide. Implications for neural nitric oxide signaling and its

pharmacological properties. Neuropharmacology, 1994, 33, 1235-1244.

111.Vanderkooi, J.M.; Wright, W.W.; Erecinska, M. Nitric oxide diffusion coefficients in
solutions, proteins and membranes determined by phosphorescence. Biochem.
Biophys. Acta, 1994, 1207, 249-254.

112.Schuman, E.M.; Madison, D.V. A requirement for the intercellular messenger nitric
oxide in long-term potentiation. Science, 1991, 254, 1503-1506.

113.Dawson, T.M.; Dawson, V.L.; Snyder, S.H. A novel neuronal messenger molecule in

brain: the free radical, nitric oxide radical. Ann. Neurol., 1992, 32, 297.

114.Meldrum, B.; Garthwaite, J. Excitatory amino acid neurotoxicity and

neurodegenerative disease. 7rends Pharmacol. Sci., 1990, 11, 379.

115.Gross, S. S.; Wolin, M. S. Nitric oxide: pathophysiological mechanisms. Annu. Rev.
Physiol., 1995, 57, 737-769.

116.Zhang, J.; Snyder, S.H. Nitric oxide in the nervous system. Annu. Rev. Pharmacol.
Toxicol,, 1995, 35, 213-233.

117.Lipton, S.A.; Choi, Y.B.; Pan, Z.H.; Lei, S.Z.; Chen, H.S.; Sucher, N.J. A redox-
based mechanism for the neuroprotective and neurodestructive effects of nitric
oxide and related nitroso-compounds. Nature, 1993, 364, 626-632.

118.Zhang, H.Q.; Walter Fast, M.; Marletta, A.; Martasek, P.; Silverman, R.B. Potent

and selective inhibition of neuronal nitric oxide synthase by N“-propyl-L-arginine.
J. Med. Chem., 1997, 40, 3869, 3870.

82



Antecedentes

119.Shearer, B.G.; Lee, S.; Oplinger, J.A.; Frick, W.; Garvey, E.P.; Furfine, E.S.
Substituted N-phenylisothioureas: Potent Inhibitors of Human Nitric Oxide
Synthase with Neuronal Isoform Selectivity. J. Med. Chem., 1997, 40, 1901-1905.

120.Collins, J.L.; Shearer, B.G.; Oplinger, J.A.; Lee, S.; Garvey, E.P.; Salter, M.; Duffy,
C.; Burnette, T. C.; Furfine, E.S. N-Phenylamidines as Selective Inhibitors of
Human Neuronal Nitric Oxide Synthase: Structure-Activity Studies and
Demonstration of in Vivo Activity. JMed. Chem., 1998, 41, 2858-2871.

121.Moore, P. K.; Oluyomi, A. O.; Babedge, R. C.; Wallace, P.; Hart, S. L. Br. L-NG-Nitro
Arginine Methyl Ester Exhibits Antinociceptive Activity in the Mouse. J. Pharmacol.,
1991, 102, 198-202.

122.Deutsch, S.I.; Rosse, R.B.; Tomasino, M. D.; Koetzner L.; Morn, C. B.; Mastropaolo,
J. 7-nitroindazole and metlylene blue, inhibitors of neuronal nitric oxide synthase
and NO-stimulated guanylate cyclase, block MK-801-elicited behaviors in mice.

Neuropsychopharmacology, 1996, 15, 37-43.

123.Jaroch, S.; Holscher, P.; Rehwinkel, H.; Silzle, D.; Burton, G.; Hillmann, M.;
McDonald, F. M. Dihydroquinolines with Amine-Containing Side Chains as Potent n-
NOS Inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2003, 13, 1981-1984.

124.Nason, D. M.; Heck, S. D.; Bodenstein, M. S.; Lowe, J. A.; Nelson, R. B.; Liston, D.
R.; Nolan, C. E.; Lanyon, L. F.; Ward, K. M.; Volkmann, R. A. Substituted 6-Phenyl-
pyridin-2-ylamines: Selective and Potent Inhibitors of Neuronal Nitric Oxide
Synthase. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2004, 14, 4511-4514.

125.0hashi, K.; Kominami, S., Yamazaki, T.; Ohta, S.; Kitamura, S. Inhibitory Effet of
Organotin Compounds on Rat Neuronal Nitric Oxide Synthase Through Interaction
with Calmodulin. Biorganic & Biophysical Research Communications, 2004, 324,
178-185.

83



Luisa Carlota Lopez Cara

126.Gémez-Vidal, J. A.; Martasek, P.; Roman, L. J.; Silverman, R. B. Potent and
Selective Conformationally Restricted Neuronal Nitric Oxide Shyntase Inhibitors, J.
Med. Chem., 2004, 47, 703-710.

127.Camacho, E.; Ledn, J.; Carridn, A.; Entrena, A.; Escames, G.; Khaldy, H.; Acuia-
Castroviejo, D.; Gallo, M. A.; Espinosa, A. Inhibition of nNOS Activity in Rat Brain
by Synthetic Kynurenines: Structure-Activity Dependence. J. Med. Chem., 2002,
45, 263-274.

128.Escames, G.; Acuna-Castroviejo, D.; Vives-Montero, F. Melatonin-dopamine
interaction in the striatal projection area of sensorimotor cortex in the rat.
Neuroreport, 1996, 7, 597-600.

129.Ledn, J.; Vives, F.; Gdmez, I1.; Camacho, E.; Gallo, M.A.; Espinosa, A.; Escames, G.;
Acufa-Castroviejo, D. Modulation of rat striatal glutamatergic response in search
for new neuroprotective agents: Evaluation of melatonin and some Kynurenine
derivatives. Brain Research Bulletin, 1998, 45, 525-530.

130.Ledn, J.; Vives, F.; Crespo, E.; Camacho, E.; Espinosa, A.; Gallo, M.A. Escames, G.;
Acufia-Castroviejo, D. Modification of nitric oxide synthase activity and neuronal
response in rat striatum by melatonin and Kynurenine derivatives. Journal of
Neuroendocrinology, 1998, 10, 297-302.

131.Ledn J.; Macias, M.; Escames, G.; Camacho, E.; Khaldy, H.; Martin, M.; Espinosa,
A.; Gallo, M.A.; Acufia-Castroviejo D. Structure-Related inhibition of calmodulin-
dependent neuronal nitric-oxide synthase activity by melatonin and synthetic
kynurenines. Mol. Pharmacol. 2000, 58, 967-975.

132.Kennaway, D. J.; Hugel, H. M.; Melatonin Binding Sites: Are they Receptors?
Molec. Cell. Endocrinol., 1992, 88: C1.

84



Antecedentes

133.Velasco, G. Kinurenaminas y Productos Relacionados Activos en el Sistema Nervioso

Central. 7esis Doctoral. Universidad de Granada. 2002.

134. Carrién, M. D. Sintesis y Evaluacion Bioldgica Frente a Oxido Nitrico Sintasa de
Nuevos Derivados Kinuneraminicos y Pirazolinicos. 7esis Doctoral. Universidad de
Granada. 2003.

135.Young, R. J.; Beams, R. M.; Carter, K.; Clark, H. A. R.; Coe, D. M.; Chambers, C. L.
; Davies, P. 1.; Dawson, J.; Drysdale, M. J.; Franzman, K. W.; French, C,;
Hodgson, S. T.; Hodson, H. F.; Kleanthous, S.; Rider, P.; Sanders, D.; Sawyer, D.
A.; Scott, K. J.; Shearer, B. G.; Stocker, R.; Smith, S.; Tackley, M. C.; Knowles, R.
G. Inhibition of Inducible Nitric Oxide Synthase by Acetamidine Derivatives of
Hereto-Substituted Lysine and Homolysine. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, 2000, 10, 597-600.

136.Naka, M.; Nanbu, T.; Kobayashi, K.; Kamanaka, Y.; Komeno, M.; Yanase, R.;
Fukutomi, T.; Fujimara, S.; Seo, H.G.; Fujiwara, N.; Ohuchida, S.; Susuki, K.;
Kondo, K.; Taniguchi, N. A potent inhibitor of inducible nitric oxide synthase, ONO-
1714, a cyclic amidine derivative. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 2000, 270, 663-667.

137.Webber, R. K.; Metz, S.; Moore, W. M.; Connor, J. R.; Currie, M. G.; Fok, K. F.;
Hagen, T. J.; Hansen, D. W.; Jerome, G. M.; Manning, P. T.; Pitzele, B. S.; Toth,
M. V.; Trivedi, M.; Zupec, M. E.; Tjoeng, F. S. Substituted 2-iminopiperidines as
Inhibitors of Human Nitric Oxide Synthase Isoforms. J. Med. Chem., 1998, 41, 96-
101.

138.Hagmann, W.; Caldwell, C.G.; Chen, P.; Durette, P.; Esser, C.; Lanza, T.; Kopka, I.;
Guthikonda, R.; Shah, S.; MacCoss, M.; Chabin, R.; Fletcher, D.; Grant, S.; Green,
B.; Humes, J.; Kelly, T. M.; Luell, S.; Meurer, R.; Moore, V.; Pacholok, S.; Pavia,
T.; Williams, H.; Wong, K. Substituted 2-Aminopyridines as inhibitors of nitric oxide
synthases. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2000, 10, 1975-1978.

85



Luisa Carlota Lopez Cara

139.Beaton, H.; Hamley, P.; Nicholls, D. J.; Tinker, A. C.; Wallace, A. V. 3,4-Dihydro-1-
isoquinolinamines: a novel class of nitric oxide synthase inhibitors with a range of
isoform selectivity and potency. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2001,
11, 1023-1026.

140.Matsuda, H.; Morikawa, T.; Sakamoto, Y.; Toguchida, I.; Yoshikawa, M. Labdane-
type Diterpenes with Inhibitory Effects on Increase in Vascular Permeability and
Nitric Oxide Production from Hedychium coronarium. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2002, 10, 2527-2534.

141.Matsuda, H.; Morikawa, T.; Ando, S.; Toguchida, I.; Yoshikawa, M. Structural
Requeriments of Flavonoids for Nitric Oxide Production Inhibitory Activity and
Mechanism of Action. Biorganic & Medicinal Chemistry, 2003, 11, 1995-2000.

142.Ueda, S.; Terauchi, H.; Yano, A.; Ido, M.; Matsumoto, M.; Kawasaki, M. 4,5-
Disubstituted-1,3-oxazolidin-2-imine Derivatives: A New Class of Orally Bioavailable
Nitric Oxide Synthase Inhibitor. Biorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2004,
14, 313-316.

143.Ueda, S.; Terauchi, H.; Yano, A.; Matsumoto, M.; Kubo, T.; Kyoya, Y.; Suzuki, K.;
Ido, M.; Kawasaki, M. 4,5-Dialkylsubstituted-2-imino-1,3-thiazolidine Derivatives
as Potent Inducible Nitric Oxide Synthase Inhibitors. Biorganic & Medicinal
Chemistry, 2004, 12, 4101-4116.

86



3.-OBJETIVOS



Objetivos

3.- OBJETIVOS.

La inhibicion selectiva de las isoformas nNOS e iNOS podria conducir a un
importante camino en el desarrollo de nuevos farmacos que actien a los niveles donde
sean necesarios, es decir, que interaccionen con la isoforma de la NOS causante de la
sobreproduccién de NO y, por consiguiente, que se ataque a uno de los factores que esta
implicado en el origen de diferentes enfermedades, tales como Parkinson, Alzheimer,

enfermedad de Huntington, artritis reumatoide, choque séptico etc.

El propdsito de la investigacion contenida en esta Memoria se ha centrado en la
sintesis de nuevos inhibidores de la NOS, selectivos para cada isoforma. Para ello se han
utilizado como modelos las estructuras anteriormente sintetizadas por nuestro equipo de

investigacion.
La melatonina es una hormona segregada por la glandula pineal que posee

potente actividad inhibitoria frente a la NOS, sin embargo la actividad inhibitoria requiere

de un periodo de latencia, debido probablemente a que la melatonina no sélo actla
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directamente sobre la enzima sino que también lo hace a través de

uno de sus

metabolitos cerebrales, en concreto N'-acetil-5-metoxikinurenamina (Figura 3.1).

e
NHCOCH; 0
H4CO. H4CO.
\ NHCOCH,
IDO
—_— >
N
H NHCHO
Melatonina N'-acetil-N?-formil-5-metoxikinurenamina
o]
Formamidasa  H,CO
—_— NHCOCH,
NH,
N'-acetil-5-metoxikinurenamina

Figura 3.1.- Metabolizacion de la Melatonina en el cerebro.

La investigacion se ha desarrollado en varias etapas. En la primera fase se

sintetizaron derivados kinureninicos y kinurenaminicos analogos estructuralmente al

principal metabolito cerebral, pero también se sintetizd por primera vez la ruta completa

del metabolito en si. Asi en la Figura 3.2 se muestran las estructuras generales de los

productos sintetizados; estos productos presentaban buenos indices de inhibicion de la

isoforma nNOS. En la actualidad se encuentran en proceso de realizacién los ensayos

bioldgicos sobre iNOS.

H,CO.
NHCOCH,4

NH,

Principal metabolito cerebral de la melatonina
o}

0
Ry R, NHCOR,
NHCOR; n
Rs COOH
R4 R

1

Derivados Kinurenaminicos Derivados Kinureninicos

Figura 3.2.- Derivados Kinureninicos y Kinurenaminicos.
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En una segunda fase de desarrollo de nuestra investigacion se sintetizaron
analogos rigidos de kinurenaminas con estructura fenilpirazolinica, como la que se muestra
en la Figura 3.3. Los diferentes sustituyentes introducidos en el anillo bencénico y en el
grupo acilo, fueron las modificaciones estructurales que se realizaron, como en el caso
anterior. Estos compuestos presentan potente actividad inhibitoria frente a la isoforma

nNOS, pero ademas no inhiben la iNOS.

N Ry
Rq 4 \n/
N
o)
NH,

Figura 3.3.- Derivados Fenilpirazolinicos.

El Ultimo trabajo realizado, ha sido la formacién de analogos rigidos
benzoilpirazolinicos, con la estructura que aparece en la Figura 3.4. De estos
compuestos resalta el hecho de que son selectivos frente a la isoforma inducida de la
NOS, pero ademas los mas interesantes desde el punto de vista bioldgico son aquéllos en

los que se ha sustituido el grupo acilo por un grupo metilo.
Ro COOEt

/
NS

Ry
[0}

NH,

Figura 3.4.- Derivados Benzoilpirazolinicos.

Por tanto, en nuestras investigaciones se han ido modificando, por una parte, las
estructuras iniciales con objeto de conseguir mayor selctividad hacia una determinada
isoforma de la NOS, y por otra, se han mantenido aquellos grupos funcionales que
parecen imprescindibles para la actividad inhibitoria, tales como el grupo amino. De esta
forma se pretende avanzar en la busqueda hacia un modelo de farmacdforo.

Por todo lo expuesto y como consecuencia de ello, en la presente Memoria de

Tesis se han propuesto los siguientes objetivos:

Objetivo 1.- Se propone la sintesis de una familia de compuestos con la

estructura general que se muestra en la Figura 3.5, con objeto de profundizar en el
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estudio de la relacion estructutra-actividad de los compuestos. En dicha estructura se
introduciran sustituyentes en posicién 5’ del anillo bencénico de diferente naturaleza, bien
sea electron donante (Cl), electrén atrayente (OCH;3) o electrén neutro (H), constituyendo
tres series (a, b y c). Dentro de cada serie el radical Rs sera alquilico, cicloalquilico o
aromatico. Como puede observarse en este caso las estructuras son mas rigidas y con
notables variaciones estructurales, con el fin de continuar avanzando en el desarrolllo de

nuestro modelo de farmacoforo.

Figura 3.5.- Estructura general de los nuevos derivados pirrélicos sintetizados.

Objetivo 2.- Sintetizar derivados benzoilpirazolinicos y benzoilpirazolicos, con
los mismos sustituyentes en el anillo bencénico de la familia pirrdlica, continuando de
alguna manera las investigaciones anteriores. En este caso se sintetizaran derivados
alquilados en posicién uno del anillo heterociclico con sustituyentes de cadena lineal y
aromaticos, asi como también se le proporcionara mas rigidez a las moléculas mediante la
aromatizaciéon, con los derivados benzoilpirazdlicos. Las estructuras propuestas como

objetivo son las mostradas en la Figura 3.6.

R, COOEt R, COOEt
Y N
/ I\
NS NS
Ry Ry
o} o}
NH, NH;

Figura 3.6.- Estructura general de los nuevos derivados sintetizados.

Objetivo 3.- Sintesis del compuesto 5[2'-(5"-metoxi-2"-nitrofenil)vinil] ZA-pirrol-
2-carboxilato de etilo 163, obtenido mediante la aplicacion de la reaccion de

Hemetsberger al derivado 5-(5"-metoxi-2"-nitrofenil)-2,4-pentadienal.

90



Objetivos

Objetivo 4.- Purificacion y caracterizacién inequivoca mediante los estudios de

espectroscopia pertinentes de los productos sintetizados.

Objetivo 5.- Realizar ensayos de actividad inhibitoria nNOS sobre los nuevos
derivados sintetizados, tanto los pertenecientes a la familia pirrélica como a la pirazolinica-
pirazdlica y estudiar la influencia sobre la actividad inhibitoria de las modificaciones

llevadas a cabo a en cada familia de compuestos.

Objetivo 6.- Estudiar las actividades de inhibicion frente a la isoforma iNOS que
puedan presentar los nuevos derivados sintetizados ya que, como se ha expuesto en los
antecedentes, las investigaciones actuales se dirigen no sdlo a la consecucion de
inhibidores potentes sino también a lograr inhibidores con gran selectividad por una de las

isoformas de la NOS.

Objetivo 7.- Establecer las relaciones estructura-actividad para de los
compuestos sintetizados y obtener las conclusiones oportunas sobre las actividades de
inhibicion frente a las isoforma inducida y neuronal de la NOS, que puedan presentar los

nuevos derivados.
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R3 COOEt
\
N
/
NS
R,
o
NH,
Pirroles . .
Pirazolinas
R3 COOEt
N
I\
NS
Ry
o}
NH,
Pirazoles

4.- PARTE TEORICA.

Resumen: En este apartado se detalla el método sintético empleado en la
preparacion de una serie de derivados pirrdlicos y pirazolicos usados para el desarrollo
de esta Memoria; se describen también los métodos espectroscopicos empleados en la
identificacion de los mismos y, ademas, se realiza un estudio de analisis conformacional
sobre todos los compuestos. Los cuarenta y tres compuestos finales sintetizados se
ensayan como posibles inhibidores de la actividad en las isoformas de la éxido nitrico
sintasa nNOS e iNOS, con el fin de encontrar prototipos para la inhibicion selectiva de
ambas isoformas y, en su caso, profundizar en el estudio de un modelo de farmacdforo
para la inhibicién de la nNOS, propuesto en trabajos anteriores por nuestro grupo de

investigacion®®*°,
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4.1.- Familia Pirrolica.

4.1.1.- Sintesis quimica.

4.1.1.1.- Consideraciones generales.

En este apartado se detalla el método sintético empleado en la preparacion de
los derivados pirrdlicos y sus correspondientes intermedios sintéticos. Se describe primero
la estrategia sequida para la construccion del sistema fenilpirrdlico y, a continuacion, se
analizan las modificaciones que se hacen a partir de éste, con objeto de obtener los
diferentes compuestos finales de esta familia. La estructura general que presentan los

derivados se muestra en la Figura 4.1.

Figura 4.1.- Estructura general de los derivados pirrélicos.

Dentro de esta familia se han preparado 22 compuestos finales denominados con
las siglas LC-1 — LC-22 que, como se ha indicado en los objetivos, se han clasificado en
tres series (a, b y ¢). A continuacién se detallan las estructuras correspondientes a los

grupos anteriormente mencionados:
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Serie a: Derivados de 5-(2-amino-5"-metoxifenil)-14-pirrol-2-carboxamida.

Dentro de esta serie se han introducido modificaciones estructurales en el nitrégeno

carboxamidico con diversos sustituyentes Rs.

Compuesto R;
LC-1 Me
LC-2 Pr
LC-3 c-C3Hs
LC-4 c-CsHy
LC-5 Bn
LC-6 H

H5CO

| \ NHR;

Serie b: Derivados de 5-(2-amino-5'-clorofenil)- /H-pirrol-2-carboxamida. Dentro

de esta serie se han

introducido modificaciones estructurales en el nitrégeno

carboxamidico del pirrol mediente diversos radicales Rs.

cl

NHR;

Compuesto R;
LC-7 Me
LC-8 Et
LC-9 Bu
LC-10 c-C3Hs
LC-11 H

Serie c: Derivados de 5-(2-aminofenil)- /H-pirrol-2-carboxamida. En esta serie se

han llevado a cabo modificaciones estructurales en el nitrogeno del pirrol (R4= H, CHs),
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ademas de las correspondientes sustituciones en el nitrégeno del grupo carboxamida,

que son comunes a las series anteriores.

Compuesto | R3 R4
LC-12 Me H
LC-13 Et H
LC-14 Pr H
LC-15 Bu H
LC-16 c-CsHs H | \ NHR,
LC-17 c-CqH; H N
LC-18 c-CsHo H ,Ih 0
LC-19 ¢-CeHiy H NH
LC-20 Bn H
LC-21 H
LC-22 Me

4.1.1.2.- Estrategias sintéticas conducentes a la sintesis del sistema

fenilpirrolico.

La formacion del anillo de pirrol en el sistema fenilpirrdlico se ha llevado a cabo

mediante la reaccidn de Hemetsberger'>>(Ver Antecedentes).
Basicamente, la reaccidn de Hemetsberger, consiste en la condensacion entre

aldehidos aromaticos y sus vinilogos con azido acetato de etilo en condiciones

fuertemente basicas; a continuacion, se procede a la ciclacion mediante un proceso de
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termolisis con el consiguiente desprendimiento de nitrdgeno. La naturaleza del
heterociclo obtenido depende, fundamentamente, del aldehido insaturado de partida. En
nuestra investigacion se han conseguido sintetizar derivados fenilpirrélicos vy
fenilvinilpirrdlicos, a partir de los correspondientes derivados del aldehido cinamico y del

5-fenil-2,4-pentadienal respectivamente.

COOEt

Esquema 4.1.- Sintesis de fenilpirroles y fenilvivilpirroles.

En esta Memoria se va a detallar en primer lugar la sintesis del sistema
fenilpirrdlico, ya que es uno de los objetivos propuestos; después, en el siguiente
apartado se describe cdmo se han obtenido los derivados fenilvinilpirrolicos

4.1.1.2.1.- Sintesis del anillo fenilpirrolico a partir del aldehido
cinamico.

El analisis retrosintético de los fenilpirroles se muestra en el Esquema 4.2. En
éste se puede observar como el anillo pirrélico ha sido preparado a partir del 2-azido-5-
fenil-2,4-pentadienoato de etilo-2',5'-disustituido de acuerdo con la reaccién de

Hemetsberger>34,
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R, I \ OEt R, A X COOEt
N
H
0 :>
R Na
160,161,162
o L i
Ry Ri
156,157 146a

HO\@CHO
Ry
Esquema 4.2.- Analisis retrosintético de fenilpirroles.

A continuacién se va a proceder a la descripcidn del proceso de sintesis realizado
para la obtencién de los derivados 160 (R,=0OCH3), 161 (R,=Cl) y 162 (R,=H). El
compuesto 2-nitrocinamaldehido, materia prima para los derivados de la serie ¢, es
comercial; sin embargo, en las series a y b se deben sintetizar los derivados 156
(R,=0CHs) y 157 (R,=Cl) a partir del 2-nitrobenzaldehido convenientemente sustituido
en posicidn 5°. Asi, en el caso de la serie b se parte de 5-cloro-2-nitrobenzaldehido,
mientras que en la serie a es necesario introducir el sustituyente R, por metilacion? del

5-hidroxi-2-nitrobenzaldehido®.

Los compuestos 5-metoxi-2-nitrocinamaldehido 146a (R,=0CHs) y 5-cloro-2-
nitrocinamaldehido comercial, se transforman en los derivados 156 y 157, que junto con
el 2-nitrocinamaldehido, dan lugar a los correspondientes derivados fenilpirrdlicos 158-
160. Estos, tras varias transformaciones, se convierten en los compuestos finales LC-1 a
LC-22.

A continuacion se detalla mas detenidamente cada una de estas reacciones:
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o 0
HO K,CO3 HsCO H
H —_—
“ CHl NO,
2 146a
o)
R, (PhPCHCHO — Re X ~CHo
H
—_—
NO, CH,Cl, NO,
146a,b 156, 157

Esquema 4.3.- Sintesis de intermedios 156 y 157.

El compuesto 5-hidroxi-2-nitrobenzaldehido comercial (Q.P.) se transforma en

146a por metilacion convencional®!, con rendimiento cuantitativo; a continuacién, se

alarga la cadena mediante una reaccién de Wittig°. En un principio se siguieron las

condiciones descritas en bibliografia para la reaccion de Wittig, es decir se partiéo de

146a 6 5-cloro-2-nitrobenzaldehido comercial 146b (Q.P.), y se usd el fosforano

estabilizado trifenilfosforilidenacetaldehido disuelto en tolueno seco como reactivo, a

reflujo y bajo atmdsfera inerte de argon, obteniéndose de esta forma los derivados 156 y

157.

BN

CHO 4+ Php—CH—CHO —
©
NO,
2-nitrobenzaldehido trifenilfosforilidenacetaldehido
00 @ y
T ePns *O~pph,
R, CHO . R, cHO
H
NO, NOZH
Betaina 0
Ry N
—_— H
+ Ph3PO
NO,
oxido de
E/Z 2-nitrocinamaldehido trifenilfosfina

Esquema 4.4.- Mecanismo de reaccion de la formacién de los derivados 156 y 157.
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En la reaccion de formacion de los derivados del cinamaldehido 156 y 157, en
las condiciones descritas anteriormente, se obtuvo una mezcla de isémeros £/Z del 2-
nitrocinamaldehido 5-sustituido y también la mezcla de esteroisdmeros derivados de 5-
(2"-nitro-5"-sustituidofenil)-2,4-pentadienal, 158 y 159. La formacion de estos Ultimos
derivados se debe, probablemente, al hecho de que la mezcla £/Z del cinamaldehido
obtenido es menos estable y mas reactiva que el propio benzaldehido de partida,
haciendo que el fosforano reaccione preferentemente sobre el cinamaldehido que se va
formando, dandose la consiguiente reaccion de condensacion (Esquema 4.5). El
rendimiento obtenido en estas condiciones experimentales es 57% para el compuesto
156 y 42% para el 157.

R, C{\
+

(Ph);PCHCHO
NO,
R, > _~-CHO R, ~. . _~CHO
(Ph);PCHCHO
NO, NO,
156 y 157 ZIE 158 y 159

Esquema 4.5.- Mecanismo de reaccion de la formacién de los derivados 156 - 159.

Con objeto de disminuir la cantidad formada de los compuestos 158 y 159 se
han llevado a cabo una serie de modificaciones en las condiciones iniciales de la reaccion.
Inicialmente, se ha cambiado el disolvente tolueno por diclorometano, ya que en este
Ultimo el fosforano es mas soluble. Como segunda variacion se ha disminuido la
temperatura gradualmente hasta temperatura ambiente y, simultdneamente, se ha
aumentado el tiempo de reaccion hasta 8 horas. Por Ultimo, se ha disminuido la cantidad
molar de fosforano hasta que la relaccion molar entre el producto de partida y el

fosforano ha sido equimolar.

Todas estas variaciones de las condiciones experimentales han dado como

resultado la formacion de una pequena cantidad del derivado de 5-(2"-nitro-5"-
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sustituidofenil)-2,4-pentadienal al mismo tiempo que aumenta considerablemente la de
los derivados 156 y 157 deseados. Ademas se ha observado que, con estas
modificaciones, también se consigue tener un mejor control estereoquimico de la
reaccion, obteniéndose los isdémeros 156F£ y 157 £ como mayoritarios. El rendimiento

final de la mezcla de isdmeros obtenidos oscila entre 63 y 88%.

La formacion de los intermedios fenilpirrdlicos a partir de los compuestos 156,
157 y 2-nitrocinamaldehido para las series a, b o ¢, respectivamente, se ha llevado a
cabo mediante la reaccién de Hemetsberger' que incluye una variante de condensacion

alddlica, resultando los derivados 5'-fenilsustituidos del éster o, p-insaturado.

o)
R
2 \ H v:& Et(g?‘la(a
CHCOOEt ————>
* EtOH
NO,
OH

H
COOEt
R, \ H,0 R, \ X
COOEt
N3
NO, NO,
mezcla de los diferentes
esteroisémeros
] B
—_— N COOEt
H
160 -162

Esquema 4.6.- Sintesis de derivados 5’-sustituidos de 2-azido-5-(2’-nitrofenil)-2,4-pentadienoato

de etilo.

Los derivados de 2-azido-5-(2'-nitrofenil)-2,4-pentadienoato de etilo 5-sustituidos
resultan ser compuestos muy inestables y reactivos, que se ciclan espontdneamente para
dar estructuras pirrdlicas, reaccion que tuvo lugar con el correspondiente
desprendimiento de N,. Para forzar dicha reaccién y disminuir el tiempo de ciclacién, se

calientan a reflujo de p-xileno los derivados 5-sustituidos de 2-azido-5-(2"-nitrofenil)-2,4-
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pentadienoato de etilo, durante un periodo de tiempo comprendido entre 8 y 12 horas,
dependiendo de la naturaleza del sustituyente en posicion 5. Finalmente se elimind el
xileno y se obtienen los correspondientes derivados fenilpirrélicos 160-162 que son

productos sélidos con una coloracién marrén. El rendimiento oscilé entre el 91 y 96%.

El mecanismo de esta reaccion>** se basa en el propuesto por H. Hemetsberger
entre 1969 y 1971 para compuestos de analogas caracteristicas. La formacion del anillo
fenilpirrdlico tiene lugar por una descomposicion de la o-azidoolefina hasta el
correspondiente nitreno y éste, mediente una reaccion de ciclacion 1,5-dipolar,

evoluciona hasta el derivado pirrdlico (Esquema 4.7).

COOEt

—
COOEt [—
» R, N/ ‘
H
N02

CICLACION 1,5- DIPOLAR

Esquema 4.7.-Mecanismo de reaccion en la formacién de los derivados fenilpirrélicos.
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4.1.1.2.2,- Sintesis 5[2'-(5"-metoxi-2"-nitrofenil)vinil]- ZH-pirrol-2-

carboxilato de etilo 163.

Como experimento alternativo se ha procedido a la aplicacion de la reaccion de
Hemetsberger! sobre el intermedio 158 (este compuesto ha sido obtenido como
subproducto de la reaccion de Wittig descrita con anterioridad), consiguiendo en este
caso un anillo pirrdlico altamente funcionalizado 163, de gran interés sintético.

(Esquema 4.8).

H,CO NV Yo EtONa/EtOH
+ N;CH,COOEt g

NO, 158
H;CO \ \ X COOEt p-Xileno
e
N;
NO,
H,CO \ I COOEt
E N
H
NO, 163

Esquema 4.8.- Obtencion del derivado fenilvinilpirrélico 163.

4.1.1.3.- Estrategias sintéticas conducentes a la formacion de los

compuestos finales LC-1 a LC-22.

Una vez sintetizados los derivados fenilpirrdlicos 164, 165 y 166, estos
compuestos se han sometido a diversos tratamientos quimicos para conseguir las
modificaciones oportunas sobre los anillos aromatico y pirrdlico, al objeto de obtener las

diferentes series de compuestos finales dentro de la familia pirrélica series (a, b, c).

En el Esquema 4.9 retrosintético se diferencian dos rutas :
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La ruta A) conduce a compuestos fenilpirrélicos donde la amida esta sustituida
por radicales alquilo, cicloalquilo y bencilo”®°.

La ruta B) conduce a los compuestos finales con la amida libre sin sustituir.!%!!

A) \ B) \
R, / NHR, R, / NH,
y v
H o H O Lc-6
NH,  LC1-L1CS NH, LC-11
LC-7 -LC10 LC-21
U LC-12 -LC-20
R, [\ NHR;
N
H o
NO, 167-184
R I \ NH,
H o
NO, 185, 186, 187
R, I \ Cl
N
H o
NO,
I \ Rz l \ OEt
R, \ COOH ';l
) : H o
H (0] NO,
NO, 160,161, 162
164, 165, 166

Esquema 4.9.- Retrosintesis de los productos finales fenilpirrélicos.

A) Se parte de 5-(2-nitrofenil)-1AH-pirrol-2-carboxilato de etilo 5’-sustituido
(160-162) y se trata con NaOH a 100°C hasta que se disuelva completamente el éster,
indicando asi que se ha formado la sal sodica del mismo; a continuacion, se le afiade una

solucién de AcOH glacial al 20% y se mantiene la reaccion bajo agitacion y a temperatura

104



Parte Tedrica

ambiente hasta que aparece un precipitado, indicando en este caso la formacion de los
derivados del &cido 5-(2™-nitrofenil)-ZA-pirrol-2-carboxilico 5’-sustituido (164-166)’.
Rendimiento 82-93%.

R, |\ R, / \
E COOH
N COOEt  \aoH 1N :
H —
N02 b) AcOH 20% No2
160-162 164-166
serie a: 167 - 171
2 l \ R.NH Ry l \ NHR;
N COcClI 3 3 2 N serie b: 172- 175
NO. H TEA H o ]
2 NO, serie c: 176 - 184

Esquema 4.10. Sintesis de intermedios fenilpirrélicos.

Una vez sintetizados los derivados 164-166 se procede a la transformacion del
grupo acido en amida N-sustituida. Esta transformacion requiere que, previamente, se
obtenan los correspondientes cloruros de acido®, ya que son mucho més reactivos y dan
lugar a las amidas N-sustituidas con mejores rendimientos. Para ello trataremos los
acidos carboxilicos 164-166 con cloruro de tionilo en exceso, a 65-80°C, durante 5
horas. Los cloruros de acido asi formados no se aislan, sino que, in situ, se afiaden a una
solucion de trietilamina y la amina primaria correspondiente, en CH,Cl,, durante 3 horas y

bajo atmosfera inerte®.

Los rendimientos obtenidos para cada serie (a, b, ¢) oscilan entre 48 y 91%
(ver Parte Experimental). La gran diferencia de rendimientos se debe a la mayor o menor
dificultad de purificacién de cada compuesto. En total se obtienen por este método

sintético 18 compuestos intemedios, que se recogen en la siguiente tabla.
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Serie a R,= OCH; Serie b R,=Cl SeriecR,=H

compuesto Rs compuesto Rs compuesto Rs
167 Me 172 Me 176 Me
168 Pr 173 Et 177 Et
169 cCsHs 174 Bu 178 Pr
170 cCsHy 175 cCsHs 179 Bu

171 Bn - - 180 cCsHs

- - - - 181 cCy4H;

- - - - 182 cCsHqy

- - - - 183 cCeHyy
- - - - 184 Bn

B) La segunda ruta conduce a los compuestos intermedios con un grupo
carboxamido no sustituido localizado en la posicién 2 del anillo pirrdlico. La sintesis!
parte de los derivados de 5-(2’-nitro-5"-sustituidofenil)-1/-pirrol-2-carboxilato de etilo
(160 - 162) que, por calentamiento con NH4CI/NH4,OH a 115°C en un tubo cerrado y
durante 12 horas, dan lugar a las corrrespondientes amidas. En el Esquema 4.11 se

muestra el proceso de sintesis, resultando unos rendimientos comprendidos entres el 80-

94%.

R
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Serie a R,= OCH3 Serie b R,=Cl Seriec R,=H

compuesto R; | compuesto | R3 | compuesto | Rj
185 H 186 H 187 H

Por ultimo dentro de las diferentes estructuras que pretendemos obtener, se ha
sintetizado el compuesto 189 a partir de su precursor 188, siguiendo el esquema
previamente indicado. La metilacion del compuesto 162!, se ha llervado a cabo con

CHsI en éter, en presencia de 18-éter corona-6 y KBu'O. Rendimiento: 92%

/\ /\

COOEt COOEt
18-eter corona-6

Bu‘o K*

CHl Rto. 92%

162

CONH, Rt0.55%

_NHCl
NH40H

Esquema 4.12.- Esquema de la reaccion para obtener el compuesto 196.

La reduccién del grupo'? nitro del anillo bencénico mediante hierro en polvo y
sulfato ferroso, en medio acuoso, de estos veintidds derivados de las series a, b, ¢
conduce a los compuestos finales LC-1 — LC-22. Los rendimientos oscilan entre 48-80%,

diferencias que pueden justificarse en la mayor o menor dificultad para su purificacion.

T\ @

Ry CONHR
R, CONHR; N 3

N \

\ Fe/SO Fe R,

Re  —

NH
NO, Rto.40-80% 2

series a,b,c LC-1-LC-22

Esquema 4.13.- Proceso de reduccién del grupo nitro.
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4.1.2.- Analisis espectroscopico de los derivados pirrolicos y sus

intermedios sintéticos.

Los compuestos de esta familia se identificaron por espectroscopia de RMN *H
(300 6 400 MHz) y 3C (75 6 100 MHz), espectrometria de masas de alta resolucién
(LSIMS de alta resolucion) y/o analisis elemental. También se han llevado a cabo estudios
de resonancia bidimensional de tipo HMQC (RMN H/C) y tipo HMBC (RMN 'H/*3C).

Todos los espectros de los compuestos intermedios y finales se recogen en el Apéndice.

4.1.2.1.- Compuestos intermedios.

A continuacién se analizaran, a titulo de ejemplo, los datos espectoscopicos de
los derivados 167 — 187 y 189 ya que son los precursores inmediatos de los
compuestos finales de esta familia. Los datos correspondientes a todos los demas

compuestos intermedios se describen Unicamente en la Parte Experimental.

4.1.2.1.1.- Compuestos pertenecientes a la serie a.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos intermedios derivados de 5-

(5’-metoxi-2"-nitrofenil)- 1A#-pirrol-2-carboxamida.

Los datos espectroscépicos de H-RMN, tanto de los desplazamientos quimicos
(8, ppm) como de las constantes de acoplamiento (J, Hz), se muestran resumidos en la
Tabla 4.1. En ésta se incluyen los compuestos 167 — 171 y 185 que se caracterizan
porque el grupo 2-carboxamido contiene diversos sustituyentes, se ha indicado también
como referencia el compuesto 185, en el que la amida no presenta sustituyentes. Todos
estos espectros se han realizado utilizando cloroformo o acetona deuterada y son

concordantes con las estructuras propuestas.
Como era previsible las mayores diferencias entre los espectros se encuentran en

las sefales que caracterizan e identifican a los diferentes grupos sustituyentes de la

posicién carboxamida.
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El atomo de hidrégeno que aparece mas desapantallado en todos los compuestos
de esta serie, es el perteneciente al anillo pirrdlico en posicion 1, que resuena entre 10 y

12 ppm.

Los hidrégenos aromaticos H-3', H-4' y H-6" resuenan de la siguiente forma: el
atomo H-3' resuena en torno a & 7.90 ppm como consecuencia del efecto desapantallante
gue ejerce el grupo nitro en posicion 2’ del anillo bencénico. La sefial aparece como
doblete con una constante de acoplamiento en torno a A.4= 9.0 Hz. H-6" resuena
aproximadamente a § 6.98 ppm, también como doblete debido al acoplamiento con H-4',
con una constante de acoplamiento con un valor alrededor de 2.8 Hz. En todos los
compuestos se observa un doble doblete en torno a 6.87 ppm correspondiente al
hidrégeno aromatico H-4’, debido al acoplamiento con H-3" y H-6". El grupo metoxilo
resuena entre 3.87 y 3.86 ppm. Los desplazamientos en 171 y 185 son diferentes
debido a que el disolvente deuterado empleado es acetona en lugar de cloroformo. El
cambio de disolvente se ha realizado debido a que estos compuestos son parcialmente
solubles en cloroformo deuterado, en consecuencia, la resolucién del espectro no es la
deseada y por ello el empleo de disolventes mas polares, donde los compuestos son mas
solubles, mejoran la resolucion del espectro y en consecuencia se facilita su

interpretacion.

Las sefales de los atomos de hidrégeno del pirrol de las posiciones tres y cuatro
aparecen como un doblete o doble doblete, dependiendo de si existe acoplamiento 0 no
con el protdn 1 del anillo pirrdlico, observandose en ocasiones que la sefales colapsan en
un pseudotriplete. El protdn H-3 resuena entre 6.52 y 6.88 ppm dependiendo de que el
disovente deuterado usado en cada compuesto sea cloroformo o acetona. Es importante
destacar que en los compuestos 169 y 170 el protdon H-3 aparece como un singlete
ancho en las condiciones normales de realizaciéon de los espectros, pero que, si
realizamos el espectro aumentando la temperatura a 25°C, se consigue identificar la
sefial como doble doblete. El protdn H-3 tiene una constante de acoplamiento con H-4 en
torno a 3.7 Hz y en el caso de que se acople con H-1, su constante de acoplamiento seria
de aproximadamente 2.5 Hz. El protdn H-4 resuena entre §6.28 y 6.32 ppm por las

mismas razones que el proton H-3. Posee una constante de acoplamiento con H-3 en
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torno a 3.7 Hz y en el caso de que se acople con H-1 su constante de acoplamiento seria
de aproximadamente 2.8 Hz. La identificacion inequivoca de estos protones (H-3, H-4) se
ha llevado a cabo mediante un estudio HMQC realizado al compuesto 168, una
correlacidn a larga distancia HMBC (RMN *H/*3C) y efectos NOE que se ha realizado sobre
el compuesto 175 (Ver Apartado 4.1.2.1.3). En consecuencia, por extrapolacion de estos

resultados, se asume que los protones pirrélicos son los asignados.

El protdn perteneciente al nitrégeno de la amida resuena entre 5.87 y 6.13 ppm
cuando el disolvente es cloroformo, y a 7.96 ppm cuando se trata de acetona. El
acoplamiento en este caso si varia, influido por el radical Rs y apareciendo como
multiplete, doblete o singlete ancho.

Las senales de los hidrogenos contenidos en R; resuenan a campo alto (excepto
cuando R3;= Bn). En el compuesto 185 (R;=H) los acoplamientos son los mismos que
para los compuestos N-sustituidos, sin embargo no se observa la sefal correspondiente a

los hidrogenos de la amida debido, probablemente, a que la sefial es demasiado ancha.
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Tabla 4.1.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

"H-RMN de los compuestos intermedios 167 — 171 y 185.

Rs= Me, Pr, c-C3Hs, c-CsHy, Bn, H - (*) E| disolvente usado es acetona deuterada.

1675 (ppm) 168 5 (ppm) 169 5 (ppm) 170 3 (ppm) 171* 5 (ppm) 185*5 (ppm)
AHz) AHz) AHz) XHz) AHz) XHz)
H-1 10.60 (sa) 10.45 (sa) 10.40 (sa) 10.70 (sa) 11.27 (sa) 11.98 (sa)
H-3' 7.90 (d) 7.90 (d) 7.90 (d) 7.89 (d) 7.92 (d) 7.95 (d)
Fa=9.1 JF4=9.0 Fa=9.1 F4=9.0 F4=9.0 F4=9.0
H-6 6.99 (d) 6.99 (d) 6.98 (d) 6.98 (d) 7.18 (d) 7.20 (d)
Jo-4-=2.8 Jo4r= 2.7 Jo4r= 2.7 Joa'= 2.5 Joa'= 2.8 Joa=2.8
H-4' 6.87 (dd) 6.88 (dd) 6.87 (dd) 6.87 (dd) 7.00 (dd) 7.05 (dd)
Jy3=9.1 Jy3=9.0 Jy3=9.1 Jy3=9.0 Jy3=9.0 Jy3=9.0
Jyg= 2.8 Jyg= 2.7 Jyg= 2.7 Jyg= 2.5 Jyg= 2.8 Jyg= 2.8
H-3 6.54 (pt) 6.55 (d) 6.52 (sa) 6.52 (sa) 6.88 (dd) 6.87 (dd)
A4= 3.7 A4=3.5 k4=38 k4= 3.7
A= 2.5 A= 2.4
H-4 6.30 (pt) 6.32 (d) 6.30 (pt) 6.30 (sa) 6.28 (dd) 6.30 (dd)
Jp3=3.7 Jp3= 3.5 J3= 3.0 Jp1= 3.8 Jh3=3.7
Jp1= 2.8 Jp1= 2.7
-CONH- 6.02 (m) 5.94 (sa) 6.13 (sa) 5.87 (d) 7.96 (sa) -
J=73
-OCHs 3.86 (s) 3.87 (s) 3.87 (s) 3.86 (s) 3.95 (s) 3.99 (s)
CHs 2.85 (d) 0.91 (t) - - - -
J=49 J=73
CH,CH>CH; - 3.27 (m) - - - -
CH,CH,CH3 - 1.54 (m) - - - N
H-1cico - - 2.75 (m) 4.17 (m) - -
H-2 - - - 0.75, 0.55 - -
H-3cicloprop. (2m)
H-2 - - - - 1.95-1.36 - -
H-Sciciopent. (m)
-CH,- - - - - 4.49 (d) -
J=6.1
H-2 - - - - - 7.25 (m) -
H-6gn
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Los datos espectroscdpicos de *C-RMN de los compuestos 167 - 171 y 185
estan recogidos en la Tabla 4.2, donde se muestran los desplazamientos quimicos (8)
de los diferentes atomos de carbono. Para su asignacion se llevaron a cabo espectros de
resonancia bidimensional tipo HMQC sobre el compuesto 168 (*H/*C-RMN) que se
describe en la Figura 4.2 y un estudio HMBC(*H/**C-RMN) sobre el compuesto 175
anteriormente citado. Para el resto de los compuestos intermedios de la serie a, las

senales se establecieron extrapolando los datos obtenidos en este Ultimo compuesto.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6") oscilan
entre 5 162-113 ppm. Los estudios bidimensionales tipo HMQC (ver Figura 4.2)
facilitaron la asignacion de los carbonos C-3’, C-4’ y C-6". El resto de los carbonos del
anillo aromatico (C-1’, C-2' y C-5) se determinaron por comparacion con los valores

estimados de acuerdo con las reglas de aditividad para bencenos polisustituidos®® .

Las senales del dtomo de carbono C-4 del anillo pirrdlico resuenan entre § 110 y
111 ppm, y C-3 a § 109-110 ppm, confirmandose gracias a los estudios HMQC, HMBC y
NOE bidimensionales realizados sobre los compuestos 168 y 175. Los atomos de
carbono C-2 y C-5 del pirrol resuenan a 6 127 ppm y a 8 130 ppm, respectivamente, y su
identificacion se hace también gracias a los estudios anteriores. Los valores de los
desplazamientos de los atomos de carbono correspondientes a los diferentes radicales R;

resuenan a campo alto, excepto cuando el sustituyente R; es un grupo bencilo.
Es preciso, destacar que las variaciones de desplazamiento de los compuestos

167 y 185 con respecto a los otros compuestos, es debida a que se ha empleado

acetona como disolvente, en lugar de cloroformo.
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Figura 4.2.- HMQC del compuesto 168.
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Tabla 4.2.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de ®C-RMN de los compuestos

intermedios 167 — 171 y 185.

R3= Me, Pr, C'C3H5, C‘C5H9, Bn, H

167 168 169 170 171%* 185%*
s(ppm) | 3(ppm) | S(ppm) | S(ppm) | 5(ppm) | & (ppm)

C-5 162.50 162.51 162.54 162.48 162.49 162.47

-CONH- 161.72 160.99 160.49 160.72 162.09

C-2’ 141.68 141.73 141.68 141.66 141.82 141.73

C-5 130.37 130.29 130.49 130.40 130.49 130.32

C-1 129.55 129.49 129.41 129.55 129.56 129.36

C-2 127.47 127.57 127.31 127.59 128.23 128.16

C-3’ 127.26 127.27 127.20 127.57 126.80

C-6’ 116.39 116.23 116.29 116.18 116.30 115.98

C-4' 113.55 113.63 113.63 113.63 113.60 113.70

C-4 111.12 111.16 111.26 111.03 110.42 111.07

C-3 109.71 109.49 109.98 109.62 110.15 110.12

-OCH3 56.05 56.05 56.07 56.04 55.71 55.67
-CH3 26.21 11.42 - - -
CH>CH,CH; - 41.23 - - - -
CH,CH,CH; - 23.08 - - - N
C-Leido - - 22.72 51.27 - -
C-2, C-3qicloprop. - - 6.86 - - -
C-2, C-5ciciopen.. - - - 33.25 - -
C-3, C-4ciciopen.. - - - 23.81 - -
C-1g, - - - - 139.90 -
C-2, C-6gn - - - - 128.34 -
C4on - - - - 12754 -
C-3, C-50n - - - - 126.86 -
CH, - - - " - 2.72 -

* El disolvente usado es acetona deuterada.
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Finalmente, en el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M + Na)* de los compuestos y los

correspondientes valores encontrados:

Compuesto 167: Calculado para CisHisNsOsNa (MY + Na) 298.080376;
encontrado 298.080186 (desviacion 0.6 ppm).

Compuesto 168: Calculado para CisHi7NsO4sNa (M + Na)*  326.111676;
encontrado 326.111424 (desviacion 0.8 ppm).

Compuesto 169: Calculado para CisHisNsOsNa (M + Na)™  324.096026;
encontrado 324.095893 (desviacion 0.4 ppm).

Compuesto 170: Calculado para C;7HigN3OsNa (M
encontrado 352.127346 (desviacion -0.1 ppm).

Compuesto 171: Calculado para CigHi7N3OsNa (M
encontrado 374.111753 (desviacion -0.2 ppm).

Compuesto 185: Calculado para CiHiiNsOsNa (M + Na)™ 284.064726;
encontrado 284.064479 (desviacion 0.9 ppm).

+

Na)*  352.127326;

+

Na)" 374.111676;

4.1.2.1.2.- Compuestos pertenecientes a la serie b.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos intermedios derivados del 5-
(5’-cloro-2"-nitrofenil)- #pirrol-2-carboxamida. Los datos espectroscdpicos de H-RMN,
tanto los desplazamientos quimicos (5, ppm) como las constantes de acoplamiento (J,
Hz) se muestran resumidos en la Tabla 4.3. En esta Tabla se incluyen los compuestos
172 - 175 y 186 que se caracterizan, al igual que en la serie a, por tener grupos
carboxamidicos sustituidos (Rs) en la posicion 2 del anillo pirrdlico. También se incluye el
compuesto con el grupo carboxamido sin sustituir, 186. Todos estos espectros se han
realizado utilizando cloroformo o acetona deuterada como disolvente y son concordantes
con las estructuras propuestas. En uso de un disolvente u otro se ha realizado por las

mismas razones que en la serie anterior.

Al igual que en la serie a, el protdn 1 del pirrol es el mas desapantallado de la

molécula y resuena a 10.5 ppm en los derivados 173-175 (realizados en cloroformo) y
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sobre 11.33 ppm en los compuestos 172 y 186 (por estar estos compuestos registrados

en acetona como disolvente).

La asignacién de las sefiales de resonancia de los atomos de hidrogeno
aromaticos (H-3/, H-4' y H-6") es la siguiente: los atomos H-3' de los diferentes
compuestos aparecen entre 57.74 y 7.93 ppm como consecuencia del efecto
desapantallante del grupo nitro. Las sefiales aparecen como dobletes con una constante
de acoplamiento J4.4= 8.7 Hz. Los atomos H-6" resuenan como doblete desde § 7.56
hasta 7.83 ppm con una constante de acoplamiento con H-4" entre 2.2 y 1.7 Hz. El
hidrégeno aromatico H-4' aparece como un doble doblete entre §7.57 y 7.36 ppm,
debido al acoplamiento con H-3"y H-6". Dependiendo de que el disolvente usado sea
cloroformo o acetona las sefiales aparecen con un apantallamiento diferente, como
puede observarse en los compuestos 172 y 186 que estan realizados en acetona

deuterada.

Las sefales de los atomos de hidrégeno del grupo fenilo se han asignado segun
los resultados obtenidos del estudio de los espectros de resonacia bidimensional tipo
HMQC y HBMC (*H/**C-RMN) sobre el compuesto 175. También se ha realizado un
estudio NOE sobre el mismo compuesto, en el que se identifican los protones pirrdlicos,
pues al irradiar el proton H-6', se observa un efecto NOE positivo sobre el protdn pirrdlico
gue estda a campo mas alto, lo que motiva la identificacion de este protdon como el H-4,
(Ver apartado 4.1.2.1.3.).

Las sefiales de los atomos de hidrogeno del anillo pirrdlico no muestran
variaciones significativas con respecto a la serie a. El proton perteneciente al nitrégeno
de la amida resuena entre 3.91 y 7.52 ppm (depende del disolvente y del radical que

posea). A campo alto resuenan las sefales de los diferentes radicales Rs.
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'H-RMN de los compuestos intermedios 172 — 175 y 186.

R3= Me, Et, BU, C-C3H5, H

Tabla 4.3.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

172* § (ppm) 173 5 (ppm) 1745 (ppm) 175 & (ppm) 186*5 (ppm)
J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz)
H-1 11.45 (sa) 10.78 (sa) 10.40 (sa) 10.50 (sa) 11.22 (sa)
H-3' 7.92 (d) 7.75 (d) 7.78 (d) 7.74 (d) 7.93 (d)
F4=8.7 Fq=18.7 Fg=8.7 Jyq=8.7 Fq=18.7
H-6" 7.79 (d) 7.56 (d) 7.60 (d) 7.58 (ps) 7.83 (d)
Joa=2.2 Joa= 2.2 Joq= 1.7 Joa= 2.2
H-4' 7.57 (dd) 7.36 (dd) 7.41 (dd) 7.37 (dd) 7.56 (dd)
Jy3=8.7 Jy3=8.7 Jy.3=8.7 Jy.3=8.7 Jy3= 8.7
Tyg= 2.2 Tyg= 2.2 Jyg= 1.7 Jyg= 1.4 Tyg= 2.2
H-3 6.78 (dd) 6.55 (dd) 6.58 (d) 6.52 (sa) 6.90 (dd)
A4=3.7 A4=3.7 k4= 3.7 ka4=3.8
Aa=2.2 A= 2.6 Aa=2.2
H-4 6.32 (dd) 6.35 (dd) 6.40 (d) 6.34 (sa) 6.30 (dd)
Ja3= 3.7 Ji3= 3.7 Ja1= 3.7 J3=3.8
Jp1= 2.6 Jp1= 2.8 J41= 2.8
-CONH- 7.52 (sa) 3.91 (sa) 5.93 (sa) 6.09 (sa) 7.36, 6.50 (2sa)
J=4.5
-CH; 2.78 (d) 1.16 (t) 0.96 (t) - -
J=4.7 J=7.2 =73
CH,CH, - - 3.39 (m) - -
CH,CH3
CH,CH, - - 1.57 (m) - N
CH,CH3
CH,CHs - 3.35 (m) 1.34 (m) -
H-1cico - - - 2.78 (m) -
H2- - - - 0.78 - 0.57 (m) -
H3cicloprop.

* El disolvente usado

es acetona deuterada.
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Los datos espectroscopicos de *C-RMN de los compuestos 176 — 184 y 186
estan recogidos en la Tabla 4.4, donde se muestran los desplazamientos quimicos (§) de
los diferentes atomos de carbono. Para su asignacion se llevaron a cabo espectros de
resonancia bidimensional tipo HMQC (*H/*3C-RMN) sobre el compuesto 175. Para el resto
de los compuestos intermedios de la serie b, las sefales se establecieron en base a los
datos obtenidos sobre el anterior producto. En todos los espectros el valor de la sefial
que aparece a campo mas bajo (5§ 160-163 ppm) se corresponde con el carbonilo

amidico.

Tabla 4.4.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de *C-RMN de los compuestos

intermedios 172-175 y 186.

R3= Me, Et, Bu, c-C3Hs, H

172% 173 174 175 186*
8 (ppm) | 3(ppm) | 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)

-CONH- 162.47 160.82 160.72 163.53 162.69
c-2' 148.51 146.74 148.69 148.07 147.87
C-5 138.77 138.47 138.57 138.86 138.28
C-6' 132.17 131.04 130.88 132.25 131.56
C-5 130.70 128.46 130.48 129.82 129.62
C-1' 129.69 128.36 128.36 120,51 128.92
c-4 129.37 128.10 128.17
C-2 129.28 128.30 128.22 129.42 126.62
C-3 127.12 125.83 125.90 127.18
C-3 111.96 111.67 111.83 113.17 112.23
C-4 111.60 109.92 109.73 111.53 111.41
-CH; 26.55 15.04 13.84 - -
CH,CH; - 34.51 20.17 - -
CH,CH,CH,CHs - - 31.36 - -
CH,CH,CH,CH3 - - 39.36 - -
C-1icio - - - 24.07 -
C-2'y C-3cicioprop. - - - 8.24 -

*El disolvente usado es acetona deuterada.
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Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1’ - C-6") oscilan
entre 5 125 y 148 ppm. Los estudios bidimensionales (ver apartado 4.1.2.1.3) facilitaron
la asignacién de los carbonos C-3', C-4' y C-6". El resto de los carbonos del anillo
aromatico (C-1', C-2’ y C-5') se determinaron por comparacion con los valores estimados

de acuerdo con las reglas de aditividad para bencenos polisustituidos®.

Las sefales del &tomo de carbono C-3 del pirrol resuenan entre 111 y 113 ppm y
las de C-4 entre 109 y 111 ppm, confirmandose gracias a los estudios bidimensionales y
NOE (ver apartado 4.1.2.1.3). Con respecto a los atomos de carbono C-2 y C-5 del anillo
pirrdlico resuenan en torno a § 128 y 130 ppm respectivamente, y su identificacion
también se hizo gracias a los mismos estudios anteriores. Los valores de los
desplazamientos de los atomos de carbono correspondientes a los diferentes radicales Rs

resuenan a campo alto.

En el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores calculados
para las formulas empiricas (M + Na)™ de los compuestos y los correspondientes valores

encontrados:

Compuesto 172: Calculado para Ci>HigNsOsCl (M + H)* 280.048894; encontrado
280.048516 (desviacion 1.4 ppm).

Compuesto 173: Calculado para Ci;sHipN30sCINa (M + Na)t  316.0464809;
encontrado 316.047202 (desviacion —2.3 ppm).

Compuesto 174: Calculado para CisHigN3OsCINa (M + Na)™ 344.077789,
encontrado 344.077761 (desviacion 0.1 ppm).

Compuesto 175: Calculado para Ci4H1:N3OsCINa (M + Na)t  328.046489,
encontrado 328.046513 (desviacion -0.1 ppm).

Compuesto 186: Calculado para Ci;HgN3OsCINa (M + Na)* 288.015189;
encontrado 288.015391 (desviacién -0.7 ppm).
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4.1.2.1.3.- Estudio espectroscopico del compuesto 175.

El compuesto 175 se ha utilizado como modelo dentro de la familia pirrdlica para
la realizacion de diversos experimentos, con ellos se determina la estructura
inequivocamente para la serie b, siguiendo la misma metodologia en las series a y ¢
aunque no se recojan en la presente memoria. Es importante destacar que los resultados
obtenidos en todos los estudios HMBC y NOE son analogos en las tres series, esto indica

que pueden extrapolarse los resultados obtenidos de este estudio para las tres series.

A) El estudio NOE se hizo para intentar identificar inequivocamente los protones
pirrdlicos. De todos estos experimentos cabe destacar que cuando se irradia el protdén H-6’
(8 7.79 ppm) aparece efecto NOE positivo con el proton pirrélico H-4 (5 6.25 ppm), lo que
sugiere una estructura del tipo a la representada en la Figura 4.3, en la que existe
coplanaridad entre los anillos bencénico y pirrdlico, quedando los atomos de hidrégeno H-
6’ y H-4 préximos en el espacio. Por otro lado, al irradiar el proton pirrolico H-4 se obtiene
el esperado NOE positivo con H-6'. Por Ultimo, la irradiacion sobre el protén pirrdlico que
se encuentra mas desapantallado (propuesto como H-3), da efecto NOE positivo con el
singlete ancho correspondiente al proton del grupo carboxamida, confirmando asi que el

protdn mas desapantallado es el H-3.

Figura 4.3.-Se ha marcado con una flecha de color rojo los atomos irradiados y con una
flecha de color azul los atomos con los que el efecto NOE es positivo.
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Figura 4.4.- Estudio de NOE del compuesto 175.

B) Se ha llevado a cabo, un estudio de RMN basado en una correlacién *C/'H
tipo HMQC (Figura 4.5) para identificar inequivocamente los desplazamientos de los
carbonos C-3’, C-4' y C-6’, asi como también los atomos de carbono del sistema pirrdlico.

Los demas estudios tipo HMQC sdlo se muestran en el apéndice de esta memoria.

ta

H-3 H-4

0o
wh

Cc-3'

Cc-4'

C-6"

£
E | a—
8.2 g.0

Figura 4.5.- Estudio de "*C/'H tipo HMQC del compuesto 175 (Ampliacion del estudio HMQC).
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C) Por ultimo, se ha llevado a cabo un estudio de RMN basado en una correlacion
a larga distancia *C/'H tipo HMBC (Figura 4.6) para identificar inequivocamente los

desplazamientos de los atomos de carbono cuaternarios C-2, C-5, C-1’, C-2"y C-5'.

A conH—<] H-3' H-6' H-4'
Ny H-3 H-4
al
L
I I
JlL JII_

130

===y
‘C»

135

— 40

=145

Figura 4.6.- Estudio de HMBC del compuesto 175 (ampliacion del estudio HMBC)

El experimento de RMN sirve para correlacionar los atomos de carbono C-2 y C-5
del pirrol con los protones del anillo bencénico. Como se puede ver en la Figura 4.6, el
atomo de hidrégeno H-4 se correlaciona vecinalmete con C-5, que resuena a § 130 ppm.
Del mismo modo, el atomo de hidrégeno H-3 esta correlacionado vecinalmente con C-2,
gue presenta un desplazamiento quimico a § 129 ppm. Hay que destacar la coincidencia
de desplazamienquimico entre C-2 y C-4’. Finalmente, los atomos de carbono C-2' se

encuentra a 6 148 ppm, debido al efecto desapantallante del grupo nitro que contiene.
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4.1.2.1.4.- Compuestos pertenecientes a la serie c.

Aunque mas simples, estructuralmente hablando, este grupo de moléculas
presenta mayor complejidad espectroscopica en el sistema aromatico bencénico. Los
patrones de acoplamiento son los mismos que los previamente comentados y descritos
para las series a y b, con la excepcion del anilllo bencénico. Por esta razén soélo
discutiremos aqui el comportamiento espectroscopico del citado anillo. Dentro de esta
serie se presentan los compuestos intermedios derivados del 5-(2"-nitrofenil)- 14-pirrol-2-
carboxamida. Los datos espectroscdpicos de 'H-RMN, tanto los desplazamientos quimicos
(8, ppm) como las constantes de acoplamiento (J, Hz) se muestran resumidos en las
Tabla 4.5a y 4.5b En la primera tabla aparecen los compuestos que se caracterizan por
tener sustituyentes R; de naturaleza alquilica, asi como los compuestos con el grupo
carboxamida libre y nitrogeno pirrdlico sin sustituir, o con un grupo metilo, mientras que
en la Tabla 4.5b se muestran los compuestos provistos de sustituyentes Rj

cicloalquilicos y bencilo.

En esta serie existen cuatro hidrégenos en el anillo aromatico, ya que no hay
sustituyente en posicion 5’, por tanto el patron de acoplamiento para los hidrogenos
aromaticos de los productos de las series anteriores (a y b) no es valido en estos
derivados. Al igual que en las series a y b se han utilizado diversos disolventes

atentiendo a las razones ya descritas para la serie a.

En la serie c los protones del anillo bencénico se comportan como un sistema de
acoplamiento tipo ABCD, puesto que tenemos un anillo aromatico fenilico disustituido con

sustituyentes en 1’y 2’ y por consiguiente son todos diferentes entre si.
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Tabla 4.5a.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN de los compuestos intermedios 176 — 179, 187 y 189.

R3=Me, Et, Pr, Bu, H;R4=H

Ry=H; Rs= Me
176*** 177*** 178** 179%* 187 189*
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 8 (ppm)
J(Hz) XHz) J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz)
H-1 11.86 (sa) 11.86 (sa) - 11.29 (sa) 9.90 (sa) -
H3' 7.90 (d) 7.91 (d) 7.83 (d) 786 (dd) | 7.80 (d) 8.05 (dd)
A.4=8.0 K= 8.1 A.4=8.0 K.4= 8.0 K= 8.1 A.4=8.0
A5=1.0 Fy=1.2
H-6' 7.83 (m) 7.66 (M) 7.65(m) 7.77 (dd) 7.59 (m) 7.59 (dd)
Jo-a= 1.4 Joa= 1.5
Jo5=7.8 Jo5= 7.5
H-5' 7.69 (pdt) 7.82 (pdt)
kg=7.8 Joq=Jsg= 7.5
Fa=17.4 3= 1.2
J3=1.0
H4' 7.51 (ddd) 7.51 (pdo) 7.52(ddd) | 7.55 (pdt) | 7.45 (pdt) | 7.73 (pdt)
Jr3=8.0 | J3=Jrs=8.1 J3=80 | Jg=14 Jyy= 8.1 Jys=7.5
Je=29 | Jye=27 Jre=2.8 | Jyy=8.0 Jis=6.7 Jr3=8.0
Jys=5.7 Jvs=58 | Jus=7.4 Jrg= 1.7 &= 1.5
H-3 6.77 (dd) 6.80 (pt) 6.82 (d) 6.79 (dd) 6.64 (dd) 6.88 (d)
A4= 3.5 A.4= 3.0 A4= 3.8 A.4= 3.6 A.4= 3.6 A4= 3.9
ka=2.3 k4=2.0 k4= 2.6
H4 6.16 (dd) 6.15 (pt) 6.25 (d) 6.24 (dd) | 6.38 (pt) 6.05 (d)
Jp3= 3.5 Ja3= 3.0 J43= 3.8 J1= 3.6 Ja3= 3.6 3= 3.9
Jp1= 2.5 1= 2.4
-CONH- 8.07 (<) 8.10 (t) : 7.49 (sa) 5.68 (sa) -
J=4.5 J=53
“CHs 2.74 (d) 1.10 (9 0.98 (t) 0.87 (t) - -
J=45 =71 =74 =72
CH,CH; - 3.24 (m) 1.62 (m) 1.32 (m) - -
CH,CH,CH,CHs - - - 3.27 (m) - -
CH2CH,CH; - - 3.31 (m) 1.49 (m) - -
-NHCH3 - - - - - 3.71(s)

*El disolvente usado

124

es acetona deuterada(*),metanol (**) o dimetilsulfoxido (***).




Parte Tedrica

Tabla 4.5b.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN de los compuestos intermedios 180— 184.

R3=C-C3H5, C-C4H7, C-C5H9,

Rs ¢-CgHyy, Bn
*El disolvente usado es acetona deuterada.
180%* § (ppm) 181 § (ppm) 182 5 (ppm) 1835 (ppm) 184*3 (ppm)
J(Hz) AHz) J(Hz) J(Hz) J(Hz)
H-1 11.50 (sa) 10.53 (sa) 10.52 (sa) 10.55 (sa) -
H-3' 7.86 (d) 7.77 (d) 7.75 (d) 7.75 (d) 7.82 (d)
K.4= 8.0 K.4= 8.0 A.4= 8.0 Aa=8.1 Aa= 8.1
H-6' 7.77 (d) 7.58 (m) 7.57 (m) 7.56 (m) 7.65 (m)
Jo-5'=7.1
H-5' 7.69 (t)
Fa=7.4
H-4' 7.54 (m) 7.44 (pdt) 7.41 (pdt) 7.41 (pdt) 7.51 (pdt)
Jy-3= Jy.5= 8.0 Jy3= Jy5= 8.0 Jy.3=8.1 Jy.3= Jy5=8.1
Tyg= 2.2 Jyg= 1.4 Jyg=7.8 Jyg= 2.3
Tyg= 2.2
H-3 6.76 (d) 6.56 (pt) 6.53 (d) 6.54 (d) 6.88 (d)
A= 3.1 A4= 3.4 Aa4=3.1 A4= 3.8 A4= 3.8
H-4 6.24 (d) 6.32 (pt) 6.31 (pt) 6.32 (d) 6.26 (d)
Ji3= 3.1 Ji3=3.4 Jp3= 3.1 Jp3= 3.8 Jp3= 3.8
-CONH- 7.54(m) 6.06 (d) 5.86 (d) 5.78 (d) 5.78 (sa)
J=7.9 =73 J=8.1
H-Lcicho. 2.86 (M) 4.40 (m) 4.20 (m) 3.78 (m) -
H-2- 0.65, 0.52 (2m) - - - -
H-3cicioprop.
H-2 - - 2.27,1.89, 1.67 1.99 - 1.35 (m) - -
H-4ciciobut. (3m)
H ec.ciciohex. - - - 1.92 - 1.58 -
(m)
H ax.ciciohex - - - 1.38 - 1.09 -
(m)
H-2 - - - - - 7.32 (m)
H-6gn
-CH,- - - - - 4.54 (s)
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En los sistemas de acoplamiento tipo ABCD tedricamente deben salir 32 senales
repartidas entre los 4 protones que aparecen como dobles-dobles-dobletes. Sin embargo,
en los espectros de la presente memoria las sefales correspondientes a H-3' y H-6" se
muestran como dobles dobletes debido probablemente a que el acoplamiento de estos
protones entre si resulta muy pequefo, incluso puede suceder que aparezcan como
simples dobletes porque el espectrometro de RMN no haya resuelto bien estas senales.

Asi, por tanto, en algunos espectros el nimero de sefiales se ve reducido a 24 ¢ a 20.

Los protones H-4" y H-5" aparecen como dobles-dobles-dobletes, dando 8 sefiales
cada uno, pero si las constantes de acoplamiento con los protones vecinales resultan ser
muy parecidas sucede que colapsan las sefiales apareciendo como pseudodobles
tripletes, reduciéndose el nimero de sefales a 6 en ambos protones y con 2 constantes
de acoplamiento, de las que la mayor resulta ser falsa, pues no corresponde al

acoplamiento verdadero que tiene con ninguno de sus protones vecinales.

Sucede también que, si los protones H-6" y H-5" colapsan, en su desplazamiento

aparecen reducidas el nimero de senales del conjunto, resonando como multiplete.

A continuacién se procede a la descripcion de cada uno de los protones del
sistema ABCD por separado. El d&tomo de hidrédgeno del anillo bencénico que resuena a
campo mas bajo es el H-3’, como consecuencia del efecto desapantallante que ejerce el
grupo nitro en posicion 2'; éste en todos los compuestos, se muestra como un doblete
debido al acoplamiento con H-4', excepto en los compuestos 179 y 189 que resuena
como un doble doblete por el acoplamiento con H-4’ y H-5'; el valor de %4 esta en torno
a 8.1Hzyelde ks es de 1.0 Hz. A continuacion resuena H-6" en forma de doble
doblete en los compuestos 179 y 189, a un valor de 6 entre 7.59 y 7.77 ppm
respectivamente, debido al acoplamiento con H-5"y H-4'. El valor de la constante de
acoplamiento .4 oscila entre 1.4y 1.5 Hz y J.s entre 7.5 y 7.8 Hz; sin embargo, en el
compuesto 180 el proton H-6' no se acopla con H-4' y por tanto aparece la sefial como
doblete. El proton H-5' debe aparecer como un doble-doble-doblete (ddd) pero aparece
en forma de pseudodoble triplete (pdt), debido a que los valores de %.¢ y %-4 SOn muy

parecidos. En algunos compuestos, como el 180, el doble triplete pasa a triplete (t)
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debido a que no existe acoplamiento con H-3'. Sin embargo en los compuestos 176 —
178, 181 — 184 y 187 aparecen las sefiales de H-6" y H-5' colapsadas en forma de
multiplete, entre 7.56 y 7.83 ppm. El protdn H-4’ aparece a § entre 7.41 y 7.73 ppm e,
igual que en el caso de H-5’, en algunos compuestos, debido a los valores proximos de
Jy3 Y Jys Se resuelve como un pdt lo que deberia ser un ddd, incluso en el compuesto

187 aparecen sin definir las sefales, asignandose como multiplete.

El resto de los atomos de hidrégeno de la molécula resuenan de modo similar al
ya comentado en las series a y b y queda representado en la Tablas 4.5a y 4.5b y en
la Parte Experimental.

Las Tablas 4.6a y 4.6b recogen los datos de desplazamiento quimico de los
diferentes atomos de carbono de los compuestos 176 — 184, 187 y 189. Para su
asignacién se llevaron a cabo espectros de resonancia bidimensional de tipo HMQC
(RMN-'H/®C) sobre el compuesto 181 (Figura 4.7) y se han extrapolado los resultados
obtenidos del estudio sobre el compuesto 175.

Al igual que en la serie anterior, el valor de la sefial que aparece a campo mas
bajo (& 159 - 169 ppm) se corresponde con el carbonilo (-CONH-).

3 o M;\\ HA ) f\lMM

L1
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Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6) oscilan
entre 5§ 151 y 123 ppm. Los estudios bidimensionales facilitaron la asignacién de los
carbonos C-3’, C-4/, C-5' y C-6'". El resto de los carbonos del anillo aromatico (C-1'y C-2")
se determinaron por comparacion con los valores estimados de acuerdo con las reglas de

aditividad para bencenos polisustituidos®.
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Tabla 4.6a.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de *C-RMN de los compuestos

intermedios 176 — 184, 187 y 189.

R3=Me, Et, Pr, Bu, H

R4= H, Me
176%** 177%%* 178 179* 187** 189
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3(ppm) | & (ppm) 3 (ppm)
-CONH- 160.72 160.01 160.79 160.55 169.51 164.13
c-2' 147.83 147.86 148.73 148.90 149.99 151.14
c-5' 132.29 133.31 132.34 132.18 133.05 134.25
c-6' 131.22 131.22 130.84 131.32 131.32 133.55
C-5 128.83 128.85 129.33 129.30 132.92 134.39
c2 128.48 128.57 127.83 128.94 12872 127.73
c-4' 128.15 128.17 128.41 128.34 130.80
c-1' 126.00 126.02 126.27 126.48 127.81 127.73
c-3' 123.84 123.85 124.34 123.89 124.99 124.84
c4 110.66 110.77 111.14 110.18 114.23 113.37
c3 109.15 109.13 109.59 109.88 110.74 108.99
-CH5 25.46 14.98 11.49 13.30 - -
CH,CH,CH,CHs - - - 38.66 - -
CH,CH,CHs - - 41.27 31.89 - -
-CH,CH; - 33.28 23.15 19.92 - -
-NHCH; - - - - - 34.06

*El disolvente usado es acetona deuterada(*),metanol (**) o dimetilsulféxido (***).
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Tabla 4.6b.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de *C-RMN de los compuestos
intermedios 180 — 184.

R3=c-C3Hs, c-C4H7, c-CsHo,

c-CgH11, Bn

180* 181 182 183 184**

8 (ppm) | 8(ppm) d(ppm) | 3(ppm) [ &(ppm)

-CONH- 162.49 159.90 160.56 160.04 160.20

c-2' 149.65 148.73 148.73 148.70 147.86

C-5' 132.92 132.18 132.16 132.17 132.34

C-6' 132.03 131.08 131.08 131.01 131.26

C-5 130.16 129.73 129.56 129.53 129.20

C-2 129.49 127.64 127.94 128.03 128.16

c-4' 129.12 128.27 128.20 128.19 128.26

c-1' 127.17 126.44 126.42 126.46 125.96

c-3' 124.63 124.21 124.18 124.21 123.87

C-4 111.24 110.98 110.91 110.90 111.21

C-3 110.65 109.91 109.74 109.66 109.24
C-Leicio 23.21 44.69 51.24 48.22 -
C-2,, C-3cictoprop. 6.40 - - - N
C-2 — C-4cidobut. - 31.45, - - -

15.18
C-2 — C-5¢iciopent. - - 23.80, - -
33.27
C-2, C-6ciciohex. - - - 33.35 -
C-3, C-4, C-5 Giclohex - - - 25.57, -
24.96

C-1gn. - - - - 139.77

C-2, C-6gn, - - - - 128.16

C-4gn. - - - - 126.63

C-3, C-5n, - - - - 127.10

-CH,- - - - - 41.84

*El disolvente usado es metanol (**).
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Las sefiales del atomo de carbono C-4 y C-3 del pirrol resuenan ente § 110 y 114
ppm y entre & 108-110 ppm, respectivamente. Con respecto los atomos de carbono C-2 y
C-5 del anillo pirrolico resuenan de & 127 a 134 ppm. La asignacion de estos atomos de
carbono se llevd a cabo mediante un estudio HMQC sobre el compuesto 181 vy la
extrapolacion de los resultados obtenidos de los estudios NOE y HMBC realizados sobre el
compuesto 175. Los valores de los desplazamientos de los atomos de carbono
correspondientes a los diferentes radicales R; resuenan a campo alto, excepto cuando el

sustituyente R3 es un grupo bencilo.

En el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores calculados
para las formulas empiricas (M + Na)* y (M + H)'de los compuestos y los

correspondientes valores encontrados:

Compuesto 176: Calculado para C;Hi3NsOsNa (M + Na)*  268.069811;
encontrado 268.069974 (desviacion -0.6 ppm).

Compuesto 177: Calculado para Ci3HisNsOsNa (M + Na)* 282.085461;
encontrado 282.085546 (desviacion -0.3 ppm).

Compuesto 178: Calculado para CyiHisNsOsNa (M + Na)* 296.101111;
encontrado 296.101329 (desviacion -0.7 ppm).

Compuesto 179: Calculado para CisHi7NsOsNa (M + Na)* 310.116761;
encontrado 310.116787 (desviacién -0.1 ppm).

Compuesto 180: Calculado para CisHisNsOsNa (M + Na)*® 294.085461;
encontrado 294.085538 (desviacion -0.3 ppm).

Compuesto 181: Calculado para CisHi¢NsOs (M + H)* 286.119167; encontrado
286.119226 (desviacion -0.2 ppm).

Compuesto 182: Calculado para CijgHi7NsOsNa (M + Na)™ 322.116761;
encontrado 322.116870 (desviacion -0.3 ppm).

Compuesto 183: Calculado para Ci7HigN3OsNa (M + Na)* 336.344161;
encontrado 336.343453 (desviacion 0.5 ppm).

Compuesto 184: Calculado para CigHisNsOsNa (M + Na)* 344.101111;
encontrado 344.102048 (desviacion -2.7 ppm).
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Compuesto 187: Calculado para Ci;HgNsOsNa (M + Na)* 254.054161;
encontrado 254.054626 (desviacion -1.8 ppm).

Compuesto 189: Calculado para Ci;HiiNsOsNa (M + Na)* 268.069811;
encontrado 268.070142 (desviacion -1.2 ppm).

4.1.2.1.5.- Estudio espectroscopico del compuesto 163.

Los datos espectroscopicos *H-RMN, tanto los desplazamientos quimicos (5, ppm)
como las constantes de acoplamiento (J, Hz) del compuesto intermedio 5[2'-(5"-metoxi-
2"-nitrofenil)vinil] ZA-pirrol-2-carboxilato de etilo 163 se muestran resumidos en la Tabla
4.7.

El anillo bencénico tiene un patron de resonancia analogo al descrito para los

productos intermedios de la serie a descritos en el apartado 4.1.2.1.1.1.

El atomo de hidrogeno que aparece mas desapantallado es el perteneciente al
anillo pirrélico en posicion 1, y aparece a 11 ppm. Las sefales de los atomos de
hidrogeno de pirrol de H-3 y H-4 aparecen como dobles dobletes. El proton H-3 resuena
a 6.85 ppm y tiene una constante de acoplamiento con H-4 en torno a 3.8 Hz y la
constante con respecto a H-1 es de 1.8 Hz. El proton H-4 resuena a & 6.52 ppm y posee
una constante de acoplamiento con H-3 en torno a 3.9 Hz y de 1.7 Hz con H-1. Los
protones H-1" y H-2' resuenan como dobletes a 7.61 y 7.22 ppm y su constante de
acoplamiento es 16.1 Hz. En cuanto a los protones pertenecientes al grupo carboxilato

de etilo resuenan de manera similar a los del intermedio 167 (ver Parte Experimental).

Los datos espectroscopicos de *C-RMN del compuesto 163 estan recogidos en
la Tabla 4.8, donde se muestran los desplazamientos quimicos (§) de los diferentes

atomos de carbono.
El valor de la sefial que aparece a campo mas bajo (8 162 ppm) se corresponde

con el carbonilo (C-5"). Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1"—

C-6") oscilan entre & 162-111 ppm. Los carbonos cuaternarios resuena de manera similar
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a los compuetos de la serie a del apartado 4.1.2.1.1. Los carbonos del anillo pirrdlico
resuernan también analogamente a los de la serie a, para su asignacion se hizo un

estudio bidimensional HMBC recogido en el Apéndice de la presente Memoria.

Tabla 4.7 y Tabla 4.8.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de

acoplamiento (J, Hz) de "H-RMN y "*C-RMN de 163.

H
C
5 (ppm) XHz)
3 (ppm)
11.30 (sa)
-CONH- c-5" 162.53
R-3" | 8.01(d) ~Coo- 159.80
Fra=9.1 c2” 140.56
H2 7.61(d) C1,C5 134.65
Jra= 16.1 134.17
He6" | 7.29(d) C3", C2 126.56
Ja= 28 cr 122.56
] 121.98
A1 7.22(d)
c4 115.30
Jrr= 161
ca” 112.89
H4" | 7.01 (dd) 6" 111.04
Jr3=9.1 c3 110.18
Jre=2.8 CH,.CH, 58.96
H-3 6.85 (dd) -OCHs 54.88
Ju= 3.7 ~CH,CH; 13.10
]_z,.1= 18
H-4 6.52 (dd) o= 3.7 Tabla 4.8
Joa= 1.7
CHCH; | 4.25 () = 7.1
OCH, | 3.97 (5)
CHCH, | 1.29 () = 7.1

Tabla 4.7
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En el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre el valor calculado para la

formula empirica (M + Na)* del compuesto y el correspondiente valor encontrado:

Compuesto 163: Calculado para CigHigNoOsNa (M + Na)®  339.095692;
encontrado 339.096004 (desviacién -0.9 ppm).

4.1.2.2.- Compuestos finales de la familia pirrdlica.

El analisis espectroscdpico de los veintidds compuestos finales de esta familia se
ha subdividido en cada una de las diferentes series (a, b y ¢) que se han descrito en las

consideraciones generales (véase apart. 4.1.1).

4.1.2.2.1.- Analisis espectroscopico de los compuestos finales

pertenecientes a la serie a.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos finales LC-1 — LC-6,

derivados de 5-(2-amino-5"-metoxifenil)- 14 pirrol-2-carboxamida.

Los datos espectroscdpicos de H-RMN, tanto los desplazamientos quimicos (3,
ppm) como las constantes de acoplamiento (J, Hz), se muestran resumidos en la Tabla
4.9, donde se incluyen los compuestos LC-1 — LC-6. Todos estos espectros se han
realizado utilizando como disolventes dimetilsulféxido, metanol y cloroformo; y son
concordantes con las estructuras propuestas. A titulo de ejemplo se comenta los

compuestos realizados en cloroformo deuterado LC-1 - LC-3 y LC-6.

La ausencia del grupo nitro, que ha sido reducido hasta amino en los compuestos
finales, conduce a la pérdida de su efecto desapantallante. Asi, las sefales de los atomos
H-3’ de los diferentes compuestos resuenan a § entre 6.72 y 6.90 ppm y aparecen como
multiplete, solapandose con las las correspondientes sefales pertenecientes al proton H-
4’. Los compuestos LC-4 y LC-5 estan realizados en dimetilsulfoxido y metanol
deuterados respectivamente, el cambio de disolvente se efectia debido a que estos

compuestos son paracialmente solubles en cloroformo deuterado y en consecuencia la
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resolucion del espectro no es la deseada de tal modo que, en disolventes mas polares,
donde los compuestos son mas solubles se mejora la resolucién del espectro y por tanto
se facilita su interpretacién. Este cambio de disolvente hace que la sefal correspondiente
a H-3' resuene como doblete, con una constante de acoplamiento con H-4" en torno a
8.6 Hz; del mismo modo, H-4" se observa como doble doblete (5 6.62 y 6.71 ppm,
dependiendo del disolvente) cuando no esta solapado con H-3’, debido al acoplamiento
con H-6". Los hidrégenos H-6" resuenan entre § 6.86 y 6.70 ppm como doblete con una
constante de acoplamiento que oscila entre 1.5 y 2.8 Hz. En el caso del compuesto LC-5
la sefial para los hidrogenos H-6" solapa con la del hidrégeno H-3 siendo imposible su

asignacion.

La sefal de los hidrdgenos de la amina aromatica (-NH,) no aparece en casi
ninguno de los compuestos, esto se debe a que es demasiado ancha. En los compuestos

LC-3 y LC-4 aparece a & 3.75y 4.56 ppm y se muestra como un singlete ancho.

Con respecto a los atomos de hidrégeno del grupo pirrdlico cabe destacar que
resuenan a similares desplazamientos quimicos que sus precedentes, ademas se
asignaron extrapolando los resultados obtenidos del estudio NOE realizado sobre el
compuesto LC-7 (Ver apartado 4.1.2.2.3). Las sefiales de estos protones son variables
dependiendo del disovente y del radical R; que posea, apareciendo como doble doblete si
se acoplan entre si y con el H-1 del anillo pirrélico, doblete si no se acoplan con este
ultimo proton, pseudotriplete si colapsan las senales del doble doblete en el centro y
multiplete si colapsan las sefiales con las de H-6' por aparecer en el mismo

desplazamiento, como sucede en el compuesto LC-5.

Las sefales esperadas para los diferentes radicales R; resuenan a campo mas

alto (excepto R= Bn).
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Tabla 4.9.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J,

R3= Me, Pf, C-C3H5, C-C5H7, Bn, H

Hz) de 'H-RMN de los compuestos finales LC-1 — LC-6.

*El disolvente usado es acetona deuterada(*),metanol (**) o dimetilsulféxido (***).

LC-1 LC-2 LC-3 LC-4%** LC-5%* LC-6
3 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
XHz) XHz) XHz) AHz) XH2) J(Hz)
H-1 10.05 (sa) 10.00 (sa) 10.04 (sa) 11.30 (sa) - 10.21 (sa)
H-6' 6.87 (d) 6.87 (d) 6.86 (M) 6.89 (d) 6.91 (m) 6.70 (ps)
Jo-4= 1.5 Jo-a= 2.4 Jo-4= 2.8
H-3' 6.72 (m) 6.73 (m) 6.72 (m) 6.70 (d) 6.80 (d) 6.90 (m)
JF4= 8.6 Fa= 8.7
H-4' 6.62 (dd) 6.71 (dd)
Jy3= 8.6 Jy3= 8.7
Jyg= 2.8 Jyg= 2.8
H-3 6.58 (dd) 6.58 (pt) 6.56 (ps) 6.83 (d) 6.91 (m) 6.67 (pt)
4= 3.6 k4= 3.6 J4=3.6 k4= 3.3
A= 2.4
H-4 6.42 (dd) 6.43 (pt) 6.40 (pt) 6.36 (d) 6.43 (d) 6.44 (pt)
Ji3= 3.6 J3= 3.6 J3= 3.5 Ji3= 3.6 J3=3.8 Jp3= 3.3
Jo1= 2.7
-CONH- 5.98 (ps) 5.93 (sa) 6.10 (sa) 7.77 (d) 7.96 (sa) 5.83 (sa)
J=74
-OCH;s 3.75(s) 3.73 (s) 3.75(s) 3.67 (s) 3.74 (s) 3.73
-NH, - - 3.75 (sa) 4.56 (sa) - -
-CH; 2.95 (d) 0.96 (t) - - - -
=53 =173
CH,CH,CH; - 3.56 (m) - - - N
CH,CH,CH; - 1.60 (m) - - - -
H-1cico - - 2.81 (m) 4.17 (m) - -
H-2 - - - 0.82(m), 0.60 - - -
H-3cicioprop. (m)
H-2 — - - - 1.93-1.38 - -
H-5ciciopent. (m)
-CH,- - - - - 4.53 (s) -
H-2 - H-6g, - - - - 7.28 (m) -
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Por ultimo cabe destacar las sefiales de H-3 y H-4 del compuesto LC-3 cuyo
radical R; es ciclopropilo. En este compuesto las sefiales aparecen como pseudosinglete y
pseudotriplete debido probablemente a que el tiempo de relajacion de los protones es
distinto al del resto de los hidrégenos en este compuesto con respecto a los otros
derivados. Esto se comprueba porque al calentar, en el espectro se desdoblan las

sefales, apareciendo los esperados dobles dobletes de los protones H-3 y H-4.

Los datos espectréscopicos de *C-RMN de los derivados LC-1 a LC-6 estan
recogidos en la Tabla 4.10 donde se muestran los desplazamientos quimicos (&) de los
diferentes atomos de carbono. Para su asignacion se llevaron a cabo estudios de
resonancia bidimensional de tipo HMQC (*H/**C-RMN) sobre el compuesto LC-2 (Figura
4.8 o Ver Apéndice). Para el resto de los compuestos de la serie a, las sefales se

establecieron extrapolando los datos obtenidos en este compuesto.

En todos los espectros de *C-RMN, al igual que en sus intermedios precedentes,
la senal que aparece a campo mas bajo (8§ 158 a 163 ppm) se corresponde con el
carbonilo (-CONH-).

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1’ - C-6") oscilan
entre 6 113 y 154 ppm, entre ellos los carbonos terciarios (C-3', C-4’ y C-6') se asignaron
gracias a los estudios bidimensionales y el resto (C-1’, C-2' y C-5’) por comparacién con
los valores estimados de acuerdo con las reglas de aditividad para bencenos
polisustituidos®3, y ademds por extensién de los resultados obtenidos mediante resonacia
bidimensional de tipo HMQC (*H/**C-RMN) sobre el compuesto LC-2, tal y como muestra

en la Figura 4.8 y en el Apéndice.

Las senales de los dtomos de carbono del anillo pirrdlico si sufren variaciones de
importancia, pues el carbono C-4 aparece a campo mas alto debido a que, al reducir el
grupo nitro hasta amino, desaparece el efecto desapantallante. En cambio, las sefiales
del carbono C-3 aparecen con desplazamientos similares a sus predecesores. Los otros
carbonos de la molécula (grupo metoxilo y los diferentes radicales R3) tampoco sufren

variacion con respecto a sus intermedios precedentes.
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Las pequefias diferencias de desplazamiento observadas en la Tabla 4.10 se
deben a los distintos disolventes empleados para LC-4 y LC-5.

H
H4CO. / \ N\CHQCHQCHa

H-6' H-3’ ,H-4' H-3 H-4
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Figura 4.8.- Estudio de "*C/'H tipo HMQC del compuesto LC-2
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Tabla 4.10.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de 3C-RMN de los compuestos LC-1 —

LC-6.
H3CO 5
R3= Me, Pr, c-C3Hs, c-CsH7, Bn, H
LC-1 LC-2 LC-3 LC-4%** LC-5 ** LC-6
3(ppm) | 3(ppm) [ & (ppm) 8(ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
-CONH- 161.79 161.13 158.85 160.47 163.58 162.83
C-5' 153.51 153.64 153.50 151.75 154.46 153.36
c-2' 136.77 136.00 136.85 139.23 140.50 6 136.99
139.05
C-5 133.28 133.19 133.50 132.99 135.03 134.33
C-2 126.07 126.24 125.87 127.26 127.09 124.98
c-1' 119.98 119.13 119.90 118.73 121.14 119.68
c-3' 118.96 118.99 117.96 119.60 118.94
c-4' 114.94 114.91 114.96 114.88 115.89 115.05
C-6' 113.64 113.66 113.69 113.84 114.70 113.72
c3 109.97 109.73 110.41 112.18 113.33 111.86
C-4 109.03 109.04 109.49 108.56 109.92 109.27
-OCH3 55.90 55.87 55.89 55.92 56.21 55.87
-CHs 26.27 11.45 - - - -
CH,CH,CH3 - 41.26 - - - N
CH2CH,CH; - 23.17 - - N -
C-1cicio - - 22.71 50.89 - -
C-2y C-3cidoprop. - - 7.01 - - -
C-3y C-4cicopen. - - - 24.11 - -
C-2y C-5ciciopen. - - - 32.84 - -
C-1gn - - - - 140.50 6 -
139.05
C-2, C-6g, - - - - 129.50 -
C-4gn - - - - 128.10 -
C-3, C-5gn - - - - 128.47 -
-CH; - - - - - 43.93 -
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En el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores calculados
para las formulas empiricas (M + Na)* de los compuestos y los correspondientes valores

encontrados:

Compuesto LC-1: Calculado para CizHisNsO4Na (M + Na)*  268.106197;
encontrado 268.106589 (desviacién -1.5 ppm).

Compuesto LC-2: Calculado para CisHigNsO,Na (M + Na)* 296.137497;
encontrado 296.137709 (desviacién -0.7 ppm).

Compuesto LC-3: Calculado para CisHi7NsO,Na (M + Na)™  294.121847;
encontrado 294.121920 (desviacion -0.3 ppm).

Compuesto LC-4: Calculado para Ci;H,;NsO,Na (M + Na)™ 322.153147;
encontrado 322.153228 (desviacion -0.3 ppm).

Compuesto LC-5: Calculado para CioHigN3O,Na (M + Na)* 344.137497;
encontrado 344.138078 (desviacion -1.7 ppm).

Compuesto LC-6: Calculado para CiHisNsO.Na (M + Na)* 254.090547;
encontrado 254.090215 (desviacion 1.3 ppm).

4.1.2.2.2.- Analisis espectroscopico de los compuestos finales

pertenecientes a la serie b.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos finales LC-7 — LC-11,

derivados de 5-(2'-amino-5"-clorofenil)- ZH-pirrol-2-carboxamida.

Los datos espectroscdpicos de H-RMN, tanto los desplazamientos quimicos (3,
ppm) como las constantes de acoplamiento (J, Hz), se muestran resumidos en la Tabla
4.11. Todos los espectros se han realizado utilizando acetona y cloroformo deuterado y

son concordantes con las estructuras propuestas.

Los atomos de hidrogeno aromaticos (H-3’, H-4' y H-6") ya no se ven afectados
por el efecto desapantallante del grupo nitro y por tanto aparecen, al igual que en la
serie a, a campo mas alto; los atomos H-3’ de los diferentes compuestos aparecen a §

entre 6.66 y 6.70 ppm como doblete, con una constante de acoplamiento con H-4" en
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torno a 8.5 Hz. Los compuestos realizados en acetona (LC-8 y LC-10), en los que
aparecen las sefales de H-3' colapsadas con H-3, se observa un multiplete. Los atomos
H-6" resuenan a & entre 7.22 y 7.32 ppm como doblete, con una constante de
acoplamiento J-4+= 2.4 Hz. En el caso de H-4' aparece un doble doblete (5 entre 7.00 y

7.08 ppm) debido al acoplamiento con los hidréogenos H-3'y H-6'.

La sefial de los hidrégenos de la amina aromatica (-NH,) aparece en todos los

compuestos resonando a & entre 3.98 y 4.85 ppm y se muestra como un singlete ancho.

Con respecto a los atomos de hidrégeno del anillo pirrdlico no sufren apenas
variaciones con respecto a sus intermedios precedentes. Los desplazamientos variaran
en los casos de los compuestos cuyo disolvente es acetona, apareciendo H-3 colapsado
con H-3' y la senal de H-4 a campo mas bajo. La forma de las senales es diferente
dependiendo del radical Rs, apareciendo como doble doblete si se acoplan entre si y con
el H-1 del anillo pirrdlico, pseudotriplete si colapsan las sefiales y como multiplete si las
sefales aparecen al mismo desplazamiento que H-3’, como sucede en los compuestos
LC-8 y LC-10. La asignacion inequivoca de los protones H-3 y H-4 se ha determinado
por estudios de resonacia bidimensional de tipo HMBC (*H/*C-RMN) y NOE realizados
sobre el compuesto LC-7. Las sefiales de los diferentes radicales R; resuenan a campo
mas alto y apenas sufren variacién significativa con respecto a sus intermedios

precedentes.
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Tabla 4.11.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN de los compuestos finales LC-7 — LC-11.

R3= Me, Et, Bu, c-CHs, H

LC-7 & (ppm) LC-8*5 (ppm) LC-9 § (ppm) LC-10* § (ppm) LC-1135 (ppm)
AHz) AHz) AHz) AHz) AHz)
H-1 10.05 (sa) 10.80 (sa) 10.09 (sa) 11.95 (sa) 9.95 (sa)
H-6' 7.24 (d) 7.32 (d) 7.22 (d) 7.30 (d) 7.31 (d)
Joa= 2.4 Jo-4=2.4 Joa= 2.3 Joa= 2.5 Joa= 2.4
H-4' 7.05 (dd) 7.02 (dd) 7.03 (dd) 7.00 (dd) 7.08 (dd)
Jy3= 8.6 Jy3= 8.6 Jy3= 8.5 Jy3= 8.5 Jy3= 8.5
Jg= 2.4 Jyg= 2.4 Jyg=2.3 Jyg= 2.5 Jyg= 2.4
H-3 6.68 (d) 6.82 (m) 6.66 (d) 6.82 (m) 6.70 (d)
K.4= 8.6 JA.4=8.5 JA.4=8.5
H-3 6.58 (dd) 6.58 (pt) 6.69 (pt)
Sa=3.7 J4=3.4 J4=3.4
A= 2.6
H-4 6.40 (dd) 6.43 (pt) 6.40 (pt) 6.41 (dd) 6.46 (pt)
Jp3= 3.7 J3=3.8 Jp3= 3.4 Jp3= 3.6 Jp3= 3.4
Jp1=2.9 Jp1=2.8
-CONH- 5.94 (sa) 7.42 (sa) 5.92 (sa) 7.47 (sa) 5.70 (sa)
-NH, 4.00 (sa) 4.85 (sa) 4.00 (sa) 4.81 (sa) 3.98 (sa)
-CH; 2.95 (d) 1.12 (t) 0.93 (t) - -
J=49 >=72 >=7.2
CHoCH3 - 3.34 (m) 1.37 (m) - -
CH,CH,CH,CHs - - 1.55 (m) - -
CH,CH,CH,CH3 - - 3.38 (m) - -
H-1cido - - - 2.82 (m) -
H-2 - - - - 0.68 — 0.49(m) -
H-3cicloprop.

*El disolvente usado es acetona deuterada(*.
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Los datos espectréscopicos de *C-RMN de los derivados LC-7 a LC-11 estan
recogidos en la Tabla 4.12. Para su asignacion se llevaron a cabo estudios de
resonancia bidimensional de tipo HMQC (*H/**C-RMN) sobre el compuesto LC-7,
extrapolando los datos obtenidos en este compuesto para el resto de los compuestos de

la serie b.

Tabla 4.12.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de ®C-RMN de los compuestos finales
LC-7 - LC-11.

R3= Me, Et, Bu, c-C3Hs, H

LC-7* | LC-8* LC-9 LC-10* | LC-11*

8 (ppm) 8 (ppm) | 5(ppm) 3(ppm) | 3 (ppm)

-CONH- 161.29 160.60 160.98 161.91 162.29

c2 144.20 144.13 141.95 144.18 144.19

c5 131.48 131.47 131.80 131.68 131.97

c6 128.28 128.19 128,46 128.28 128.24

c4 127.67 127.60 127.70 127.76

c2 127.51 127.46 126.63 127.37 127.07

c5 121.37 121.28 124.02 121.47 121.94

cr 119.37 119.30 119.93 119.42 119.29

c3 117.29 117.20 118.02 117.32 117.40

c3 110.15 110.23 109.66 110.64 111.56

c4 108.75 108.66 109.40 108.75 108.86
-CH; 25.21 15.53 13.87 - -
CH,CH; - 33.70 20.19 - -
CH,CH,CH,CH; - - 31.99 - -
CH,CH,CH,CH- - - 39.32 -
C-1eido - - - 22.46 -
C-2'y C-3acioprop. - - - 5.59 -

El disolvente usado es acetona deuterada(*)

En todos los espectros de *C-RMN, la sefial que aparece a campo mas bajo (5

160 a 162 ppm) se corresponde con el carbonilo (-CONH-). Los desplazamientos quimicos
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de los carbonos aromaticos (C-1" - C-6) oscilan entre § 117 y 144 ppm, de ellos los
carbonos terciarios (C-3', C-4" y C-6") se asignaron gracias a los estudios bidimensionales
y el resto (C-1', C-2' y C-5") por comparacién con los valores estimados de acuerdo con
las reglas de aditividad para bencenos polisustituidos'®, ayudandonos de los resultados

del estudio de resonancia bidimensional HMBC (*H/**C-RMN) sobre el compuesto LC-7.

Las senales de los atomos de carbono del anillo pirrdlico sufren las mismas
variaciones de despalzamiento que en los compuestos finales de la serie a. Los demas
carbonos de la molécula (los diferentes radicales Rs;) tampoco sufren variacion con

respecto a sus intermedios precedentes.

En el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores calculados
para las formulas empiricas (M + Na)* de los compuestos y los correspondientes valores

encontrados:

Compuesto LC-7: Calculado para Cp;HioNsOCINa (M + Na)™  272.056660,
encontrado 272.056584 (desviacion 0.3 ppm).

Compuesto LC-8: Calculado para CisHisNsOCI (M + Na)t 286.072310;
encontrado 286.072185 (desviacion 0.4 ppm).

Compuesto LC-9: Calculado para Ci;sHigNsOCINa (M + Na)*  314.103610,
encontrado 314.103681 (desviacion -0.2 ppm).

Compuesto LC-10: Calculado para Ci4Hi4N3OCINa (M + Na)* 298.072310,
encontrado 298.072359 (desviacion -0.2 ppm).

Compuesto LC-11: Calculado para Ci;HioN3OCINa (M + Na)® 268.999204;
encontrado 268.998686 (desviacion 1.8 ppm).
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4.1.2.2.3.- Estudio espectroscoépico sobre el compuesto LC-7.

El compuesto LC-7 se ha utilizado como modelo dentro de la familia pirrdlica

para la realizacién de diversos experimentos:

A) El experimento NOE se hizo con objeto de intentar representar la disposicion
global de la molécula. De todas estas experiencia cabe destacar que cuando se irradia el
proton pirrdlico mas apantallado, aparece el efecto NOE positivo H-6', una estructura del
tipo de la representada en la Figura 4.10, donde el protdon H-4 del anillo pirrdlico se
encuentra a menor distancia del protdn H-6" que el protéon H-3. También se observa un
efecto NOE positivo con el hidrogeno de la amida cuando se irradia el protdn pirrdlico
mas desapantalldo, confirmandose asi que el protdn que aparece a campo mas bajo

corresponde al de la posicion 3 del pirrol.

7.3

H-4
NH

=

. "Il""-. ."H‘I

H-3

145



Luisa Carlota Lopez Cara

H-6’

] ! et

T

Figura 4.9.- Estudio de NOE del compuesto LC-7(cont).

Figura 4.10.- Se han marcado con una flecha
de color rojo los atomos irradiados y con una flecha
de color azul los atomos con los que el efecto NOE

es positivo.

Los restantes experimentos NOE llevados a cabo sobre este compuesto no se
incluyen ya que no son significativos para determinar la asignacion estructural de la

molécula.
B) El estudio de RMN basado en una correlacién **C/*H tipo HMQC (Figura 4.11) se

hizo para identificar inequivocamente los desplazamientos de los carbonos C-3’, C-4’, C-

6’, asi como también las diferentes sefiales de los carbonos del anillo pirrdlico.
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Figura 4.11.- Estudio de HMQC en el compuesto LC-7 (Ampliacién del estudio HMQC).

C) En el compuesto LC-7, por ultimo, se ha llevado a cabo un estudio de RMN
basado en una correlacién a larga distancia *C/'H tipo HMBC (Figura 4.12) para
identificar inequivocamente los desplazamientos de los carbonos C-2, C-5Y C-1".
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compuesto LC-7.

El experimento de RMN sirve para situar los carbonos cuaternarios del pirrol y

observar qué protones del anillo bencénico se correlacionan con

él. Como se puede ver

en la Figura 4.12, el protén H-6' se correlaciona con el carbono cuaternario que aparece

mas desapantallado después de -CO- y C-2’, lo cual indica que se trata del carbono C-5,

pues es el que se encuentra mas proximo en el espacio. Los protones del grupo amino se

correlacionan a larga distancia con el carbono cuaternario que resuena a campo mas alto,

esto indica que se trata de C-1', pues es el que se encuentra a menor distancia. Por

Ultimo se observa que H-3' se correlaciona con dos nuicleos uno corresponde a C-1/,

anteriormente asignado, y el otro se deduce que es C-5’ puesto también se correlaciona

con el H-4". Asi, pues, el Unico carbono cuaternario que queda sin identificar corresponde

por eliminacion con C-2 del sistema heterociclico.
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4.1.2.2.4.- Analisis espectroscopico de los compuestos finales

pertenecientes a la serie c.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos finales LC-12 — LC-22,
derivados de 5-(2-aminofenil)- +-pirrol-2-carboxamida. Los datos espectroscopicos de
'H-RMN, se muestran resumidos en las Tablas 4.13a y 4.13b. En la primera tabla se
incluyen los compuestos LC-12 - LC-15 que se caracterizan porque los sustituyentes R;
de la amida son de naturaleza n-alquilica; también se incluye el compuesto con la amida
sin sustituir (LC-21) y el compuesto con el hidrégeno del pirrol metilado (LC-22). En
cambio la segunda tabla contiene los derivados LC-16 — LC-20 que estan provistos de
sustituyentes R; cicloalquilicos y bencilo. Todos estos espectros se han realizado
utilizando cloroformo o metanol deuterado y son concordantes con las estructuras

propuestas.

Al igual que en sus intermedios precedentes, la serie ¢ constituye un sistema de
acoplamiento ABCD en sus protones fenilicos. La asignacion de los atomos de hidrégeno
aromaticos (H-3’, H-4', H-5' y H-6") es la siguiente: los atomos H-6" de los diferentes
compuestos aparecen a § entre 7.28 y 7.26 ppm,; estas sefales aparecen como dobles
dobletes en los derivados LC-14, LC-15, LC-16, LC-17 y LC-21, con constantes de
acoplamiento J.5 entre a 7.1 y 7.8 Hz y J entre 1.2 y 1.5 Hz, en cambio en los
derivados LC-12, LC-13, LC-18, LC-19 y LC-22 |a constante de acoplamiento en meta
es cero y aparecen, por tanto, como dobletes El hidrogeno aromatico H-4', debe salir
como un ddd, sin embargo aparece como pdt debido a que el valor de J,-s es muy similar
a Jy3 y esta comprendido entre 8.3 y 7.5 Hz, esto ocurre en todos los compuestos
excepto en LC-13 y LC-22 donde no se acopla el H-4" a larga distancia con H-6" y las
sefiales aparecen como un triplete. A H-5' le ocurre igual que a H-4', apareciendo como
pseudodoble triplete en los compuestos LC-14, LC-16 - LC-19, y como triplete en el

resto. Las sefiales aparecen entre 6.68 y 6.85 ppm.

A continuacién se hace una representacion de este pdt. En ella se puede

observar como cuando las costantes de acoplamiento son muy parecidas aparece un
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pseudodoble triplete, pues de las 8 sefales del doble doble doblete dos de ellas se

pierden en el ancho de pico donde colapsan.

J4'.5'= 7.7 Hz
B ey

J46'=1.5Hz

sefiales que se pierden en el ancho de pico

Figura 4.13.- Representacion del pdt en los derivados de la serie c.

La ausencia del grupo nitro en estos derivados conduce a la pérdida del efecto
desapantallante y la sefial de los atomos H-3’ aparece entre 6.73 y 7.00 ppm y no a
campo tan bajo como en sus intermedios. Esta senal aparece con diferente forma en los
distintos compuestos (dd, d). La sefal de los hidrégenos de la amina aromatica (-NH,)
aparece entre 5§ 3.85 y 4.10 ppm. En los compuestos LC-20 y LC-22 estos
desplazamientos varian por estar realizados en metanol deuterado como disolvente; asi,
H-6" aparece como multiplete pues se colapsan las sefiales con las del proton pirrdlico H-
3, apareciendo a 5.75 ppm la sefial de la amina, en LC-20 y en LC-22 no se aprecia por

ser demasiado ancha.

La senales correspondientes a los protones pirrdlicos H-3 y H-4 apenas sufren
variacion con respecto a los compuestos intermedios y también son asignados
inequivocamente mediante la extrapolacion de los resultados obtenidos en los estudios
de resonancia bidimensional de tipo HMBC (*H/*C-RMN) y NOE realizados sobre el
compuesto LC-7 y un estudio HMQC sobre LC-19 que aparecen en la Figura 4.14 y el

Apéndice de esta Memoria.
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Tabla 4.13a.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz)

de "H-RMN de los compuestos intermedios LC-12 - LC-15, LC-21, LC-22.

R3=Me, Et, Pr, Bu, H

R4= H, Me
LC-12 LC-13 LC-14 LC-15 LC-21 LC-22%x*
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
J(Hz) AHz) J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz)
H-1 9.83 (sa) 10.85 (sa) 10.00 (sa) 9.79 (sa) 9.75 (sa) -
H-6 7.28 (d) 7.27 (d) 7.26 (dd) 7.27 (dd) 7.27 (dd) 7.10 (d)
Jo5= 7.7 Jo5= 7.7 Jo5=7.8 Jo5=7.8 Jo5= 7.6 Joz= 7.1
Joa= 1.5 Joa= 1.4 Jo-a= 1.2
H-4' 7.12 (pdt) 7.11 (t) 7.09 (pdt) 7.11 (pdt) 7.11 (pdt) 7.22 (t)
Jy5=7.5 Jy5=7.5 Tys=7.7 Tys=7.7 Jy5=7.5 Jy5=7.5
Jy3= 8.0 Jy3= 8.0 Jy3= 8.0 Jy.3=8.0 Jy3= 8.0 Jy3= 8.0
Jyg= 1.0 Jyg=1.5 Jvg=1.4 Jyg= 1.3
H-5 6.82 (t) 6.80 (t) 6.78 (pdt) 6.80 (t) 6.80 (t) 6.85 (t)
Feg= 7.7 J4=7.5 Fa=7.7 Fa=7.7 J4=7.5 J4=7.5
Jys= 7.5 Fg=17.7 Fg=7.8 Fe=7.8 Jg=7.6 Jg=7.1
J3=1.0
H-3' 6.76 (d) 6.75 (d) 6.73 (dd) 6.75 (d) 6.74 (d) 7.00 (d)
JF4=8.0 JF4=8.0 JA4=8.0 J4=8.0 JF4=8.0 JF4=8.0
A.5=1.0
H-3 6.61 (pt) 6.61 (pt) 6.62 (dd) 6.59 (pt) 6.69 (pt) 6.92 (d)
Aa4=3.1 A4=3.1 A4= 3.6 A4= 3.5 A4=3.5 A4=3.9
k=27
H-4 6.42 (pt) 6.41 (pt) 6.40 (dd) 6.41 (pt) 6.43 (pt) 6.12 (d)
Jo3= 3.1 Jp3= 3.1 Ja3= 3.6 Ja3= 3.5 Jo3= 3.5 3= 3.9
Jp1= 2.9
-CONH- 5.97 (sa) 5.95 (sa) 6.03 (ps) 5.90 (ps) 5.80 (sa) -
-NH, 4.00 (sa) - 3.98 (sa) 4.10 (sa) 4.00 (sa) -
-CH; 2.97 (d) 1.22 (d) 0.94 (t) 0.95 (t) - -
J=49 J=17.2 =74 J=73
CH,CH; - 3.44 (m) 1.58 (m) 1.39 (m) - -
CH,CH,CH; - - 3.83 (m) 1.56 (m) - -
CH,CH,CH,CH3 - - - 3.40 (m) -
-NCH; - - - - - 3.61 (s)

El disolvente usado es metanol deuterado (**).
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Tabla 4.13b.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz)

de "H-RMN de los compuestos intermedios LC-16 — LC-20.

R3=c-C3Hs, c-C4H7, c-CsHo,

c-CgH44, Bn
LC-16 LC-17 LC-18 LC-19 LC-20%*
8 (ppm) J(Hz) 5 (ppm) XHz) 8 (ppm) J(Hz) 8 (ppm) J(Hz) 8 (ppm) AH2)
H-1 9.90 (sa) 9.85 (sa) 9.85 (sa) 9.98 (sa) 11.40 (sa)
H-6' 7.27 (dd) 7.26 (dd) 7.27 (d) 7.26 (d) 7.26 (m)
Jys=7.7 Jys=7.6 Jys=7.6 Jys=7.6
Jo-4= 1.5 Jo-4= 1.5
H-4' 7.09 (pdt) 7.11 (pdt) 7.11 (pdt) 7.10 (pdt) 7.27 (pdt)
Jy5=7.6 Jy5= 7.7 Jy5= 7.7 Jy5=7.5 Jy5=7.5
Jy3=8.0 Jy3=8.0 Jy3=8.0 Jy3=8.3 Jy3=8.0
Jye= 1.5 Jye= 1.5 Jye= 1.5 Jye= 1.5 Jye= 1.4
H-5 6.78 (pdt) 6.80 (pdt) 6.80 (pdt) 6.78 (pdt) 6.68 (t)
Jy4=7.6 Jq=7.7 Jq=7.7 J4=7.5 J4=7.5
Fg= 7.7 Jg=7.6 Jg=7.6 Jg=7.6 Fg= 7.7
Jz=1.1 J3=0.9 J3=1.0 J3=1.0
H-3 6.73 (d) 6.75 (d) 6.75 (dd) 6.76 (dd) 6.82 (d)
A.4=8.0 A.4= 8.0 A.4=8.0 Fa=8.3 Fa= 8.2
A.5=1.0 A.5=1.0
H-3 6.60 (sa) 6.61 (dd) 6.58 (dd) 6.60 (dd) 6.89 (d)
A4= 3.6 A4= 3.6 Aa4= 3.7 A4= 3.5
A= 2.7 A1= 2.6 Ai=2.5
H-4 6.38 (pt) 6.40 (pt) 6.40 (pt) 6.40 (dd) 6.35 (d)
Jp3=3.5 Ji3= 3.6 Ji3= 3.6 Ji3= 3.6 Jp3=3.5
Jp1= 2.7
-CONH- 6.22 (sa) 6.05 (d) =7.7 5.83 (d) = 7.6 5.83 (d) =8.1 8.55 (d) ~5.9
-NH; 4.00 (sa) 3.93 (sa) 4.00 (sa) 3.85 (sa) 5.75 (sa)
H-1cico. 2.81 (m) 4,52 (m) 4.33 (m) 3.88 (m) -
H-2, H-3cidoprop. 0.81,0.59 (2m) - - - .
H-4ciciobut. - 2.37 (m) - - -
H-2, H-3 ciclobut. - 1.92, 1.73 (2m) - -
H-2-H-5 cciopent. - - 2.04, 1.66, 1.45 - -
(3m)
H-2-H-6¢icionex. - - - 1.99 - 1.14 (m) -
H-2-H-6g, - - - - 7.26 (m)
-CH,- - - - - 4.38 (d) J=6.0

152




Parte Tedrica

Los datos espectréscopicos de *C-RMN de los derivados LC-12 a LC-22 estan
recogidos en las Tablas 4.14a y 4.14b donde se muestran los desplazamientos (8) de
los diferentes atomos de carbono. Para su asignacion se llevaron a cabo estudios de
resonancia bidimensional de tipo HMQC (H/*C-RMN) sobre el compuesto LC-19
(Figura 4.14). Para el resto de los derivados de la serie ¢, las senales se establecieron
extrapolando los datos obtenidos en este compuesto y los resultados del estudio

espectroscopico sobre el compuesto LC-7 recogido en el apartado 4.1.2.2.3.

En todos los espectros de *C-RMN, al igual que en sus intermedios precedentes,
la sefial que aparece a campo mas bajo (8 161 ppm aproximadamente) se corresponde
con -CONH-. Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'— C-6")
oscilan entre 8 111 y 145 ppm, entre ellos los carbonos terciarios (C-3', C-4’, C-5" y C-6")
se asignaron gracias a los estudios bidimensionales y el resto de ellos (C-1', C-2") por
comparacion con los valores estimados de acuerdo con las reglas de aditividad para

bencenos polisustituidos®.

- T = LS S et i S (NN NS (e RN 4 bt L ap
+ 40
50

&0

- 80

k. t
A A L120

— K LI A ¥ L 9

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 4.14.- Estudio de HMQC delcompuesto LC-19.

153



Luisa Carlota Lopez Cara

consecuencia de la perdida del efecto desapantallante del grupo nitro. Para la asignacion
de las sefales se llevaron a cabo estudios de resonancia bidimensional de tipo HMQC
(*H/**C-RMN) sobre el compuesto LC-19. Por otro lado, el carbono cuaternario C-5 se
observa a campo mas bajo (133 ppm), lo que puede ser debido al cambio conformacional
que la molécula ha sufrido; esta sefial se ha asignado extrapolando los resultados
obtenidos del estudio HMBC (*H/**C-RMN) realizados sobre el compuesto LC-7. Por

ultimo, el resto de la molécula apenas sufre variaciones de desplazamiento con respecto

C-6', C-4'

En esta serie las sefales del anillo pirrdlico sufre las misma variaciones como

Figura 4.14.- Estudio de HMQC delcompuesto LC-19 (cont).

a sus predecesores.
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Tabla 4.14a.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de C-RMN de los compuestos

intermedios LC-12 - LC-15, LC-21, LC-22.

R3=Me, Et, Pr, Bu, H
R4=H, Me

LC-12 LC-13 LC-14 LC-15 LC-21 LC-22%*
8 (ppm) | 8(ppm) 3(ppm) | &(ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
-CONH- 161.76 161.03 161.12 161.09 157.35 163.84
c-2' 143.67 143.70 143.73 143.78 138.35 145.56
C-5 133.16 133.19 133.19 133.20 128.79 135.40
C-6' 128.87 128.82 128.89 123.65 132.07
128.86
c-4 128.81 128.76 128.85 123.54 132.15
C-2 126.01 126.10 126.11 126.18 119.56 126.91
c-5 119.21 119.16 119.06 119.18 113.84 120.01
cv 118.35 118.38 118.35 118.42 112.81
118.08
c-3 116.72 116.67 116.57 116.71 111.41
c3 109.74 109.68 109.69 109.52 106.42 113.45
C-4 108.95 108.90 108.87 108.88 103.84 108.82
-CH; 26.27 15.18 11.46 13.85 - -
CH,CH; - 34.40 23.17 20.18 - -
CH,CH,CH;3 - - 41.17 31.97 - -
CH,CH,CH,CH3 - - - 39.29 - -
-NCH; - - - - - 33.92

El disolvente usado es metanol deuterado(**).
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Tabla 4.14b.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de 3C-RMN de los compuestos

intermedios LC-16 — LC-20.

R3=c-C3Hs, c-C4Hy, c-CsHg,
c-CgH11, Bn

LC-16 LC-17 LC-18 LC-19 LC-20*
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
-CONH- 162.55 160.12 160.73 160.24 160.63
C-2 143.73 143.71 143.72 143.36 140.00
C-5 133.46 133.36 133.12 133.08 132.45
C-6' 128.87 128.89 128.85 128.92 129.06
c-4 128.84 128.82 128.77 128.00
C-2 125.81 125.99 126.24 126.36 126.56
C-5' 119.14 119.17 119.17 119.32 118.43
C-1 118.31 118.41 118.41 118.62
C-3 116.67 116.69 116.68 116.79 116.68
C-3 110.25 109.79 109.52 109.63 111.88
C-4 108.99 108.94 108.87 108.91 108.32
C-1iclo 22.67 44.76 51.25 48.23 -
C-2, C-3¢icioprop. 6.94 - - - -
C-2, C-4 ¢icobut. 31.76 - - -
C-3cictobut. - 15.20 - - -
C-2 — C-5ciclopent. - - 33.40, - -
23.85
C-2 — C-6 ciciohex - - - 33.45, -
25.00
C-1gn, - - - - 140.00
C-2 — C-6g. - - - - 128.31
C-3 — C-5n - - - - 127.27
C-4gn - - - - 126.76
-CH,- - - - - 41.98

El disolvente usado es acetona deuterada (*).
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En el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores calculados
para las formulas empiricas (M + Na)* de los compuestos y los correspondientes valores

encontrados:

Compuesto LC-12: Calculado para Ci;H;sNsONa (M + Na)™ 238.0958632;
encontrado 238.095914 (desviacién -1.2 ppm).

Compuesto LC-13: Calculado para CisHisNsONa (M + Na)t  252.111282;
encontrado 252.111355 (desviacién -0.3 ppm).

Compuesto LC-14: Calculado para Ci4Hi;N3ONa (M + Na)*  266.126932;
encontrado 266.126195 (desviacion 2.8 ppm).

Compuesto LC-15: Calculado para CisHigNsONa (M + Na)* 280.142582;
encontrado 280.142808 (desviacion -0.8 ppm).

Compuesto LC-16: Calculado para Ci4HisN3O (M + H)* 242.129337; encontrado
242.128716 (desviacion 2.6 ppm).

Compuesto LC-17: Calculado para CisHi;NsONa (M + Na)t  278.126932;
encontrado 278.126978 (desviacion -0.2 ppm).

Compuesto LC-18: Calculado para CigH1oN30 (M + H)* 270.160637; encontrado
270.160831 (desviacion -0.7 ppm).

Compuesto LC-19: Calculado para Ci;H»NsONa (M + Na)* 306.158232;
encontrado 306.158859 (desviacion -2.0 ppm).

Compuesto LC-20: Calculado para CigHi7NsONa (M + Na)™ 314.126932;
encontrado 314.127148 (desviacion -0.7 ppm).

Compuesto LC-21: Calculado para Ci;Hi;NsONa (M + Na)* 224.079982;
encontrado 224.080138 (desviacién -0.7 ppm).

Compuesto LC-22: Calculado para CipHisNsONa (M + Na)™ 238.095632;
encontrado 238.096092 (desviacién -1.9 ppm).
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4.2.- Familias Pirazolinica y Pirazolica.

4.2.1.- Sintesis quimica.

4.2.1.1.- Consideraciones generales.

En este apartado se detalla el método sintético empleado para la preparacion de
los derivados de 4,5-dihidro-1A-pirazol (derivados pirazolinicos) y de los derivados de
1AH-pirazol (derivados pirazolicos), asi como también de sus diversos intermedios
sintéticos. Se describe primero la estrategia seguida para la construccion del sistema
benzoilpirazolinico y benzoilpirazdlico con objeto de obtener los diferentes compuestos
finales de estas familias. La estructura general que presentan los derivados se muestra

en la Figura 4.15.

Ry COOEt EtOOC Ry

N\ /

N N

/ i\
N N y N

Ry R1

0 o]

NH, NH,

Figura 4.15.- Estructura general de los derivados de 4,5-1H-dihidropirazol
(derivados A? -pirazolinicos) y derivados de 7H-pirazol.

Dentro de estas familias se han preparado 20 compuestos finales denominados
con las siglas LC-23 - LC-43 que, como se ha indicado en los objetivos, se han
clasificado en tres series (a, b, ¢) y, a su vez, en dos grandes grupos (A y B). A

continuacion se detallan las estructuras correspondientes a los grupos y series

anteriormente mencionados:

GRUPO A: Pertenecen a él los derivados de 4,5-dihidro-1+-pirazol (derivados

pirazolinicos) y se incluyen las diversas series (Figura 4.16).
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Serie a: Derivados de 3-(2-amino-5"-metoxibenzoil)-4,5-dihidro- 1+-pirazol-5-
carboxilato de etilo-1-sustituidos. Dentro de este grupo hay tres compuestos, de acuerdo

con la naturaleza de Rs.

Serie b: Derivados de 3-(2-amino-5-clorobenzoil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-
carboxilato de etilo-1-sustituidos. En de este grupo hay cuatro compuestos, seglin la

naturaleza de Rs.

Serie c: Derivados de 3-(2-aminobenzoil)-4,5-dihidro- 14pirazol-5-carboxilato de
etilo-1-sustituidos. Dentro de este grupo se describen tres compuestos, que se

diferencian en la naturaleza de Rs.

Serie a
Rs COOCH,CHs Compuesto R;
/ LC-23 Et
N
) LC-24 Bu
e 0 LC-25 Bn
NH,
Serie b
Rs COOCH,CH; Compuesto R;
/ LC-26 H
NQ
LC-27 Et
“ (0] LC-28 Bu
LC-29 Bn
NH,
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Serie c
Compuesto Rs
R3\N COOCH,CHs LC30 Et
Ne LC-31 Bu
LC-32 Bn
0
NH,

Figura 4.16.- Diferentes productos pertenecientes al Grupo A estructural.

GRUPO B: A él pertenecen los derivados de 1AH-pirazol (derivados pirazodlicos) y

se describen las tres series (Figura 4.17).

Serie a: Derivados de 3-(2'-amino-5-metoxibenzoil)- 1AH-pirazol-5-carboxilato de

etilo-1-sustituidos Aqui se describen tres compuestos de acuerdo con la naturaleza de Rs.

Serie b: Derivados de 3-(2'-amino-5-clorobenzoil)- 1+-pirazol-5-carboxilato de

etilo-1-sustituidos. Dentro de este grupo hay cinco compuestos con distinto radical Rs,

Serie c: Derivados de 3-(2-aminobenzoil)- 1A+-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-

sustituidos. Se han sintetizado tres compuestos, de acuerdo con la naturaleza de Rs.

Serie a

Rs COOEt Compuesto R3
\

I\ LC-33 et

NS
LC-34 Bu
0 . LC-35 Bn

NH;,
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Serie b
Ry COOEt Compuesto R;
\
T LC-36 m
NQ
LC-37 Me
“ . LC-38 Et
LC-39 Bu
NH,
LC-40 Bn
Serie c
Rs COOEt Compuesto R;
\
Iy LC-41 o
NQ
LC-42 Bu
0 LC-43 Bn
NH,

Figura 4.17.- Diferentes productos pertenecientes al Grupo B .

4.2.1.2.- Estrategias sintéticas conducentes a la sintesis del sistema

benzoilpirazolinico.

El método empleado en esta Memoria para la formacién del sistema

benzoilpirazolinico (compuestos 153, 154, 155) es la reaccion de cicloadicion 1,3-

dipolar, empleada con anterioridad por nuestro grupo de investigacion**>,

Q [0}
R 1 COOCH,cH; Rt —
153, 154, 155 150, 151, 152

Serie a, Ry= OCHj3; Serie b, R;= Cl; Serie ¢, Ri=H

Esquema 4.14.- Retrosintesis de benzoilpirazolinas.
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A continuacidon se describe la metodologia sintética para la formacién de las
arilvinilcetonas 150 - 152 (Esquema 4.15). Se parte del correspondiente 5-sustituido-
2-nitrobenzaldehido 146 (los derivados 5-cloro-2-nitrobenzaldehido y 2-nitrobenzaldehido
son comerciales) que se hace reaccionar con bromuro de vinilmagnesio en THF anhidro a
-70°C, bajo atmoésfera de argon'*!®, para obtener los alcoholes alilicos 147, 148, 149
con rendimiento cuantitativo para la serie a y del 70 y 85%, respectivamente, para las
series b y c. La oxidacion del grupo hidroxilo alilico, llevada a cabo con el reactivo de

14,15,26,27

Jones recién preparado, en acetona , permite obtener las arilvinilcetona 150,

151, 152 con rendimientos moderadamente buenos (65-75%).

0 OH
Ry Ry Z
H  CHy=CHMgBr
o]
NO, THF (-70°C) NO,
146 147, 148, 149
0]
Reactivo de Jones Z
_
CH5COCH; o
2

150, 151, 152

Esquema 4.15.- Sintesis de las arilvinilcetonas.
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Las reaccion'’ se lleva a cabo con piridina como base y acetonitrilo como
disolvente, los rendimientos de los compuestos resultantes 153 - 155 son del 85 al
90%.

Q 0
Ry = R,
* NjCHCOOEt o | COOEt
NO, CH5CN No, A
150, 151, 152 153, 154, 155

Esquema 4.16.- Método general de sintesis del sistema benzoilpirazolinico.

La presencia de un grupo nitro en la arilcetona que, debido a sus efectos
inductivo y mesdmero, deja un resto de carga positiva en el carbono uno del anillo
aromatico y, por consiguiente, hace mas acido el protdn de la posicion cinco de la
pirazolina, debido a su vecindad, frente al de la posicidn tres, facilitando su prototropia

para dar el tautdmero deseado (Esquema 4.17).

(0]
N=N
RZ COOC H 2CH3 Rz
M
H

oo T —

I
o)’ //////
Q 0
R, R,
\ COOEt ) COOEt
Ne
NH HN—
NO, NO, N

153- 155

Esquema 4.17.- Influencia del grupo nitro en la tautomerizacion.

También el uso de piridina podria facilitar el paso de 1-pirazolina a 2-pirazolina ya

que su caracter basico facilita la prototropia (Esquema 4.18).
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N
'S
o (Y Q =

N=N N—N
: &)<H : ()\
H COOEt COOEt
N » NO,
NO, \*_4/
. @ /
R, N&
\ COOEt
N—~nH

NO,

Esquema 4.18.- Influencia la piridina en la prototropia.

4.2.1.3.- Estrategias sintéticas conducentes a los derivados de los

Grupos Ay B y a sus correpondientes series a, b, ¢ *¢,

Para la sintesis de los derivados pertenecientes a la familia pirazolinica se parte
de la correspondiente pirazolina 153- 155 y se alquila por tratamiento con sulfato de
dialquilo, bromuro de bencilo o ciclohexilo, en presencia de carbonato potasico y THF
como disolvente (a 60°C durante 28 horas) resultando los correspondientes derivados
190 - 209 (Esquema 4.19).

[0}
Ry
\ COOEt
N—~
N
(9} NO, \
\ COOEt  agente alquilante .
series a,b,c
NOZ \H K2CO3
(0]
153 - 155 THF/ 60°C .
! 1 \\— COOEt
N\N
NO, \
R3

series a,b,c

Esquema 4.19.- Sintesis de los intermedios pirazolinicos y pirazdlicos 190-209.

164



Parte Tedrica

Sin embargo los rendimientos obtenidos mediante este proceso sintético suelen
ser muy bajos, posiblemente debido a la formacion de gran cantidad de subproductos, de
dificil identificacion; entre los cuales los derivados pirazdlicos y pirazolinicos son los

productos mayoritarios.

Conociendo la existencia de bibliografia’’*® donde derivados pirazolinicos se
oxidan a derivados pirazolicos con nitrobeceno como agente oxidante, y con objeto de
explicar la razén por la que se forma el derivado pirazolico, se procedi6 a la realizacion de

tres experimentos:

a) El primer experimento consistid en hacer reaccionar 10 mmoles (300 mg) de
pirazolina 155 con 26.49 mmoles de K,COs en THF seco y bajo argon, a una temperatura
de 60°C, (es decir la mismas condiciones que para la reaccion de alquilacion, pero sin
agente alquilante). La reaccion se siguid por cromatografia en capa fina y se comprobo
gue a las 6 horas habia desaparecido el producto de partida, que tras su tratamiento y
posterior purificacion por cromatografia flash de gel de silice, con acetato de etilo -

hexano 1: 6 como eluyente, se separaron tres productos:

e Se obtuvieron 21 mg de 3-(benzo[c]isoxazol-3il-)-1A-pirazol-5-carboxilato de
etilo (155a).

e Por otra parte, se aislaron 150 mg del derivado 3-(2"-nitrobenzoil)-1A-pirazol-5-
carboxilato de etilo (155b).

e Por dltimo se aislaron 18 mg de un derivado, que se ha identificado como el

dimero 155c sin llegar a conocerse por cuales tautdmeros y/o isdmeros esta

compuesto.
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155a
0
0
COOEt
\ K,CO3 N\ COOEt
N > \
N
NO, \

NO \H THF/ 60°C
H
155 155b
0

155c
0 0
\\ COOEt
N—nH
—
| 174 ~————
N\ COOEt
N—nNH

NO,

Esquema 4.20.- Productos obtenidos en el experimento a.

b) El segundo experimento consistid en hacer la reaccidon, en las mismas
condiciones anteriores, sobre 0.19 mmoles (80 mg) del derivado 194 3-(5-metoxi-2'-
nitrobenzoil)-4,5-dihidro-1 A#pirazol-5-carboxilato de etilo. La reaccidon se mantuvo 24
horas, tiempo necesario para la formacion de un producto nuevo en cromatografia en
capa fina diferente al de partida. Tras el tratamiento habitual de lavado, extraccion y
purificacion, se pudieron aislar dos productos.
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0
H5CO
H,CO
\ COOEt K,CO5 1 \_—COOEt
N Ny
NO;, THF/ 60°C NO,
194 195

Esquema 4.21.- Productos aislados en el experimento b.

e Se obtuvieron 5 mg de 3-(5-metoxi-2"-nitrobenzoil)-1 A pirazol-5-carboxilato de
etilo (195).

e Por otra parte, se recuperaron 73 mg del derivado 194 (3-(5-metoxi-2"-
nitrobenzoil)-4,5-dihidro-1A-pirazol-5-carboxilato de etilo); es decir, del producto
de partida.

c) Por Ultimo se procedi6 a realizar el tercer experimento que consistidé en hacer
reaccionar, en las mismas condiciones, el derivado reducido LC-27 (3-(5-amino-2"-
nitrobenzoil)-1-butil-4,5-dihidro-1 A-pirazol-5-carboxilato de etilo). De esta reaccion

Unicamente se aisld el producto de partida.

0 0
cl cl
\ COOEt K,CO5 \ COOEt
N—p —_— N~
N2 \C4H10 THF/ 60°C N2 C4Hyo
LC-27 LC-27

Esquema 4.22.- Experimento c.

Con estas tres experiencias se puede concluir que:

e Los derivados de 3-(2-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-1A+pirazol-5-

carboxilato de etilo (155), en las condiciones de reaccion
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descritas, se oxidan a derivados 3-(2’-nitrobenzoil)-1A-pirazol-5-
carboxilato de etilo (155b) mayoritariamente, debido a la

reduccion del grupo nitro, que ejerce como oxidante.

e El grupo nitro puede reducirse al intermedio de reduccién
hidroxilamino y dar la consecuente reaccion intramolecular de
ciclacion por ataque del grupo hidroxilo sobre el grupo carbonilo,
formandose el anillo de benzoisoxazol mediante la perdida de una

molécula de agua (155a).

e Se evidencia la formacion del grupo amino durante la reduccion,
pues se ha originado el dimero (155c), que tiene su origen en la
reaccion de condensacion intermolecular entre el grupo carbonilo
de una molécula de pirazol (con grupo nitro) y el grupo amino una

molécula de pirazol reducida, con formacion de una base Schiff.

e La reaccion de oxidacion sobre derivados pirazolinicos alquilados
(24 horas) es mas lenta y menos eficiente que la de pirazolinas
sin alquilar (6 horas), ya que tarda mas tiempo y se obtiene
menor cantidad de producto oxidado, como ha podido

comprobarse con el segundo experimento.

Todos los productos obtenidos han sido identificados mediante espectroscopia de
RMN (*H y 3C) y masas y se recogen en la Parte experimental de la presente Memoria y

sus espectros se muestran en el Apéndice.
En el Esquema 4.23a se puede observar el mecanismo de reaccién que se

propone para justificar la formacion de estos derivados pirazolicos totalmente

insaturados.
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o]
\ \\— COOEt
N—~nNH
N
| E/Z
\\— COOEt
o \
N=—NH
NO,

\_— COOEt
. 155¢

NO,

COOEt \H
\ [0] 155b
=N —_—
NO, N /—\
155 155
[0}
\ COOE
N—p

H H
N /COOEt N
/
N/ N\ |
\ [o]
/_\,
NHOH \H o 155 [¢]
NH, NH,

COOEt

Esquema 4.23a.- Mecanismo de reaccién propuesto para la formacion de los intermedios 155a,
155b y 155¢

Si trasladamos los resultados obtenidos en estos tres experimentos a la reaccion

de alquilacién realizada sobre los derivados 153-155, podemos obtener diferentes

conclusiones:
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Se obtienen derivados pirazolicos y pirazolinicos alquilados como productos
mayoritarios. Sin embargo, es predecible que la gran cantidad de los productos
minoritarios obtenidos, de dificil identificacion, sean mezclas de regioisomeros
alquilados, productos reducidos, posibles dimeros y benzoisoxazoles, ya que el
grupo nitro que ejerce de agente oxidante puede ser el de los productos de

partida o el de los productos oxidados.

Parece evidente que ambas reacciones (alquilacion y oxidacion) se dan
simultdneamente. Ademas, pueden producirse sobre la misma molécula o sobre
moléculas diferentes, ya que asi se explicaria que se obtengan como productos

mayoritarios pirazolinas y pirazoles alquilados.
La alquilacién se da preferentemente sobre uno de los nitrégenos, obteniéndose el

regioisomero 1,5 (con respecto al carboxilato de etilo). Esto se demuestra

mediante el estudio de difraccidon de rayos X, descrito en el apartado 4.2.2.2.2.5.

El Esquema 4.23b se puede observar como pueden producirse ambas

reacciones simultaneamente.
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[O]
—_—
153-155
K>CO3
agente alquilante
agente alquilante KoCO5 9 . THF/ 60°C
THF/ 60°C
[O] TNy —cooet
3 NsN

NO, \
R3

Esquema 4.23b.- Oxidacion y alquilacion de los intermedios pirazolinicos (153-155).

A la vista de los resultados y con el objetivo de mejorar los rendimientos en la
formacion de derivados de 3-(2’-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1+-pirazol-5-carboxilato de

etilo, se modifican las condiciones de reaccién de la siguiente forma:

- Cambiar el disolvente THF por otro dipolar aprético®, tal como el 1,4-dioxano
seco, para que se de preferentemente la N-alquilacion frente a la C-
alquilacion®.

- Aumentar la temperatura de reaccién hasta temperatura de reflujo del
disolvente (120°C).

- Disminuir el tiempo de reaccion hasta 3 horas.

- Variar las relaciones molares. Se usan en este caso un equivalente molar de
producto de partida, 2 equivalentes molares de carbonato potasico y 3 de

agente alquilante.

Todas estas variaciones condujeron a un aumento del rendimiento en la

pirazolina obtenida con respecto a aquellos productos que, por el primer método, no se
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logran con rendimientos adecuados ni tan siquiera aceptables para su aislamiento. De

esta forma se consiguen rendimientos de interés sintético aceptable.

La posterior reduccién del grupo nitro'? del anillo aromatico de los derivados
(190 - 209) con hierro en polvo y sulfato ferroso (Esquema 4.25 y 4.26) permite la

obtencion de los compuestos finales LC-23 — LC-43.
Rs< COOCH,CHs

N
I
NS
COOCH,CH;  Fe/SOsFe Ry o
NH,
Grupo A Grupo A (LC-23 - LC-32)
oy COOEt
0 R \
R
! 1 \)—COOCH;CH;
N=pN Fe/SO4Fe R1 0
NO, A
R3
NH,
Grupo B Grupo B (LC-33 - LC43)

Esquema 4.24.- Sintesis de los compuestos finales del Grupo A y Grupo B.
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4.2.2.- Analisis espectroscopico de los derivados pirazodlicos y

pirazolinicos y sus intermedios sintéticos.

Los compuestos de esta familia se identificaron por espectroscopia de RMN *H
(300 6 400 MHz) y '3C (75 6 100 MHz), espectrometria de masas de alta resolucién
(LSIMS) y/o analisis elemental. También se han llevado a cabo estudios de resonancia
bidimensional de tipo HMQC (RMN 'H/*C) y HMBC (RMN H/*3C). Todos los espectros de

los compuestos intermedios v finales aparecen en el Apéndice.

4.2.2.1.- Compuestos intermedios.

Los compuetos intermedios analizados en esta Memoria corresponden solamente
a los anteriores a los compuestos finales, ya que los demas ya han sido descritos por

nuestro grupo de investigacion.

4.2,2.1.1.- Analisis espectroscopico de los compuestos intermedios

pertenecientes al Grupo A.

El estudio espectroscopico de estos derivados se divide en cada una de las tres

series a, b, c.

4.2.2.1.1.1.- Compuestos pertenecientes a la serie a.

Dentro de este apartado se describen los compuestos intermedios derivados de

3-(5"-metoxi-2"-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1 A-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos.

La Tabla 4.15 muestra los datos de desplazamiento quimico (5, ppm) Yy
constantes de acoplamiento (J, Hz) de los espectros de 'H-RMN de los compuestos
intermedios 190, 192 y 194 que estan provistos de sustituyentes R; de naturaleza n-
alquilica y bencilo. Todos estos espectros se han realizado utilizando cloroformo

deuterado como disolvente.
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Tabla 4.15.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento

(J, Hz) de 'H-RMN de los compuestos intermedios 190, 192 y 194.

Rs= Et, Bu, Bn
190 192 194
3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J (Hz)
H3 8.03(d) JBa= 9.1 |805(d)  ka=91 |812(d) Ja= 9.1
H4 6.96 (dd) Jr3=9.1 |6.97(dd) J>=9.1 |7.00(dd) Fa= 9.1
_11L5'= 28 ]4'-6'= 28 J4L6'= 28
H6' 6.86(d) ka=28 |687(d) k=28 |683(d) ka=28
H5 435 (dd) baa= 13.1 |4.36 (dd) kap= 132 | 4.17 (m)
]5-4b= 10.5 JS-4b= 10.3
-COOCH,CH; | 4.21 (¢) = 7.1 422 () = 7.1 4.17 (m)
-OCHs 3.87 (s) 3.88 (s) 3.91 (s)
H-4a 3.36 (dd) Jwa= 17.3
.]43_5= 12.8
3.32 (m)
H-4b 3.34 (m) 3.29 (dd) Jwao= 17.3
Japs= 11.7
CH:CH; 1.23 (m) -
COOCH,CH;  |1.27 (9 =71 129(t) = 7.1 126(t) =71
-Chs 1.08(t) J=7.2 0.84 (t) 7= 7.2 -
CH.CH,CH,CH; ] 148 (m) -
CH,CH,CH,CH; ] 332 (m) -
H-3, H-4 y H-55, ) - 7.30 (m)
H-2 - H-6g, ] . 7.12 (m)
Hacwo _ _ 4.45 (d) F-a= 14.8
Hbor ) - 4.60 (d) o= 14.8

Las diferencias mas significativas de los espectros que aqui se comentan se
encuentran a campos magnéticos altos donde aparecen las sefiales correspondientes a

los diferentes sustituyentes Rs. Por el contrario, los valores de desplazamiento quimico de
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los atomos de hidrégeno del anillo aromatico, el grupo metoxilo, el anillo de pirazolina y

el grupo etoxicarbonilo apenas sufren variacion de un intermedio a otro.

Los atomos de hidrogeno aromaticos, H-3', H-4" y H-6' resuenan de la siguiente
forma: la sefial del atomo H-3" en los diferentes compuestos resuena entre § 8.02 y 8.12
ppm como consecuencia del efecto desapantallante que ejerce el grupo nitro en posicion
2’ del anillo aromatico. La senal aparece como doblete con una constante de
acoplamiento k.= 9.1 Hz. En todos los compuestos se observa un doble doblete
alrededor de &= 6.97 ppm correspondiente al hidrégeno aromatico H-4’, debido al
acoplamiento con H-3" y H-6". El hidrégeno H-6' resuena a un desplazamiento medio de
8= 6.87 ppm como doblete, con una constante de acoplamiento J%-.4+= 2.8 Hz. El grupo

metoxilo resuena como singlete en torno a 6 3.88 ppm.

Las sefiales de los atomos de hidrégeno de la pirazolina aparecen de la siguiente
forma: los atomos de hidrogeno de la posicion cuatro son diasterotopicos, por lo que
aparecen como un sistema AB desdoblado por el acoplamiento con H-5. El protén H-4a
resuena como un doble doblete, entre & 3.32 y 3.36 ppm, debido a su acoplamiento con
H-4b y H-5, con unas constantes de acoplamiento en torno a 17.3 y 12.8 Hz
respectivamente. El protén H-4b aparece como un doble doblete entre & 3.29 y 3.34 ppm
debido a su acoplamiento con H-5 y H-4a, el valor de la constante de acoplamiento J,.s
es 11.7 Hz. Sin embargo en los compuestos 190 y 192 las sefiales de estos protones en
posicion 4 aparecen solapadas con las del primer metileno correspondiente al grupo etilo
y butilo respectivamente, siendo imposible su diferenciacién, asignandose como
multiplete. ElI H-5 resuena como doble doblete en torno a 64.35 ppm, excepto en el
compuesto 194 donde colapsa su sefial con la del metileno del grupo etoxicarbonilo. Con
respecto a los atomos de hidrégeno del grupo etoxicarbonilo en posicién cinco de la
pirazolina cabe destacar que los hidrégenos del grupo metileno son diasterotdpicos por la
influencia del centro quiral, pero no siempre aparecen a diferente desplazamiento
quimico (anisocronia), asi en los derivados 190 y 192, estos hidrogenos aparecen como
un cuadruplete a den torno a 4.20 ppm con una &~ 7.1 Hz; en cambio cuando R; es
bencilo (derivado 194), los dos hidrégenos del metileno aparecen como un multiplete

centrado alrededor de 6 4.17 ppm; esto probablemente sea debido a una dificultad en el
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giro de algun enlace que implique al grupo metileno o a una poblacién distinta de alguno
de los conférmeros de posicion, que haga a los dos hidrégenos del grupo metileno
magnéticamente no equivalentes. El metilo del grupo etoxicarbonilo aparece alrededor de

5 1.27 ppm como triplete.

Cabe destacar, finalmente, la aparicion de los protones correspondientes al
metileno del bencilo como diasterotdpicos, debido probablemente a la proximidad con el
centro quiral, apareciendo como un sistema AB. El protdn Ha resuena como doblete con
un desplazamiento de 6= 4.69 ppm y Hb resuena también como doblete a 6= 4.45 ppm,
ambos con una constante de acoplamiento entre si de 14.8 Hz. Las sefales de los

hidrdgenos contenidos en Rs resuenan a campo alto (excepto cuando Rz= Bn).

Los datos espectroscopicos de *C-RMN de los compuestos 190, 192 y 194
estan recogidos en la Tabla 4.16 donde se muestran los desplazamientos quimicos (8)
de los diferentes atomos de carbono. Para su asignacion se extrapolaron los resultados
obtenidos por nuestro grupo de investigacion de compuestos similares sintetizados con
anterioridad’. En todos los espectros el valor de la sefial que aparece a campo mas bajo

(8 186 ppm) se corresponde con el carbonilo (Ph-CO-).

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1- C-6) oscilan
entre 5 163-113 ppm. Los estudios bidimensionales, realizados con anterioridad por
nuestro grupo de investigacion, facilitaron la asignacion de los carbonos C-3', C-4’ y C-6'.
El resto de los carbonos del anillo aromatico (C-1, C-2' y C-5) se determinaron por
comparacion con los valores estimados de acuerdo con las reglas de aditividad para

bencenos polisustituidos®.
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190 192 194
5 (ppm) |5 (ppm) |8 (ppm)
Ph-CO- 186.19 | 186.14 | 186.59
-COOCH,CH; | 169.87 | 169.87 | 169.67
c-5' 163.63 | 163.61 | 163.79
c3 14459 | 143.98 | 145.21
c-2' 140.88 | 140.85 | 140.52
c-1 138.09 | 13820 | 138.27
c-3 12635 | 12636 | 126.56
c-4 11522 | 11524 | 11532
Cc-6' 113.90 | 113.83 | 113.75
c-5 65.95 | 6631 | 64.67
-COOCH,CH; | 61.92 | 61.93 | 6192
-OCH; 56.16 | 56.87 | 56.20
-CHs 12.43 13.68 -
CH,CH; 46.30 19.93 -
Cc-4 3447 | 3441 | 3442
CH,CH,CH,CH; - 29.49
CH,CH,CH,CH; - 51.87 -
-COOCH,CH; | 14.17 14.19 14.16
C-len - - 134.86
C-2, C-6g - - 128.82
C-3, C-5en - - 128.75
C-4g, - - 128.17
-CHy- - - 56.32

Tabla 4.16.- Desplazamientos quimicos (9,
ppm) de 3C-RMN de los compuestos intermedios
190, 192, 194.

5 v COOCH,CH;

7 2" "NO, \
3 Rs

R3= Et, Bu, Bn

La sefial del atomo de carbono C-3 de la pirazolina resuena en torno a & 144

ppm. Los atomos de carbono C-5 y C-4 de la pirazolina se confirman también gracias a

esos mismos estudios bidimensionales y resuenan a & 66 y 34 ppm, respectivamente.
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Con respecto al grupo etoxicarbonilo, el carbono del grupo metileno se encuentra
a 6 62 ppm y el metilo a 14 ppm. El carbono del -OCH; aparece a 6 56 ppm. Los valores
de los desplazamientos de los atomos de carbono correspondientes a los diferentes
radicales R; resuenan a campo alto, excepto cuando el sustituyente R; es un grupo
bencilo.

Finalmente, en el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M + Na)* o (M + H)*de los compuestos y los

correspondientes valores encontrados:

Compuesto 190: Calculado para CigHxN3Os (M + H)* 350.135211; encontrado
350.135506 (desviacion -0.8 ppm).

Compuesto 192: Calculado para CigH3sNsOgNa (M + Na)™ 400.148455;
encontrado 400.148861 (desviacion -1.0 ppm).

Compuesto 194: Calculado para GC;;H,iNsOgNa (M + Na)* 434.132805;
encontrado 434.132290 (desviacién 1.2 ppm).

4.2.2.1.1.2.- Compuestos pertenecientes a la serie b.

Dentro de este apartado se describen los compuestos intermedios derivados de

3-(5'-cloro-2"-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos.

La Tabla 4.17 muestra los datos de desplazamiento quimico (5, ppm) vy
constantes de acoplamiento (J, Hz) de los espectros de 'H-RMN para los compuestos
intermedios 198, 200 y 202 que estan provistos de sustituyentes Rs alquilo y bencilo.

Todos estos espectros se han realizado utilizando cloroformo deuterado como disolvente.

Las diferencias mas significativas de los espectros que aqui se comentan se
encuentran a campo alto, donde aparecen las sefiales correspondientes a los diferentes
sustituyentes Rs. Por el contrario, los valores de desplazamiento quimico de los atomos
de hidrégeno del anillo aromatico, el anillo de pirazolina y el grupo etoxicarbonilo apenas

sufren variacion de un intermedio a otro.
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Tabla 4.17.- Desplazamientos quimicos (8,ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

"H-RMN de los compuestos intermedios 198, 200, 202.

R3= Et, Bu, Bn
198 200 202
3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz)
H-3’ 7.98 (d) A4= 8.7 7.98 (d) A4= 8.7 8.04 (d) A4= 8.7
H-4' 7.53 (dd) J3= 8.7 7.50 (dd) J.3= 8.7 7.54 (dd) Jy3= 8.7
Jpe= 2.2 Jye= 2.3 Jre= 2.3
H-6 7.49 (d) J4=2.2 7.45(d) J4=2.3 Joa= 2.3
H-5 4.35 (dd) k4a= 13.3 |4.46 (dd) k4a= 13.3
4= 10.0 J-ap=10.3
-COOCH,CH;3 425() =71 423(c) =7.1
H-4a 3.37 (dd) Jgap=17.3
3.38 (m) 3.33 (m) Jhas= 12.5
H-4b 3.27 (dd) Jp4a= 17.3
-]4b-5= 11.5
CH,CH3 1.26 (m) -
-COOCH,CH3 1.32() =71 1.29(t) =7.1 1.27 () =71
-CH3 113 () J7=7.2 0.86(t) J=7.2 -
CH,CH,CH,CH5 - 1.50 (m) -
CH,CH,CH,CH5 - 3.33 (m) -
H-3, H-4 y H-5g, - -
H-2, H-6g, - -
Hacwz - - 4.70 (d) Jbp= 15.1
Hbc - - 4.48 (d) ha= 15.1

Los atomos de hidrogeno

aromaticos, H-3’, H-4’ y H-6" resuenan de la siguiente
forma: la sefal del atomo H-3' de los diferentes compuestos resuena entre § 7.98 y 8.04
ppm, como consecuencia del efecto desapantallante que ejerce el grupo nitro en posicion
2’ del anillo aromatico. La senal aparece como doblete con una constante de

acoplamiento A.4= 8.7 Hz. En todos los compuestos se observa un doble doblete
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alrededor de & 7.53 ppm correspondiente al hidrogeno aromatico H-4’, debido al
acoplamiento con H-3' y H-6'". El hidrogeno H-6" resuena en torno a § 7.45 ppm como

doblete, con una constante de acoplamiento Jy.4= 2.3 Hz.

Las sefiales de los atomos de hidrogeno del resto de la molécula apenas sufren
variacion con respecto a la serie a, dandose las mismas particularidades que en la serie

anterior.

Los datos espectroscdpicos de *C-RMN de los compuestos 198, 200 y 202
estan recogidos en la Tabla 4.18 donde se muestran los desplazamientos quimicos (8)
de los diferentes atomos de carbono. Para su asignacion se extrapolaron los resultados
obtenidos en nuestro grupo de investigacion de compuestos similares sintetizados con
anterioridad. En todos los espectros el valor de la sefial que aparece a campo mas bajo

(8 184 ppm) se corresponde con el carbonilo (Ph-CO-).

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6') oscilan
entre & 125-146 ppm. Los estudios bidimensionales, realizados con anterioridad,
facilitaron la asignacion de los carbonos C-3’, C-4’ y C-6". El resto de los carbonos del
anillo aromatico (C-1’, C-2" y C-5') se determinaron por comparacion con los valores

estimados de acuerdo con las reglas de aditividad para bencenos polisustituidos'*.
La sefales de los atomos de carbono pertenecientes al resto de la molécula

(anillo pirazolinico, grupo etoxicarbonilo y radical R; de la posicion 1), no sufren

variaciones con respectos a los compuestos de la serie a.
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198 200 202
3 (ppm) |3 (ppm) |38 (ppm)
Ph-CO- 184.29 | 184.20 | 184.70
~COOCH,CH, 169.60 | 169.56 | 169.41
c2 146.35 | 146.28 | 145.98
c3 143.96 | 143.71 | 144.56
c-5' 140.18 | 140.14 | 140.37
c1 136.96 | 137.04 | 137.09
c-4' 130.23 | 130.19 | 130.32
C-6' 129.63 | 129.62 | 129.52
c-3 12525 | 12527 | 125.47
C-5 66.06 66.36 64.77
-COOCH,CHs 62.04 62.03 62.02
-CHs 12.53 13.66 -
CH,CH 46.89 19.92 -
c-4 34.22 34.13 34.17
CH,CH,CH,CH - 29.54 -
CH,CH,CH,CH - 51.81 .
-COOCH,CHs 14.18 14.17 14.18
C-1gn - - 134.71
C-2, C-6gn - - 128.83
C-3, C-5gn - - 128.78
C-4gn - - 128.27
-CH,- - - 56.28

Tabla 4.18.- Desplazamientos quimicos (8,

ppm) de "C-RMN de los compuestos intermedios
198, 200, 202.

D e COOCH,CH;3

2N—p'1
7 2° "NO \
3 2 2 Rs

R3= Et, Bu, Bn

Finalmente, en el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores

calculados para las formulas empiricas (M + Na)* de los compuestos y los

correspondientes valores encontrados:

Compuesto 198: Calculado para CisH;sN3O0sCINa

(M + Na)* 376.067618;

encontrado 376.067314 (desviacion 0.8 ppm).
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Compuesto 200: Calculado para Cy;HxNsOsCINa (M + Na)* 404.098918;
encontrado 404.099045 (desviacion -0.3 ppm).

Compuesto 202: Calculado para CyHigNsOsCINa (M + Na)* 438.083473;
encontrado 438.083548 (desviacion 0.2 ppm).

4.2.2.1.1.3.- Compuestos pertenecientes a la serie c.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos intermedios derivados de 3-(2"-
nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1 A-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos. La Tabla 4.19
muestran los datos de desplazamiento quimico (§, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de los compuestos intermedios 204, 206 y 208. El criterio es el mismo al seguido en
las series anteriores, aparececiendo los compuestos que se caracterizan por tener

sustituyentes R; de naturaleza n-alquilica y bencilo.

En esta serie existen cuatro hidrégenos en el anillo aromatico, ya que no hay
sustituyente en posicién 5, por consiguiente el patron de acoplamiento para los
hidrégenos aromaticos de los productos de las anteriores series (a y b) no es valido en
estos derivados. En los compuestos de esta serie los protones del anillo aromatico
constituyen un sistema de acoplamiento tipo ABCD. El sistema debe constar de 32
sefales; sin embargo, en casi todos los compuestos consta de menos, puesto que los
protones H-3" y H-6" se comportan como dobles dobletes en lugar de dobles dobles
dobletes puesto que el acoplamiento a larga distancia entre ellos es muy pequefio y no
se aprecia en los espectros. Ademas los protones H-4' y H-5’ tampoco se muestran como
dobles dobles dobletes sino como pseudodobles tripletes, ya que las costantes de
acoplamiento con los hidrogenos vecinales son muy parecidas, colapsando las sefiales y
haciendo que en el espectro se observen 6 sefiales en vez de 8, como corresponderia
(Véase Figura 4.13).
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Tabla 4.19.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN de los compuestos intermedios 204, 206 y 208.

R3= Et, Bu, Bn
204 206 208
3 (ppm) J(H2) 3 (ppm) J(H2) 3 (ppm) J(Hz)
H-3' 8.02 (dd) A4= 8.1 8.02 (dd) A4= 8.1 8.09 (dd) A-4= 8.1
Fg=1.1 As=1.2 Ay=1.1
H-5' 7.67 (pdt) k.g=7.5 7.67 (pdt) J.¢=7.5 7.70 (pdt) kg=7.5
Jorg=7.7 Fg=7.7 Fg=7.7
3= 1.1 _75'.3'= 1.2 3= 1.1
H-4' 7.56 (pdt) Jy3= 8.1 7.56 (pdt) Jy3= 8.1 7.59 (pdt) J3=8.1
Jys=7.7 Jys=7.7 Jys=7.7
Jy-g =1.6 Jyg =1.6 Jyvg =1.5
H-6" 7.50 (dd) J-s=7.5 7.50 (dd) J%-s=7.5 7.50 (dd) Je-5=7.5
]5'.4'=1.6 _75'.4'=1.6 _75'.4'=1.5
H-5 4.37 (dd)%42=13.0 4.37 (dd) k%4a=12.4 4.16 (m)
J.a4p=10.4 J-4p=10.2
-COOCH,CH3 423(c) J=7.1 424 (c) J=7.1

H-4a 3.37 (m) 3.33 (m) 3.37 (dd) Ja-a0=17.4

Jaa-s= 12.9
H-4b 3.29 (dd) Jp4a=17.4
-]4b-5= 11.4

-CH,CH3 1.28 (m) -

-CHs3 1.12() J=7.2 0.86 (t) J=17.2 -
CH,CH,CH,CH3 - 1.50 (m) -
CH,CH,CH,CH; - 3.33 (m) -

-COOCH,CH3 1.29 (t) J=7.1 1.30 (t) J=7.1 1.26 (t) J=7.1
H-3, H-4, - - 7.30 (m)
H-5gn
H-2, H-6gn - - 7.13 (m)
Hacz - - 4.68 (d) L= 14.8
Hbc, - - 4.46 (d) ho= 14.8

A continuacion se describen los atomos de hidrégeno del fenilo uno por uno. El

atomo de hidrégeno que resuena a campo mas bajo es el H-3’, como consecuencia del
efecto desapantallante que ejerce el grupo nitro en posicion 2’, mostrandose como un
doble doblete por el acoplamiento con H-4"y H-5’; el valor de %4 es de 8.1 Hz y el de
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%5 es de 1.1 Hz aproximadamente. El protén H-5' deberia ser un doble doble doblete
(ddd) pero en realidad aparece en forma de pseudodoble triplete (pdt), debido a que los
valores de J.¢ y J.4 Son parecidos (7.5 y 7.7 Hz) e igual ocurre en el caso de H-4' (7.56
ppm) ya que debido a los valores proximos de Jy.3 y Ji5, la sefial que deberia ser un
doble doble doblete se resuelve como un pseudodoble triplete. A continuacion resuena
H-6" en forma de doble doblete a 7.50 ppm debido al acoplamiento con H-5" y H-4’

oscilando entre 1.5 y 1.6 Hz. el valor de la constante de acoplamiento J.4 .

Las sefiales de los atomos de hidrogeno de la pirazolina, del resto etoxicarbonilo
y de los diferentes radicales R; no ofrecen variacion significativa con respecto a los

derivados de las anteriores series.

La Tabla 4.20 muestra los datos de desplazamiento quimico de los diferentes
atomos de carbono correspondientes a los compuestos 204, 206 y 208. Al igual que en
las series anteriores, el valor de la sefial que aparece a campo mas bajo (6186 ppm) se
corresponde con el carbonilo (Ph-CO-), a continuacion aparece el carbonilo del éster a
169 ppm.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6") oscilan
entre 5148 y 123 ppm. Los estudios bidimensionales facilitaron la asignacién de los
carbonos C-3’, C-4/, C-5' y C-6'". El resto de los carbonos del anillo aromatico (C-1'y C-2")
se determinaron por comparacion con los valores estimados de acuerdo con las reglas de

aditividad para bencenos polisustituidos®.

Con respecto al desplazamiento quimico del resto de los carbonos (pirazolina,
grupo etoxicarbonilo y los diferentes radicales alquilo y bencilo) de los compuestos
pertenecientes a esta serie, se mantienen con respecto a los obtenidos en las anteriores

series (ay b), y son concordantes con los esperados para este tipo de derivados.
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Tabla 4.20.- Desplazamientos quimicos (L1, ppm) de ®C-RMN de los compuestos
intermedios 204, 206 y 208.

R3= Et, Bu, Bn
204 206 208
3(ppm) | (ppm) | 38(ppm)
PhCO- 186.08 186.10 186.51
-COOCH,CH; 169.81 169.86 169.60
¢ 148.23 148.15 147.82
C-3 144.58 143.99 145.10
c-1' 135.39 135.47 135.57
C-5' 133.48 133.56 133.69
c-4' 130.56 130.36 130.42
C-6' 129.55 129.57 129.41
c-3' 123.75 123.82 123.96
C-5 66.05 66.39 64.71
-COOCH,CH; 61.94 62.01 61.93
CH,CHs 46.95 19.97 -
-CHz 12.46 13.75 -
C-4 34.44 34.38 34.40
CH2CH,CH,CH3 - 29.52
CH,CH,CH,CH3 - 51.92 -
-COOCH,CH; 14.18 14.23 14.16
C-1g, - - 134.87
C-2, C-6gy - - 128.81
C-4gn - - 128.18
C-3, C-5gy - - 128.77
-CH,- - - 56.33
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Por ultimo, en el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M + Na)* de los compuestos y los

correspondientes valores encontrados.

Compuesto 204: Calculado para CisHi7NsOsNa (M + Na)® 342.106591;
encontrado 342.106724 (desviacién -0.4 ppm).

Compuesto 206: Calculado para Ci7H»1N;OsNa (M + Na)* 370.137891;
encontrado 370.135576 (desviacion 0.8 ppm).

Compuesto 208: Calculado para CyHigNsOsNa (M + Na)* 404.122241;
encontrado 404.122010 (desviacién 0.6 ppm).

4.2.2.1.2.- Analisis espectroscopico de los compuestos intermedios

pertenecientes al Grupo B.

El estudio espectroscdpico de estos derivados se divide en cada una de las tres

series a, b, c.

4.2.2.1.2.1.- Andlisis espectroscopico de los derivados de la serie a.

Dentro de este apartado se describen los compuestos intermedios derivados de

3-(5"-metoxi-2"-nitrobenzoil)- 1 #-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos.

La Tabla 4.21 muestra los datos de desplazamiento quimico (5, ppm) vy
constantes de acoplamiento (J, Hz) de los espectros de 'H-RMN de los compuestos
intermedios 191, 193 y 195 que estan provistos de sustituyentes Rs alquilo y bencilo.

Todos estos espectros se han realizado utilizando cloroformo deuterado como disolvente.

Las diferencias mas significativas de los espectros que aqui se comentan se
encuentran a campo alto donde aparecen las sefiales correspondientes a los diferentes
sustituyentes Rs. Por el contrario, los valores de desplazamiento quimico de los atomos
de hidrégeno del anillo aromatico, el grupo metoxilo, el anillo de pirazol y el grupo

etoxicarbonilo apenas sufren variacion.
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Los atomos de hidrogeno aromaticos, H-3', H-4" y H-6' resuenan de la siguiente
forma: la sefal del atomo H-3’ en los diferentes compuestos resuena entre § 8.13 y 8.16
ppm como consecuencia del efecto desapantallante que ejerce el grupo nitro en posicion
2’ del anillo aromatico; la sefial aparece como doblete, con una constante de
acoplamiento A.4= 9.1 Hz. En todos los compuestos se observa un doble doblete
alrededor de 6= 7.05 ppm correspondiente al hidrégeno aromatico H-4’, debido al
acoplamiento con H-3' y H-6'. El hidrogeno H-6' resuena alrededor de § 6.98 ppm como
doblete con una constante de acoplamiento en torno a J.+= 2.8 Hz. El grupo metoxilo

aparece como singlete en torno a & 3.91 ppm.

El Unico hidrégeno de pirazol es el de la posicidon cuatro y, debido a que esta
contenido en un anillo aromatico, resuena en la zona donde lo hacen los protones
aromaticos. Asi, H-4 resuena como singlete a un desplazamiento que oscila de 7.43 a
7.49 ppm. Como la posicion cinco del pirazol, a diferencia del Grupo A de las pirazolinas,
no es un centro quiral, el sustituyente etoxicarbonilo existente en esa posicion no tiene
protones diasterotopicos, por lo que su grupo metileno resuena como cuadruplete entre
4.29 y 4.34 ppm y el metilo como triplete entre 1.37 y 1.31 ppm, con una J = 7.1 Hz. El

grupo metoxilo del anillo bencénico resuena como singlete alrededor de 3.91 ppm.

Cabe destacar, finalmente, la aparicion de los protones correspondientes al
metileno del grupo bencilo, que al no existir centro quiral en sus proximidades, aparecen
como un singlete a 5.66 ppm. Las sefales de los hidrégenos contenidos en Rs resuenan a

campo alto (excepto cuando R;= Bn).
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Tabla 4.21.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN en los compuestos intermedios 191, 193 y 195.

H3C05, \5_COOCH,CH;
4 ,
372 NO, \Ra
R3= Et, Bu, Bn
191 193 195
3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz)
H-3' 8.13(d) A4=9.1 [8.15(d) A4=9.1 |[8.16(d) E4=9.1
H-4 7.43 (s) 7.45 (s) 7.49 (s)
H-4' 7.05(dd) J.3=9.1 |[7.06(dd) J.3=9.1 |7.06(dd) E.4=9.1
Jyg= 2.8 Jyg= 2.8 Jyg= 2.7
H-6' 6.99 (d) Jk4=28 [6.97(d) Jk4=28 [6.98(d) 4= 2.7
CH,CH; 4,51 (c) == 7.2 1.23 (m) -
-COOCH,CH3 434 (c) = 7.1 435 (c) = 7.1 4.29 (c) = 7.1
-OCHs 3.91 (s) 3.92 (s) 3.91 (s)
-COOCH,CHj 1.31 (2t) 1.37 (t) = 7.1 1.31(t) ~=7.1
F=717=72
-CHs 0.88 (t) = 7.3 -
CH,CH,CH,CH; - 1.72 (m) -
CH,CH,CH,CH; - 4.47 (t) = 7.3 -
H-3, H-4 y H-5g, - - 7.26 (m)
H-2, H-6g, - - 7.12 (m)
-CHp- - - 5.66 (S)

Los datos espectroscopicos de *C-RMN de los compuestos 191, 193 y 195
estan recogidos en la Tabla 4.22 donde se muestran los desplazamientos quimicos (8)
de los diferentes atomos de carbono. Para su asignacion se extrapolaron los resultados
obtenidos de los estudios realizados al compuesto 193 (*3C/*H tipo HMQC). En todos los
espectros el valor de la sefial que aparece a campo mas bajo (5§ 186 ppm) se

corresponde con el carbonilo (Ph-CO-).
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Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6') oscilan
entre § 163 - 113 ppm. Los estudios bidimensionales facilitaron la asignacion de los
carbonos C-3’, C-4' y C-6'. El resto de los carbonos del anillo aromatico (C-1’, C-2" y C-5")
se determinaron por comparacion con los valores estimados de acuerdo con las reglas de

aditividad para bencenos polisustituidos®.

La sefial del &tomo de carbono C-4 del pirazol resuena en torno a § 112 ppm. Los
atomos de carbono C-3 y C-5 del pirazol se confirman también gracias a los estudios
bidimensionales (**C/*H tipo HMBC) realizados sobre el compuesto 195, y resuenan a &
148 y 133 ppm, respectivamente. Con respecto al grupo etoxicarbonilo, el carbono del
grupo metileno se encuentra a § 61 ppm y el carbono del -OCH; aparece a 6 56 ppm. Los
valores de los desplazamientos de los atomos de carbono correspondientes a los
diferentes radicales R; resuenan a campo alto, excepto cuando el sustituyente R; es un

grupo bencilo.

Ademas, para completar la asigancion de los carbonos cuaternarios C-3 y C-5 del
pirazol y determinar efectivamente que se trata del 1,5 pirazol y no de su regioisdmero,
se ha llevado a cabo un estudio de difraccion de rayos X sobre el compuesto LC-37, que
se describe en el apartado 4.2.2.2.2.5, donde se puede observar que el pirazol obtenido

es el regioisdmero 1,5 mostrado en el esquema 4.25.

o]

, o]
6 4 ,
R A3 6 .. 4
25 > | N 5 COOCH,CH3 R25 ’ 1 s ~ COOCH,CHs
4 ~y O2 N—n'1 " /3
3 2 2 \R

1 ’I“‘g
7 27 "NO
3 3 2 2R3
pirazoles 1,5 pirazol 1,3

Esquema 4.25.- Regioisomeros del pirazol
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Tabla 4.22.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de C-RMN de los compuestos

intermedios 191, 193, 195.

N\2 - COOCH,CH;

>
4’ >
37 2 NO, \R3
R3= Et, Bu, Bn
191 193 195
3 (ppm) |3 (ppm) |3 (ppm)
Ph-CO- 186.72 186.79 186.78
c-5' 163.92 163.98 163.99

-COOCH,CHs 159.14 159.14 159.01

C-3 148.34 148.26 148.72
C-2' 140.94 140.90 140.82
C-1' 137.95 138.03 137.96
C-5 133.81 134.07 134.23
C-3' 126.50 126.51 126.59
C-4 115.57 115.60 115.64
C-6’ 114.07 113.99 114.06
C-4 112.72 112.69 113.02

-COOCH,CHs 61.52 61.49 61.59

-OCH3 56.24 56.23 56.25
-CH3 15.53 13.57 -
CH,CH;s 48.11 19.91 -
CH,CH,CH,CH3 - 32.26 -
CH,CH,CH,CH3 - 52.54 -

-COOCH,CH;s 14.22 14.26 14.16

C-1g, - - 135.94
C-2, C-6g, - - 128.64
C-4g, - - 128.02
C-3, C-5g, - - 127.55
-CHa- - - 55.91
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Finalmente, en el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M + Na)* de los compuestos y los
correspondientes valores encontrados.

Compuesto 191: Calculado para CisHigN3Os (M + H)* 348.119561; encontrado
348.119038 (desviacion 1.5 ppm).

Compuesto 193: Calculado para CigH»N3OsNa (M + Na)* 398.132805;
encontrado 398.132388 (desviacion 1.0 ppm).

Compuesto 195: Calculado para GC,;HigNsOgNa (M + Na)* 422.117155;
encontrado 432.117431 (desviacion 0.6 ppm).

4.2.2.1.2.2.- Analisis espectroscopico de los derivados de la serie b.

Dentro de este apartado se describen los compuestos intermedios derivados de

3-(5'-cloro-2"-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1H-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos.

La Tabla 4.23 muestra los datos de desplazamiento quimico (5, ppm) vy
constantes de acoplamiento (J, Hz) de los espectros de 'H-RMN de los compuestos
intermedios 196, 197, 199, 201 y 203 gue estan provistos de sustituyentes R; alquilo y
bencilo. Todos estos espectros se han realizado utilizando cloroformo deuterado como
disolvente.

Las diferencias mas significativas de los espectros que aqui se comentan se
encuentran a campo alto donde aparecen las sefiales correspondientes a los diferentes
sustituyentes Rs. Por el contrario, los valores de desplazamiento quimico de los atomos
de hidrégeno del anillo aromatico, el anillo de pirazol y el grupo etoxicarbonilo apenas

sufren variacion de un intermedio a otro.
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Tabla 4.23.- Desplazamientos quimicos (8,ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

"H-RMN de los compuestos intermedios 196, 197, 199, 201 y 203.

R3= H, Et, Bu, Bn

196 197 199 201 203
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz)
H-1 13.71 (sa) B - B B
H-3' 8.24 (d) 8.11 (d) 8.07 (d) 8.08 (d) 8.16 (d)
_]3'.4'= 8.8 _]3'.4'= 8.7 _]3'.4'= 8.7 _&'.4'= 8.7 ]_;'.4'= 8.7
H-4" 7.81 (dd) 7.60 (dd) 7.59 (dd) 7.60 (dd) 7.61 (dd)
_11L3'= 88 J4'.3'= 87 J4'.3'= 87 _11L3'= 87 J4'.3'= 87
Jyg= 2.3 Jyg=2.3 Jyg=2.3 Jyg= 2.2 Jyg=2.3
H-6 7.75 (sa) 7.52 (d) 7.53 (d) 7.53 (d) 7.56 (d)
.J6'.4'= 2.3 .J6'.4'= 2.3 -76'-4'= 2.2 .J6'.4'= 2.3
H-4 7.38 (s) 7.48 (s) 7.45 (s) 7.46 (s) 7.51 (s)
-CH3 - 4.10 (s) 133 () =72 0.87(t) =73 -
CH,CH3 - - 4.50 (c) =7.2 1.23 (m) -
-COOCH,CH3 4.36 (c) = 7.1 436 (c) =7.1 434 (c) = 7.1 435(c) = 7.1 431(c) =71
-COOCH,CH3 133() =71 1.38(t) = 7.1 131 (1) =71 137 () =7.1 1.32 () =71
CH,CH,CH,CH3 - - - 1.69 (m) -
CﬂzCHzCHzCH3 - - - 4.46 (C) =73 -
H-3, H-4,H-5g, - - - - 7.26 (m)
H-2, H-6g, - - - - 7.12 (m)
-CH,- - - - - 5.66 (s)

Los atomos de hidrégeno aromaticos, H-3', H-4’ y H-6' aparecen de la siguiente

forma: la senal del atomo H-3’ de los diferentes compuestos resuena entre § 8.07 y 8.24

ppm como consecuencia del efecto desapantallante que ejerce el grupo nitro en posicion

2’ del anillo aromatico. La sefal aparece como doblete con una constante de

acoplamiento k4= 8.7 Hz. En todos los compuestos se observa un doble doblete

alrededor de 6= 7.60 ppm, correspondiente al hidrégeno aromatico H-4', debido al
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acoplamiento con H-3" y H-6". El proton H-6' resuena en torno a & 7.56 ppm como
doblete, con una constante de acoplamiento J%.4= 2.3 Hz. Las diferencias mas
significativas se encuentran en el compuesto 196 donde R;=H apareciendo mas
desapantallado que el resto, al no existir el efecto apantallante que el radical en esa
posicién ejerce sobre la molécula. Las sefiales de los atomos de hidrégeno del resto de la

molécula apenas sufren variacion con respecto a la serie a.

Los datos espectroscopicos de *C-RMN de los compuestos 196, 197, 199,
201 y 203 estan recogidos en la Tabla 4.24. Para su asignacion nos basamos en los
resultados obtenidos de los estudios bidimensionales realizados sobre los compuestos
201y 199.

En todos los espectros el valor de la sefial que aparece a campo mas bajo (5 185
ppm) se corresponde con el carbonilo (Ph-CO-).Los desplazamientos quimicos de los
carbonos aromaticos (C-1' — C-6") oscilan entre & 125-146 ppm. Los estudios
bidimensionales sobre el compuesto 199 facilitaron la asignacion de los carbonos C-3’, C-
4’y C-6'. El resto de los carbonos del anillo aromatico (C-1', C-2" y C-5") se determinaron

por comparacion con los valores estimados.

Las sefales de atomos de carbonos pertenecientes a anillo de pirazol resuenan
analogamente los intermedios de la serie a, y se confirman también gracias a los
estudios bidimensionales realizados sobre el compuesto 199. El resto de la molécula
tampoco ofrece variaciones significativas. Las diferencias mas significativas se encuentran
en el compuesto 199 cuyo radical Rs=H, apareciendo mas desapantallado que el resto
como consecuencia de no poseer el efecto apantallante que el radical en esa posicion

ejerce sobre la molécula.
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Tabla 4.24.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) de 3C-RMN de los compuestos

intermedios 196, 197, 199, 201 y 203.

R3= H, Me, Et, Bu, Bn

196 197 199 201 203
d(ppm) |3 (ppm) |5 (ppm) |5 (ppm) |3 (ppm)
Ph-CO- 18522 | 18521 | 185.17 | 18522 | 185.30

-COOCH,CH;s 158.37 159.21 159.04 159.07 158.95

e3 151.14 147.94 147.97 147.88 148.33
C-2' 146.39 145.99 146.25 146.32 146.25
C-5 140.05 140.79 140.64 140.64 140.80
C-1 137.05 136.92 136.74 136.82 136.76
C-5 136.30 134.85 134.05 134.32 134.45
C-4 131.17 130.78 130.83 130.79 130.92
C-6' 129.37 129.47 129.64 129.61 129.67
C-3 126.02 125.51 125.40 125.42 125.35
C-4 109.10 112.57 112.75 112.69 113.10

-COOCH,CHs 61.49 61.68 61.62 61.59 61.73

-CH3 - 40.58 15.26 13.53 -
CH,CH; - - 48.19 19.59 -
-COOCH,CH3; 13.62 14.24 14.22 14.21 14.20

CH,CH,CH,CH3 - - - 32.18 -
CH,CH,CH,CH; - - - 52.59 -
C-1g, - - - - 135.76
C-2, C-6gn - - - - 128.70
C-4g, - - - - 128.14
C-3, C-5gn - - - - 127.61
-CH,- - - - - 56.01
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Finalmente, en el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M + Na)* y (M + H)* de los compuestos y los

correspondientes valores encontrados:

Compuesto 196: Calculado para Ci3H;:N30sCl (M + H)*; 324.038723 encontrado
324.039042 (desviacion -1.0 ppm).

Compuesto 197: Calculado para Cy4HiN3OsCINa (M + Na)™ 360.036318;
encontrado 360.036142 (desviacion 0.5 ppm).

Compuesto 199: Calculado para CisHisNsOsCINa (M + Na)® 374.051968;
encontrado 374.052214 (desviacion -0.7 ppm).

Compuesto 201: Calculado para C;7HigN3OsCINa (M + Na)* 402.083268;
encontrado 402.082714 (desviacion 1.4 ppm).

Compuesto 203: Calculado para CyHigN3OsCINa (M + Na)® 436.067618;
encontrado 436.067075 (desviacion 1.2 ppm).

4.2.2.1.2.3.- Andlisis espectroscopico de los derivados de la serie c.

La Tabla 4.25 muestra los datos de desplazamiento quimico y constantes de
acoplamiento de los espectros de H-RMN para los compuestos intermedios 205, 207 y
209 que estan provistos de sustituyentes Rs alquilo y bencilo. Todos estos espectros se
han realizado utilizando cloroformo deuterado como disolvente. Dentro de esta serie se
presentan los compuestos intermedios derivados de 3-(2'-nitrobenzoil)-1AH-pirazol-5-

carboxilato de etilo-1-sustituidos.

En esta serie existen cuatro hidrégenos en el anillo aromatico, ya que no hay
sustituyente en posicién 5’, por tanto el patron de acoplamiento para los hidrégenos
aromaticos de los productos de las series anteriores no es valido con estos derivados. En
estos compuestos los protones del anillo aromatico fenilico constituyen un sistema de
acoplamiento ABCD. El sistema debe constar de 32 sefiales; sin embargo, en casi todos
los compuestos consta de menos, puesto que los protones H-3" y H-6" se comportan
como dobles dobletes en vez de dobles dobles dobletes, puesto que el acoplamiento a

larga distancia entre ellos es muy pequeno y no se aprecia en los espectros. Ademas, los
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protones H-4" y H-5' tampoco se muestran como dobles dobles dobletes sino como
pseudodobles tripletes, ya que las costantes de acoplamiento con los hidrogenos
vecinales son muy parecidas, colapsando las sefales y haciendo que en el espectro se

observen 6 sefiales en lugar de 8, como corresponderia (Ver Figura 4.13).

A continuacion se describen los atomos de hidrégeno del fenilo uno por uno. El
atomo de hidrogeno que resuena a campo mas bajo es el H-3’ (en torno a 8.12 ppm)
como consecuencia del efecto desapantallante que ejerce el grupo nitro en posicién 2’
éste se muestra como un doble doblete por el acoplamiento con H-4"y H-5’, con valores
de %4 de 8.1 Hzy de k.5 alrededor de 1.1 Hz. El proton H-5' debe de aparecer como
un doble doble doblete (ddd) pero en realidad aparece en forma de pseudodoble triplete
(pdt), debido a que los valores de J.¢ y J-.4 son parecidos (7.5 y 7.7 Hz). Lo mismo
sucede en el caso de H-4'. A continuacion resuena H-6', en forma de doble doblete,

alrededor de 7.59 ppm debido al acoplamiento con H-5"y H-4".
Las sefiales de los atomos de hidrégeno del pirazol, del resto etoxicarbonilo y de

los diferentes radicales R; no ofrecen variacion significativa con respecto a los derivados

de las anteriores series.
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Tabla 4.25.- Desplazamientos quimicos (8,ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN de los compuestos intermedios 205, 207 y 209.

Rs= Et, Bu, Bn

205 207 209
5 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz)

H-3' 8.12 (dd) A.4=8.1 [8.12(dd) he=8.1 |8.15(dd) A.4=8.1
Fs=1.1 Jps=1.2 A= 1.0
H-5' 7.75 (pdt) k= 7.5 |7.75 (pdt) k.= 7.4 |7.76 (pdt) Jg= 7.5
Jq=7.7 Jog=7.7 Fg=7.7
Jry=1.1 Jy=1.2 Fy=1.0
H-4' 7.65 (pdt) Jy.3= 8.1 | 7.65 (pdt) Jys= 8.1 |7.66 (pdt) Jyz= 8.1
Jrs=7.7 Jrs=7.7 Jrs=7.7
Jye=1.6 Jye=1.5 Jye=1.5
H-6' 7.59 (dd) k.s=7.5 |7.58(dd) Jk.s=7.4 |7.60(dd) J.s=7.5
Joa=1.6 Joa=1.5 Joa=1.5

H-4 7.45 (s) 7.46 (s) 7.51 (s)

CH,CHs 451(c) J=7.2 1.23(m) -
-COOCH,CH; 435(c) 7.1 434(c) =71 430(c) =71
-COOCH,CH; 137(t) =71 137(t) =71 132() =71

-CHs 134(t) ~=7.2 087 (t) *=7.2 -
CH,CH,CH,CH5 - 1.71 (m) -
CH,CH,CH,CHs - 446 (t) =72 -
H-3, H-4 y H-5, - - 7:26 (m)

H-2, H-6gn - - 7.12 (m)
-CH,- - - 5.66 ()

Los datos espectroscdpicos de *C-RMN de los compuestos 205, 207 y 209

estan recogidos en la Tabla 4.26 donde se muestran los desplazamientos quimicos (8)

de los diferentes atomos de carbono.

aparece a campo mas bajo (5§ 186 ppm) se corresponde con el carbonilo (Ph-CO-).

En todos los espectros el valor de la sefial que
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205 207 209
3 (ppm) |6 (ppm) | 8 (ppm)
Ph-CO- 186.74 | 186.82 | 186.84
-COOCH;CH; | 159.14 | 159.19 | 159.02
c3 14829 | 148.76
148.38
c2' 148.17 | 148.08
c-1 13527 | 13535 | 135.90
-5 13414 | 134.29
133.84
c-5' 133.88 | 133.96
c-4 130.93 | 130.90 | 130.96
C-6' 12061 | 12957 | 129.58
c-3 12391 | 123.94 | 124.02
C-4 112.73 | 11269 | 113.05
-COOCH,CH; | 61.54 | 6151 | 61.61
-CH; 1526 | 13.56 -
CH,CH; 4810 | 19.61 -
CH2CH,CH,CH; - 32.20 -
CH,CHCH,CH; - 52.54 -
-COOCH,CH; | 1422 | 1422 | 1417
C-1gn - - 135.33
C-2, C-6gn - - 128.64
C-dgn - - 128.05
C-3, C-5n - - 127.59
-CHy- - - 55.95

Tabla 4.26.- Desplazamientos quimicos (5,

ppm) de 3C-RMN de los compuestos intermedios
205, 207, 209.

R3= Et, Bu, Bn

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6') oscilan

entre & 123 - 148 ppm. Los estudios bidimensionales facilitaron la asignacién de los

carbonos C-3’, C-4' y C-6'. El resto de los carbonos del anillo aromatico (C-1’, C-2" y C-5)

se determinaron por comparacion con los valores estimados®®. La asignacion de los otros

carbonos no ofrece variaciones significativas con respecto a las series anteriores y su

determinacidn se realizd gracias a los estudios bidimensionales y rayos X .
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En cuanto a el HR LSIMS existe una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M + Na)* y (M + H)* de los compuestos y los

correspondientes valores encontrados.

Compuesto 205: Calculado para CisHisNsOsNa (M + Na)™ 340.090941;
encontrado 340.090904 (desviacion 0.1 ppm).

Compuesto 207: Calculado para Ci7H»0N30s (M + H)* 346.140296; encontrado
346.140677 (desviacion -1.1 ppm).

Compuesto 209: Calculado para CyHi;yNsOsNa (M + Na)* 402.106591;
encontrado 402.106448 (desviacion 0.4 ppm).

4.2.2.1.2.4.- Estudio espectroscopico de los compuestos 195y 197.

Los compuestos 195 y 197 han sido utilizados como modelos de referencia
dentro de la familia pirazélica (en concreto para los compuestos del Grupo B) para la

realizacion de diversos experimentos:

A) Cuando se irradia los protones -CH,CH; no aparece el efecto NOE positivo con
H-6" bencénico, lo que sugiere una estructura del tipo de la representada en la Figura
4.18.

0
a N
N\
N——CH,
e
NO, CH;
o]
0 \
HzC_CH3

Figura 4.18.- Irradiacion del metileno del etilo.de 197. Se ha marcado con una flecha de color rojo

el atomo irradiado.
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Figura 4.19.-Experimento NOE del compuesto 197.

B) En el compuesto 195 se llevd a cabo un estudio de RMN basado en una

correlacion

3C/'H HMQC (Figura 4.20) para identificar inequivocamente

los

desplazamiento os de los carbonos C-3’, C-4/, C-6’ y C-4, asi como los carbonos del anillo

bencénico y pirazdlico.
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H-3’ H2-H6Bn

H-4 H-4' H-6' -CH,Bn ’-ocn3
- _Unl. = L L
S B bt
COOCH,CH; | | i
-CH,Bn
-OCH;
COOCH,CH3
c-4
C-6'
c4 =
c3 =
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195

Figura 4.20.- Estudio de HMQC del compuesto 195.
C) En el compuesto 197, por Ultimo, se ha llevado a cabo un estudio de RMN

basado en una correlacién a larga distancia *C/*H tipo HMBC (Figura 4.21) para

identificar inequivocamente los desplazamientos de los carbonos C-3 y C-5 del pirazol.
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Figura 4.21.- Estudio de HMBC del compuesto 197.

El experimento de RMN sirve para situar los carbonos cuaternarios del pirazol y
observar qué protones se correlacionan con él. Los nucleos de carbono que aparecen a
147 y 134 ppm se correlacionan con el protdn H-4 del anillo pirazolico, por consiguiente
estos carbonos corresponden a C-3 y C-5 de dicho anillo. Ademas el protén
correspondiente al grupo metileno del etilo en posicion uno, se correlaciona con el ndcleo
de carbono que aparece a 134 ppm; esto hace suponer que dicho carbono es el C-5
puesto que estd mas cerca del radical etilo; mientras que el carbono C-3 seria por tanto
el otro que aparece a 147 ppm. El carbono que resuena a campo mas bajo corresponde
con el del carbonilo del grupo cetdnico, ya que se correlaciona con H-6'. El siguiente
carbono cuaternario debe ser el del éster pues se correlaciona con el grupo metilo. Los
carbonos del anillo bencénico también dan correlaciones con sus correspondientes
protones, que confirman las asignaciones hechas mediantes las tablas de bencenos
polisustiuidos®.
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4.2.2.2.- Compuestos finales de familias pirazélicas y pirazolinicas.

El analisis espectroscopico de los veinte compuestos finales de estas familias se
ha dividido en dos Grupos (A y B) y cada uno de ellos en las diferentes series (a, b y

¢) tal y como se han mencionado en las consideraciones generales.

4.2,.2.2.1.- Analisis espectroscopico de los compuestos finales

pertenecientes al Grupo A.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos finales LC-23 — LC-32,
derivados de 5-(2’-amino-5-benzoil)-4,5-dihidro- /#pirazol-5-carboxilato de etilo-1-

sustituidos.

4.2.2.2.1.1.- Productos pertenecientes a la serie a.

Dentro de esta serie aparecen los compuestos finales LC-23 — LC-25, derivados
de  3-(2-amino-5"-metoxibenzoil)-4,5-dihidro-1A-pirazol-5-carboxilato  de  etilo-1-

sustituidos.

Los datos espectroscdpicos de H-RMN, tanto los desplazamientos quimicos (3,
ppm) como las constantes de acoplamiento (J, Hz) se muestran resumidos en la Tabla
4.27, donde se incluyen los compuestos LC-23 — LC-25, que se caracterizan porque el
resto que se sitUa en posicion uno de la pirazolina contiene sustituyentes de naturaleza
n-alquilica o bencilo. Todos estos espectros se han realizado utilizando cloroformo

deuterado y son concordantes con las estructuras propuestas.

La ausencia del grupo nitro, el cual ha sido reducido hasta amino en los
compuestos finales, conduce a la pérdida del efecto desapantallante. Las sefiales de los
atomos H-3' en los diferentes compuestos resuenan a & entre 6.60 y 6.61 ppm,
apareciendo como doblete con una constante de acoplamiento con H-4' de 8.9 Hz y no a
campo tan bajo como sus intermedios precedentes. En el caso de H-4', se vuelve a

observar un doble doblete (6= 6.93 ppm) debido al acoplamiento con H-3' y H-6". Los
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hidrégenos H-6" resuenan en torno a 8.06 ppm como doblete y con una constante de

acoplamiento J;4= 3.0 Hz.

La sefial de los hidrédgenos de la amina aromatica (-NH,) no aparece en el
compuesto LC-25, esto puede ser debido a que la sefial sea demasiado ancha. En el
resto de los compuestos aparece entre 5.60 y 5.72 ppm y se muestra como un singlete
ancho. Las sefiales de los atomos de hidrogeno de la pirazolina apenas sufren variacion

con respecto a sus intermedios sintéticos.

Con respecto a los atomos de hidrégeno del grupo etoxicarbonilo cabe destacar
que los hidrogenos del grupo metileno son diasterotdpicos por la influencia del centro
quiral de la posicién cinco de la pirazolina, pero como ocurria en sus intermedios
precedentes, no se muestran a diferente desplazamiento quimico (anisocronia) y en
todos los derivados aparecen como un cuadruplete a § 4.25 ppm con una constante de
acoplamiento de 7.1 Hz. La sefial del grupo CH; del grupo etoxicarbonilo aparece

alrededor de & 1.30 ppm como triplete.
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Tabla 4.27 .- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN de los compuestos finales LC-23 — LC-25.

R3= Et, Bu, Bn.

LC-23
5 (ppm) J(Hz)

LC-24
6 (ppm) J(Hz)

LC-25
3 (ppm) J(Hz)

He 8.06 (d) Jba=3.0 |805(d) Jua=29 |806(d) Jba=3.0
o 6.93 (dd) Jry=89 |6.92(dd) Js=89 |693(dd) Jry=8.9
Jrg=3.0 Jrg=2.9 Jrg=3.0
e 6.61(d) %e=89 |660(d) JLu=89 |660(d) =80
-NH, 5.72 (sa) 5.60 (sa) -
COOCH,CH, | 425(0) J=71 | 425( J=71 |419(Q J=72
s 417 (pt) ha= 12.2 | 4.20 () Aa=12.3 | 4.08 (p) ha= 123
Joa= 12.0 T 11.6 Joap= 11.5
P 3.75(s) 3.74 (s) 3.64 (s)
3.40 (m) 3.38 (m) 3.43 (dd) Jmao= 174
H-4a Jras=12.3
- 3.31 (dd) Jga= 17.4
H-4b Jips= 115
o 1.40 (m) -
coocHcH, |10 ®I=71 130 J=71 128() J=72
o 1300 J=72 092 () J=73 -
CH,CH,CH,CH; - 1.70 (m) -
- 338
CHyCH,CHoCHs (m) .
H-2 — H-6g, - - 7.31 (m)
- - 478 (d) = 144
Hach, @
: - 450 (d) = 14.4
HbCHZ 50( )

En cuanto a los datos espectréscopicos de *C-RMN de los derivados LC-23 a

LC-25 estan recogidos en la Tabla 4.28. Para su asignacion se llevaron a cabo estudios
de resonancia bidimensional de tipo HMQC Y HMBC (*H/“*C-RMN).
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LC-23 LC-24 LC-25
3(ppm) | 8(ppm) | S(ppm)
PhCO- 187.17 187.14 187.15
-COOCH,CH3 170.65 170.62 170.37
C-5' 150.15 150.17 150.23
C-3 147.22 146.64 147.73
c-2' 145.34 145.22 145.37
c-4' 123.11 123.08 123.23
c-3 118.22 118.43
118.26
C-1 118.12 118.07
C-6’ 115.81 115.75 115.87
c5 65.59 65.96 64.49
-COOCH,CH3 61.74 61.73 61.74
-OCHs 56.80 55.76 55.79
CH,CH3 46.73 20.19
C-4 36.90 36.79 36.87
-COOCH,CHs3 14.24 14.25 14.21
-CH3 12.82 13.87
CH,CH,CH,CH3 - 29.92 -
CH,CH,CH,CH3 - 52.83 -
C-1gn - - 135.85
C-2y C-6g, - - 129.11
C-3y C-5g, - - 128.11
C-4g, - - 127.95
-CH,- - - 57.07

Tabla 4.28.- Desplazamientos quimicos
(8, ppm) de ®C-RMN de os compuestos finales

LC-23- LC-25.

En todos los espectros de *C-RMN; al igual que en sus intermedios precedentes,

la sefial que aparece a campo mas bajo (& 187 ppm) se corresponde con el carbonilo

(Ph-CO-) y a continuacion aparecen el carbonilo del éster a § 170 ppm.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6") oscilan

entre § 115 y 150 ppm; entre ellos los carbonos terciarios (C-3’, C-4' y C-6") se asignaron

gracias a los estudios bidimensionales realizados por nuestro grupo de investigacién con
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anterioridad y el resto de ellos (C-1’, C-2' y C-5") por comparacién con los valores

estimados de acuerdo con las reglas de aditividad.

Las sefiales de los atomo de carbono del resto de la molécula (anillo de
pirazolina, grupo metoxilo, grupo etoxicarbonilo y los diferentes radicales Rs;) no sufren
apenas variacion con respecto a sus intermedios. También se observa que el hecho de
introducir modificaciones en el sustituyente que se encuentra en posicion uno de la
pirazolina, no afecta a los valores de desplazamiento quimico del resto de los carbonos

de la estructura general, ya que sufren solo variaciones minimas.

En el HR LSIMS de estos tres compuestos finales (LC-23 — LC-25) existe una
concordancia perfecta entre los valores calculados para las formulas empiricas (M + Na)*

y (M + H)* de los compuestos y los correspondientes valores encontrados:

Compuesto LC-23: Calculado para CigH»N;0, (M + H)* 320.161031;
encontrado 320.160342 (desviacion 2.2 ppm).

Compuesto LC-24: Calculado para CigHysNsO4Na (M + Na)* 370.174276;
encontrado 370.174310 (desviacion -0.1 ppm).

Compuesto LC-25: Calculado para CyHysNsOsNa (M + Na)™ 404.158626;
encontrado 404.159030 (desviacion -1.0 ppm).

4.2.2.2.1.2.- Compuestos pertenecientes a la serie b.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos finales LC-26 — LC-28,
derivados de 3-(2"-amino-5'-clorobenzoil)-4,5-dihidro-1A-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-

sustituidos.

Los datos de desplazamiento quimico (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de los espectros de 'H-RMN se muestran en la Tabla 4.29. Al igual que en la serie
a, en la Tabla 4.29 se incluyen los compuestos que se caracterizan por tener

sustituyentes R; de naturaleza n-alquilica y bencilo. Todos estos espectros se han
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realizado utilizando cloroformo deuterado como disolvente y sus datos estan de acuerdo

con las estructuras propuestas.

La asignacion de los atomos de hidrégeno aromaticos (H-3’, H-4' y H-6") es la
siguiente: los atomos H-3' de los diferentes compuestos, debido a la ausencia del grupo
nitro que conduce a la pérdida del efecto desapantallante, aparecen a 6.58 ppm, y no a
campo tan bajo como en sus intermedios precedentes. La sefial aparece como doblete
con una constante de acoplamiento con H-4" de 8.8 Hz. Los atomos H-6' resuenan a §
entre 8.39 y 8.41 ppm como doblete, con una constante de acoplamiento de 2.5 Hz. El
proton H-4" aparece como un doble doblete (5 entre 7.16 y 7.19 ppm) debido al
acoplamiento con los hidrégenos H-3" y H-6". La sefial de los hidrégenos de la amina

aromatica aparece a & alrededor de 5.95 ppm como un singlete ancho.

Las sefiales de los atomos de hidrogeno de la pirazolina si sufren variacion con
respecto a los intermedios de la serie b. Los atomos de hidrogeno en posicion cuatro,
aunque son diasterotdpicos por la influencia del centro quiral, no siempre se muestran a
diferente desplazamiento quimico; asi en LC-29, donde R; es bencilo, aparecen como
un doblete a § 3.30 ppm y a 4.22 ppm, aproximadamente, aparece la sefal del proton
en posicién cinco, como un triplete, con una constante de acoplamiento de 12.5 Hz con
H-4.

Por ultimo, cabe destacar, el compuesto LC-26 que no se encuentra sustituido
en la posicién uno, en el que aparece a 6.90 ppm una sefial como singlete ancho

correspondiente al -NH- del pirazol.

Las sefales de los diferentes radicales R; resuenan a campo alto (excepto el

bencilo) y apenas sufren variacion significativa con respecto a sus intermedios sintéticos.

208



Parte Tedrica

Tabla 4.29.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

"H-RMN de los compuestos finales LC-26 — LC-29.

R3= H, Me, Et, Bu, Bn.

LC-26 LC-27 LC-28 LC-29
5 (ppm) J(Hz) 8 (ppm) J(Hz) 8 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz)
6’ 8.41(d) k=23 |8.41(d) J4=25 |8.40(d) J4=2.6 |839(d) Je=2.5
] 7.17 (dd) Jy3=8.8 | 7.16 (dd) Jyy=8.8 |7.16 (dd) Js3=8.8 | 7.19 (dd)Js3= 8.8

H-4 Jrg=2.3 Jpg=2.5 Jyg= 2.6 Jyg= 2.5

. 6.90 (sa) - - -

o 6.58 (d) k=88 |658(d) %a=88 |658(d) Aw=88 |659(d) k=838

NH, 6.05 (sa) 5.96 (sa) 5.93 (sa) 5.96 (sa)

Hes 4.42 (dd) Jbaa= 12.4 | 4.22 (pt) ka= 12.8 | 4.23 (pt) kaa= 12.8 | 4.08 (t) H4=12.5

Jap= 5.4 Jap=11.2 Jsap= 11.0
-COOCH,CHs 422(c) J=71 425(c) J=7.1 |425() J=71 |421(c) J=7.1
3.44 (dd) Jpa=17.6 |3.75(m) 3.39 (m) 3.30 (d) As=12.5
H-4a Jas= 5.4
- 3.29 (dd) Jspaa= 17.6
H-4b Jps= 12.4
CHiCH, - 1.42 (m) :

CH, - 1.29(t) J=72 |0.96(t) J=73 -
-C00CH;CH; 127 (y J=71 |[131() J=71 |131() J=71 [129() J=71
CHzCﬂzCHzCHg - - 1.70 (ITI) -
CH,CH,CH,CH3 - - 3.39 (m) -

H2 - He6on - - - 7.35 (m)
- - - 4.85(d) J=14.5

Haciz @

Hban - - B 453 (d) J= 14.5

Los datos espectréscopicos de *C-RMN de los derivados LC-26 a LC-29 estan

recogidos en la Tabla 4.3. Para su asignacion se llevaron a cabo estudios de resonancia
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bidimensional de tipo HMQC y HMBC (*H/“C-RMN) realizados con anterioridad por

nuestro grupo de investigacion.

LC-26 LC-27 LC-28 LC-29
5 (ppm) | &(ppm) | 8(ppm) | &(ppm)
PhCO- 187.25 186.69 186.63 187.03
-COOCH,CHs3 171.86 170.49 170.48 170.15
C-3 150.70 148.91 148.82 148.93
c-2 149.30 146.11 145.44 146.81
c-4 134.16 133.53 133.42 133.70
C-6’ 132.90 133.00 133.01 133.02
C-5 120.36 120.37 120.42
120.42
C-1 118.13 118.98 118.74
c-3 118.21 118.86 118.11 118.15
C-5 60.52 65.39 65.76 64.11
-COOCH,CH3 62.15 61.82 61.81 61.82
C-4 35.44 36.55 36.42 36.39
CH,CH3 - 47.57 20.19 -
-CH; - 12.79 13.85 -
CH,CH,CH,CH; - - 29.86 -
CH,CH,CH,CH3 - - 52.50 -
-COOCH,CH3 14.19 14.24 14.24 14.21
C-1g, - - - 135.19
C-2, C-6g, - - - 129.47
C-3, C-5g, - - - 128.81
C-4gn - - - 128.14
-CH,- - - - 56.87
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En todos los espectros de *C-RMN, al igual que en sus intermedios precedentes,
la sefal que aparece a campo mas bajo (5§ 186 a 187 ppm) se corresponde con el

carbonilo cetdnico y la sefial del carbonilo del éster aparece entre § 170 y 171 ppm.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6') oscilan
entre 5§ 118 y 149 ppm; de ellos los carbonos terciarios (C-3’, C-4' y C-6") se asignaron
gracias a los estudios bidimensionales y el resto (C-1’, C-2' y C-5’) por comparacién con
los valores estimados de acuerdo con las reglas de aditividad para bencenos

polisustituidos®.

Las sefales del resto de la molécula (anillo de pirazolina, grupo etoxicarbonilo y
los diferentes radicales R3) no sufren apenas variacion con respecto a sus intermedios

anteriores.

Aqui también se observa que el hecho de introducir modificaciones en la posicion
uno de la pirazolina, no afecta a los valores del desplazamiento quimico del resto de los

carbonos de la estructura general, ya que sufren solo variaciones minimas.

En el HR LSIMS de estos cuatro compuestos finales (LC-26 — LC-29) existe una
concordancia perfecta entre los valores calculados para las formulas empiricas (M + Na)*

de los compuestos y los correspondientes valores encontrados:

Compuesto LC-26: Calculado para CisHi4N3OsCINa (M + Na)* 318.062139;
encontrado 318.061852 (desviacion 0.9 ppm).

Compuesto LC-27: Calculado para CisHigN3OsCINa (M + Na)™ 346.093439;
encontrado 346.093268 (desviacion 0.5 ppm).

Compuesto LC-28: Calculado para Ci;H»;N30sCINa (M + Na)* 374.124739;
encontrado 374.124996 (desviacion -0.7 ppm).

Compuesto LC-29: Calculado para CyHyoN3OsCl (M + Na)* 408.109089;
encontrado 408.108772 (desviacion 0.8 ppm).
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4.2.2.2,1.3.- Compuestos pertenecientes a la serie c.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos finales LC-30 — LC-32,
derivados de 3-(2-aminobenzoil)-4,5-dihidro-1A-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-
sustituidos Los datos espectroscdpicos de H-RMN, se muestran resumidos en la Tabla
4.31. En la Tabla se incluyen los compuestos LC-30 — LC-32, que se caracterizan
porque la posicion uno de la pirazolina contiene sustituyentes de naturaleza n-alquilica o
bencilo. Todos estos espectros se han realizado utilizando cloroformo deuterado y son

concordantes con las estructuras propuestas.

Los atomos de hidrogeno aromaticos (H-3’, H-4’, H-5" y H-6") constituyen un
sistema de acoplamiento tipo ABCD. La asignaciéon de cada uno de ellos es la siguiente:
los atomos H-6’ en los diferentes compuestos aparecen a § entre 8.34 y 8.40 ppm,
aparececiendo como dobles dobletes, con constantes de acoplamiento J-.s en torno a 8.2
Hz y J.4 alrededor de 1.6 Hz. El hidrégeno aromatico H-4' sale como un ddd en el
compuesto LC-30; sin embargo, en el compuesto LC-31, aparece como pseudodoble
triplete, ya que dos de las sefiales han colapsado en el centro del sistema apareciendo en
los espectros seis sefiales (Ver Figura 4.13), siendo el valor de Jy.3 de 8.4 Hz y el de
Jys de 7.3 Hz. Por ultimo, en el compuesto LC-32, las sefiales de H-4' aparecen
colapsada con las sefiales correspondientes al anilllo bencilico siendo imposible su
asignacion. Las sefales H-5' y H-3’ también aparecen unidas y se expresan como
multiplete & entre 6.64 y 6.67, debido a que ha desaparecido el efecto desantallante que

el grupo nitro ejerce sobre el proton H-3', pues este grupo nitro se ha reducido.

La sefal de los hidrégenos de la amina aromatica (-NH,) aparece entre 5.94 y
5.95 ppm y se muestra como un singlete ancho, excepto en el derivado LC-32 donde no
se aprecia esta banda. El resto de las sefales no ofrecen variacion significativa con

respecto a las que presentan sus derivados intermedios.
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Tabla 4.31.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

"H-RMN de los compuestos finales LC-30 — LC-32.

R3= Et, Bu, Bn.
LC-30 LC-31 LC-32
5 (ppm) J(Hz) 5 (ppm) J(Hz) 8 (ppm) J(Hz)
- 8.35 (dd) J.5=8.2 |8.34(dd) ks=8.4 |8.40 (dd) J.5= 8.1
H-6 k=16 Jea= 16 k4= 15
7.23 (ddd) 7.22 (pdt) 7.30(m)
Hoar Jy3=8.4 Jy3=8.4
]4'.5'=7.2 ]4'.5'=7.3
Jrg= 1.6 Jrg= 1.6
6.64 (m) 6.64 (M) 6.67 (M)
H-3'
H-5"
N 5.95 (sa) 5.94 (sa) -
Hes 4.18 (dd) £4=12.5 |4.21 (m) 4.05 (pt) K= 12.3
Aap= 115 Fap= 122
ooCHCH, | +B© =71 417 (c) J=7.1
3.41 (m) 3.37 (m) 3.38 (dd) o= 17.3
H-4a Jras= 12.3
3.29 (dd) Jipaa= 17.3
H-4b Jips= 12.2
. 1.40 (m) -
C00CHCH, |13 J=71 [130@®7=71 127 () J=7.2
cH, 127(t) J=73 0.93(t) J=7.3 -
- 1.66 (m) -
CH,CH,CH,CH;
CH,CH,CH,CH; . 3.37 (m) .
H-2- H-6g ; ; 7:30 (m)
Hawn N - 4.82 (d) J= 14.4
Hbog - - 457 (d) J= 14.4

Los datos espectréscopicos de *C-RMN de los compuestos LC-30 a LC-32 estan

recogidos en la Tabla 4.32 donde se muestran los desplazamientos (6) de los diferentes

atomos de carbono. En todos los espectros de *C-RMN, al igual que en sus intermedios
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precedentes, la sefial que aparece a campo mas bajo (5§ 188 ppm) se corresponde con

Ph-CO- y a continuacion aparece el carbonilo del éster a 170 ppm.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6") oscilan
entre 5 115 y 150 ppm, entre ellos los carbonos terciarios (C-3’, C-4’, C-5" y C-6") se
asignaron gracias a los estudios bidimensionales anteriormente mencionados y el resto

de ellos (C-1’, C-2") por comparacién con los valores estimados®>.

LC-30 LC-31 LC-32
5 (ppm) 5 (ppm) 0 (ppm) Tabla 4.32.- Desplazamientos
Ph-CO- 188.13 188.06 188.19 o "
quimicos (6, ppm) de “C-RMN de los
-COOCH,CH3 170.78 170.69 170.42 .
compuestos finales LC-30 — LC-32.
Cc-2' 150.51 150.44 150.58
c3 146.93 146.26 147.25 COOCH,CH,
C-4' 133.90 133.85 133.93
c-6 133.84 133.68 Ra= EL, By, B
Cc-1' 118.35 118.48 118.29
C-5' 116.87 116.83 116.90
C-3' 115.93 115.88 115.90
C-5 65.37 65.79 64.11
-COOCH,CH3 61.78 61.70 61.71
CH,CH3 47.72 20.19 -
C-4 36.91 36.80 36.87
CH,CH,CH,CH; - 29.81 -
CH,CH,CH,CH3 - 52.78 -
-COOCH,CH3 14.28 14.24 14.21
-CH; 12.77 13.38 -
C-1g, - - 135.53
C-2, C-6gn - - 129.31
C-3, C-5gn - - 128.68
C-4g, - - 128.04
-CH,- - - 56.97
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En el HR LSIMS de los compuestos finales (LC-30 — LC-32) existe una
concordancia perfecta entre los valores calculados para las formulas empiricas (M + Na)*

o (M + H)* de los compuestos y los correspondientes valores encontrados son:

Compuesto LC-30: Calculado para CisHigNsOsNa (M + Na)™ 312.132411;
encontrado 312.131762 (desviacion 2.1 ppm).

Compuesto LC-31: Calculado para C;7H,3N303 (M + H)* 318.181767; encontrado
318.181425 (desviacion 1.1 ppm).

Compuesto LC-32: Calculado para CyH»1NsOsNa (M + Na)* 374.148061;
encontrado 374.148545 (desviacion -1.3 ppm).

4.2.2.2.2.- Analisis espectroscopico de los compuestos finales

pertenecientes al Grupo B.

Dentro de esta serie se estudian los compuestos finales LC-33 — LC-43,
derivados de 3-(2-amino-5"-sustituidobenzoil)-4,5-dihidro- 1+-pirazol-5-carboxilato de

etilo.

4.2.2.2,2.1.- Productos pertenecientes a la serie a.

En esta serie se presentan los compuestos finales LC-33 — LC-35, derivados de

3-(2’-amino-5"-metoxibenzoil)-1H-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos.

Los datos espectroscépicos de 'H-RMN, se muestran resumidos en la Tabla
4.33. En la tabla se incluyen los compuestos LC-33 — LC-35, que se caracterizan porque
el resto que se sitUa en posicién uno del pirazol contiene sustituyentes de naturaleza n-
alquilica o bencilo. Todos estos espectros se han realizado utilizando cloroformo

deuterado y son concordantes con las estructuras propuestas.
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Tabla 4.33.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN de los compuestos finales LC-33 — LC-35.

R3= Et, Bu, Bn.

LC-33 LC-34 LC-35
3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm)  J(Hz) 8 (ppm) J(Hz)
797 (d) Jk4=29 [797(d) JKkas=3.0 [7.95(d) =30

H-6'

Hoa 7.40 (s) 7.40 (s) 7.44 (s)

} 6.99 (dd) J3=8.9 |6.99 (dd) J&s=8.9 |6.98(dd) Jrs=9.0
H-4 Jyg=2.9 Jrg= 3.0 Jyrg=3.0

6.66 (d) JAa=89 |6.66(d) k4=89 |6.65(d) Ha=9.0

H-3'
-NH, 5.90 (sa) 5.91 (sa) -
CH,CH; 469(c) J=72 1.36 (m) 4.69 (c) J=7.2

“COOCH,CH; | 436(c) J=7.1 436 (c) J=7.1 |434(c) J=7.1

-OCH; 376 () 3.76 () 3.62 (s)
-CH; 150 () J=72 [094() J=73 -
coocH,ch, | 138® =71 [138() =71 [135() J=71
CH,CH,CH,CH - 1.88 (m) -
CH,CH,CH,CH; - 464 (D) /= 7.3 -
H-2 — H-6g, . - 7.28 (m)
-CHy- - - 5.8 (3)

La ausencia del grupo nitro, conduce a la pérdida del efecto desapantallante. Las
sefales de los atomos H-3' de los diferentes compuestos resuenan entre 6.65 y 6.66
ppm, apareciendo como dobletes con una constante de acoplamiento con H-4" en torno a
8.9 Hz y no a campo tan bajo como sus intermedios. En el caso de H-4', se vuelve a
observar un doble doblete (6= 6.99 ppm) debido al acoplamiento con H-3" y H-6". Los
hidrégenos H-6' resuenan en torno a 7.97 ppm, como dobletes, con una constante de

acoplamiento alrededor de 3.0 Hz.
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La senal de los hidrogenos de la amina aromatica (-NH,) no aparece en el
compuesto LC-35. En el resto de los compuestos aparece a 6 entre 5.90 y 5.91 ppm y se
muestra como un singlete ancho. El resto de la molécula no presenta variaciones

significativas con respecto a los intermedios de este mismo Grupo B y serie a.

Los datos espectrdscopicos de *C-RMN de los derivados LC-33 a LC-35 estan
recogidos en la Tabla 4.34 donde se muestran los desplazamientos quimicos (8) de los
diferentes atomos de carbono. Para su asignacion se llevaron a cabo estudios de
resonancia bidimensional de tipo HMQC y HMBC (*H/**C-RMN) sobre el compuesto LC-
39.

En todos los espectros de *C-RMN, al igual que en sus intermedios precedentes,
la senal que aparece a campo mas bajo (8§ 187 a 188 ppm) se corresponde con el

carbonilo cetdnico, y a 159 ppm aparece el carbonilo del éster

Los desplazamientos gquimicos de los carbonos aromaticos (C-1' — C-6') oscilan
entre 8 116 y 150 ppm; entre ellos, los carbonos terciarios (C-3’, C-4’ y C-6") se asignaron
gracias a los estudios bidimensionales realizados al compuesto LC-39 y el resto de ellos
(C-1", C-2" y C-5") por comparacion con los valores estimados de acuerdo con las reglas

de aditividad para bencenos polisustituidos®.

La sefial del atomo de carbono C-4 del pirazol resuena a & 114 ppm. Los atomos
de carbono C-3 y C-5 del pirazol se confirman también gracias a los estudios
bidimensionales realizados sobre el compuesto LC-39 y resuenan a § 150 y 132 ppm,
respectivamente. Con respecto al grupo etoxicarbonilo, el carbono del grupo metileno se

encuentra a 8 61 ppm y el metilo a 14 ppm; el carbono del -OCHs aparece a § 55 ppm.

Los valores de los desplazamientos de los atomos de carbono correspondientes a
los diferentes radicales R; resuenan a campo alto, excepto cuando el sustituyente R; es
un grupo bencilo. Ademas, para completar la asignacion de los carbonos cuaternarios C-
3 y C-5 del pirazol y determinar efectivamente que se trata del 1,5 pirazol y no de su

regioisomero, se hizo un estudio de difraccion de rayos X sobre el compuesto LC-37 que
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se detalla en el apartado 4.2.2.2.2.5. También se observa que el hecho de introducir
modificaciones en el resto que se encuentra en posicion uno del pirazol, no afecta a los
valores de desplazamiento quimico del resto en los carbonos en la estructura general, ya

que sufren sélo variaciones minimas.

LC-33 LC-34 LC-35
5 (ppm) | & (ppm) | 3 (ppm)
PhCO- 188.10 188.11 187.93 Tabla 4.34.- Desplazamientos
-COOCH,CH; | 159.48 159.52 159.47 quimicos (8, ppm) de "C-RMN de los
compuestos finales LC-33— LC-35.
cr 3 150.26 150.21 150.85
' 150.07 150.09 150.08 oot
c 14620 | 146.23 146.34 >
c5 132.77 133.04 133.28 Ry= Et, Bu, Bn.
c-4 123.70 123.78 124.13 0
c-3 118.33 118.33 118.39
c1 117.84 117.85 117.60
C-6' 116.52 116.47 116.14
C-4 114.53 114.50 114.75
-COOCH,CHs 61.39 61.36 61.50
-OCH; 55.88 55.87 55.76
CH,CHs 48.87 19.87 48.87
-CHs 15.70 13.71 -
-COOCH,CH; 14.24 14.26 14.22
CH,CH,CH,CHs - 32.65 -
CHCH,CH,CH;3 - 52.39 -
C-1gy - - 136.58
C-2'y C-6gn - - 128.70
Ctigy ; - 128.05
C-3y C-5g, - - 127.89
-CHy- - - 55.58
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En el HR LSIMS de estos tres compuestos finales (LC-33 — LC-35) existe una

excelente concordancia con los valores encontrados:

Compuesto LC-33: Calculado para CiHigNsO4Na (M + Na)* 340.127326;
encontrado 340.127195 (desviacion 0.4 ppm).

Compuesto LC-34: Calculado para CigHsNsOsNa (M + Na)* 368.158626;
encontrado 368.158716 (desviacion -0.2 ppm).

Compuesto LC-35: Calculado para GC,;H,iN3O4Na (M + Na)* 402.142976;
encontrado 402.142368 (desviacion 1.5 ppm).

4.2.2.2.2.2.- Compuestos pertenecientes a la serie b.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos finales LC-36 — LC-40,

derivados de 3-(2’-amino-5"-clorobenzoil)-1Apirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos.

Los datos de desplazamiento quimico (5, ppm) y constantes de acoplamiento (J,
Hz) de los espectros de 'H-RMN se muestran en la Tabla 4.35. Al igual que en la serie
a, en la Tabla 4.35 se incluyen los compuestos que se caracterizan por tener
sustituyentes R; de naturaleza n-alquilica y bencilo. Todos estos espectros se han
realizado utilizando cloroformo deuterado como disolvente y sus datos estan de acuerdo
con las estructuras propuestas.

La asignacion de los atomos de hidrogeno aromaticos (H-3, H-4' y H-6') es la
siguiente: los atomos H-3’ en los diferentes compuestos, debido a la ausencia del grupo
nitro que conduce a la pérdida del efecto desapantallante, aparecen entre 6.64 y 6.65
ppm y no a campo tan bajo como en sus intermedios; la sefial aparece como doblete,
con una constante de acoplamiento con H-4" en torno a 8.9 Hz. Los atomos H-6
resuenan a & entre 8.11 y 8.42 ppm como doblete (exceptuando LC-36) con una
constante de acoplamiento en torno 2.5 Hz. En el caso de H-4' aparece como un doble
doblete (entre 7.22 y 7.26 ppm) debido al acoplamiento con los hidrégenos H-3' y H-6'.
La sefal de los hidrégenos de la amina aromatica aparece a & alrededor de 6.19 ppm

como un singlete ancho.
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Tabla 4.35.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

'H-RMN de los compuestos finales LC-36 — LC-40.

Rs= H, Me, Et, Bu, Bn.

LC-36 LC-37 LC-38 LC-39 LC-40
3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm)
J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz) J(Hz)
H-1 11.62 (sa) - - - -
8.11 (ps) 8.36 (d) 8.38 (d) 8.38 (d) 8.42 (d)
H-6' Ja=2.5 Fra=2.4 Ja=2.5 Fra=2.4
7.33 (s) 7.37 (s) 7.37 (s) 7.38 (s) 7.35 (m)
H-4
7.26 (dd) 7.22 (dd) 7.23 (dd) 7.23 (dd) 7.24 (dd)
H-4' Jy3=8.9 Jy3=8.9 Jy3= 8.9 Jy3= 8.9 Jy3= 8.8
Jyg= 2.5 Jyg= 2.5 Jrg= 2.4 Jyg= 2.5 Jrg= 2.4
, 6.67 (d) 6.64 (d) 6.64 (d) 6.64 (d) 6.65 (d)
H-3 Fa=8.9 Fra=8.9 Fra=8.9 Fra=8.9 Fra=8.8
NH 6.17 (sa) 6.20 (sa) 6.19 (sa) 6.19 (sa) 6.20 (sa)
= 2
-COOCH,CH; 4.44 (c) 4.36 (C) 4.37 () 4.37 (c) 4.34 (c)
J=7.1 J=7.1 J=7.1 J=7.1 J=7.1
CHCHs - - 4.69 (c)] ., 1.40 (m) -
CH - 4.28 (s) 1.51 (t) 0.97 (t) -
3 J=7.2 =73
1.41 =71 |[1. =71 |1. 1. 1.
-COOCH;CH; ® J 38 (t) J 38 (t)J . 38 (t) s 35 (t)J= .
CH,CH,CH,CHs - - - 1.89 (m) -
CH,CHyCH,CHS - - - 4,65 (t) J=17.3 -
H-2 — H-6g, ) - - - 7.35 (m)
-CHp- - - - - 5.85(s)

Las diferencias mas significativas se encuentran en el compuesto LC-36 donde
Rs=H, por lo que aparecen las senales mas desapantalladas que en el resto como
consecuencia de no poseer el efecto apantallante que el radical alquilico o bencilico

ejerce sobre la molécula. En este compuesto aparece a 11.62 ppm una senal como
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singlete ancho correspondiente al hidrégeno 1 del pirazol. Ademas en el proton H-6' del
anillo bencénico no se resuelve con claridad la sefial del doble doblete asignandose como

multiplete.

Los datos espectréscopicos de *C-RMN de los derivados LC-36 a LC-40 estan
recogidos en la Tabla 4.36 donde se muestran los desplazamientos quimicos (5 ) de los
diferentes atomos de carbono. Para su asignacién se llevaron a cabo estudios de
resonancia bidimensional de tipo HMBC y HMQC (*H/“*C-RMN) realizados sobre el
compuesto LC-39.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6') oscilan
entre 5 117 y 150 ppm; los carbonos terciarios (C-3’, C-4'y C-6") se asignaron gracias a
los estudios bidimensionales, anteriormente mencionados, y el resto de ellos (C-1', C-2'y
C-5') por comparacion con los valores estimados de acuerdo con las reglas de aditividad
para bencenos polisustituidos®>.

Las sefiales de los atomo de carbono del resto de la molécula (anillo de pirazol,

grupo etoxicarbonilo y los diferentes radicales R3;) no sufren apenas variacion con

respecto a sus intermedios precedentes o a la serie a.
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LC-36 LC-37 LC-38 LC-39 LC-40
3 (ppm) | 8(ppm) | 8(ppm) | 8(ppm) | &(ppm)
PhCO- 185.70 187.50 187.65 187.76 187.63
-COOCH,CHj3 160.46 159.52 159.36 159.43 159.38
cacr | | 1B% | 108 | e | 00
c-4' 135.03 134.43 134.38 134.43 134.49
C-6' 132.13 133.32 133.52 133.61 133.75
C-5 133.71 132.91 133.18 133.26
120.67
c-5' 120.29 120.27 120.28 120.30
c3 118.66 118.36 118.33 118.35
118.84
c-1' 117.90 118.43 118.48 118.45
C-4 111.78 114.28 114.46 114.43 114.65
-COOCH,CH; 61.81 61.49 61.44 61.47 61.56
-CH,CH; - - 47.99 19.84 -
-CH; - 40.49 15.71 13.73 -
CH,CH,CH,CH3 - - - 32.60 -
CH,CH,CH,CH; - - - 52.47 -
-COOCH,CH;3 14.34 14.27 14.26 14.30 14.25
C-1gn - - - - 136.30
C-2 'y C-6gn - - - - 128.82
C-3'y C-5g, - - - - 128.26
C-4gn - - - - 128.23
-CHp- - - - - 55.71

Tabla 4.36.-
Desplazamientos  quimicos

(8, ppm) de *C-RMN de los

compuestos finales LC-36—
LC-40.

R3;=H, Me, Et, Bu, Bn.

En el HR LSIMS de estos cinco compuestos finales (LC-36 — LC-40) existe una

concordancia perfecta entre los valores calculados para las formulas empiricas (M + Na)*

y (M)* de los compuestos y los correspondientes valores encontrados:

Compuesto LC-36: Calculado para CisHi;N30sCINa (M + Na)*; 316.046489
encontrado 316.046979 (desviacion -1.6 ppm).
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Compuesto LC-37: Calculado para Ci4Hi4N30sCINa (M + Na)* 330.062139;
encontrado 330.062393 (desviacion -0.8 ppm).

Compuesto LC-38: Calculado para CysHiN3OsCl (M)* 321.088019; encontrado
321.087660 (desviacion 1.1 ppm).

Compuesto LC-39: Calculado para Ci;H»oN3OsCINa (M + Na)* 372.109089;
encontrado 372.109064 (desviacion 0.1 ppm).

Compuesto LC-40: Calculado para CyHigN3OsCINa (M + Na)* 406.093439;
encontrado 406.093354 (desviacion 0.2 ppm).

4.2.2.2.2.3.- Compuestos pertenecientes a la serie c.

Dentro de esta serie se presentan los compuestos finales LC-41 — LC-43,
derivados de 3-(2-aminobenzoil)-1A-pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos. Los
datos espectroscopicos de 'H-RMN, se muestran resumidos en la Tabla 4.37. Estos
compuestos se caracterizan porgue la posicién uno del pirazol contiene sustituyentes de
naturaleza n-alquilica o bencilo. Todos los espectros se han realizado utilizando

cloroformo deuterado y son concordantes con las estructuras propuestas.

Los atomos de hidrégeno aromaticos (H-3', H-4, H-5' y H-6") contituyen un
sistema de acoplamiento tipo ABCD y su asignacion es la siguiente: los atomos H-6' de
los diferentes compuestos aparecen entre 8.27 y 8.32 ppm, apareciendo como dobles
dobletes con constantes de acoplamiento J.sr aproximadanente de 8.6 Hz y Jy«
alrededor de 1.5 Hz. El hidrdgeno aromatico H-4’, que aparece como un pseudodoble
triplete (pdt), pues dos de la sefiales han colapsado en el centro del sistema apareciendo
en los espectros seis sefiales (Ver Figura 4.13), siendo el valor de J,.5 entre 7.3 y 7.6
Hz. En el compuesto LC-43 las sefales de H-4' aparecen colapsada con las senales
correspondientes al anilllo del bencilo con lo que resulta imposible su diferenciacion. Las
sefales de H-5' y H-3’ también aparecen unidas en todos los compuestos y se expresan
como multiplete 5 entre 6.68 y 6.69, debido a que ha desaparecido el efecto
desantallante que el grupo nitro ejerce sobre el protdon H-3’, ya que este grupo nitro se

ha reducido.
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La sefial de los hidrégenos de la amina aromatica (-NH,) aparece alrededor de §
6.17 ppm y se muestra como un singlete ancho, excepto en el derivado LC-43 donde no
se aprecia esta banda. El resto de las sefiales no ofrecen variacidn significativa con

respecto a las que presentan sus intermedios y de las series anteriores.

Tabla 4.37.- Desplazamientos quimicos (8, ppm) y constantes de acoplamiento (J, Hz) de

"H-RMN de los compuestos finales LC-41 — LC-43.
R3\ COOEt

R3=Et, Bu, Bn.
5 o
4 Z S,
LC-41 LC-42 LC-43
3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz) 3 (ppm) J(Hz)
) 8.27 (dd) 5= 8.6 | 8.27 (dd) k5= 8.6 | 8.32 (dd) k5= 8.1
H-6 Ja=16 Ja= 14 Ja= 15
Ha 7.35 (s) 7.35 (5) 7.40 (s)
o 7.28 (pdt) Jrs= 7.6 | 7.29 (pdt)rs= 7.3 | 7.29 (m)
Jrg= 1.6 Jrg= 1.4
6.68 (m) 6.68 (M) 6.69 (m)
H-3'
H-5’
-NH, 6.17 (sa) 6.18 (sa) -
“Co0CH,cH, | #36(©@ T=71 436(c) J=7.1 432(c) J=7.1
CHaCHy 468(c) J=72 1.37 (m) N
o 149 () J=72 0.95 () J=7.3 -
“cooCHcH, | 138O J=71 137() J=7.1 133(t) J=7.1
- 1.87 (m) -
CH,CH,CH,CH;
CHCHACH,CH - 464(t) J=73 -
H-2- H-6g, - - 7.29 (m)
e - - 5.84 (s)
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Los datos espectrdscopicos de *C-RMN de los derivados LC-41 a LC-43 estan
recogidos en la Tabla 4.38 donde se muestran los desplazamientos (8) de los diferentes

atomos de carbono.

LC-41 LC-42 LC-43
5 (ppm) | 3 (ppm) 3 (ppm)
Ph-CO- 188.89 188.89 188.77 Tabla 4.38.- Desplazamientos
-COOCH,CH3 159.46 159.51 159.40 quimicos (3, ppm) de "C-RMN de los
compuestos finales LC-41 — LC-42.
cres | in | | mE
c-4 134.45 134.43 g:g;
C-6' 134.38
Rs=Et, Bu, Bn.

C-5 132.61 132.89 136.56

c-1 118.10 118.00 118.02

c-5 116.97 116.97 117.00

c-3 115.86 115.84 115.89

Cc-4 114.42 114.36 114.74
COOCH,CH3 61.35 61.34 61.46
CH,CH3 47.90 19.83 -
CH,CH,CH,CH3 - 32.67 -
CH,CH,CH,CH; - 52.40 -
-COOCH,CH3 14.26 14.27 14.23
-CH3 15.79 13.69 -

C-1gn - - 136.56

C-2, C-6gn - - 128.69

C-4g, - - 128.02

C-3, C-5gn - - 127.82
-CH2- - - 55.72

En todos los espectros de *C-RMN, la sefial que aparece a campo mas bajo (5
188 ppm) se corresponde con Ph-CO- y a continuacion aparece el carbonilo del éster a
8 159 ppm.
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Los desplazamientos quimicos de los carbonos aromaticos (C-1'—C-6') oscilan
entre & 115 y 151 ppm, asignandose las senales como habitualmente hemos comentado
a lo largo de la Memoria. Las sefiales de los dtomos de carbono del resto de la molécula
(anillo de pirazolina, grupo etoxicarbonilo y los diferentes radicales R3) no sufren apenas

variacion con respecto a sus intermedios precedentes y a las series anteriores.

En el HR LSIMS de los compuestos finales (LC-41 — LC-43) existe una
concordancia perfecta entre los valores calculados para las formulas empiricas (M + Na)*

y (M + H)* de los compuestos y los correspondientes valores encontrados:

Compuesto LC-41: Calculado para CisHi7NsOsNa (M + Na)* 310.116761;
encontrado 310.116563 (desviacién 0.6 ppm).

Compuesto LC-42: Calculado para Ci;H3NsOsNa (M + H)* 318.181767;
encontrado 318.181425 (desviacién 1.1 ppm).

Compuesto LC-43: Calculado para CyHigNsOsNa (M + Na)* 372.132411;
encontrado 372.131500 (desviacién 2.5 ppm).

4.2.2.2.2.4.- Estudio espectroscopico del compuesto LC-39.

El compuesto LC-39 se ha utilizado como modelo dentro de la familia pirazdlica
(en concreto para los compuestos del Grupo B) para la realizacién de diversos

experimentos:

A) Experimentos NOE al objeto de intentar esclarecer la estructura de la
molécula. De todos estos estudios cabe destacar que cuando se irradia el proton H-6
aparece efecto NOE positivo con el sustituyente CH,CH,CH,CHs del anillo de pirazol, lo
cual sugiere una estructura del tipo de la representada en la Figura 4.22. Ademas esta
disponsicion concuerda con la encontrada en el estudio cristalografico de rayos X del
compuesto LC-37 y por los estudios de analisis conformacional realizados recogidos en el

apartado 4.4. de esta Parte Teorica.
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/

H3CH2CH2CH2C\

Figura 4.22.- Irradiacion del metileno primero del butilo. Se ha marcado con una
flecha de color rojo el atomo irradiado y con una flecha de color
azul los atomos con los que el efecto NOE es positivo.

Los restantes experimentos NOE llevados a cabo sobre este compuesto no se
incluyen ya que no son concluyentes para determinar la disposicion espacial de la
molécula, pues cada dtomo de hidrégeno irradiado solo da efecto NOE positivo con sus

protones vecinos, y esto puede ocurrir en cualquiera de las posibles conformaciones.

e

H-6’ CH.CH,CH,CH; ,l ,g

e L P L NN [FPPRRPWRRLY, RIFPIST S PRRTEN L il PR N

Figura 4.23.- Estudio de NOE del compuesto LC-39.
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B) El Estudio HMBC ha sido realizado para identificar inequivocamente los
desplazamientos de los carbonos C-3’, C-4’, C-6" y C-4, asi como los carbonos del anillo
bencilico y pirazolico. Los otros estudios HMQC para las series a y ¢ se muestran
solamente en el apéndice de esta Memoria.

H-6' H-4 ———

H-4' H-3' -CH,CH,CH,CH3; -COOCH,CH3
|
I I ¥ . -

20

b 30

ik 40
CH,CH,CH,CH; ceedrenanani 1 ...... . ok so
60

COOCH,CH3

C-4 —1 !
C-3’

ce_ |

c-4'
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 4.24.- Estudio de HMQC del compuesto LC-39.

C) Estudio de RMN basado en una correlacién a larga distancia *C/*H tipo HMBC
(Figura 4.25) para identificar inequivocamente los desplazamientos de los carbonos C-3

y C-5 del anillo pirazdlico.
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f=——ry

H-6' H-4

-CH,CH,CH,CH;  [{COOCH,CH;

PPm

000
arw

-COOCH,CH3

-CO-

Figura 4.25.- Estudio de HMBC del compuesto LC-39 (Ampliacion).

Como se puede ver en la figura, los nucleos de carbono que aparecen a 150 y
134 ppm se correlacionan con el protén cuatro del anillo pirazdlico, por tanto estos
carbonos corresponden a C-3 y C-5 de dicho heterociclo. Ademas, el proton
correspondiente al primer grupo metileno del butilo que hay en posicién uno, se
correlaciona con el nicleo de carbono que aparece a 134 ppm, esto hace suponer que
dicho carbono sea el C-5 puesto que es el que estd mas cerca del radical butilo. El
carbono C-3 seria, por tanto, el otro que queda. El carbono que aparece a campo mas
bajo corresponde con el carbonilo del grupo cetdnico, pues se correlaciona con H-6"y H-
3. Los carbonos del sistema bencénico también dan correlaciones con los
correspondientes protones, que confirman las asignaciones hechas mediante las tablas de

bencenos polisustituidos®>.
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4.2.2.2.2.5.- Determinaciéon estructural del compuesto LC-37 por

difraccion de rayos X.

Este estudio se ha realizado como prueba para determinar inequivocamente la
estructura de los compuestos pirazédlicos finales y corroborar los resultados de los

estudios NOE y de analisis conformacional realizados sobre los mismos.

Para ello se disolvié el compuesto LC-37 en Cl,CH, en un pequefio vial y se dejo
que el disolvente se evaporara lentamente, entonces se obtuvo un cristal sobre el que se
realizd el estudio de difraccién de rayos X. En la Figura 4.26 se muestra en el cristal

que se sometid a la difraccion y la estructura obtenida por dicha técnica.

(%)
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O™¢
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__Q ¢
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Q 5 5 ': Yy
@
[+
a0
o
Figura 4.26

Con este estudio se llegan a dos conclusiones de gran interés quimico:

e Los pirazoles obtenidos, como consecuencia de la reaccion de alquilacién de
las pirazolinas, son derivados de N1l-alquilados de 3-(2™-nitrobenzoil)-1+-
pirazol-5-carboxilato de etilo y no su regioisomero 5-(2'-nitrobenzoil)-14-

pirazol-3-carboxilato de etilo.
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¢ Los estudios realizados sobre la conformacion preferente de estos derivados
pirazdlicos concuerdan perfectamente (estudios NOE y resultados del analisis

conformacional).

4.3.- Resultados bioldgicos y discusion.

Las pruebas bioldgicas de los compuestos finales sintetizados y descritos en esta
Memoria, LC-1 a LC-43, han sido realizadas por el Profesor D. Acufia-Castroviejo y sus
colaboradores, del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Granada, con quien se viene desarrollando este trabajo de Investigacion

en régimen de proyecto coordinado.

Se ha estudiado el efecto de los compuestos sobre la actividad nNOS en estriado
e iNOS en cerebro de rata, con objeto de evaluar su posible inhibicion y selectividad
frente a esas dos isoformas de la oxido nitrico sintasa. La metodologia de trabajo se
describe en la Parte Experimental y los resultados bioldgicos obtenidos se detallan a
continuacion, apareciendo recogidos en una serie de tablas donde se muestra el % de
inhibicién provocado por los diferentes compuestos sobre las isoformas nNOS e iNOS. La
concentracion utilizada de los compuestos para la realizacion de los ensayos ha sido de

1mM para todos los casos.

4.3.1.- Efecto de los compuestos finales sobre la actividad nNOS

estriatal.

Para el estudio bioldgico de estos derivados se ha seguido la misma clasificacion
que la utilizada en el analisis estructural, es decir, los compuestos se han dividido en 2

familias:
1) Pirroles y dentro de esta familia tres series (a,b,c) en funcién de la

naturaleza del sustituyente en posicion 5’ del anillo aromatico (OCH;, serie a; Cl, serie

b; H, serie c).
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2) Pirazolinas y Pirazoles: que se ha dividido en dos grupos:
Grupo A: dentro de él se incluyen las tres series (a,b,c).
Grupo B: dentro de él se incluyen las tres series (a,b,c).
4.3.1.1.- Familia de pirroles:

4.3.1.1.1.- Compuestos pertenecientes a la serie a.

En la Tabla 4.39 se muestran los valores de inhibicion producidos por cada

compuesto de la serie a (LC-1 — LC-6) sobre la actividad nNOS estriatal.

Compuesto R; %o Inhibicion nNOS

LC-1 Me -47.97 £ 2.6 N\
| NHR;
HsCO
LC-2 Pr 43.45 + 3.38 m
0
LC-3 c-C3Hs 32.54 + 2.63 NH,
LC-4 c-CsHq 15.33 £ 2.42
LC-5 Bn 8.89 +1.13
LC-6 H -18.14 + 2.01

Tabla 4.39.- % de inhibicién producido por cada uno de los compuestos de la serie a.

Los datos de inhibicion obtenidos en este grupo de compuestos son muy
reveladores, siendo los valores mas significativos los encontrados para los compuestos
LC-2 (R= Pr) y LC-3 (c-CsH;s), donde se observa como hay un tamaiio del radical R; que
resulta idoneo para que se inhiba la enzima nNOS y que, al aumentar o disminuir ese

tamaniio, se va perdiendo la actividad inhibitoria de forma incluso drastica.

4.3.1.1.2.- Compuestos pertenecientes a la serie b.

En la Tabla 4.40, aparecen los valores de inhibicién producidos por cada

compuesto de la serie b (LC-7 — LC-11) sobre la actividad nNOS estriatal.
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Compuesto R; %o Inhibicion nNOS
LC-7 Me 17.11+ 0.74 a [ D,
N
LC-8 Et 33.40 + 2.46 H o
NH,
LC-9 Bu 36.46 + 4.13
LC-10 c-CsHs 48.07 + 1.3
LC-11 H 34.48 +0.99

Tabla 4.40.- % de inhibicién producido por cada uno de los compuestos de la serie b.

Dentro de esta serie se observa un aumento generalizado del porcentaje de
inhibicién con respecto a los derivados de la serie a, lo que puede interpretarse a que el
aumento de la lipofilia debido a la sustitucién del grupo metoxilo por cloro conlleva
mejores resultados. Ademas se sigue manteniendo la hipdtesis de que hay un correlacion

directa entre Rz y el % de inhibicion de la enzima nNOS.

4.3.1.1.3.- Compuestos pertenecientes a la serie c.

A continuacion se muestran los datos obtenidos para la serie ¢ (LC-12 -LC-23),

recogidos en la Tabla 4.41.

NHR;

T2~

NH,
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Compuesto R; R4 %o Inhibicion nNOS
LC-12 Me H -12.79+0.21
LC-13 Et H 4.15+£0.97
LC-14 Pr H -12.93 + 2.17
LC-15 Bu H -0.01+1.8
LC-16 c-C3Hs H 2.92 + 0.87
LC-17 c-C4H7 H 8.44 +1.87
LC-18 c-CsHo H 5.36 £ 3.19
LC-19 Cc-CgHyq H 13.4 + 0.46
LC-20 Bn H 7.52+2.5
LC-21 H H 15.01 + 2.66
LC-22 H Me 9.56 + 1.19

Tabla 4.41.- % de inhibicion producido por cada uno de los compuestos de la serie c.

En estos derivados no se produce ningun valor de inhibicién destacable, siendo
los compuestos mas significativos los de las series a y b; es decir, la sustitucion del
grupo metoxilo o cloro por hidrogeno en la serie ¢, no mejora la actividad inhibitoria
nNOS estriatal. También se observa que la alquilacién del nitrogeno pirrdlico conduce a
una disminucion de la actividad inhibitoria, ya que entre LC-21 y LC-22, la Unica

diferencia es dicha sustitucion.

En consecuencia, las principales conclusiones con respecto a la inhibicion en la
actividad nNOS de los compuestos pertenecientes a la familia de los pirroles son las

siguientes:
1) Los derivados que producen mayor inhibicién enzimatica pertenecen a las

series a y b, de lo que se deduce que la posicion 5’ del anillo bencénico es clave para la

actividad.
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2) Cuando el radical R; es el ciclopropilo y propilo es cuando se alcanzan los

niveles de nNOS inhibida mas altos, lo que sugiere que ese tamano del sustituyente es el

optimo.

3) Los compuestos de la serie b resultan ser excelentes inhibidores de la nNOS
pues son altamente selectivos, ya que los niveles de inhibicion de iNOS son
despreciables. Sin embargo en la serie a solamente el compuesto LC-2 proporciona

estos buenos resultados en selectividad con respecto a la isoforma nNOS.
4.3.1.2.- Familias pirazolinica y pirazélica:
4.3.1.2.1.- Compuestos del Grupo A.

A este grupo pertenecen los derivados de 3-(2-aminobenzoil)-4,5-dihidro-1+-

pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos que cominmente se ha denominado derivados

pirazolinicos.
4.3.1.2.1.1.- Compuestos pertenecientes a la serie a.

En la Tabla 4.42 se muestran los valores de inhibicion producidos por cada

compuesto de la serie a (LC-23 — LC-25) sobre la actividad nNOS estriatal.

R3\ COOCH,CH3
Compuesto Rz % Inhibicion nNOS !
NS
LC-23 Et 1.68 + 2.7
H5CO
LC-24 Bu -9.98 + 2.32 0
LC-25 Bn 9.35 +1.21 NH;

Tabla 4.42.- % de inhibicidn producido por loscompuestos del Grupo Ay serie a
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Estos derivados han resultado poco interesantes en cuanto a la inhibicion de la
actividad nNOS, lo que puede ser justificado debido a la poca lipofilia que le confiere el

grupo metoxilo a la molécula.

4.3.1.2.1.2.- Compuestos pertenecientes a la serie b.

En la Tabla 4.43 se muestran los valores de inhibicion producidos por cada

compuesto de la serie b (LC-26 — LC-29) sobre la actividad.

Rix, COOCH,CH;
Compuesto R3 % Inhibicion nNOS NI N
LC-26 H 32.14 + 2.24 cl .
LC-27 Et 41.55 + 2.19
NH,
LC-28 Bu 38.53 + 3.,47
LC-29 Bn 18.33 +0.43

Tabla 4.43.- % de inhibicion nNOS estriatal producida por los derivados del Grupo A, serie b.

Estos derivados han resultado muy interesantes en cuanto a la inhibicion de la
actividad nNOS estriatal, resultando ser mas activos que sus analogos de la serie a, lo
que podria ser debido a la mayor lipofilia que le confiere el radical cloro; ademas, se
observa, de nuevo, que existe un tamano del radical R; que resulta ser el mas apropiado

para que la molécula inhiba la nNOS (LC-27).

4.3.1.2.1.3.- Compuestos pertenecientes a la serie c.

Esta serie incluye tres, derivados (LC-30, LC-31 y LC-32) dentro del Grupo A.
Como puede observarse, en estos derivados la supresion del cloro en posicion 5’ del
anillo bencénico ha conducido a disminuir la actividad inhibitoria de los compuestos,
siendo mayor, en cualquier caso, que la encontrada para los derivados de la serie a

donde en posicidon 5’ hay un grupo metoxilo.
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COOCH,CH;
Compuesto R3 % Inhibicion nNOS

LC-33 Et 20.27 £ 0.49
LC-34 Bu 26.19 £ 0.89

LC-35 Bn 19.38 + 2.87

Tabla 4.44.- % de inhibicion nNOS estriatal producida por los derivados del Grupo A,
serie c.

4.3.1.2.2.- Compuestos del Grupo B.

A este grupo pertenecen los derivados de 3-(2'-aminobenzoil)-1A-pirazol-5-
carboxilato de etilo-1-sustituidos que comlnmente se han denominado derivados
pirazdlicos. La diferencia entre este grupo y el Grupo A es un doble enlace que le

confiere al sistema una coplanaridad.

4.3.1.2.2.1- Compuestos pertenecientes a la serie a.

En la Tabla 4.45 se muestran los valores de inhibicion producidos por cada

compuesto de la serie a (LC-33 — LC-35) sobre la actividad nNOS estriatal.

R, COOEt
\
N
g « \ Compuesto = R; = % Inhibicion nNOS
HiCO ] LC-30 Et 29.09 + 4.36
LC-31 Bu -
NH,
LC-32 Bn 28.38 + 5.78

Tabla 4.45.- % de inhibicion nNOS estriatal producida por los derivados del Grupo B, serie a.
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Estos derivados han resultado ser mas activos que sus homodlogos del Grupo A,
observandose que pese a ser poco interesantes en cuanto a la inhibicion nNOS, debido a
la poca lipofilia que le confiere el grupo metoxilo, la rigidez de la molécula hace que

aumente su actividad frente a dicha isoforma.

4.3.1.2.2.2- Compuestos pertenecientes a la serie b.

En la Tabla 4.46 se muestran los valores de inhibicidon producidos por cada
compuesto de la serie b (LC-36 — LC-40) sobre la actividad nNOS estriatal.

Compuesto R; %o Inhibicion nNOS

R3\ COOEt
LC-36 H 40.20 = 2.18 r
NS
LC-37 Me 14.55 + 6.19
Cl

LC-38 Et 35.47 + 1.37 °
LC-39 Bu 17.86 + 0.51 NH;
LC-40 Bn 2.69 + 1.37

Tabla 4.46.- % de inhibicién nNOS estriatal producida por los derivados del Grupo B, serie b.

Estos derivados han resultado muy interesantes en cuanto a la inhibicion de la
actividad nNOS, siendo mas activos que sus analogos de la serie a, esto pudiera ser
debido a la lipofilia que le confiere el sustitutyente cloro; ademas se observa como, de
nuevo, hay un tamafio del radical R; que resulta ser el mas apropiado para que la
molécula inhiba la enzima. También se observa que el radical R; no resulta imprescindible
para que los compuestos de esta serie tengan actividad inhibitoria, puesto que el
compuesto LC-36 resulta ser el mas activo y que cuando el tamano de este radical es

mayor, la actividad es menor.

Por ultimo si comparamos estos resultados con los homdlogos (serie b) del
Grupo A queda patente que la rigidez conferida a esta serie de compuestos no le
beneficia, pues se ha disminuido su porcentaje de inhibicién frente a sus homdlogos del
Grupo A.
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4.3.1.2.2.3- Compuestos pertenecientes a la serie c.

Esta serie incluye tres derivados (LC-41, LC-42 y LC-43) dentro del Grupo B.
Como puede observarse en estos derivados, la supresion del cloro en posicion 5’ del
anillo bencénico ha conducido a incrementar sensiblemente la actividad inhibitoria de los

compuestos y se muestran en la Tabla 4.47.

Compuesto R; % Inhibicion nNOS R3\N COOEt
LC-41 Et 39.49 + 1.64 N,\ \
LC-42 Bu 21.98 + 3.11 o
LC-43 Bn 21.95 + 0.45 NH,

Tabla 4.47.- % de inhibicién nNOS estriatal producida por los derivados del Grupo B, serie c.

Ante los resultados que hemos comentado, las principales conclusiones con
respecto a los compuestos pertenecientes a la familias Pirazolinica y Pirazdlica son las

siguientes:
1) Dentro del Grupo A y B casi todos los derivados de ambas familias
producen inhibicidon enzimatica, excepto los compuestos de la serie a pertenecientes al

Grupo A (R, = -OCHj3, pirazolinas).

2) Los compuestos mas activos en cuanto a la inhibicion nNOS es el derivado LC-

27 y LC-36, donde el sustituyente en el anillo bencénico resulta ser un atomo de cloro.

4.3.2.- Efecto de los compuestos finales sobre la actividad iNOS

cerebral.

Para el estudio bioldgico de estos derivados se ha seguido la misma clasificacién

que la utilizada en el analisis estructural, es decir, los compuestos se han dividido en dos
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grandes familias: La correspondiente a sistemas pirrdlicos y la que contiene sistemas

pirazolinicos y pirazolicos.

4.3.2.1.- Familia de pirroles:

4.3.2.1.1.- Compuestos pertenecientes a la serie a.

En la Tabla 4.48 se muestran los valores de inhibicidon producidos por cada

compuesto de la serie a (LC-1 — LC-6) sobre la actividad iNOS cerebral.

Compuesto R; %o Inhibicion iINOS
LC-1 Me 26.17 + 6.85 N\
| NHR;
H5CO
LC-2 Pr 6.78 + 3.93 N
H 0
LC-3 c-CsHs 21.36 + 4.68 NH,
LC-4 c-CsHq 26.25 + 3.22
LC-5 Bn 22.41+1.94
LC-6 H 8.95+ 0.5

Tabla 4.48.-% de inhibicion iNOS estriatal producida por la serie a.

Los valores de inhibicion obtenidos en este grupo de compuestos son muy
reveladores. Se puede observar como los compuestos de esta serie necesitan del radical
R; para que la actividad inhibitoria sea apreciable. Ademas se observa que cuando los
radicales son de naturaleza alquilica disminuye la actividad conforme aumenta el tamafio
del radical, y por otra parte, sin embargo, si el radical es ciclico la inhibicién resulta ser

mayor cuanto mas grande es el peso molecular del compuesto.

240



Parte Tedrica

4.3.2.1.2.- Compuestos pertenecientes a la serie b.

A continuacion, en la Tabla 4.49 aparecen resumidos los valores de inhibicion

producidos por cada compuesto de la serie b (LC-7 — LC-11) sobre la actividad nhNOS

estriatal.
Compuesto R; %o Inhibicion iNOS | A\ NHR
cl N 3

LC-7 Me 1.27 + 3.39 H o
LC-8 Et 2.8+ 1.75 NHz
LC-9 Bu 3.33+1.27
LC-10 c-CsHs 7.2+0.31
LC-11 H 5.34 + 2.34

Tabla 4.49.- % de inhibicién producido por cada uno de los compuestos de la serie b.

Dentro de esta serie se observa una disminucidén generalizada del porcentaje de
inhibicion con respecto a los derivados de la serie a, por tanto el aumento de la lipofilia
debido a la sustitucion del grupo metoxilo por cloro, no conlleva resultados favorables.
Estos datos son de gran interés, ya que conducen a pensar que las isoformas nNOS e
iINOS poseen estructuras o conformaciones muy diferentes, puesto que todos estos
compuestos de la serie b inhiben a la isoforma nNOS de manera selectiva y con una

potencia significativa.

4.3.2.1.3.- Compuestos pertenecientes a la serie c.

A continuacion se muestran los datos obtenidos para la serie ¢ (LC-12 -LC-23),

recogidos en la Tabla 4.50.

NHR;

P2~

NH,
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Compuesto R; R4 %o Inhibicion iNOS
LC-12 Me H 32.68 + 2.78
LC-13 Et H 20.49 +£5.19
LC-14 Pr H 13.17+£5.2
LC-15 Bu H 7.53+2.76
LC-16 c-C3Hs H -1.1+1.75
LC-17 c-C4H7 H 20.1 +4.78
LC-18 c-GsHq H 52.79 £ 1.7
LC-19 C-CeHyy H 17.2+7.54
LC-20 Bn H 28.11 +2.39
LC-21 H H 3.07+1.79
LC-22 H Me 15.97 + 1.62

Tabla 4.50.- % de inhibiciéon producido por cada uno de los compuestos de la serie c.

En los valores de inhibicion obtenidos en esta serie de compuestos se puede
observar como estos derivados necesitan del radical R; para que la actividad inhibitoria
sea considerable. Ademas se observa que cuando los radicales son de naturaleza
alquilica, disminuye la actividad conforme aumenta el peso molecular del compuesto, y
por otra parte, sin embargo, si el radical es ciclico la inhibicidn resulta ser mayor cuando
se va aumentando el tamafio del radical amidico, presentando el maximo de actividad

para R;= ciclopentilo (LC-18).

En consecuencia, las principales conclusiones con respecto a la inhibicion de la
actividad iNOS por los compuestos pertenecientes a la familia de los pirroles son las

siguientes:

1) Los derivados que producen mayor inhibicion enzimatica son LC-12, LC-18,
LC-20, LC-1, LC-3, LC-4 y LC-5. Estos compuestos pertenecen a las series a y ¢, lo
gue significa que es importante que el compuesto sea hidrdfilo, puesto que la lipofilia

conferida por el grupo cloro hace que disminuya el porcentaje de inhibicion.
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2) El radical R resulta imprescindible para que los compuestos tengan actividad

inhibitoria.

3) Cuando el radical R; es de naturaleza alquilica lineal se obtienen mejores
resultados cuando las cadenas hidrocarbonadas son de menor tamafo y cuando Rs; es
cicloalquilico sucede al contrario, siendo el grupo ciclopentilo el radical para el cual se
obtienen mayores valores de inhibicion de iNOS en las series a y c. El grupo aromatico
como sustituyente amidico también hace que la molécula inhiba sensiblemente la iNOS.

4.3.2.2.- Familias pirazolinicas y pirazolicas:

4.3.2.2.1.- Compuestos del Grupo A.

A este grupo pertenecen los derivados de 3-(2-aminobenzoil)-4,5-dihidro-1+-
pirazol-5-carboxilato de etilo-1-sustituidos que cominmente se ha denominado derivados
pirazolinicos.

4.3.2.2.1.1- Compuestos pertenecientes a la serie a.

En la Tabla 4.51 se muestran los valores de inhibicion producidos por cada

compuesto de la serie a (LC-23 — LC-25) sobre la actividad iNOS cerebral.

Compuesto R; %o Inhibicion iINOS

LC-23 Et 17.11 £ 0.75
LC-24 Bu 18.61 + 1.24
LC-25 Bn 10.55 + 2.65

Tabla 4.51.- % de inhibicion producido por los compuestos del Grupo Ay serie a

Estos derivados han resultado poco interesantes en cuanto a la inhibicién de la
actividad iNOS cerebral, lo que puede ser debido a la poca lipofilia que le confiere el

grupo metoxilo.

243

HsCO

~



Luisa Carlota Lopez Cara

4.3.2.2.1.2.Compuestos pertenecientes a la serie b.

En la Tabla 4.52 en se muestran los valores de inhibicién producidos por cada
compuesto de la serie b (LC-26 — LC-29) sobre la actividad iNOS cerebral.

Compuesto R; % Inhibicion iNOS . COOCH,CH;
LC-26 H 19.11 + 0.66 N
LC-27 Et 14.66 + 3.23 q
LC-28 Bu 10.05 + 3.62 ’
LC-29 Bn 17.33 £ 0.62 "

Tabla 4.52.- % de inhibicién iINOS cerebral producida por los derivados del Grupo A, serie b.

Estos derivados no han resultado muy interesantes por su capacidad de inhibicion
frente a la iINOS cerebral. Los resultados obtenidos no difieren mucho de sus analogos de
la serie a, esto pudiera ser debido a que la lipofilia que le confiere el grupo cloro no es

determinante para aumentar el valor de inhibicion.

4.3.2.2.1.3.- Compuestos pertenecientes a la serie c.

Esta serie incluye tres derivados (LC-30, LC-31 y LC-32) dentro del Grupo A.
Como puede observarse en estos derivados, la supresion del cloro o metoxilo en posicion

5’ del anillo bencénico no ha conducido a buenos resultados de inhibicion. En la Tabla

4.53 se muestran los resultados bioldgicos obtenidos para estos derivados.
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Compuesto = R; | % Inhibicion iNOS Rasy COOCH,CHs
LC-30 Et -1.46 + 1.72 N
LC-31 Bu 12.22 + 1.43 .
LC-32 Bn 9.39 + 1.37 NS

Tabla 4.53.- % de inhibicion iINOS cerebral producida por los derivados del Grupo A, serie c.

4.3.2.2.2.- Compuestos del Grupo B.

A este grupo pertenecen los derivados de 3-(2"-aminobenzoil)-1A-pirazol-5-
carboxilato de etilo-1-sustituidos que comuUnmente se ha denominado derivados
pirazolicos.

4.3.2.2.2.1.- Compuestos pertenecientes a la serie a.

En la Tabla 4.54 se muestran los valores de inhibicion producidos por cada

compuesto de la serie a (LC-33 — LC-35) sobre la actividad iNOS cerebral.

Ry, COOEt Compuesto R3 % Inhibicion INOS
N
) LC-33 Et 24.56 + 1.08
HsCO LC-34 Bu 20.49 + 0.39
6}
LC-35 Bn 30.54 + 0.81
NH,

Tabla 4.54.- % de inhibicion producido por los compuestos del Grupo B y serie a.

Estos derivados han resultado ser mas activos que sus homologos del Grupo A.
Se observa que pese a ser poco interesantes en cuanto a la inhibicién, debido a la poca
lipofilia que le confiere el grupo metoxilo, la coplanaridad de la molécula hace que

aumente la actividad inhibitoria frente a la isoforma iNOS.
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4.3.2.2.2.2- Compuestos pertenecientes a la serie b.

En la Tabla 4.55 se muestran los valores de inhibicion producidos por cada
compuesto de la serie b (LC-36 — LC-40) sobre la actividad iNOS.

Rs COOEt Compuesto R; = % Inhibicion iNOS
N
N
N/ \ LC-36 H 12.83 £ 4.57
Q
a LC-37 Me 7.32+£3.9
o
LC-38 Et 2749 £ 2.1
e LC-39 Bu 18.71 + 1.01
LC-40 Bn 50.36 £ 3.19

Tabla 4.55.- % de inhibicion iINOS cerebral producida por los derivados del Grupo B, serie b.

Estos derivados han resultado muy interesantes, ya que resultan ser mucho mas
activos que sus analogos de la serie a, esto pudiera ser debido a la lipofilia que le
confiere el atomo cloro; ademas, se observa que el introducir un grupo aromatico, tal
como el bencilo en posicién uno, le confiere una alta potencia de inhibicion. Por otra
parte se puede observar que la presencia del radical Rs resulta imprescindible para que

los compuestos de esta serie tengan actividad inhibitoria.

Si comparamos estos resultados con los de sus homdlogos (serie b) del Grupo
A queda patente que la rigidez conferida a esta serie de compuestos es beneficiosa, en

general, para inhibir la iNOS.

Por Ultimo, cabe destacar que en estos derivados es ademas de su potencia
inhibitoria iNOS, se observa una alta selectividad por la isoforma iNOS. Este hecho es
de gran importancia ya que en las investigaciones que se vienen realizando actualmente
actuales se intenta buscar inhibidores que, ademas de potentes, sean selectivos para

cada isoforma.
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4.3.2.2.2.3- Compuestos pertenecientes a la serie c.
Esta serie incluye tres derivados (LC-41, LC-42 y LC-43) dentro del Grupo B.
Como puede observarse en estos derivados la supresion del cloro en posicion 5’ del anillo

bencénico no ha conducido a incrementar la actividad inhibitoria de los compuestos.

En la Tabla 4.56 se muestran los resultados bioldgicos obtenidos.

Compuesto R; %o Inhibicion iNOS Ry COOEt
\
N
LC-41 Et 12.53 +2.12 I\
NS
LC-42 Bu 5.39 + 0.89
LC-43 Bn 13.47 + 4.37 °
NH,

Tabla 4.56.- % de inhibicion iINOS cerebral producida por los derivados del Grupo B, serie c.

En consecuencia, las principales conclusiones con respecto a la inhibicion de la
actividad iNOS por parte de los compuestos pertenecientes a la familia pirazolinica-

pirazdlica son las siguientes:

1) Dentro de los Grupos A y B, los derivados que producen mayor inhibicion
enzimatica son LC-33, LC-34, LC-35 y LC-40, todos ellos pertenecientes al Grupo B,
es decir los compuestos pirazdlicos que tiene una rigidez mayor que las pirazolinas.
Ademas los mas activos resultan ser los de las series a y b; por consiguiente, la

presencia de la sustitucion en 5’ del anillo bencénico es necesaria para su actividad.

2) La incorporacion de un radical aromatico en posicion 1 aumenta la actividad
inhibitoria en los compuestos pertenecientes al Grupo B, asi como también el aumento

de tamario de los radicales alquilicos conduce a una disminucion de la misma.
3) El compuesto mas activo en cuanto a la inhibicion de la actividad iNOS es el

derivado LC-40, que presenta una alta selectividad por la isoforma iNOS frente a la
nNOS.
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4.3.3.- Analisis comparativo de los resultados biologicos iNOS

cerebral/nNOS estriatal: Eficacia de accion.

Tal y como se expuso en el apartado de Antecedentes en esta Memoria hoy dia
se persigue la busqueda de inhibidores de la oxido nitrico sintasa que, ademas de
potentes, presenten una alta selectividad hacia una de las isoformas de la NOS. Este
hecho seria de gran importancia para el tratamiento de diversos desdrdenes tales como
enfermedades neurodegenerativas (en las que esta implicada sobre todo la isoforma
nNOS), choque séptico o artritis reumatoide (en que se implica, principalmente, la

isoforma inducible iNOS), entre otras.

En la Tabla 4.57 se presenta un estudio de los valores de inhibicibn mas
destacados de los compuestos hacia la isoforma nNOS estriatal, ordenados en sentido
decreciente; ademas se han indicado, a su vez, los valores correspondientes a la
inhibicion de iNOS cerebral. En esta tabla puede apreciarse codmo el sustituyente cloro en
el anillo bencenico ofrece los mejores resultados, también se puede concretar que la
estructura fenilpirrélica es la mas eficaz como inhibitoria de la nNOS, puesto que su

actividad inhibitoria frente a la isoforma inducible iNOS es practicamente inexistente.

Por otra lado en la Tabla 4.58, se presentan los valores de inhibicion mas
destacados de los compuestos hacia la isoforma iNOS cerebral, ordenados en sentido
decreciente, indicando también los valores correspondientes a la nNOS. En este caso la
apreciacion de mayor interés es que la isoforma inducible es inhibida con mayor eficacia
por aquellas estructuras que posean un heterociclo aromatico. Ademas, se observa que,
en general, los sutituyentes cloro e hidrégeno parecen ser los mas idoneos para la
inhibicion de la iNOS. No obstante, debemos concluir, diciendo que en este tipo de
inhibicién aln estamos en una fase un tanto especulativa y que sera necesario ampliar el

tipo de productos para llegar a unas ciertas generalizaciones.
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Tabla 4.57.- Andlisis comparativo de actividades nNOS/iNOS .

Compuesto Familia R, Rs3 R, % I:wgi;ién * Ir::]ligiscién
LC-10 Pirrolica cl c-CaHs H 48.07 +1.30 7.20+0.31
LC-2 Pirrdlica H Pr H 43,45 +3.38 6.78 +3.93
LC-27 Pirazolinica Cl Et - 41.55+2.19 14.66 + 3.23
LC-36 Pirazélica Cl H - 40.20 +2.18 12.83 +4.57
LC-41 Pirazélica H Et - 39.49 + 1.64 12.53 +2.12
LC-28 Pirazolinica Cl Bu N 38.53 + 3.,47 10.05 + 3.62
LC-9 Pirrélica cl Bu H 36.46 +4.13 3.33+1.27
LC-38 Pirazélica Cl Et - 35.47 +1.37 27.49+2.10
Lc-11 Pirrdlica cl H H 34.48 +0.99 5.34 +2.34
LC-8 Pirrélica cl Et H 33.40 + 2.46 2.80+1.75

Tabla 4.58.- Analisis comparativo de actividades INOS/nNOS .

Compuesto Familia R: R, R4 % Init;ligié:ién % I:wgi;ién
LC-18 Pirrélica H ¢-CsHg H 52.79 + 1.70 5.36+3.19
LC-40 Pirazdlica Cl Bn _ 50.36 + 3.19 269 +1.37
LC-12 Pirrélica H Me H 32.68+2.78 -12.79+0.21
LC-35 Pirazélica OCHs Bn - 30.54 + 0.81 19.38 + 2.87
LC-20 Pirrdlica H Bn H 28.11+2.39 752+25
LC-38 Pirazélica Cl Et - 27.49 +2.10 35.47 + 1.37
LC-4 Pirrélica H ¢-CsHo H 26.25 +3.22 15,33 +2.42
LC-1 Pirrdlica H Me H 26.17 + 6.85 -47.97 +2.60
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4.4.- Analisis conformacional.

El estudio de los compuestos descritos en esta tesis doctoral se ha abordado
mediante el paquete de calculo Sybyl6.9%'. Las geometrias iniciales de las diferentes
moléculas han sido generadas a partir de fragmentos estandar presentes en las bases de
datos de programa y sus geometrias han sido optimizadas usando el campo de fuerzas
Tripos?. La componente electrostatica se ha calculado mediante cargas atémicas parciales
derivadas del método de Gasteiger-Huckel® y usando una constante dieléctrica
independiende de la distancia e igual unidad (s=1). La minimizacion energética se ha
realizado mediante el método de Powell** y se ha continuado hasta que el valor del

gradiente de energia ha sido inferior a 0.001 kcal/mol-A2.

Una vez optimizada la estructura se ha procedido al andlisis conformacional de las
estructuras base, haciendo rotar los enlaces indicados en la Figura 4.27 a intervalos de
300,

NH,

Familia Pirrdlica

Figura 4.27.- Familias de compuestos y enlaces para el analisis conformacional.

Las geometrias asi obtenidas se han liberado de todas las restricciones impuestas
por la busqueda conformacional, se han minimizado segun la metodologia descrita arriba y
se han comparado unas con otras al objeto de conservar Unicamente aquellas que son

energética y geométricamente Unicas.
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4.4.1.- Fenilpirroles.

La Figura 4.28 muestra las cuatro conformaciones encontradas para el

compuesto LC-21, a modo de ejemplo, el cual ha presentado un comportamiento

ligeramente diferente al de las fenilpirazolinas de referencia.

De la consideracion de las diferentes estabilidades de los cuatro conférmeros

encontrados, se pueden obtener varias reglas que rigen el comportamiento de estos

compuestos.

a)

b)

c)

A diferencia de las fenilpirazolinas descritas anteriormente por nuestro grupo de
investigacion'*?, el anillo bencénico y el heterociclo han perdido la coplanaridad
que cabria esperar de la conjugacion entre ambos anillos. Este hecho es
consecuencia de las interacciones estéricas originadas por el enlace NH del anillo
pirrélico en la conformacidon mas estable, el cual no existia en las fenilpirazolinas

de referencia.

La diferencia de energia entre las conformaciones Iy II es muy pequeia, lo cual
también es una consecuencia de la presencia del enlace NH adicional, pues impide
la formacion del enlace de hidrdgeno intramolecular entre el nitrdgeno
heterociclico y el grupo NH,, el cual estabilizaba la conformacion tipo I en las

fenilpirazolinas y que en los fenilpirroles no puede formarse.

El grupo carbonilo terminal prefiere una conformacion s-cis en relacién al
nitrogeno pirrodlico. Este hecho se puede explicar si se considera que el enlace NH
pirrélico y el grupo NH, terminal también generan interacciones estéricas en las
conformaciones III y 1IV. Las fenilpirazolinas, en cambio, preferian una orientacion
s-trans del grupo carbonilo terminal en relacién al nitrégeno heterociclico debido a

interacciones de tipo electrostatico.
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Conformacion I Conformacion II
Rel. E.= 0.00 kcal/mol Rel. E.= 0.41 keal/mol
Conformacion III Conformacion IV

Rel. E.= 2.17 keal/mol
Rel. E.= 2.49 keal/mol

Figura 4.28.

La N-alquilacion de la amida terminal no modifica sustancialmente este
comportamiento conformacional, si bien es cierto que aumenta el numero de
conformaciones debidas a la rotacion alrededor del enlace N-R. Por ejemplo, para el
derivado N-ciclopropilico (compuesto LC-16) se han encontrado un total de 12

conformaciones que se pueden agrupar en las cuatro familias conformacionales anteriores.

La Figura 4.29 muestra la conformacién mas estable de cada familia, para este
compuesto. Se puede observar que el grupo ciclopropilo tiende a situarse lo mas alejado
posible del anillo pirrdlico al objeto de minimizar las interacciones estéricas, pero el orden
de estabilidad de las cuatro conformaciones no se altera e, incluso, los valores de energia

relativa son practicamente iguales.
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Conformacion I Conformacion II

Rel. E.= 0.00 kcal/mol Rel. E.= 0.41 keal'mol

Conformacion III Conformacion IV

Rel. E.= 2.14 keal/mol Rel. E.= 2.48 kcal/mol

Figura 4.29.- Conformaciones encontradas para el compuesto LC-21.

Por ultimo, la introduccion de un dtomo de Cl o de un grupo metoxilo sobre el

anillo aromatico no altera el comportamiento conformacional de estas moléculas.

Unicamente en el Ultimo caso se observa un aumento del nimero de conformaciones

totales debido a la existencia de rotameros alrededor del enlace C-OMe, pero este hecho

no afecta de modo significativo a la existencia de las cuatro familias conformacionales.

4.4.1.1.- Efectos NOE.

Se ha observado la existencia de efectos NOE en los derivados fenilpirrélicos. En

concreto, para el derivado LC-7 se ha observado un efecto NOE entre los atomos de

hidrégeno H4 y H6’, por una parte, y H3 y NH por la otra. Estos efectos NOE encontrados

son compatibles con la conformacion mas estable encontrada para estos compuestos. Asi,
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por ejemplo, para el derivado ciclopropilico la distancia H4-H6’ es de 2.54 A, mientras que
la distancia entre H3 y NH es de 2.42 A.

El primer efecto NOE es compatible con las conformaciones primera y tercera en
orden creciente de energia, mientras que el segundo efecto NOE lo es con las dos
primeras conformaciones encontradas. En conjunto, los datos apuntan a una
preponderancia de la conformacion mas estable en disolucién. No obstante, dada la
pequeia diferencia energética entre las dos primeras conformaciones, y la compatibilidad
de la segunda con uno de los efectos NOE, no se puede descartar que exista en disolucion

un equilibrio conformacional entre ambas.

4.4.2.- Benzoilpirazoles.

En el analisis conformacional de los benzoilpirazoles se han considerado primero el
sistema sin sustituir para, a continuacién, estudiar la influencia sobre el comportamiento
conformacional de diversos derivados N-sustituidos. Se han rotado los enlace Ph-CO y CO-

pirazol, asi como los necesarios del sustituyente sobre el nitrogeno.

NH,

Familia Pirazdlica
Figura 4.30.- Familia benzoilpirazdlica.
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Para el sistema base se han encontrado cuatro conformaciones de diferente
energia, siendo similares a las encontradas por nuestro grupo de investigacion con
anterioridad para las benzoilpirazolinas!>%. En las dos conformaciones mas estables se
observa la formacién del enlace de hidrégeno intramolecular entre el grupo NH, y el
carbonilo, el cual estabiliza estas conformaciones de modo analogo a lo descrito para

todos los compuestos estudiados por nuestro grupo.

Conformacion I Conformacion II

Rel. E.= 0.00 kcal/mol Rel. E.= 2.10 kcal/mol

Rel. E.= 3.03 kcal/mol Rel. E.= 4.46 kcal/mol

Conformacion III Conformacion IV

Figura 4.31.-Conformaciones en orden creciente de energia del esqueleto base.

Se observa nuevamente la preferencia del grupo carbonilo a situarse en una
disposicion s-trans respecto al atomo de nitrdgeno pirazdlico. Las razones de este
comportamiento se deben buscar también en la mayor distancia de las cargas parciales
negativas del N y del O asi como en unas menores interacciones estéricas del atomo de N

con el anillo bencénico si las comparamos con el enlace CH.
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De estos dos efectos, se deduce facilmente el orden de estabilidad de las cuatro
conformaciones encontradas. La conformacién mas estable es aquella con el enlace de
hidrégeno intramolecular y con el carbonilo en una disposicion s-trans respecto al

nitrégeno pirazdlico .

La introduccion de grupos voluminosos sobre el nitrégeno trigonal del pirazol (N1)
no modifica de forma significativa el comportamiento de la molécula. Unicamente aparece
un numero mayor de conformaciones debida a los diferentes rotameros del grupo unido al
nitrogeno. Igualmente, la introduccion del grupo etoxicarbonilo sobre el atomo C-3
tampoco cambia el comportamiento conformacional de los anillos. En la siguiente figura se
recogen las cuatro conformaciones tipo del derivado N-bencilado (Figura 4.32) y del

etoxicarbonil derivado (Figura 4.33).

L

Figura 4.32 Rel. E.= 2.15 kealimol Rel. E.= 0,00 kealimol

Rel. E.= 2.00 kcal/mol Rel. E.= 4.41 kcal/mol

RAel. E.= 2.26 keal'mol
H Rel. E.= 0.00 keal'mal
Figura 4.33
Rel. E.= 3.16 keal'mal Rel. E.= 4.54 kealimol
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En los dos casos se puede observar el paralelismo con las pirazolinas previamente
descritas'>*°. Ademas, la introduccién simultanea de los dos sustituyentes en N-1 tampoco
modifica de forma significativa el comportamiento conformacional de estas moléculas. En
efecto, para el compuesto N-etil etoxicarbonil derivado se encuentra aiun como

conformacién mas estable la primera descrita en la Figura 4.34.

Rel.E.= 0.00 kcal/mol Rel.E.= 2.34 kcal/mol

Figura 4.34.

4.4.3.-Inhibicion de la nNOS.

A partir de las kinureninas y fenilpirazolinas sintetizadas por nuestro equipo de
investigacion con anterioridad'®, hemos desarrollado un modelo de farmacéforo utilizando
el anillo bencénico, el grupo NH, y el atomo de oxigeno del grupo carbonilo terminal como
puntos de superposicion de la molécula. El farmacoforo consta de un bolsillo hidrofdbico
(arco rojo) que alojaria el anillo bencénico, un residuo aceptor de enlace de hidrégeno
(flecha azul) que enlaza con el grupo NH, y un residuo donador de enlace de hidrégeno

que interacciona con el grupo carbonilo terminal (flecha roja).
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Region
impedida —

estéricamente 1

Residuo donador

Residuo aceptor

Figura 4.35.- Superposicion de uno de los inhibidores de nNOs tipo kinureninico con
otro tipo pirazolinico en la conformacion activa previamente propuesta por

nuestro grupo de investigacion.

Ademas, dos subsitios receptoriales sirven para alojar los grupos alquilo terminales
de ambas moléculas. Uno de ellos, donde se situaria el grupo alquilo de la kinurenina
mostraria una pequefia tolerancia de tipo estérico (flecha verde), permitiendo sélo la
presencia de grupos pequefios lipofilicos. El otro, en cambio, presenta una mayor
tolerancia estérica (flecha marrén) y es capaz de acomodar grupos mas voluminosos de

caracter lipofilo.

Este farmacdforo explica correctamente la diferencia observada en la influencia del
sustituyente sobre la actividad de los dos tipos de compuestos, puesto que esta orientado
en direcciones opuestas. Asi, en las kinureninas un aumento del tamafo de R; disminuye
la actividad bioldgica, de modo que los compuestos mas potentes se han encontrado con
R;= Me. En cambio, en las fenilpirazolidinas un incremento del volumen del grupo R la
aumenta la actividad, obteniéndose compuestos activos con grupos como el ciclopropilo,
ciclohexilo y bencilo.

Los fenilpirroles son los mejores inhibidores de la nNOs descritos en esta Memoria.
Si comparamos las conformaciones encontradas para los mismos con este modelo de
farmacoforo, encontramos que la tercera conformacion en estabilidad se puede

superponer muy bien sobre la conformacion activa de la fenilpirazolina. La siguiente figura
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ilustra, @ modo de ejemplo, la superposicion del compuesto LC-21 con la conformacién
activa de la pirazolina'®. Se puede observar la correspondencia casi completa entre el

anillo aromatico, el grupo 2’-NH, y el grupo carbonilo terminal.

Figura 4.36.- Superposicion de la conformacién activa de la 1-acetil-3-(5-cloro-2-
aminofenil)pirazolina con la tercera conformacién del compuesto LC-21. Se
observa la coincidencia del grupo NH,, el anillo aromatico y el oxigeno
carbonilico terminal. El enlace de hidrogeno mostrado (linea roja) es el que

estabiliza la conformacion activa de la pirazolina.

Este compuesto presenta un porcentaje de inhibicion de nNOS de un 15%,
demasiado bajo si consideramos que la superposicion de los grupos involucrados en las

interacciones son practicamente coincidentes.

Dicha pérdida de actividad puede ser debida a dos razones diferentes. La primera
de ellas es que la conformacidon mostrada en esta figura, que es coincidente con la
conformacién activa de la pirazolina, no es la mas estable del compuesto. Sin embargo, la
energia relativa de esta conformacion (2.17 kcal/mol) no es demasiada elevada y podria
ser facilmente compensada por la disminucion de energia libre debida a la interaccion
enzima-inhibidor. La segunda razén se encuentra en la orientacion del grupo NH, de la
amida del derivado pirrolico, el cual se sitla en la zona correspondiente al grupo metilo de
la pirazolina. Esta zona, tal y como se muestra en la Figura 4.35 y se ha mencionado
anteriormente, presenta una buena tolerancia estérica y admite grupos voluminosos de

caracter lipdfilo. Es por esta razén por la que la presencia de un grupo NH, (de marcado
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caracter hidrofilo) en esta zona, podria debilitar la interaccion  enzima-inhibidor

disminuyendo la actividad inhibitoria de este compuesto.

Si comparamos las conformaciones de los fenilpirroles sustituidos sobre el
nitrégeno de la amida con la del farmacéforo, también encontramos una buena
superposicion de los grupos necesarios para la actividad bioldgica. A modo de ejemplo, la
Figura 4.37 recoge las superposiciones de los compuestos LC-16 (R;=ciclopropilo, R,=H)
y LC-18 (Rs=ciclopentilo, R,=H) y la fenilpirazolina antes mencionada en su conformacion

activa.

Figura 4.37.- Superposicion de los compuestos (LC-16 y LC-18) con la conformacion

activa de la pirazolina 1-acetil-3-(5-cloro-2-aminofenil)pirazolina en su

conformacion activa.

Se puede observar que los grupos ciclopropilo y ciclopentilo se sitian en una zona
proxima a aquella en la que se alojan los grupos voluminosos de la pirazolina, aunque no
es exactamente la misma zona. Aunque se observa un ligero incremento de la actividad
bioldgica de los fenilpirroles cuando crece el tamafio de R, sobretodo en la serie con R=Cl,
esta influencia no estd tan clara como en el caso de las fenilpirazolinas, posiblemente
debido a que la orientacion del sustituyente situado sobre el N no es exactamente la

adecuada para una interaccién éptima con la enzima.

Considerados en su conjunto, los fenilpirroles son mejores inhibidores de la nNOS
si se comparan con los benzoilpirazoles o benzoilpirazolidinas descritos en esta memoria,
posiblemente porque son mas similares a las fenilpirazolinas descritas con anterioridad. No
obstante, la presencia del grupo NH, terminal parece ser contraproducente dado su

caracter hidrofilo que debilita la interaccion con la enzima. Por otra parte, la hibridacion de
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éste atomo de nitrdgeno orienta el grupo alquilo terminal en una direcciéon ligeramente

distinta a la correcta para la interaccion con el enzima.

Si atendemos a la naturaleza del sustituyente sobre el anillo bencénico, en la serie
de fenilpirroles se observa que la presencia del cloro mejora la potencia. Por desgracia,
faltan algunos derivados de esta serie para poder hacer una generalizacién mayor, pero se
podria decir que un anillo aromatico mas electron-deficiente es mejor para la actividad
inhibitoria. Esta idea se ve apoyada por el hecho de que las actividades de los derivados
no sustituidos (R,=H) son pequefias. En la serie con metoxilo, ademas, se ha observado
un comportamiento fluctuante, pues ademas de una baja actividad inhibitoria, se han
encontrado compuestos que exaltan la actividad de la enzima, sin que hasta el momento

conozcamos una razon para ello.

En la serie de los benzoilpirazoles y las benzoilpirazolinas las actividades
inhibitorias de nNOS encontradas no son muy elevadas y, ademas, los datos de actividad
bioldgica parecen algo contradictorios. Por ejemplo, en la serie con R,= Cl, son mejores
inhibidores los benzoilpirazoles cuando el sustituyente sobre el N es pequefio, mientras
que en las fenilpirazolinas la actividad es mejor con un grupo voluminoso. Por desgracia, el
numero de compuestos disponibles no es suficiente para poder abordar un estudio mas

detallado y no se pueden obtener conclusiones mas generales sobre estas moléculas.

4.4.4.-Inhibicion de la iNOS.

Hasta el momento no tenemos un modelo para la inhibicion de la iNOS. En la serie
de fenilpirroles, excepto en el compuesto con R,=H y ciclopentilo (53%), las actividades
bioldgicas encontradas son bajas. Con esta enzima, los peores resultados se obtienen con
R,=Cl, por lo que se puede decir que es necesario un anillo aromatico menos electrén-

deficiente que para la inhibicién de la nNOS.

En la serie de las benzoilpirazolinas y los benzoilpirazoles, se puede observar que

los Ultimos son mejores inhibidores que las primeras en lineas generales.
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5.- PARTE EXPERIMENTAL.

5.1.- Condiciones generales.

Las reacciones se han llevado a cabo bajo atmoésfera inerte de argon, a menos que
se especifique de otra forma. Los disolventes anhidros se han obtenido como sigue:
tetrahidrofurano, por destilacién con H,LiAl y recogida sobre tamiz molecular de 4 A;
etanol, por destilacion sobre Mg y I, y recogida sobre tamiz molecular de 4 A;
diclorometano, por destilacion con P,Os y recogida sobre tamiz molecular de 4 A;
acetonitrilo, por destilacion 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 reaccion se controlaron de forma rutinaria mediante
cromatografia en capa fina (c.c.f.) en cromatofolios Merck AL de gel de silice 60 Fsq.
Como revelador se ha utilizado habitualmente la observacion en lampara de rayos

ultavioleta; también se ha revelado con yodo o solucion de ninhidrina.

La purificacién mediante cromatografia en columna flash se ha realizado utilizando
gel de silice Merck 60 (230-400 mesh ASTM).
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Los espectros de H-RMN se han realizado en un aparato Bruker AM-300, Bruker
AMX-300 o Bruker ARX-400. Los datos se expresan en desplazamientos quimicos & ( ppm).
Las constantes de acoplamiento J se expresan en Hz (ciclos por segundo). 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 Bruker AM-300 (75 MHz), Bruker AMX-300 (75 MHz) o
Bruker ARX-400 (100 MHz).

Los espectros de masas de baja resolucion (EM) se han realizado en un equipo
PlatformII (Micromass Instrument) empleando técnicas de ionizacién quimica por impacto
electronico (70 ev) y de ionizacion quimica (utilizando metano como gas reactivo). Asi
mismo, los espectros de masas de alta resolucion (HR) se han realizado en un equipo
Autospec Q (Micromass Instrument) mediante la técnica de iones secundarios en fase

liquida (Liquid Secondary Ionization Mass Spectrum, LSIMS).
Los andlisis elementales (A.E.) se han realizado en un aparato Perkin Elmer 240 C
0 en un aparato Fisons Carlo Erba EA 1108. Las muestras se han secado en una estufa

Gallencamp a presion reducida, con P,0s en su interior, a 30-40°C durante 16 horas.

Los puntos de fusion se han medido en un aparato Electrothermal Melting Point

Apparatus y estan sin corregir.

Los espectros y los analisis elementales han sido realizados por el Centro de

Instrumentacion Cientifica (C.I.C) de la Universidad de Granada.
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5.2.- Sintesis de materias primas.

5.2.1.- Sintesis de 2-azido acetato de etilo (27).}

Br N3
NaN3

CH,COOCH,CH; =——3» CH,COOCH,CH3;

Sobre una solucion de 10 g de NaN3 (154 mmol) en una mezcla de dioxano/DMF
seco, se adicionan 10.72 ml de 2-bromoacetato de etilo (102.5 mmol), La reaccién se
mantiene en agitacion y a temperatuta ambiente bajo atmdfera de argon, durante 3 horas.
A continuacién se concentran los disolventes al rotavapor, se lava con agua y se extrae la
fase organica con éter etilico (3 x 50 ml). La fase etérea se seca (Na,SO,), se filtra y se

concentra al rotavapor. Se obtiene un aceite amarillento. Rendimiento 100%.

5.2.2.- Sintesis de 5-metoxi-2-nitrobenzaldehido (146a).>

o 0
HO H3CO
H CHgl H
—_—
K,CO
R1 2 3 R1

Sobre una solucién de 5-hidroxi-2-nitrobenzaldehido (10.96 g, 66 mmol) en THF
(400 ml), se adiciona K,COs (9.09 g, 66 mmol) formandose de inmediato el precipitado del
correspondiente fenolato potasico. Dicha suspensidon se mantiene en agitacién durante 1
hora, tras la cual se afiade Mel (60.58 g, 427 mmol) y se mantiene a reflujo 24 horas mas.
Los residuos insolubles se filtran y el filtrado se concentra para dar 11.87 g del producto.
Rendimiento 95 %. P.f. 82-83°C.
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5.2.3.- Sintesis de derivados de 1-(2-nitrofenil)-2-propen-1-ol
(147, 148, 149).2*

R; R, Z
H BrMgCHCH,
—_—

R1 R1

Procedimiento general de sintesis:

Se disuelven 4.75 mmol del correspondiente 2-nitrobenzaldehido sustituido en
posicién 5, en 20 ml de THF seco a —70°C. Posteriormente se afiaden 6.65 ml (6.65 mmol)
de bromuro de vinilmagnesio; la mezcla de reaccion se mantiene 3.5 horas en agitacion
bajo atmésfera de argon. Transcurrido dicho tiempo, se afaden 20 ml de HCl 0.01 N y se
extrae con éter etilico (3 x 25 ml). La fase etérea se seca (Na,SO,), se filtra y se
concentra al rotavapor. El crudo resultante se purifica mediante cromatografia flash en gel

de silice, empleando como eluyente éter etilico/hexano 1:3.

5.2.3.1.- Sintesis de 1-(5-metoxi-2-nitrofenil)-2-propen-1-ol (147).3

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.3, se obtienen 993

mg del compuesto. Rendimiento 100%.

5.2.3.2.- Sintesis de 1-(5-cloro-2-nitrofenil)-2-propen-1-ol (148).*

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.3, se obtienen 710

mg del compuesto. Rendimiento 70%.

5.2.3.3.- Sintesis de 1-(2-nitrofenil)-2-propen-1-ol (149).*

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.3, se obtienen 723

mg del compuesto. Rendimiento 85%.
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5.2.4.- Sintesis de derivados de 2-nitrofenil vinil cetona (150,
151, 152).>4

OH o}

Ry = Rz =
R. JONE&

R1 R1

Procedimiento general de sintesis:

En primer lugar se prepara el reactivo de Jones: Una mezcla de 2.67 g de

anhidrido crémico y 2.3 ml de H,SO, se disuelven hasta 10 ml de H,0.

Seguidamente, sobre una solucion de 2 mmol del correspondiente alcohol alilico
en 4 ml de acetona, se adiciona el reactivo de Jones (1.1 ml, 2.67 M) recién preparado.
Después de 10 min, se adicionan 5 ml de hielo-agua y 1 ml de soluciéon saturada de
NaHSOs. La mezcla resultante se extrae con éter etilico (4 x 10 ml), se seca (Na,S0O,), se
filtra y concentra al rotavapor. El crudo resultante se purifica mediante cromatografia flash

en gel de silice, usando como eluyente éter etilico/hexano 1:3.

5.2.4.1.- Sintesis de 5-metoxi-2-nitrofenil vinil cetona (150).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4, se obtienen 309

mg de un aceite que corresponde a la cetona. Rendimiento 75%.

5.2.4.2.- Sintesis de 5-cloro-2-nitrofenil vinil cetona (151).*

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4, se obtienen 275

mg de un aceite que corresponde a la cetona. Rendimiento 65%.
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5.2.4.3.- Sintesis de 2-nitrofenil vinil cetona (152).*

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4, se obtienen 250

mg de un aceite que corresponde a la cetona. Rendimiento 70%.

5.2.5.- Sintesis de derivados de 3-(2-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (153, 154, 155).°

COOCH,CH;
T
o] NS
Rz / R2 o
NZCHCOOCHiCH;,
R, Piridina R,

Sobre una disolucién de 1.38 mmol de la correspondiente fenil vinil cetona
sustituida en 4 ml de acetonitrilo seco, se afaden 0.013 ml (0.172 mmol) de piridina y a
continuacién lentamente y con agitacién, se adicionan 0.16 ml (1.38 mmol) de
diazoacetato de etilo. La mezcla de reaccidon se mantiene 10 horas en agitacion bajo
atmésfera de argon. Transcurrido dicho tiempo se lava con HCl al 5% (2 x 10 ml), la fase
organica se seca (Na,SO,) y concentra al rotavapor. El sdlido resultante se purifica

mediante recristalizacion de cloruro de metileno/hexano.

5.2.5.1.- Sintesis de 3-(5-metoxi-2-nitrobenzoil)- 4,5-dihidro-1H-
pirazol-5-carboxilato de etilo (153)°.

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.2.5, se obtiene un sélido

amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento 90%. P.f. 144-146°C.
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5.2.5.2.- Sintesis de 3-(5-cloro-2-nitrobenzoil)- 4,5-dihidro- 1H-pirazol-
5-carboxilato de etilo (154) °.

Se sigue el procedimiento descrito en el apartado 5.2.5 y se obtienen 382 mg de

un sélido amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento 85%. P.f. 143-146°C.

5.2.5.3.- Sintesis de 3-(2-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (155) °.

Se sigue el procedimiento descrito en el apartado 5.2.5 y se obtienen 353 mg de

un solido amarillo que se identifica como el producto. Rendimiento 88%. P.f. 107-109°C.

5.3.- Sintesis de productos intermedios.

5.3.1.- Sintesis de derivados del 2-nitrocinamaldehido (156,
157).°

Rz R; NS

H
(Ph);PCHCHO
q

Ry R1

Procedimiento general de sintesis.

En un principio la reaccién se hizo bajo las condiciones descritas®, sin embargo se
ha podido comprobar que bajo esas condiciones se da una reaccion de acoplamiento entre
el cinamaldehido formado y el fosforano estabilizado, como se describe en la parte tedrica.
Asi que se han modificado las condiciones iniciales para finalmente, conseguir mejores

rendimientos.

En un matraz se disuelven 8.29 mmol de 2-nitrobenzaldehido-5-sustituido en

CH,Cl, seco, a continuacion se adicionan 8.29 mmol de trifenilfosforilidenacetaldehido,
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también disuelto en CH,Cl, y se mantiene en agitacion la mezcla de reaccion de 8 a 24
horas, bajo atmdsfera de argon y a temperatura ambiente. Transcurrido dicho tiempo se
evapora el disolvente al rotapavor. El crudo resultante se purifica mediante cromatografia

flash en gel de silice, empleando como eluyente acetato de etilo/hexano 1:50.

5.3.1.1.- Sintesis de 5-metoxi-2-nitrocinamaldehido (156).°

Siguiendo el procedimiento 5.3.1 anteriormente descrito, se obtienen 1.5 g de un
solido blanco que se identifica como el producto. Se obtiene la mezcla £-Z de isdmeros, y
se hacen las determinaciones espectroscopicas sobre el derivado trans que es el

mayoritario. Rendimiento de la mezcla de isémeros 87%. P.f. 123-125°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCls): § 9.78 (d, 1H, H-1, Jio= 7.7 Hz); 8.16 (m, 2H, H-3,
H-37; 7.02 (m, 2H, H-4', H-6"); 6.55 (dd, 1H, H-2, b= 7.7 Hz, bs= 15.8 Hz); 3.92 (s,
3H, -OCHs).

13C.RMN (75 MHz, CDCls): § 192.55 (C-1); 162.89 (C-5"); 147.89 (C-3); 140.90
(C-2"); 132.38 (C-17); 131.82 (C-2); 127.92 (C-3'); 114.83 (C-6"); 113.37 (C-4"); 55.44 (-
OCH).

HR LSIMS: Calculado para Ci;gHsNO4Na (M + Na)* 230.042928; encontrado
230.042741 (desviacion 0.8 ppm).

5.3.1.2.- Sintesis de 5-cloro-2-nitrocinamaldehido (157).°
Siguiendo el procedimiento 5.3.1 anteriormente descrito, se obtienen 1.088 g de
un solido blanco que se identifica como el producto. Se obtiene la mezcla £-Z de isdmeros,

y se hacen las determinaciones espectroscopicas sobre el derivado trans que es el
mayoritario. Rendimiento de la mezcla de isdmeros 84%. P.f. 180-181°C.
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1H-RMN (300 MHz, CDCly): & 9.76 (d, 1H, H-1, Ji,= 7.5 Hz); 8.08 (d, 1H, H-3,
A= 8.7 Hz); 7.99 (d, 1H, H-3, A= 15.9 Hz); 7.62 (d, 1H, H-6', J.4= 2.2 Hz); 7.55 (dd,
1H, H-4' Jy.g= 2.2 Hz, Jy.3= 8.7 Hz); 6.59 (dd, 1H, H-2, b= 7.5 Hz , J.3= 15.9 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCly): §192.71 (C-1); 145.96 (C-2' y C-3); 140.54 (C-5);
133.42 (C-6"); 132.02 (C-1"); 130.98 (C-4"); 129.12 (C-3"); 126.83 (C-2).

HR LSIMS: Calculado para CoHgNOsCINa (M + Na)* 233.993391; encontrado
233.994212 (desviacion -3.5 ppm).

5.3.2.- Sintesis de derivados de 5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxilato de etilo (160, 161, 162) vy sintesis del derivado 5-[2-(5'-
metoxi-2'-nitrofenil)-1-etenil)]- ZH4-pirrol-2-carboxilato de etilo (163) 74

0
(Ph);PCHCHO Ry X H
—_—
R4
N3CH,COOEt | EtoONa/ EtOH N3CH,COOEt EtONa/ EtOH
-20°C -20°C
COOEt

R, A A R, NG U N COOEt
Ny
R

1
Xileno | reflujo Xileno reflujo

R; OEt g, A | COOEt
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Procedimiento general de sintesis:

Sintesis de derivados de 2-azido-5-(2-nitrofenil)-2,4-pentadienoato de éetilo.

Estos derivados han sido preparados segin la reaccion de Hemetsberger”.

En un matraz de dos bocas sumergido en un bafo de hielo/CH;OH a -20°C se
adicionan 13.43 mmol del derivado 2-nitrocinamaldehido disuelto en 10 ml de EtOH seco,
a esta solucion se le afiaden 69.12 mmol de 2-azidoacetato de etilo y se mantiene
agitando 15 minutos. Después se le adiciona gota a gota una mezcla de etdxido sodico en
EtOH, preparada a partir de 70 mmol de Na y 60 ml de EtOH seco. La reaccién se
mantiene a —20°C de 4 a 5 horas hasta que haya desaparecido el aldehido de partida. La
mezcla se lava con agua y se extrae con acetato de etilo (3 x 50 ml); se seca la fase
organica con Na,SO, y se cocentra al rotavapor. Se obtiene un aceite que se recristaliza
con CH3OH/éter etilico o acetato de etilo/hexano para dar un sélido marrén-amarillento.
Dedido a la inestabilidad de estos productos y a su espontaneidad para ciclar y dar
derivados del 5-(2'-nitrofenil)- 1+-pirrol-2-carboxilato de etilo, no se han identificado los
compuestos resultantes de esta sintesis por los métodos espectroscopicos de rutina y se

ha procedido directamente a realizar la siguiente reaccion.

Sintesis de derivados de 5-(2*-nitrofenil)-1H-pirrol-2-carboxilato de etilo.

Una solucion de  2-azido-5-(2-nitrofenil)-2,4-pentadienocato  de  etilo
convenientemente sustituido en posicion 5 en xileno, se calienta a reflujo durante un
periodo de tiempo que oscila entre 7 y 24 horas, dependiendo de dicho sustituyente. A
continuacion se concentra el disolvente al rotavapor. La purificacion se lleva a cabo por

diferentes metodologias dependiendo de cada producto.
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5.3.2.1.- Sintesis de 5-(5'-metoxi-2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-carboxilato
de etilo (160).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.2, mantiendo la
reacion durante 12 horas en agitacion y a 80°C, sobre xileno. Trancurrido dicho tiempo
se concentra el disolvente al rotavapor. El crudo resultante se purifica mediante
cromatografia flash en gel de silice, empleando como eluyente acetato de etilo/hexano
1:7. Se obtienen 3.705 g de un solido amarillo. Rendimiento 95%. P.f. 146-148°C.

'H-RMN (400 MHz, CDCls): §9.75 (sa, 1H, H-1); 7.95 (d, 1H, H-3’, %.4= 9.1 Hz);
6.98 (d, 1H, H-6", J.4-= 2.7 Hz); 6.91 (m, 2H, H-4, H-3); 6.37 (dd, 1H, H-4, J,= 2.9
Hz, J,. 3= 3.5 Hz); 4.34 ( ¢, 2H, -CH,CHs, J = 7.1 Hz); 3.88 (s, 1H, -OCHs); 1.32 (t, 3H, -
CH,CH;, J=7.1 Hz).

13C-RMN (100 MHz, CDCly): §162.70 (-COO-); 161.07 (C-57); 141.55 (C-2");
131.42 (C-5); 129.19 (C-2); 127.65 (C-3"); 124.35 (C-1); 116.68 (C-6"); 115.84 (C-4');
113.73 (C-4); 112.04 (C-3); 60.67 (-CH,CHs); 56.10 (-OCH3); 14.50 (-CH,CH).

HR LSIMS: Calculado para Ci4H14N,OsNa (M + Na)* 313.080041; encontrado
313.080305 (desviacion -0.8 ppm).

5.3.2.2.- Sintesis de 5-(5'-cloro-2'-nitrofenil)-ZH-pirrol-2-carboxilato de
etilo (161).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.2, se mantiene la
reacion durante 8 horas en agitacion y a 60°C. Trancurrido dicho tiempo se concentra el
disolvente al rotavapor. El crudo resultante se purifica mediante recristalizacion de
CHsOH/éter etilico. Se obtienen 3.80 g de un sélido marrén. Rendimiento 96%. P.f. 121-
1230°C.

1H-RMN (400 MHz, CDCls): §9.92 (sa, 1H, H-1); 7.83 (d, 1H, H-3, J-4-= 8.6 Hz);
7.62 (d, 1H, H-6", J4-= 2.2 Hz); 7.46 (dd, 1 H, H-4' J-¢= 2.2 Hz, Jy-. = 8.6 Hz); 6.97
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(dd, 1H, H-3, A4= 3.5 Hz, k.= 2.5 Hz); 6.45 (pt, 1H, H-4, J3= 3.5 Hz); 4.34 (c, 2H, -
CH,CH; J=7.1 Hz); 1.38 (t, 3H, -CH,CHs, J=7.1 Hz).

13C.RMN (100 MHz, CDCly): §161.01 (-COO-); 146.70 (C-2"); 138.85 (C-5;
131.18 (C-6"); 129.48 (C-17); 128.62 (C-4"); 128.02 (C-5); 126.16 (C-3); 125.22 (C-2);
116.23 (C-3); 112.60 (C-4); 60.87 (-CH,CHs), 14.47 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para C;3Hi3N,04CINa (M + Na)* 317.030504; encontrado
317.029846 (desviacion 2.1 ppm).

5.3.2.3.- Sintesis de 5-(2'-nitrofenil)-2H-pirrol-2-carboxilato de etilo
(162).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.2, se mantiene la
reacion durante 24 horas en agitacion a 125°C. Trancurrido dicho tiempo se concentra el
disolvente al rotavapor. El crudo resultante se purifica mediante recristalizacion de
CH,Cly/hexano. Se obtienen 3.187 g de un solido marrén-amarillento. Rendimiento 91 %.
P.f. 150-151°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCl5): §9.95 (sa, 1H, H-1); 7.81 (d, 1H, H-3', A= 8.1 Hz);
7.60 (m, 2H, H-6’, H-5"); 7.46 (m, 1H, H-4"); 6.93 (dd, 1H, H-3, k4= 3.9 Hz, A,= 2.5
Hz); 6.37 (dd, 1H, H-4, J.5= 3.9 Hz, J,,= 2.7 Hz); 4.25 (¢, 2H, -CH,CH;, J = 7.1 Hz); 1.31
(t, 3H, -CH,CHs, J = 7.1 Hz).

13C.RMN (75 MHz, CDCly): &161.17 (-COO-); 148.66 (C-2); 132.47 (C-57;
131.34 (C-6"); 130.95 (C-17); 128.72 (C-4"); 126.24 (C-2); 124.60 (C-5); 124.47 (C-3');

116.12 (C-3); 111.80 (C-4); 60.67 (-CH,CHs); 14.45 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Cyi3HisN,O4 (M + H)*  261.087532; encontrado
261.087907 (desviacion -1.4 ppm).
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5.3.2.4.- Sintesis de 5-[2'-(5"-metoxi-2"-nitrofenil)vinil]- ZH-pirrol-2-
carboxilato de etilo (163).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.2, pero en este caso
el aldehido de partida es 5-(5"-metoxi-2"-nitrofenil)-2,4-pentadienal y se parte de 300 mg,
se mantiene la reacion durante 12 horas en agitacién y a 120°C. Trancurrido dicho tiempo
se elimina el disolvente al rotavapor. El crudo resultante se purifica mediante
recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen 250 mg de un sdlido naranja.
Rendimiento 62%. P.f. 207-209°C.

1H-RMN (300 MHz, (CDs),CO): §11.30 (sa, 1H, H-1); 8.01 (d, 1H, H-3", A4
=9.1 Hz); 7.61 (d, 1H, H-2', J1= 16.1 Hz); 7.29 (d, 1H, H-6" Jse= 2.8 Hz); 7.22 (d, 1 H,
H-1' Jp= 16.1 Hz); 7.01 (dd, 1 H, H-4" Jpg= 2.8 Hz, Jw3» = 9.1 Hz); 6.85 (dd, 1H,
H-3, 4= 3.7 Hz, b= 1.8 Hz); 6.52 (dd, 1H, H-4, Jy5= 3.7 Hz, J= 1.7 Hz); 4.25 (c, 2H,
-CH,CH; , J=7.1 Hz); 3.97 (s, 3H, -OCHs); 1.29 (t, 3H, -CH,CH3, J=7.1 Hz).

13C-RMN (100 MHz, (CDs),CO): & 162.53 (C-5"); 159.80 (-COO-); 140.56 (C-2");
134.65, 134.17 (C-1”, C-5); 126.56 (C-3", C-2); 122.56 (C-1"); , 121.98 (C-2"); 115.90 (C-
4); 112.89 (C-4"); 111.04 (C-6"); 110.18 (C-3); 58.96 (-CH,CH;); 54.88 (-OCHs); 13.10 (-
CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisH;N,OsNa (M + Na)* 339.095692; encontrado
339.096004 (desviacion -0.9 ppm).

5.3.3.- Sintesis de derivados del acido 5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-
2-carboxilico (164, 165, 166)."°

I\ [\

Ry COOEt R COOH

N
NaOH H
AcOH
Ry Ry

N
H
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Procedimiento general de sintesis:

Sobre 2.036 mmol del derivado de 5-(2"-nitrofenil)- /H-pirrol-2-carboxilato de etilo
se afnaden 4.072 mmol de NaOH 1N, la suspension resultante se calienta a reflujo (100°C)
hasta que el derivado esterificado se disuelva completamente en la soluciéon de NaOH,
indicando entonces la formacion de la sal sodica de nuestro éster. Se enfria la disolucién y
se le adicionan 4.072 mmol de una solucion de acido acético al 20% y se mantiene la
mezcla de reaccion 1.5 horas a temperatura ambiente, hasta que se forme
completamente nuestro acido en forma de precipitado. El crudo resultante se lava varias
veces con agua Y la fase organica se extrae con acetato de etilo (3 x 50 ml). Por ultimo se

seca con Na,SO,, se filtra y concentra al rotavapor.

5.3.3.1.- Sintesis del acido 5-(5'-metoxi-2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxilico (164).1°

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.3 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
437 mg de un solido amarillo. Rendimiento 82 %. P.f. 201-203°C.

'H-RMN (300 MHz, (CD3),CO): & 11.15 (sa, 1H, H-1); 7.99 (d, 1H, H-3', A 4=
9.0 Hz); 7.17 (d, 1H, H-6", .4 = 2.8 Hz); 7.08 (dd, 1H, H-4’, J,_3= 9.1 Hz , Jy_¢= 2.8 Hz)
6.89 (dd, 1H, H-3, k4= 3.8 Hz, k= 2.5 Hz); 6.34 (dd, 1H, H-4, J3= 3.8 Hz, J4= 2.6
Hz); 3.96 ( sa, 1H, -OCHjs) .

13C_RMN (75 MHz, (CD3),CO): 5 162.70 (-COOH); 161.22 (C-57); 141.78 (C-2");
132.31 (C-1"); 129.55 (C-5); 127.04 (C-3"); 124.48 (C-2); 116.56 (C-6"); 115.78 (C-4");

114.10 (C-4); 110.59 (C-3); 55.79 (-OCHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;HioN,OsNa (M + Na)* 285.048741; encontrado
285.048600 (desviacion 0.5 ppm).
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5.3.3.2.- Sintesis del acido 5-(5'-cloro-2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-

carboxilico (165).'°

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.3 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacién de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
517 mg de un sélido amarillo. Rendimiento 93 %. P.f. 197-199°C.

'H-RMN (300 MHz, (CDs),CO): & 11.30 (sa, 1H, H-1); 7.99 (d, 1H, H-3, & 4=
8.7 Hz); 7.82 (d, 1H, H-6’, J-4= 2.3 Hz); 7.65 (dd, 1H, H-4', J,3= 8.7 Hz, J;_¢ = 2.3 Hz);
6.92 (dd, 1H, H-3, A.4= 3.8 Hz, A4= 2.3 Hz); 6.41 (dd, 1H, H-4, J3= 3.8 Hz, J.;= 2.5
Hz).

13C-RMN (100 MHz, CD;OD): & 161.67 (-COOH); 147.97 (C-2"); 138.52 (C-5;
131.98 (C-6); 130.83, 130.72 (C-1’, C-5); 129.50 (C-4'); 128.89 (C-2); 126.83 (C-3');
116.70 (C-3); 111.82 (C-4).

HR LSIMS: Calculado para C;;H;N,04CINa (M + Na)* 288.999204; encontrado
288.998686 (desviacion 1.8 ppm).

5.3.3.3.- Sintesis del acido 5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-carboxilico
(166).*°

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.3 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
464 mg de un sdélido amarillo. Rendimiento 93 %. P.f. 221-2220°C.

'H-RMN (300 MHz, (CD;),CO): §11.35 (sa, 1H, H-1); 7.87 (d, 1H, H-3', A4 =
8.1 Hz); 7.66 (m, 2H, H-6", H-5"); 7.53 (pdt, 1H, H-4', Jy3-=8.1 Hz Jy.5 = ), J4-.g = 1.9
Hz); 6.90 (dd, 1H, H-3, k4= 3.7 Hz, A.1= 2.0 Hz); 6.25 (dd, 1H, H-4, J.3= 3.7 Hz, J=
2.0 Hz).
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13C-RMN (75 MHz, (CD3),CO): & 164.14 (-COOH); 150.22 (C-2"); 133.37 (C-5);
132.95 (C-17); 132.50 (C-6'); 129.84 (C-4"); 127.74 (C-5); 125.78 (C-2); 125.09 (C-3");
117.39 (C-4); 111.31 (C-3).

HR LSIMS: Calculado para Ci;HgN,O4Na (M + Na)* 255.038177; encontrado
255.037987 (desviacion 0.7 ppm).

5.3.4.- Sintesis de derivados N-sustituidos de 5-(2'-nitrofenil)- 1H-
pirrol-2-carboxamida (167-180).% 7

]\ I\

Ry COOH Ry COCI

N

H SO,CI
60-80°C

NO, NO,

R;NH,
Et;N
|\

R, CONHR,
N

Iz

H

NO,

Para llevar a cabo la sintesis de estos compuestos, se debe partir de los cloruros
de acido. Asi, el primer paso consiste en transformar los acidos carboxilicos previamente
sintetizados en los correspondientes cloruros de acidos y, a partir de ellos, obtener los

derivados N-sustituidos de la carboxamida.

Procedimiento general de sintesis de los cloruros de acido®:

Se disuelve 1 mmol del derivado del acido 5-(2’-nitrofenil)- ZH4-pirrol-2-carboxilico
en CH;CN, seguidamente se le adicionan 11 mmol de SO,Cl, que supone un gran exceso.
La mezcla de reaccién se mantiene en agitacion y a una temperatura de 65-80°C durante

5 horas. Trancurrido el tiempo se concentra al rotavapor el CH;CN y SO,Cl en exceso,
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para obtener un solido marrén oscuro correspondiente al cloruro de acido que, por ser

muy inestable y reactivo, debe utilizarse imediatamente sin ser identificado.

Procedimiento general de sintesis de las _amidas'’:

A una solucién de 2 mmol de la amina primaria correspondiente en 3 ml de
CH,Cl, seco, provista de un sistema de agitacion y bajo argon, se le adicionan 3 mmol de
trietilamina (un pequefo exceso molar), se mantiene 20 minutos en agitacion a
temperatura ambiente para adicionarle, a continuacion, 1 mmol del cloruro de acido
correspondiente, disuelto también en 10 ml de CH,Cl, seco. Se mantiene la mezcla en
dichas condiciones durante 3 horas, se lava con agua varias veces y se extrae con CH,Cl,.

La fase organica se seca (Na,S0,), se filtra y concentra al rotavapor.

5.3.4.1.- Sintesis de derivados AMW-sustituidos de 5-(5-metoxi-2'-
nitrofenil)- ZH4-pirrol-2-carboxamida (167-171).1% 7

5.3.4.1.1.- Sintesis de AN-metil-5-(5'-metoxi-2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxamida (167).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:1 y, posteriormente, se recristaliza de CH,Cl, /hexano. Se

obtienen 249 mg de un sdlido amarillo intenso. Rendimiento 91 %. P.f. 137-139°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & 10.60 (sa, 1H, H-1); 7.90 (d, 1H, H-3', A4 = 9.1
Hz); 6.99 (d, 1H, H-6', Js.+= 2.8 Hz); 6.87 (dd, 1H, H-4' J,_3= 9.1 Hz, J,_¢= 2.8 Hz); 6.54
(pt, 1H, H-3, A4= 3.7 Hz); 6.30 (pt, 1H, H-4, J3 = 3.7 Hz); 6.02 (m, 1H, -CONH-); 3.86
(s, 3H, -OCHj3); 2.85 (d, 3H, -CH;, J = 4.9 Hz)

13C.RMN (75 MHz, CDCly): §162.50 (C-5"); 161.72 (-CONH-); 141.68 (C-2");

130.37 (C-5); 129.55 (C-17); 127.47 (C-2); 127.26 (C-3); 116.39 (C-6"); 113.55 (C-4');
111.12 (C-4); 109.71 (C-3); 56.05 (-OCHs); 26.21 (-CH).
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HR LSIMS: Calculado para Ci3Hi3NsO4Na (M + Na)* 298.080376; encontrado
298.080186 (desviacion 0.6 ppm).

5.3.4.1.2.- Sintesis de 5-(5’-metoxi-2'-nitrofenil)-A-propil-1H-pirrol-2
carboxamida (168).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
248 mg de un sodlido amarillo intenso. Rendimiento 82%. P.f. 141-143°C,

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & 10.45 (sa, 1H, H-1); 7.90 (d, 1H, H-3’, A4 = 9.0
Hz); 6.99 (d, 1H, H-6', = 2.7 Hz); 6.88 (dd, 1H, H-4" J, 3= 9.0 Hz, Jy_¢= 2.7 Hz);
6.55 (d, 1H, H-3, A4= 3.5 Hz); 6.32 (d, 1H, H-4, Js= 3.5 Hz); 5.94 (sa, 1H, -CONH-);
3.87 (s, 3H, -OCHs); 3.27 (m, 2H, -CH,CH,CHs); 1.54 (m, 2H, -CH,CH,CH3); 0.91 (t, 3H, -
CH,CH,CHs, J=7.3 Hz).

13C-.RMN (75 MHz, CDCh): &162.51 (C-5'); 160.99 (-CONH-); 141.73 (C-2');
130.29 (C-5); 129.49 (C-17); 127.57 (C-2); 127.27 (C-3); 116.23 (C-6"); 113.63 (C-4");
111.16 (C-4); 109.49 (C-3); 56.05 (-OCHs); 41.23 (-CH,CH,CHs); 23.08 (-CH,CH,CH;);
11.42 (-CH,CH,CH;).

HR LSIMS: Calculado para CisHi;NsOsNa (M + Na)* 326.111676; encontrado
326.111424 (desviacion 0.8 ppm).

5.3.4.1.3.- Sintesis de AM-ciclopropil-5-(5'-metoxi-2'-nitrofenil)-1H-
pirrol-2-carboxamida (169).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo

resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
214 mg de un sélido amarillo intenso. Rendimiento 71%. P.f. 158-159°C.
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'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 10.40 (sa, 1H, H-1); 7.90 (d, 1H, H-3’, A4 = 9.1
Hz); 6.98 (d, 1H, H-6', &= 2.7 Hz); 6.87 (dd, 1H, H-4', J_3= 9.1 Hz, Jy_¢= 2.7 Hz);
6.52 (sa, 1H, H-3); 6.30 (pt, 1H, H-4, 4= 3.0 Hz); 6.13 (sa, 1H, -CONH-); 3.87 (s, 3H, -
OCHs); 2.75 (m, 1H, H-1gdoprop.); 0.75, 0.55 (2m, 4H, H-2, H-3icoprop.)-

13C-RMN (75 MHz, CDCl3): & 162.54 (-CONH-, C-5'); 141.68 (C-2'); 130.49 (C-5);
129.41 (C-1); 127.32 (C-2 C-3"); 116.29 (C-6"); 113.63 (C-4"); 111.26 (C-4); 109.98 (C-3);
56.07 (-OCH3); 22.72 (C-Ladoprop.); 6:86 (C-2, C-3cicoprop.)-

HR LSIMS: Calculado para CisHisNsOsNa (M + Na)™ 324.096026; encontrado
324.095893 (desviacion 0.4 ppm).

5.3.4.1.4.- Sintesis de N-ciclopentil-5-(5'-metoxi-2'-nitrofenil)-1H-
pirrol-2-carboxamida (170).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
296 mg de un sdlido amarillo intenso. Rendimiento 90%. P.f. 181-183°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §10.70 (sa, 1H, H-1); 7.89 (d, 1H, H-3’, A4 = 9.0
Hz); 6.98 (d, 1H, H-6, J+= 2.5 Hz); 6.87 (dd, 1H, H-4" J;_3= 9.0 Hz, Jy_¢= 2.5 Hz); 6.52
(sa, 1H, H-3); 6.30 (sa, 1H, H-4); 5.87 (d, 1H, -NH-, 7=7.3 Hz); 4.17 (m, 1H, H-1gdopent.);
3.86 (s, 3H, -OCHs); 1.95 - 1.36 (m, 8H, H-2 - H-5¢copent.)-

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): & 162.48 (-CONH-); 160.69 (C-57); 141.66 (C-2');
130.40 (C-5); 129.55 (C-17); 127.59 (C-2); 127.20 (C-3); 116.18 (C-6"); 113.63 (C-4";
111.03 (C-4); 109.62 (C-3); 56.04 (-OCH;); 51.27 (C-lcdopent) 33.25 (C-2, C-Bedopent);
23.81 (C-3, C-4cicopent.)-

HR LSIMS: Calculado para Ci;H;sNsOsNa (M + Na)* 352.127326; encontrado
352.127346 (desviacion -0.1 ppm).
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5.3.4.1.5.- Sintesis de A-bencil-5-(5'-metoxi-2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-

carboxamida (171).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y se obtiene un
crudo que se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:7 y, posteriormente, se recristaliza de acetato de etilo/hexano.

Se obtienen 316 mg de un solido amarillo intenso. Rendimiento 90 %. P.f. 181-182°C.

1H-RMN (300 MHz, (CD;),CO): & 11.27 (sa, 1H, H-1); 7.96 (sa, 1H, -CONH-); 7.92
(d, 1H, H-3', A_4= 9.0 Hz); 7.25 (m, 5H, H-2 - H-6pencito); 7.18 (d, H-6', J-4= 2.8 Hz);
7.00 (dd, 1H, H-4', Jy_¢= 2.8 Hz, Jy_3= 9.0 Hz); 6.88 (dd, 1H, H-3, A.4= 3.8 Hz, £ ;= 2.5
Hz); 6.28 (dd, 1H, H-4, J, 5= 3.8 Hz, J,;= 2.8 Hz); 4.49 (d, 2H, -CH,-, 7 =6.1 Hz); 3.95
(s, 3H, -OCHs).

13C-RMN (100 MHz, (CD5),CO): 5 162.49 (-CONH-); 160.72 (C-5'); 141.82 (C-2');
139.90 (C-lpencio); 130.49 (C-5); 129.56 (C-17); 128.34 (C-2, C-6pencio); 128.23 (C-2);
127.57 (C-3, C-4vencio); 126.86 (C-3, C-5pencio); 116.30 (C-67); 113.60 (C-4"); 110.42 (C-4);
110.15 (C-3); 55.71 (-OCHs); 42.72 (-CHy-).

HR LSIMS: Calculado para CigHi;NsOsNa (M + Na)* 374.111676; encontrado
374.111753 (desviacion -0.2 ppm).

5.3.4.2.- Sintesis de derivados N-sustituidos de 5-(5’-cloro-2'-nitrofenil)-
1H-pirrol-2-carboxamida (172-175).'% 7

5.3.4.2.1.- Sintesis de 5-(5'-cloro-2'-nitrofenil)-A-metil-1H-pirrol-2-
carboxamida (172).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y, posteriormente se recristaliza de CH,Cl/hexano. Se

obtienen 220 mg de un sélido amarillo intenso. Rendimiento 79 %. P.f. 191-193°C,
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'H-RMN (300 MHz, (CD;),CO): & 11.45 (sa, 1H, H-1); 7.92 (d, 1H, H-3', J.4-= 8.7
Hz); 7.79 (d, 1H, H-6', J.4= 2.2 Hz); 7.57 (dd, 1H, H-4' Jy_3= 8.7 Hz, Jye = 2.2 Hz) 7.52
(sa, 1H, -CONH-); 6.78 (dd, 1H, H-3, 4= 3.7 Hz, A= 2.2 Hz); 6.32 (dd, 1H, H-4, J,3=
3.7 Hz, Ju1= 2.6 Hz); 2.78 (d, 3H, -CHs, J = 4.7 Hz).

13C-RMN (75 MHz, (CDs),CO): § 162.47 (-CONH-); 148.51 (C-2); 138.77 (C-5;
132.17 (C-6"); 130.70 (C-5); 129.69 (C-17); 129.37 (C-4"); 129.28 (C-2); 127.12 (C-3');
111.96 (C-3); 111.60 (C-4); 26.55 (-CH,).

HR LSIMS: Calculado para C;;HigN3OsCl (M + H)* 280.048894; encontrado
280.048516 (desviacion 1.4 ppm).

5.3.4.2.2.- Sintesis de 5-(5'-cloro-2'-nitrofenil)-N-etil- 1H-pirrol-2-
carboxamida (173).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:5 y posteriormente se recristaliza de CH,Cl,/hexano. Se obtienen
188 mg de un sdlido amarillo intenso. Rendimiento 64 %. P.f. 143-1450°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCl3): §10.78 (sa, 1H, H-1); 7.75 (d, 1H, H-3', k.4 = 8.7
Hz); 7.56 (d, 1H, H-6', Jk.4= 2.2 Hz); 7.36 (dd, 1H, H-4' Jy_y= 8.7 Hz, Jy_¢= 2.2 Hz); 6.55
(dd, 1H, H-3, A4= 3.7 Hz, A.= 2.6 Hz); 6.35 (dd, 1H, H-4, Ji3= 3.7 Hz, Jy1= 2.8 Hz);
3.91 (sa, 1H, -CONH-); 3.35 (m, 2H, -CH,CH;); 1.16 (t, 3H, -CH,CHs, J = 7.2 Hz).

13C-RMN (100 MHz, CDCls): & 160.82 (-CONH-); 146.74 (C-2'); 138.47 (C-5;
131.04 (C-6'); 128.46 (C-5); 128.36 (C-17); 128.30 (C-2); 128.10 (C-4"); 125.83 (C-3');

111.67 (C-3); 109.92 (C-4); 34.51 (-CH,CHs); 15.04 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci3H;,N30sCINa (M + Na)* 316.046489; encontrado
316.047202 (desviacion —2.3 ppm).
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5.3.4.2.3.- Sintesis de A-butil-5-(5'-cloro-2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxamida (174).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:2 y posterior recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 237

mg de un sdlido amarillo intenso. Rendimiento 74 %. P.f. 105-107°C.

'H-RMN (400 MHz, CDCl5): & 10.40 (sa, 1H, H-1); 7.78 (d, 1H, H-3', k4= 8.7
Hz); 7.60 (d, 1H, H-6', J%.4= 1.7 Hz); 7.41 (dd, 1H, H-4' J,_3= 8.7 Hz, J,_¢= 1.7 Hz); 6.58
(d, 1H, H-3, A4= 3.7 Hz); 6.40 (d, 1H, H-4, Js= 3.7 Hz); 5.93 (sa, 1H, -CONH-, J = 4.5
Hz); 3.39 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH3); 1.57 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.34 (m, 2H, -
CH,CH,CH,CHs); 0.96 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.3 Hz).

13C-RMN (100 MHz, CDCl3): §160.72 (-CONH-); 146.69 (C-2); 138.57 (C-5');
130.88 (C-6"); 130.48 (C-5); 128.36 (C-1; 128.22 (C-2); 128.17 (C-4"); 125.90 (C-3";
111.83 (C-3); 109.73 (C-4); 39.36 (-CH,CH,CH,CH3); 31.36 (-CH,CH,CH,CHs); 20.17 (-
CH,CH,CH,CH); 13.84 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisH;NsOsCINa (M + Na)* 344.077789, encontrado
344.077761 (desviacion 0.1 ppm).

5.3.4.2.4.- Sintesis de A-ciclopropil-5-(5'-cloro-2'-nitrofenil)-1H-pirrol-
2-carboxamida (175).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 se obtiene un
crudo que se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:6 y después se recristaliza de acetato de etilo/hexano. Se

obtienen 244 mg de un sdlido amarillo intenso. Rendimiento 80 %. P.f. 164-166°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5 10.50 (sa, 1H, H-1); 7.74 (d, 1H, H-3’, k4 = 8.7
Hz); 7.58 (ps, 1H, H-6"); 7.37 (dd, 1H, H-4’ J,_3= 8.7 Hz, Jy_¢= 1.4 Hz); 6.52 (sa, 1H, H-
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3); 6.34 (sa, 1H, H-4); 6.09 (sa, 1H, -CONH-); 2.78 (m, 1H, H-1¢doprop.); 0.78- 0.57 (m,
4H/ H'2/ H'3cicloprop.)-

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): §163.53 (-CONH-); 148.07 (C-2"); 139.86 (C-5);
132.25 (C-6"); 129.82 (C-5); 129.51 (C-4', C-1"); 129.42 (C-2); 127.18 (C-3"); 113.17 (C-
3); 111.53 (C-4); 24.07 (C-Leicoprop.); 8-24 (C-2, C-3cicioprop.)-

HR LSIMS: Calculado para Ci4H1,N303CINa (M + Na)* 328.046489, encontrado
328.046513 (desviacion -0.1 ppm).

5.3.4.3.- Sintesis de derivados A-sustituidos de 5-(2'-nitrofenil)-1H-
pirrol-2-carboxamida (176 -184). 16 7

5.3.4.3.1.- Sintesis de N-metil-5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-carboxamida
(176).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 186 mg de

un solido amarillo intenso. Rendimiento 76%. P.f. 163-164°C.

'H-RMN (300 MHz, DMSO): 5 11.86 (sa, 1H, H-1); 8.07 (c, 1H, -CONH-, J = 4.5
Hz); 7.90 (d, 1H, H-3', %.4 = 8.0 Hz); 7.83 (m, 2H, H-6', H-5'); 7.51 (ddd, 1H, H-4’, Jy.5=
5.7; Jys'= 8.0 Hz, Jyg= 2.9 Hz); 6.77 (dd, 1H, H-3, A4= 3.5 Hz, .= 2.3 Hz); 6.16 (dd,
1H, H-4, Jy3= 3.5 Hz, Ju1= 2.5 Hz); 2.74 (d, 3H, -CH;, = 4.5 Hz) .

13C-RMN (75 MHz, DMSO): & 160.72 (-CONH-); 147.83 (C-2); 132.29 (C-5;
131.22 (C-6"); 128.83 (C-5); 128.48 (C-2); 128.15 (C-4"); 126.00 (C-17); 123.84 (C-3');

110.66 (C-4); 109.15 (C-3); 25.46 (-CHs).

HR LSIMS: Calculado para C;;H;i;NsOsNa (M + Na)* 268.069811; encontrado
268.069974 (desviacion -0.6 ppm).
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5.3.4.3.2.- Sintesis de N-etil-5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-carboxamida
(177).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 124 mg de

un solido amarillo intenso. Rendimiento 48%. P.f. 207-208°C.

'H-RMN (300 MHz, DMSO): 5 11.86 (sa, 1H, H-1); 8.10 (t, 1H, -CONH-, J = 5.3
Hz); 7.91 (d, 1H, H-3’, k4= 8.1 Hz); 7.66 (m, 2H, H-6’, H-5"); 7.51 (pdt, 1H, H-4', J,3=
Jys= 8.1 Hz, Jyg= 2.7 Hz); 6.80 (pt, 1H, H-3, A4= 3.0 Hz); 6.15 (pt, 1H, H-4, J,3= 3.0
Hz); 3.24 (m, 2H, -CH,CH3;); 1.10 (t, 3H, -CH,CH3, J= 7.1 Hz) .

13C-RMN (75 MHz, DMSO): 5 160.01 (-CONH-); 147.86 (C-2); 132.31 (C-5";
131.22 (C-6); 128.85 (C-5); 128.57 (C-2); 128.17 (C-4'); 126.02 (C-17); 123.85 (C-3");
110.77 (C-4); 109.13 (C-3); 33.28 (-CH,CHs); 14.98 (-CH,CH).

HR LSIMS: Calculado para Ci;3Hi3sNsOsNa (M + Na)™ 282.085461; encontrado
282.085546 (desviacion -0.3 ppm).

5.3.4.3.3.- Sintesis de 5-(2’'-nitrofenil)-V-propil- 1H-pirrol-2-carboxamida
(178).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 177 mg de

un solido amarillo intenso. Rendimiento 65%. P.f. 187-189°C.

'H-RMN (300 MHz, CD;OD): § 7.83 (d, 1H, H-3, A.4= 8.0 Hz); 7.65 (m, 2H, H-6/,
H-57; 7.52 (ddd, 1H, H-4, Jy.3= 8.0 Hz, Jy-s= 5.8 Hz, Jy.¢= 2.8 Hz); 6.82 (d, 1H, H-3, A.
+= 3.8 Hz); 6.25 (d, 1H, H-4, J3= 3.8 Hz); 3.31 (m, 2H, -CH,CH,CH;); 1.62 (m, 2H, -
CH,CH,CHs); 0.98 (t, 3H, -CH,CH,CH; J = 7.4 Hz) .
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13C-RMN (100 MHz, CDCl5): & 160.79 (-CONH-); 148.73 (C-2"); 132.34 (C-5");
130.84 (C-6'); 129.33 (C-5); 128.41 (C-4"); 127.83 (C-2); 126.27 (C-1'); 124.34 (C-3");
111.14 (C-4); 109.59 (C-3); 41.27 (-CH,CH,CHs); 23.15 (-CH,CH,CH3); 11.49 (-
CH,CH,CH;).

HR LSIMS: Calculado para Ci4H;sNsOsNa (M + Na)* 296.101111; encontrado
296.101329 (desviacion -0.7 ppm).

5.3.4.3.4.- Sintesis de AN-butil-5-(2'-nitrofenil)-2H-pirrol-2-carboxamida
(179).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 235 mg de

un solido amarillo intenso. Rendimiento 82%. P.f. 169-170°C.

'H-RMN (300 MHz, (CD3),CO): & 11.29 (sa, 1H, H-1); 7.86 (dd, 1H, H-3’, J.4=
8.0 Hz, A.5= 1.0 Hz); 7.77 (dd, 1H, H-6, Jy.s= 7.8 Hz, Jy.+4= 1.4 Hz ); 7.69 (pdt, 1H, H-
5, k.e=7.8, J.4= 7.4 Hz, Jo.3= 1.0 Hz); 7.55 (pdt, 1H, H-4, Jy.¢= 1.4 Hz, J,.3= 8.0 Hz,
Jy3= 7.4 Hz); 7.49 ( sa, 1H, -CONH-); 6.79 (dd, 1H, H-3, k4= 3.6 Hz, A.,= 2.0 Hz); 6.24
(dd, 1H, H-4, 3= 3.6 Hz, J;= 2.4 Hz); 3.27 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.49 (m, 2H, -
CH,CH,CH,CHs); 1.32 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH3); 0.87 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs5, J= 7.2 Hz) .

13C-RMN (100 MHz, (CDs),CO): & 160.55 (-CONH-); 148.90 (C-2); 132.18 (C-
57; 131.32 (C-6"); 129.30 (C-5); 128.94 (C-2); 128.34 (C-4"); 126.48 (C-1"); 123.89 (C-3");
110.18 (C-4); 109.88 (C-3); 38.66 (-CH,CH,CH,CHs); 31.89 (-CH,CH,CH,CHs); 19.92 (-
CH,CH,CH,CH); 13.30 (-CH,CH,CH,CH).

HR LSIMS: Calculado para CisH;7NsOsNa (M + Na)™ 310.116761; encontrado
310.116787 (desviacion -0.1 ppm).

291



Luisa Carlota Lopez Cara

5.3.4.3.5.- Sintesis de AMN-ciclopropil-5-(2’-nitrofenil)- 1H-pirrol-2-
carboxamida (180).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 217 mg de

un solido amarillo intenso. Rendimiento 80%. P.f. 214-215°C.

1H-RMN (300 MHz, (CDs),CO): & 11.50 (sa, 1H, H-1); 7.86 (d, 1H, H-3', J.4= 8.0
Hz); 7.77 (d, 1H, H-6', J.s= 7.1 Hz); 7.69 (t, 1H, H-5', 4= 7.4 Hz); 7.54 (m, 2H, H-4',-
CONH-); 6.76 (d, 1H, H-3, A4= 3.1 Hz); 6.24 (d, 1H, H-4, J.;= 3.1 Hz); 2.86 (m, 1H, H-
Leicioprop.); 0.65, 0.52 (2m, 4H, H-2, H-3cdoprop.)-

13C-RMN (75 MHz, (CD3),CO): & 162.49 (-CONH-); 149.65 (C-2); 132.92 (C-5;
132.03 (C-6"); 130.16 (C-5); 129.49 (C-2); 129.12 (C-4"); 127.17 (C-1); 124.63 (C-3),
111.24 (C-4), 110.65 (C-3) 23.21 (C-Leidoprop.); 6.40 (C-2, C-3cicoprop.)-

HR LSIMS: Calculado para Ci4Hi3NsOsNa (M + Na)™ 294.085461; encontrado
294.085538 (desviacion -0.3 ppm).

5.3.4.3.6.- Sintesis de de AM-ciclobutil-5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxamida (181).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4, pero se adicionan,
en este caso, 4 mmol de trietilamina para neutralizar el HCl que se desprende, ya que la
ciclobutilamina usada como reactivo estd en forma de clorohidrato. El crudo resultante se
purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 175 mg de un sdlido

amarillo intenso. Rendimiento 61%. P.f. 170-173°C.

1H-RMN (300MHz, CDCl5): & 10.53 (sa, 1H, H-1); 7.77 (d, 1H, H-3', A= 8.0 Hz);
7.58 (m, 2H, H-5', H-6"); 7.44 (pdt, 1H, H-4’, Jy.s=Jy3= 8.0 Hz, Jy.s = 2.2 Hz ); 6.56 (pt,
1H, H-3, A4= 3.4 Hz); 6.32 (pt, 1H, H-4, J3= 3.4 Hz); 6.06 (d, 1H,-NH-, J = 7.9 Hz );
4.40 (m, 1H, H-1gobut.); 2-27, 1.89, 1.67 (3m, 6H, H-2 - H-4ciobut.)-
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13C-RMN (75 MHz, CDCl5): & 159.90 (-CONH-); 148.73 (C-2"); 132.18 (C-5);
131.08 (C-6"); 129.73 (C-5); 128.27 (C-4"); 127.64 (C-2); 126.44 (C-17); 124.21 (C-3");
110.98 (C-4); 109.91 (C-3); 44.69 (C-1¢obut); 31.45, 15.18 (C-2, C-3, C-4cicioput.)-

HR LSIMS: Calculado para CisHigNsO; (M + H)* 286.119167; encontrado
286.119226 (desviacion -0.2 ppm).

5.3.4.3.7.- Sintesis de de A-ciclopentil-5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxamida (182).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 203 mg de

un sodlido amarillo intenso. Rendimiento 68%. P.f. 174-175°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCl;): & 10.52 (sa, 1H, H-1); 7.75 (d, 1H, H-3', A4 = 8.0
Hz); 7.57 (m, 2H, H-5, H-6"); 7.41 (pdt, 1H, H-4, Jy.3= Jys= 8.0 Hz, Jy.g= 1.4 Hz); 6.53
(d, 1H, H-3, A4= 3.1 Hz); 6.31 (pt, 1H, H-4, Jy5= 3.1 Hz); 5.86 (d, 1H, -CONH-, J = 7.3
Hz); 4.20 (M, 1H, H-1daopent); 1.99 - 1.35 (M, 8H, H-2 - H-5¢ciopent)-

13C-RMN (75 MHz, CDCls): 6 160.56 (-CONH-); 148.73 (C-2"); 132.16 (C-5);
131.08 (C-6"); 129.56 (C-5); 128.20 (C-4'); 127.94 (C-2); 126.42 (C-17); 124.18 (C-3");
110.91 (C-4); 109.74 (C-3); 51.24 (C-1gdopent.); 33.27, 23.80 (C-2 - C-5¢ciopent.)-

HR LSIMS: Calculado para CisHi7N3OsNa (M + Na)* 322.116761; encontrado
322.116870 (desviacion -0.3 ppm).

5.3.4.3.8.- Sintesis de de AW-ciclohexil-5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxamida (183).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 se obtiene un

crudo que se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 251 mg de

un solido amarillo intenso. Rendimiento 80%. P.f. 171-172°C.
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1H-RMN (300 MHz, CDCl;): §10.55 (sa, 1H, H-1); 7.75 (d, 1H, H-3', A = 8.1
Hz); 7.56 (m, 2H, H-5', H-6"); 7.41 (pdt, 1H, H-4', Jy.3= 8.1 Hz, Jy.s5= 7.8 Hz, Jyg = 2.2
Hz ); 6.54 (d, 1H, H-3, 4= 3.8 Hz); 6.32 (d, 1H, H-4, J.3= 3.8 Hz); 5.78 (d, 1H, -CONH-,
J = 8.1 Hz); 3.78 (M, 1H, H-1caonex); 1.92-1.58 (M, 5H, Hec.iconex); 1.38 - 1.09 (m, 5H,

Hax.ciclox.)-

13C-RMN (75 MHz, CDCly): 5 160.04 (-CONH-); 148.70 (C-2); 132.17 (C-57;
131.01 (C-67; 129.53 (C-5); 128.19 (C-4"); 128.03 (C-2); 126.46 (C-1°); 124.21 (C-3");
110.90 (C-4); 109.66 (C-3); 48.22 (C-lucorer); 33.35 (C-2, C-6uaonen); 25.57, 24.96 (C-3,
C-4, C-Sqidohex.)-

HR LSIMS: Calculado para Cy;HigNsOs (M + H)* 284.354761; encontrado
384.354870 (desviacion -0.3 ppm).

5.3.4.3.9.- Sintesis de de MW-bencil-5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxamida (184).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.4 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 225 mg de

un solido amarillo verdoso. Rendimiento 70%. P.f. 137-138°C.

'H-RMN (300 MHz, CD;0D): & 7.82 (d, 1H, H-3', A= 8.1 Hz); 7.65 (m, 2H, H-
5, H-6"); 7.51 (pdt, 1H, H-4', Jy.y= Jys = 8.1 Hz, Jyg= 2.3 Hz ); 7.32 (m, 5H, H-2 - H-
Bbencio); 6.88 (d, 1H, H-3, 4= 3.8 Hz); 6.26 (d, 1H, H-4, J.;= 3.8 Hz); 5.78 (sa, 1H, -
CONH-); 4.54 (s, 2H, -CH,-).

13C.RMN (75 MHz, CDCl3): 5 160.20 (-CONH-); 147.86 (C-2); 139.77 (C-1bencio);
132.34 (C-5); 131.26 (C-6"); 129.20 (C-5); 128.26 (C-4"); 128.16 (C-2, C-6pencio); 128.16
(C-2); 127.10 (C-3pencior C-Sbencio), 126.63 (C-4 pencio); 125.95 (C-17); 123.87 (C-37; 111.21
(C-4); 109.24 (C-3); 41.84 (-CH,-).
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HR LSIMS: Calculado para CigHisNsOsNa (M + Na)* 344.101111; encontrado
344.102048 (desviacion -2.7 ppm).

5.3.5.- Sintesis de derivados de 5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-
carboxamida (185-187).18

I\ I\

R2 COOEt R CONH,
N N
H NH,CI H
—_—

NH,OH
R4 R4

Una solucion de 1.92 mmol de derivado 5-(2’-nitrofenil)- A pirrol-2-carboxilato de
etilo, convenientemente sustituido en posicion 5’, en 60 ml de NH4OH y 27.4 mmol de
NH4CI, se calienta a 110°C durante 16 horas en un tubo cerrado. Transcurrido el tiempo
de reaccion indicado se extrae la fase organica con acetato de etilo, se seca con MgSO, y
se concentra al rotavapor. El crudo se purifica mediante recristalizacion de acetato de

etilo/hexano, obteniéndose un sdlido anaranjado.

5.3.5.1.- Sintesis de 5-(5’-metoxi-2'-nitrofenil)- ZH-pirrol-2-carboxamida
(185).18

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.5 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacién con acetato de etilo/hexano. Se obtienen

470 mg de un solido marron oscuro. Rendimiento 94%. P.f. 123-125°C.

'H-RMN (300 MHz, (CDs),C0): & 11.98 (sa, 1H, H-1); 7.95 (d, 1H, H-3, A.4-= 9.0
Hz); 7.20 (d, 1H, H-6', J—+= 2.8 Hz); 7.05 (dd, 1H, H-4' J,_3= 9.0 Hz, Jy_¢= 2.8 Hz); 6.87
(dd, 1H, H-3, k4= 3.7 Hz, 4= 2.4 Hz); 6.30 (dd, 1H, H-4, L 3= 3.7 Hz, J,_;= 2.7 Hz);
3.99 (s, 3H,-OCHs).

295



Luisa Carlota Lopez Cara

13C_.RMN (75 MHz, (CD3),CO): & 162.47 (-CONH-); 162.09 (C-5"); 141.73 (C-2";
130.23 (C-5); 129.36 (C-1'); 128.16 (C-2); 126.80 (C-3"); 115.98 (C-6"); 113.70 (C-4');
111.07 (C-4); 110.12 (C-3); 56.67 (-OCH).

HR LSIMS: Calculado para Ci;HiiN3O4sNa (M + Na)* 284.064726; encontrado
284.064479 (desviacion 0.9 ppm).

5.3.5.2.- Sintesis de 5-(5’-cloro-2’-nitrofenil)-ZH-pirrol-2-carboxamida
(186).18

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.5 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
411 mg de un sdlido amarillo intenso. Rendimiento 81%. P.f. 220-2220°C.

1H-RMN (300 MHz, (CD3),CO): & 11.22 (sa, 1H, H-1); 7.93 (d, 1H, H-3', 4= 8.7
Hz); 7.83 (d, 1H, H-6', J.4= 2.2 Hz); 7.56 (dd, 1H, H-4' J.3= 8.7 Hz, Jy.g= 2.2 Hz); 7.30,
6.60 (2sa, 2H, -NH,); 6.90 (dd, 1H, H-3, /4= 3.8 Hz, .= 2.2 Hz); 6.30 (dd, 1H, H-4, J.
;= 3.8 Hz, Jy1= 2.8 Hz).

13C-RMN (100 MHz, (CDs),CO): & 162.69 (-CONH-); 147.87 (C-2"); 138.28 (C-5");
131.56 (C-6'); 129.62 (C-5); 128.92 (C-4', C-17); 126.62 (C-3', C-2); 112.23 (C-3); 111.41

(C-4).

HR LSIMS: Calculado para Ci;HgN3OsCINa (M + Na)* 288.015189; encontrado
288.015391 (desviacion -0.7 ppm).

5.3.5.3.- Sintesis de 5-(2’-nitrofenil)- ZH-pirrol-2-carboxamida (187).8
Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.5 y el crudo

resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
400 mg de un solido naranja intenso. Rendimiento 90%. P.f. 137-138°C.
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'H-RMN (400 MHz, CDCl3): & 9.90 (sa, 1H, H-1); 7.80 (d, 1H, H-3, A.4= 8.1 Hz);
7.59 (m, 2H, H-5', H-6"); 7.45 (pdt, 1H, H-4', Jy.3= 8.1, Jy.s = 6.7 Hz, Jy.¢= 1.7 Hz ); 6.64
(dd, 1H, H-3, k4= 3.6 Hz, %,=2.6 Hz); 6.38 (pt, 1H, H-4, J3= 3.6 Hz); 5.68 (sa, 2H, -
CONHy).

13C-RMN (100 MHz, (CDsCD): & 169.51 (-CONH-) 149.995 (C-2"); 133.05(C-5";
132.92 (C-5); 131.32 (C-6"); 128.72 (C-4’, C-2); 127.807 (C-1"), 124.80 (C-3"); 114.23 (C-
4); 110.74 (C-3).

HR LSIMS: Calculado para Ci;HoNsOsNa (M + Na)™ 254.054161; encontrado
254.054626 (desviacion -1.8 ppm).

5.3.6.- Sintesis de 1-metil-5-(2'-nitrofenil)- 1 H-pirrol-2-
carboxilato de etilo (188)."°

/ \ / COOEt
N COOEt CHl N
H 18-éter corona-6 CH,
NO, ‘BuOK NO,

A una disolucién de 0.050 g (1 mmol) de 18-éter corona-6 en éter seco provista
de un sistema de agitacion se le afiaden 0.251 g (11.6 mmol) de ferc-butdxido potasico y
a continuacién se le adiciona, de una sola vez, 0.500 g (10 mmol) de 5-(2"-nitrofenil)- 7+
pirrol-2-carboxilato de etilo. La mezcla de reacccion se mantiene en agitacion durante 15
minutos. Transcurrido este tiempo se le adiciona, a 0°C y gota a gota, una disolucién de
0.139 ml (11.6 mmol) de CH;I en éter etilico, se mantiene la reaccion durante 18 horas a
temperatura ambiente para, finalmente, lavarla con agua, extraerla con 50 ml de acetato
de etilo, secarla con Na,SO,y concentrar la fase organica al rotavapor. Se obtienen 526

mg de un aceite de color marrén. Rendimiento 92%.
'H-RMN (400 MHz, CDCl3): & 8.06 (dd, 1H, H-3’, A= 8.1 Hz, k5= 0.6 Hz); 7.70

(pdt, 1H, H-5', &.g= 7.5 Hz J.4-= 7.4 Hz, k3-= 0.6 Hz); 7.62 (pdt, 1H, H-4, J3= 8.1
Hz, Jy.s = 7.4 Hz, Jy.g= 1.1 Hz); 7.46 (dd, 1H, H-6', J3-= 1.1 Hz, J.s-= 7.5Hz); 7.04 (d,
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1H, H-3, 4= 3.9 Hz); 6.13 (d, 1H, H-4, Js= 3.9 Hz); 4.33 (c, 2H, -COOCH,CH; , J
=7.12 Hz); 3.72 (s, 1H, -CHs); 1.39 (t, 3H, -COOCH,CHs, J =7.12 Hz).

13C.RMN (100 MHz, CDCl): §161.42 (-COO-); 149.85 (C-2'); 135.72 (C-5);
133.41 (C-5); 132.77 (C-6'); 129.88 (C-4'); 127.20 (C-2); 124.45 (C-3"); 124.03 (C-1);
117.39 (C-4); 109.19 (C-3); 59.98 (-CH,CHs); 33.96 (-CHs); 14.51 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci4HisN,O4Na (M + Na)* 297.085127; encontrado
297.085377 (desviacion —0.8 ppm).

5.3.7.- Sintesis del 1-metil-5-(2'-nitrofenil)-1H-pirrol-2-

carboxamida (189).'®

/ CONH,
COOEt
i‘ NH,CI T
—>
CH3 NH,OH CH;
NO, NO,

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.3.5 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen
258 mg de un sdlido naranja. Rendimiento 55%. P.f. 138-140°C.

1H-RMN (300 MHz, (CDs),CO): & 8.05 (dd, 1H, H-3', J.4= 8.0 Hz, A5 = 1.2 Hz);
7.82 (pdt, 1H, H-5, J.y= 1.2 Hz, J.g= 7.5 Hz ko= 7.5 Hz); 7.73 (pdt, 1H, H-4', Jy.y=
8.0 Hz Jy.s= 7.5 Hz, Jy.g= 1.5 Hz ); 7.59 (dd, 1H, H-6', Jw= 1.5 Hz, J.5= 7.5 Hz); 6.88
(d, 1H, H-3, A4= 3.9 Hz); 6.05 (d, 1H, H-4, J.3= 3.9 Hz); 3.71 (s, 3H, -CHs).

13C-RMN (75 MHz, (CDs),C0): & 164.13 (-CONH-) 151.14 (C-2"); 134.39 (C-5);

134.25 (C-5"); 133.55 (C-6"); 130.80 (C-4"); 127.73 (C-2, C-1'); 124.84 (C-3"); 113.37 (C-
4); 108.99 (C-3); 34.06 (-CHs).
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HR LSIMS: Calculado para Cy;HiiNsOsNa (M + Na)* 268.069811; encontrado
268.070142 (desviacion -1.2 ppm).

5.3.8.- Sintesis de derivados de 3-(2’-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo y derivados de 3-(2'-nitrobenzoil)-1H-

pirazol-5-carboxilato de etilo, alquilados en posicién 1 (190-209).>*
o

R,

\ COOEt
N~ NH
NO,
R;3;Br
[
K,CO4
(R3)2S0,4
o 0
Ry R;
\ COOEt \ \ COOEt
N~ N + Nes N
NO, \ NO, \
Ry R;

Con objeto de optimizar la reaccidn de alquilacion se hicieron los siguientes

€Nnsayos:

Procedimiento 1.

Sobre una solucién del correspondiente 3-(2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1A-pirazol-
5-carboxilato de etilo (0.93 mmol) sustituido en posicién 5’, en tetrahidrofurano (4 ml), se
adicionan 1.97 mmol del reactivo alquilante ((CHs),SO4 (C;Hs5),S04, (C4H9),SO4, BrBn o
Brc-CeH11) v 0.33 g (2.4 mmol) de K,COs. Dicha solucidon se mantiene a reflujo durante un
periodo de 8-28 horas. Transcurrido este tiempo se afiade agua sobre la mezcla de
reaccion y se extrae con cloruro de metileno (3 x 25 ml). La fase organica se seca
(Na,S0,4) y concentra al rotavapor. El crudo resultante se purifica mediante cromatografia

flash en gel de silice usando como eluyente acetato de etilo/hexano 1:9.
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Procedimiento 2:

Sobre una solucion del correspondiente 3-(2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 7A-pirazol-
5-carboxilato de etilo (1.86 mmol) sustituido en posicion 5, en 1-4 dioxano (7 ml), se
adicionan 5.6 mmol del reactivo alquilante ((CHs),S04, (C4Hs),S04 6 BrBn) y 0.637 g (3.73
mmol) de K,COs. Dicha solucién se mantiene a reflujo durante un periodo de 2-4 horas.
Transcurrido este tiempo se afiade agua sobre la mezcla de reaccion y se extrae con
cloruro de metileno (3 x 25 ml). La fase organica se seca (Na,SO4) y concentra al
rotavapor. El crudo resultante se purifica mediante cromatografia flash en gel de silice

usando como eluyente acetato de etilo/hexano 1:9.

El método con el que se obtienen mayores rendimientos, tanto de derivados

pirazdlicos como pirazolinicos, es el segundo.

Con objeto de explcar la formacién del derivado pirazdlico se hizicieron tres

experimentos:

5.3.8.1.- Sintesis de 3-(benzo[c]isoxazol)-1H-pirazol-5-carboxilato de
etilo (155a) y 3-(5’-metoxi-2'-nitrobenzoil)-1H-pirazol-5-carboxilato de etilo
(155b) y del compuesto 155c.

A) El primer experimento consistié en hacer reaccionar 300 mg de pirazolina 155
(10 mmoles) con 366 mg de K,COs; (26.49) moles en THF seco y bajo argon, a una
temperatura de 60°C (es decir, las mismas condiciones para la reaccion de alquilacion
pero sin agente alquilante). La reaccion se siguid por cromatografia en capa fina, se
comprobd que, a las 6 horas habia desaparecido el producto de partida, se eliminé el THF
al rotavapor se lavd con H,O y se extrajo con CH,Cl, y se elimind el disolvente al
rotavapor. Por ultimo se purifico mediante cromatografia flash de gel de silice en acetato
de etilo y hexano 1:6. Tras la purificacion se obtuvieron 3 productos: 155a, 155b y
155c.
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N-N
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N—NH HN—N
NO, NO,

B) El segundo experimento consisti® en hacer reaccionar en las mismas

155a
(o)
(o)
COOEt
| K2CO;
- - "} \\—COOEt
No NH

condiciones anteriores 80 mg (0.19mmoles) del derivado 194 3-(5-metoxi-2"-
nitrobenzoil)-4,5-dihidro-1A-pirazol-5-carboxilato de etilo. La reaccion se mantuvo 24
horas, tiempo para el que aparecia un producto nuevo en cromatografia en capa fina
diferente al de partida; tras el tratamiento idéntico de lavado, extraccién y purificacién, se

pudieron aislar dos productos.
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0

H5CO
\ N\ wv COOEL
0 N—p
NO,
H5CO
| COOEt K,CO;5
Ne—p 195
NO, THF/ 600C
0

HsCO
\ COOEt
194 m
NO,
: > 194

C) Por ultimo se procedid a realizar el tercer experimento que consistiéo en hacer
reaccionar en las mismas condiciones el derivado reducido LC-27 (3-(5-amino-2"-
nitrobenzoil)-1-butil-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-carboxilato de etilo). De esta reaccion

solamente se aisld el derivado LC-27.

0 (0]
a a
| COOEt o, \ COOE
N—n —_— N
" N THF/ 60%C "2 Mo
LC-27 LC-27

A continuacion se van a describir los productos de reaccion obtenidos en el primer
experimento. El resto de los productos del segundo y tercer experimento, se describiran

mas adelante.
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Anadlisis espectroscdpico de 155a.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.03 (dd, 1H, H-7', %.s= 8.8 Hz, J4.5= 1.0 Hz);
7.60 (d, 1H, H-4’, Jy.s= 9.1 Hz); 7.44 (s, 1H, H-4); 7.33 (ddd, 1H, H-5', k4= 9.1 Hz, k.
&= 6.4 Hz, %.= 1.0 Hz); 7.07 (pdd, 1H, H-6', Js.s= 6.4 Hz, J.,= 8.8 Hz); 4.45 (c, 2H, -
COOCH,CH3, J= 7.1 Hz); 1.43 (t, 3H, -COOCH,CH3, J = 7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): § 159.38, 158.36, 157.61 (-COOCH,CHs, C-3, C-7a’ );
142.47 (C-3"); 136.34 (C-5); 131.34, 124.91, 121.38, 115.06 (C-4', C-5, C-6', C-7');

115.00 (C-3a"); 107.80 (C-4) 62.11 (-COOCH,CH3); 14.33 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci3HiN3Os (M + H)Y 258.087866; encontrado
258.087453 (desviacion 1.6 ppm).

Anadlisis espectroscdpico de 155b.

COOEt

4 zN\N >
2' "NO; 13
3 H
155b

1H-RMN (300 MHz, CDCls): § 12.00 (sa, 1H, H-1); 8.10 (d, 1H, H-3', L.4= 8.2
Hz); 7.70 (pt, 1H, H-5, J.g=h.4= 7.5 Hz); 7.57 (m, 2H, H-4', H-6"); 7.26 (s, 1H, H-4);
4.37 (c, 2H, -COOCH,CHs, J= 7.1 Hz); 1,36 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz).
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13C.RMN (75 MHz, CDCls): § 186.27 (Ph-CO); 159.32 (-COOCH,CH); 147.23 (C-3,
C-2; 137.34 (C-17); 135.01 (C-5); 134.25 (C-5"); 130.98 (C-4"); 129.26 (C-6"); 124.17 (C-
3); 109.98 (C-4); 62.01 (-COOCH,CHs); 14.22 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci3HiiN3OsNa (M + Na)* 312.0609834; encontrado
4312.060319 (desviacién 2.2 ppm).

Analisis espectroscdpico de 155c.

Para hacer el estudio espectroscdpico de compuesto 155¢, se supondra que
dicho compuesto esta formado por los regioisdmeros que se muestran en la siguiente

figura y la numeracién que se ha considerado seria la que se indica en la misma. Pf.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 12.50 (sa, 2H, H-1, H-1"); 7.63 (m, 8H, H-3", H-
3" H-4", H-4", H-5" H-5", H-6", H-6"); 7.09 (m, 2H, H-4, H-4"); 4.32 (2c, 4H, -
COOCH,CHs, COOCH,CH3); 1.32 (2t, 6H, -COOCH,CHs, -COOCH,CHs,).

13C-.RMN (100 MHz, CDCls): & 185.54 (Ph-CO); 160.92, 160.30, 146.39, 141.53,
133.82 (-COOCH,CH; -COOCH,CH;, C-2”, C-2", C-1", C-1"", C-1', C-3, C-3", C-5', C-5")
131.82-123.28 (C-3"-C-6", C-3""-C-6""); 112.19, 110.30 (C-4, C-4™); 61.70, 61.66 (-
COOCH,CHs, -COOCH,CHs); 14.22, 14.18 (-COOCH,CHs, -COOCH,CH).

HR LSIMS: Calculado para CyH»;:N¢O;Na (M + Na)* 553.144767; encontrado
553.144415 (desviacion 0.6 ppm)
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5.3.8.2.- Sintesis de 1-etil-3-(5’-metoxi-2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1+
pirazol-5-carboxilato de etilo (190) y 1-etil-3-(5'-metoxi-2'-nitrobenzoil)-1H+-
pirazol-5-carboxilato de etilo (191).

Se sigue el procedimiento 1 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:5. Se obtienen 120 mg de un sirupo naranja que se identifican como el
producto 190 y 54 mg y un sodlido naranja que se identifican como el producto 191.
Rendimiento: 190 37% y 191 17%. P.f. 191 104-106°C.

Anadlisis espectroscopico de 190.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 8.03 (d, 1H, H-3', %4= 9.1 Hz); 6.96 (dd, 1H, H-4",
Jy3= 9.1 Hz, Jy¢= 2.8 Hz); 6.86 (d, 1H, H-6’, Jy.4= 2.8 Hz); 4.35 (dd, 1H, H-5, %k.4,=
13.1. Hz, k4= 10.5 Hz); 4.21 (c, 2H, -COOCH,CH;, J = 7.1 Hz); 3.87 (s, 3H, -OCHs);
3.34 (m, 4H, H-4,-CH,CH3); 1.27 (t, 3H, -COOCH,CHs, J= 7.1 Hz); 1.08 (t, 3H, -CH,CHs, J
= 7.2 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): & 186.19 (Ph-CO); 169.87 (-COOCH,CHs); 163.63 (C-
57; 144.59 (C-3); 140.88 (C-27); 138.09 (C-1); 126.35 (C-3"); 115.22 (C-4"); 113.90 (C-
67; 65.95 (C-5); 61.92 (-COOCH,CH,); 56.16 (-OCHs); 46.30 (-CH,CHs); 34.47 (C-4);
14.17 (-COOCH,CH); 12.43 (-CH,CH).

HR LSIMS: Calculado para CisHyN3O¢ (M + H)* 350.135211; encontrado
350.135506 (desviacion -0.8 ppm).

Anélisis espectroscdpico de 191.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 8.13 (d, 1H, H-3', k4= 9.1 Hz); 7.43 (s, 1H, H-4);
7.05 (dd, 1H, H-4', Jy.3= 9.1 Hz, Jy¢= 2.8 Hz); 6.99 (d, 1H, H-6', J-4-= 2.8 Hz); 4.51 (c,
2H, -CH,CH5, J = 7.2 Hz); 4.34 (¢, 2H, -COOCH,CH;, J = 7.1 Hz); 3.91 (s, 3H, -OCHs);
1.31 (2t, 6H, -COOCH,CHs, -CH,CHs, J= 7.1 Hz, J= 7.2 Hz).
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3C-RMN (75 MHz, CDCl;): §186.72 (Ph-CO); 163.92 (C-5); 159.14 (-
COOCH,CH5); 148.34 (C-3); 140.94 (C-2"); 137.95 (C-1"); 133.81 (C-5); 126.50 (C-3");
115.57 (C-4"); 114.07 (C-6"); 112.72 (C-4); 61.52 (-COOCH,CHs); 56.24 (-OCHs); 48.11 (-
CH,CH3); 15.53 (-CH,CH;); 14.22 (-COOCH,CH;).

HR LSIMS: Calculado para CiHigNsOgNa (M + H)™ 348.119561; encontrado
348.119038 (desviacion 1.5 ppm).

5.3.8.3.- Sintesis de 1-butil-3-(5’-metoxi-2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (192) y 1-butil-3-(5’-metoxi-2’-nitrobenzoil)-
1H-pirazol -5-carboxilato de etilo (193).

Se sigue el procedimiento 1 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:6 y se obtienen 234 mg de un sirupo naranja que se identifica como el
producto 192, y 80 mg de otro sirupo naranja que se identifica como el producto 193.
Rendimiento: 192 67% y 193 23%.

Analisis espectroscopico de 192.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5 8.05 (d, 1H, H-3', A.4= 9.1 Hz); 6.97 (dd, 1H, H-
4°, Jy3= 9.1 Hz, Jy.g= 2.8 Hz); 6.87 (d, 1H, H-6', Jks= 2.8 Hz); 4.36 (dd, 1H, H-5, Js.4s=
13.2 Hz, Js.4p= 10.3 Hz); 4.22 (c, 2H, -COOCH,CH;, J = 7.1 Hz); 3.88 (s, 3H, -OCH,); 3.32
(m, 4H, H-4, -CH,CH,CH,CHs); 1.48 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.29 (t, 3H, -COOCH,CHs, J
= 7.1 Hz); 1.23 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH;) ; 0.84 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs, 7 = 7.2 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): & 186.14 (Ph-CO); 169.87 (-COOCH,CHs); 163.61 (C-
57; 143.98 (C-3); 140.85 (C-2); 138.20 (C-17); 126.36 (C-3"); 115.24 (C-4"); 113.83 (C-
6); 66.31 (C-5); 61.93 (-COOCH,CHs); 56.87 (-OCH,); 51.87 (-CH,CH,CH,CHs); 34.41 (C-
4); 29.49 (-CH,CH,CH,CHs); 19.93 (-CH,CH,CH,CHs); 14.19 (-COOCH,CHs); 13.68 (-
CH,CH,CH,CH;).
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HR LSIMS: Calculado para CigH»3sNsO¢Na (M + Na)* 400.148455; encontrado
400.148861 (desviacion -1.0 ppm).

Anadlisis espectroscdpico de 193.

1H-RMN (300 MHz, CDCls): § 8.15 (d, 1H, H-3', b.4= 9.1 Hz); 7.45 (s, 1H, H-4);
7.06 (dd, 1H, H-4', Jy.y= 9.1 Hz, Jy.g= 2.8 Hz); 6.97 (d, 1H, H-6', k4= 2.8 Hz); 4.47 (t,
2H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.3 Hz); 4.35 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 3.92 (s, 3H, -
OCHs); 1.72 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.37 (t, 3H, -COOCH,CHs, 7= 7.1 Hz); 1.23 (m, 2H,
-CH,CH,CH,CHs); 0.88 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.3 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): &186.79 (Ph-CO); 163.98 (C-5); 159.14 (-
COOCH,CH;); 148.26 (C-3); 140.90 (C-2"); 138.03 (C-17); 134.07 (C-5); 126.51 (C-3");
115.60 (C-4"); 113.99 (C-6"); 112.69 (C-4); 61.49 (COOCH,CHs); 56.23 (-OCHs); 52.54 (-
CH,CH,CH,CH3); 32.26 (-CH,CH,CH,CH5); 19.91 (-CH,CH,CH,CH3); 14.26 (-COOCH,CHs);
13.57 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CigH»1N3:OgNa (M + Na)™ 398.132805; encontrado
398.132388 (desviacion 1.0 ppm).

5.3.8.4.- Sintesis de 1-bencil-3-(5’-metoxi-2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (194) y 1-bencil-3-(5'-metoxi-2'-nitrobenzoil)-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (195).

Se sigue el procedimiento 2 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:9 y se obtienen 115 mg de un sirupo naranja que se identifica como el
producto 194, y 190 mg de otro sirupo naranja que se identifica como el producto 195.
Rendimiento: 194 15% y 195 25%.
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Analisis espectroscopico de 194.

'H-RMN (300 MHz, CDCly): 5 8.12 (d, 1H, H-3', &.4= 9.1 Hz); 7.30 (m, 3H, H-3,
H-4, H-5pencio); 7.12 (M, 2H, H-2, H-6pencio); 7.00 (dd, 1H, H-4, J.3= 9.1 Hz, Jy.g= 2.8
Hz); 6.88 (d, 1H, H-6, J.4= 2.8 Hz); 4.69 (d, 1H, Hac, Jiaro= 14.8 Hz); 4.45 (d, 1H,
Hbcra, Kb-na= 14.8 Hz); 4.17 (m, 3H,-COOCH,CHs, H-5); 3.91 (s, 3H, -OCHs); 3.36 (dd,
1H, H-4a, Jiaap= 17.2 Hz, Jios= 12.8 Hz); 3.29 (dd, 1H, H-4b, Jipsa= 17.2 Hz, Jyps= 11.7
Hz, ); 1.26 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCs): & 186.59 (Ph-CO); 169.67 (-COOCH,CHs); 163.79 (C-
57; 145.21 (C-3); 140.52 (C-2); 138.27 (C-17); 134.86 (C-1lpencio); 128.82 (C-2, C-6pencii);
128.75 (C-3, C-Spencio); 128.17 (C-4vencio); 126.56 (C-3"); 115.32 (C-4'); 113.75 (C-6);
64.67 (C-5); 61.92 (-COOCH,CHs); 56.32 (-CHy-) ; 56.20 (-OCH,); 34.42 (C-4); 14.16 (-
COOCH,CH;).

HR LSIMS: Calculado para C;;H»1N3OgNa (M + Na)™ 434.132805; encontrado
434.132290 (desviacion 1.2 ppm).

Analisis espectroscopico de 195.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & 8.16 (d, 1H, H-3", 4= 9.1 Hz); 7.49 (s, 1H, H-4);
7.26 (m, 3H, H-3, H-4, H-5penci0); 7.12 (m, 2H, H-2, H-6pencio); 7.06 (dd, 1H, H-4', JL.3=
9.1 Hz, Jy.¢= 2.7 Hz); 6.98 (d, 1H, H-6", Jy4= 2.7 Hz); 5.66 (s, 2H, -CH;-); 4.29 (c, 2H, -
COOCH,CHs, J=7.1 Hz); 3.91 (s, 3H, -OCHs); 1.31 (t, 3H, -COOCH,CHs, J= 7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): §186.78 (Ph-CO); 163.99 (C-5"); 159.01 (-
COOCH,CHs); 148.72 (C-3); 140.82 (C-2"); 137.96 (C-1"); 135.94 (C-1pencio); 134.23 (C-5);
128.64 (C-2bencilo; C-Bbenciio); 128.02 (C-4bencio); 127.55 (C-3penciios C-5 bencio); 126.59 (C-3");
115.64 (C-4); 114.06 (C-6); 113.02 (C-4); 61.59 (-COOCH,CH); 56.25 (-OCH,); 55.91 (-
CHy-); 14.16 (-COOCH,CHs).
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HR LSIMS: Calculado para CyHisNsOgNa (M + Na)* 422.117155; encontrado
432.117431 (desviacion 0.6 ppm).

5.3.8.5.- Sintesis de 3-(5'-cloro-2'-nitrobenzoil)- 1 H-pirazol-5-carboxilato
de etilo (196).

Se sigue el procedimiento 1 descrito en el apartado 5.3.8, usando como agente
alquilante el bromuro de ciclohexilo, sin embargo en esta ocasion no se alquila el producto
de patida y se aromatiza completamente (probablemente debido al uso de un reactivo
muy voluminoso). El crudo resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de
silice usando como eluyente acetato de etilo/hexano 1:6 y se obtienen 120 mg de un

sélido amarillo se identifica como el producto 196. Rendimiento 40%. P.f. 199 -203°C.

'H-RMN (300 MHz, (CD5),CO): & 13.71 (sa, 1H, H-1); 8.24 (d, 1H, H-3’, %.+= 8.8
Hz); 7.81 (dd, 1H, H-4', Jy3= 8.8 Hz, J.¢= 2.3 Hz); 7.75 (sa, 1H, H-6"); 7.38 (s, 1H, H-
4); 4.36 (¢, 2H, -COOCH,CHs, J=7.1 Hz); 1.33 (t, 3H, -COOCH,CHs, J= 7.1 Hz).

13C-RMN (100 MHz, (CD;),CO): & 185.22 (Ph-CO); 158.37 (-COOCH,CH,); 151.14
(C-3); 146.39 (C-2"); 140.05 (C-5"); 137.05 (C-17); 136.30 (C-5); 131.17 (C-4"); 129.37 (C-
6); 126.02 (C-3"); 109.10 (C-4); 61.49 (-COOCH,CHs); 13.62 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci3Hi1NsOsCl (M + H)*; 324.038723 encontrado
324.039042 (desviacion -1.0 ppm).

5.3.8.6.- Sintesis de 1-metil-3-(5'-cloro-2'-nitrobenzoil)-1H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (197).

Se sigue el procedimiento 1 descrito en el apartado 5.3.8 y el agente alquilante
usado es sulfato de dimetilo, el crudo resultante se purifica mediante cromatografia flash
de gel de silice usando como eluyente acetato de etilo/hexano 1:8 y se obtienen 44 mg de

un sirupo amarillo que se identifica como el producto 197 y el derivado 1-metil-3-(5-cloro-
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2-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- /#-pirazol-5-carboxilato de etilo ya descrito. Rendimiento de
197: 14 %. P.f. 128-130°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.11 (d, 1H, H-3', %= 8.7 Hz); 7.60 (dd, 1H, H-
4, Jp3= 8.7 Hz, Jy.g= 2.3 Hz); 7.52 (d, 1H, H-6', Jyo= 2.3 Hz); 7.48 (s, 1H, H-4); 4.36
(c, 2H, -COOCH,CH3;, J =7.1 Hz); 4.10 (s, 3H, -CHs); 1.38 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1
Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): & 185.21 (Ph-CO); 159.21 (-COOCH,CHs); 147.94 (C-
3); 145.99 (C-27); 140.79 (C-5"); 136.92 (C-17); 134.85 (C-5); 130.78 (C-4"); 129.47 (C-
6); 125.51 (C-3"); 112.57 (C-4); 61.68 (-COOCH,CHs); 40.58 (-CHs); 14.24 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci4sH;;N30sCINa (M + Na)* 360.036318; encontrado
360.036142 (desviacion 0.5 ppm).

5.3.8.7.- Sintesis de 1-etil-3-(5'-cloro-2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1+
pirazol-5-carboxilato de etilo (198) y 1-etil-3-(5'-cloro-2'-nitrobenzoil)-1H+-
pirazol-5-carboxilato de etilo (199).

Se sigue el procedimiento 2 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:12. Se obtienen 263 mg de un sirupo amarillo que se identifica como 198,
y 150 mg un sélido amarillo que se identifica como el producto 199. Rendimiento: 198
40%y 199 23%. P.f. 199 100-102°C.

Analisis espectroscopico de 198.

1H-RMN (300 MHz, CDCs): § 7.98 (d, 1H, H-3', /4= 8.7 Hz); 7.53 (dd, 1H, H-4’,
Jyy= 8.7 Hz, Jyg= 2.2 Hz); 7.49 (d, 1H, H-6', Jow= 2.2 Hz); 4.41 (dd, 1H, H-5, J.,
=13.3 Hz, Jap= 10.0 Hz); 4.25 (c, 2H, -COOCH,CHs, J =7.1 Hz); 3.38 (m, 4H, H-4, -
CH,CH,); 1.32 (t, 3H, -COOCH,CHs, J= 7.1 Hz); 1.13 (t, 3H, -CH,CHs, J = 7.2 Hz).
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13C-RMN (75 MHz, CDCl;): 5 184.29 (Ph-CO); 169.60 (-COOCH,CHs); 146.35 (C-
2); 143.96 (C-3); 140.18 (C-5"); 136.96 (C-17); 130.23 (C-4"); 129.63 (C-6"); 125.25 (C-
37; 66.06 (C-5); 62.04 (-COOCH,CHs); 46.89 (-CH,CHs); 34.22 (C-4); 14.18 (-
COOCH,CHs); 12.53 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para C;sHi¢N3OsCINa (M + Na)* 376.067618; encontrado
376.067314 (desviacion 0.8 ppm)

Analisis espectroscdpico de 199.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): § 8.07 (d, 1H, H-3', A.4= 8.7 Hz); 7.59 (dd, 1H, H-
4, Jy3= 8.7 Hz, Jye= 2.3 Hz); 7.53 (d, 1H, H-6', Js= 2.3 Hz); 7.45 (s, 1H, H-4); 4.50
(¢, 2H, -CH,CHs, J = 7.2 Hz); 4.34 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 1.31 (t, 3H, -
COOCH,CH;, J= 7.1 Hz ); 1.33 (t, 3H, -CH,CHs J = 7.2 Hz ).

13C-RMN (75 MHz, CDCl3): & 185.17 (Ph-CO); 159.04 (-COOCH,CHs); 147.97 (C-
3); 146.43 (C-2"); 140.64 (C-5"); 136.74 (C-1'); 134.05 (C-5); 130.83 (C-4"); 129.64 (C-6");
125.40 (C-3"); 112.75 (C-4); 61.62 (-COOCH,CH;); 48.19 (-CH,CHs); 15.26 (-CH,CH:);
14.22 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisH14N30sCINa (M + Na)* 374.051968; encontrado
374.052214 (desviacion -0.7 ppm).

5.3.8.8.- Sintesis de 1-butil-3-(5'-cloro-2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro- 1+
pirazol-5-carboxilato de etilo (200) y 1-butil-3-(5’-cloro-2'-nitrobenzoil)-1H-

pirazol -5-carboxilato de etilo (201).

Se sigue el procedimiento 1 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:16. Se obtienen 100 mg de un sirupo amarillo que se identifica como el
producto 200, y 95 mg de un sdélido amarillo que se identifica como el producto 201.
Rendimiento: 200 28% y 201 27%. P.f. 201 58-60°C.
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Analisis espectroscépico de 200.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): §7.98 (d, 1H, H-3', .= 8.7 Hz); 7.50 (dd, 1H, H-4’,
Jy3= 8.7 Hz, Jy.g= 2.3 Hz); 7.45 (d, 1H, H-6", Jkw= 2.3 Hz); 4.46 (dd, 1H, H-5, J.4,=
13.3 Hz, k4= 10.3 Hz); 4.23 (¢, 2H, -COOCH,CH3, J =7.1 Hz); 3.33 (m, 4H, H-4, -
CH,CH,CH,CHs); 1.50 (m, 2H, -CH,CH.CH,CHs); 1.29 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz);
1.26 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs) ; 0.86 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.2 Hz).

13C.RMN (75 MHz, CDCl;): & 184.20 (Ph-CO); 169.56 (-COOCH,CH;); 146.28 (C-
2); 143.71 (C-3); 140.14 (C-5'); 137.04 (C-17); 130.19 (C.4); 129.62 (C-6"); 125.27 (C-3");
66.36 (C-5); 62.03 (-COOCH,CHs); 51.81 (-CH,CH,CH,CHs); 34.13 (C-4); 29.54 (-
CH,CH,CH,CH;); 19.92 (-CH,CH,CH,CHs); 14.17 (-COOCH,CHs); 13.66 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci7H»oN30sCINa (M + Na)* 404.098918; encontrado
404.099045 (desviacion -0.3 ppm).

Anadlisis espectroscdpico de 201.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5 8.08 (d, 1H, H-3', b.4= 8.7 Hz); 7.60 (dd, 1H, H-
4, Jyy= 8.7 Hz, Jye= 2.2 Hz); 7.53 (d, 1H, H-6', J.4= 2.2 Hz); 7.46 (s, 1H, H-4); 4.46 (t,
2H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.3 Hz) ; 4.35 (¢, 2H, -COOCH,CH;, J =7.1 Hz); 1.69 (m, 2H, -
CH,CH,CH,CH,); 1.37 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 1.23 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs);
0.87 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.3 Hz).

13C.RMN (75 MHz, CDCl;): § 185.22 (Ph-CO); 159.07 (-COOCH,CH;); 147.88 (C-
3); 146.32 (C-2"); 140.64 (C-5"); 136.82 (C-17); 134.32 (C-5); 130.79 (C-4"); 129.61 (C-6");
125.42 (C-3"); 112.69 (C-4); 61.59 (-COOCH,-CHs); 52.59 (-CH,CH,CH,CHs); 32.18 (-
CH,CH,CH,CH;); 19.59 (-CH,CH,CH,CHs); 14.21 (-COOCH,CHs); 13.53 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para C;;H;sNsOsCINa (M + Na)*™ 402.083268; encontrado
402.082714 (desviacion 1.4 ppm).
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5.3.8.9.- Sintesis de 1-bencil-3-(5'-cloro-2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (202) y 1-bencil-3-(5'-cloro-2’-nitrobenzoil)-
1H-pirazol -5-carboxilato de etilo (203).

Se sigue el procedimiento 2 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:20. Se obtienen 85 mg de un sirupo amarillo que se identifica como el
producto 202, y 77 mg de un sélido amarillo y 203 que se identifica como el producto.
Rendimiento: 202 11 %; 203 10%. P.f. 203 135- 136°C

Anadlisis espectroscdpico de 202.

'H-RMN (300 MHz, CDCl): §8.04 (d, 1H, H-3', A= 8.7 Hz); 7.54 (dd, 1H, H-4’,
Jyy= 8.7 Hz, Jy.g= 2.3 Hz); 7.46 (d, 1H, H-6', k4= 2.3 Hz); 7.31 (m, 3H, H-3 - H-5pencic);
7.13 (M, 2H, H-2sencio; H-6benciio); 4.70 (d, 1H, Hacrz, Jiasn= 15.1 Hz); 4.48 (d, 1H, Hbgu,
Jioa= 15.1 Hz); 4.17 (m, 3H,- COOCH,CHs, H-5); 3.37 (dd, 1H, H-4a, Jipap= 17.3 Hz, Jis.
s= 12.5 Hz); 3.27 (dd, 1H, H-4b, Jpse= 17.3 Hz, Jws= 11.5 Hz); 1.27 (t, 3H, -
COOCH,CHs, J = 7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): § 184.70 (Ph-CO); 169.41 (-COOCH,CH;); 145.98 (C-
2); 144.56 (C-3"); 140.37 (C-5"); 137.09 (C-1"); 134.71 (C-1pencio); 130.32 (C-4"); 129.52
(C-6"); 128.83 (C-2vencilos C-6venciio); 128.78 (C-3pencios C-Sbencio); 128.27 (C-4bencio); 125.47
(C-3); 64.77 (C-5); 62.02 (-COOCH,CHs); 56.28 (-CH,-); 34.17 (C-4); 14.162 (-
COOCH,CH-).

HR LSIMS: Calculado para CyHigN3OsCINa (M + Na)* 438.083473; encontrado
438.083548 (desviacion 0.2 ppm).
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Anadlisis espectroscdpico de 203.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.16 (d, 1H, H-3, A.4= 8.7 Hz); 7.61 (dd, 1H, H-
4, Jyy= 8.7 Hz, Jy.g= 2.3 Hz); 7.56 (d, 1H, H-6, J.4= 2.3 Hz); 7.51 (s, 1H, H-4); 7.26
(M, 3H, H-3 - H-5pencio); 7-12 (M, 2H, H-2pencior H-6benciio); 5.66 (S, 2H, -CHy-); 4.31 (¢, 2H,
-COOCH,CHs, J=7.1 Hz); 1.32 (t, 3H, -COOCH,CHs, J= 7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): & 185.30 (Ph-CO); 158.95 (-COOCH,CHs); 148.33 (C-
3); 146.25 (C-2); 140.80 (C-5); 136.76 (C-1'); 135.76 (C-lpencio); 134.45 (C-5); 130.92
(C-4"); 129.67 (C-6"); 128.70 (C-2bencior C-Bencio); 128.14 (C-4pencio); 127.61 (C-3pencio, C-
Sbencio); 125.35 (C-3); 113.10 (C-4); 61.73 (-COOCH,CHs); 56.01 (-CH,-); 14.20 (-
COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CyHi6N30sCINa (M + Na)* 436.067618; encontrado
436.067075 (desviacion 1.2 ppm).

5.3.8.10.- Sintesis de 1-etil-3-(2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (204) y 1-etil-3-(2’-nitrobenzoil)- ZH-pirazol -5-carboxilato
de etilo (205).

Se sigue el procedimiento 1 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:10. Se obtienen 136 mg de un sirupo amarillo-anaranjado que se identifica
como el producto 204, y 76 mg de un sdlido naranja que se identifica como el producto
205. Rendimiento: 204 46% y 205 26%. P.f. 205 91-93 °C.

Anadlisis espectroscopico de 204.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.02 (dd, 1H, H-3', .= 8.1 Hz, A.s= 1.1 Hz);
7.67 (pdt, 1H, H-5, J.4=7.7 Hz, J.g= 7.5 Hz, ky= 1.1 Hz); 7.56 (pdt, 1H, H-4', Jy.5=
7.7 Hz, Jy.3= 8.1 Hz, Jy-e= 1.6 Hz); 7.50 (dd, 1H, H-6, Jv.s= 7.5 Hz, ko= 1.6 Hz); 4.37
(dd, 1H, H-5, J.4a= 13.0 Hz, k4= 10.4 Hz); 4.23 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 3.37
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(m, 4H, H-4,-CH,CHs); 1.29 (t, 3H, -COOCH,CH;, J = 7.1 Hz); 1.12 (t, 3H, -CH,CHs, J =
7.2 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): & 186.08 (Ph-CO); 169.81 (-COOCH,CHs); 148.23 (C-
2); 144.58 (C-3); 135.39 (C-1); 133.48 (C-5); 130.56 (C-4"); 129.55 (C-6"); 123.75 (C-
3"); 66.05 (C-5); 61.94 (-COOCH,CHs;); 46.95 (-CH,CHs;); 34.44 (C-4); 14.18 (-
COOCH,CHs); 12.46 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisHi;NsOsNa (M + Na)* 342.106591; encontrado
342.106724 (desviacion -0.4 ppm).

Anadlisis espectroscdpico de 205.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): §8.12 (dd, 1H, H-3, A= 8.1 Hz, J.5= 1.1 Hz);
7.75 (pdt 1H, H-5', &y =7.7 Hz, k.g= 7.5 Hz, J.3= 1.1 Hz); 7.65 (pdt, 1H, H-4', Jy.q=
1.6 Hz, Jy.3= 8.1 Hz, Jy.s= 7.7 Hz); 7.59 (dd, 1H, H-6', J.4= 1.6 Hz, J.5= 7.5 Hz ); 7.45
(s, 1H, H-4); 4.51 (¢, 2H, -CH,CHs, J = 7.2 Hz); 4.35 (¢, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz);
1.37 (t, 3H, -COOCH,CH;, J = 7.1 Hz); 1.34 (t, 3H, -CH,CHs, J = 7.2 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): & 186.74 (Ph-CO); 159.14 (-COOCH,CHs); 148.38 (C-3,
C-2"); 135.27 (C-1"); 133.84 (C-5, C-5'); 130.93 (C-4"); 129.61 (C-6"); 123.91 (C-3");
112.73 (C-4); 61.54 (-COOCH.,CHs3); 48.10 (-CH,CH3); 15.26 (-CH,CHs); 14.22 (-
COOCH,CH3).

HR LSIMS: Calculado para CisHisNsOsNa (M + Na)™ 340.090941; encontrado
340.090904 (desviacion 0.1 ppm).
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5.3.8.11.- Sintesis de 1-butil-3-(2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-
5-carboxilato de etilo (206) y 1-butil-3-(2'-nitrobenzoil)-1H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (207).

Se sigue el procedimiento 1 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:15. Se obtienen 26 mg de un sirupo amarillo que se identifica como el
producto 206, y 109 mg de un sirupo naranja que se identifica como el producto 207.
Rendimiento: 206 8 % y 207 35%.

Anadlisis espectroscopico de 206.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.02 (dd, 1H, H-3', A= 8.1 Hz, k5= 1.2 Hz);
7.67 (pdt, 1H, H-5', k4= 7.7 Hz, J%.¢= 7.5 Hz, k3= 1.2 Hz); 7.56 (pdt, 1H, H-4', J.5=
7.7 Hz, Jyy= 8.1 Hz, Jy.g= 1.6 Hz); 7.50 (dd, 1H, H-6', J.s= 7.5 Hz, 4= 1.6 Hz); 4.37
(dd, 1H, H-5, k.4,= 12.4 Hz, J%.4,= 10.2 Hz); 4.24 (c, 2H, -COOCH,CH3, J = 7.1 Hz); 3.33
(m, 4H, H-4, -CH,CH,CH,CHs); 1.50 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH5); 1.28 (m, 2H, -
CH,CH,CH,CH3); 1.30 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 0.86 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs, J =
7.2 H2).

13C-RMN (100 MHz, CDCl3): & 186.10 (Ph-CO); 169.86 (-COOCH,CHs); 148.15 (C-
2); 143.99 (C-3); 135.47 (C-1); 133.56 (C-5); 130.36 (C-4"); 129.57 (C-6"); 123.82 (C-
3); 66.39 (C-5); 62.01 (-COOCH,CHs); 51.92 (-CH,CH,CH,CHs); 34.38 (C-4); 29.52 (-
CH,CH,CH,CH3); 19.97 (-CH,CH,CH,CHs); 14.23 (-COOCH,CHs); 13.75 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;H»N3OsNa (M + Na)* 370.137891; encontrado
370.135576 (desviacion 0.8 ppm).

Analisis espectroscdpico de 207.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 58.12 (dd, 1H, H-3', 4= 8.1 Hz, A.5= 1.2 Hz);
7.75 (pdt, 1H, H-5', k.g=7.4 Hz, Joy= 7.7 Hz, J.3= 1.2 Hz); 7.65 (pdt, 1H, H-4', Jy.g=
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7.7 Hz, Jy.3= 8.1 Hz, Jyg= 1.5 Hz); 7.58 (dd, 1H, H-6', J.s= 7.4 Hz, Jys= 1.5 Hz); 7.46
(s, 1H, H-4); 4.46 (t, 2H, -CH,CH,CH,CHs, 7= 7.2 Hz); 4.34 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1
Hz); 1.71 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH;); 1.37 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 1.23 (m, 2H, -
CH,CH,CH,CHs); 0.87 (t , 3H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.2 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): & 186.82 (Ph-CO); 159.19 (-COOCH,CHs); 148.29 (C-
3); 148.17 (C-2"); 135.35 (C-1"); 134.14 (C-5); 133.88 (C-5"); 130.90 (C-4"); 129.57 (C-6");
123.94 (C-3"); 112.69 (C-4); 61.51 (-COOCH,CHs); 52.54 (-CH,CH,CH,CHs); 32.20 (-
CH,CH,CH,CH;); 19.61 (-CH,CH,CH,CHs); 14.22 (-COOCH,CHs); 13.56 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;H»N3;Os (M + H)* 346.140296; encontrado
346.140677 (desviacion -1.1 ppm).

5.3.8.12.- Sintesis de 1-bencil-3-(2'-nitrobenzoil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-5-carboxilato de etilo (208) y 1-bencil-3-(2'-nitrobenzoil)- 1 H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (209).

Se sigue el procedimiento 2 descrito en el apartado 5.3.8 y el crudo resultante se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:9. Se obtienen 182 mg de un sirupo naranja que se identifica como el
producto 208 y, 190 mg de un sirupo naranja que se identifica como el producto 209.
Rendimiento: 208 26% y 209 27%. P.f. 209 106-108 °C.

Anadlisis espectroscopico de 208.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.09 (dd, 1H, H-3', k4= 8.1 Hz, A.5= 1.1 Hz);
7.70 (pdt, 1H, H-5', Jk.g= 7.5 Hz, 4= 7.7 Hz, k3= 1.1 Hz); 7.59 (pdt, 1H, H-4', L5 =
7.7 Hz, Jy3= 8.1 Hz, Jy.¢= 1.5 Hz); 7.50 (dd, 1H, H-6', J.s= 7.5 Hz, Jy.4= 1.5 Hz); 7.30
(m, 3H, H-3 - H-5penciio); 7-13 (M, 2H, H-2penciio, H-6pencito); 4-68 (d, 1H, Hacyp, Hia-rp= 14.8
Hz); 4.46 (d, 1H, Hbcyz, Ap-4a= 14.8 Hz); 4.16 (m, 3H, -COOCH,CH3, H-5); 3.37 (dd, 1H,
H-4a, Jjap= 17.4 Hz, Jjo5= 12.9 Hz); 3.29 (dd, 1H, H-4b, Jp4.= 17.4 Hz, Jyps= 11.4 Hz);
1.26 (t, 3H, -COOCH,CH3, J= 7.1 Hz).
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13C-RMN (75 MHz, CDCls): & 186.51 (Ph-CO); 169.60 (-COOCH,CHs); 147.82 (C-
2); 145.10 (C-3); 135.57 (C-lyencio); 134.87 (C-17); 133.69 (C-57); 130.42 (C-4'); 129.41
(C-6"); 128.81 (C-2pencitos C-6penciio); 128.77 (C-3penciior C-Sbencio); 128.18 (C-4bencio); 123.96
(C-3); 64.71 (C-5); 61.93 (-COOCH,CHs); 56.33 (-CHy-); 34.40 (C-4); 14.16 (-
COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CyHisNsOsNa (M + Na)™ 404.122241; encontrado
404.122010 (desviacion 0.6 ppm).

Anadlisis espectroscdpico de 209.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): §8.15 (dd, 1H, H-3', A= 8.1 Hz, A.5= 1.0 Hz);
7.76 (pdt, 1H, H-5', k.= 7.5 Hz, Jk.4= 7.7 Hz, J.3= 1.0 Hz); 7.66 (pdt, 1H, H-4', J.s=
7.7 Hz, Jy.3= 8.1 Hz, Jy.¢= 1.5 Hz); 7.60 (dd, 1H, H-6', Jy.5= 7.5 Hz, Js= 1.5 Hz); 7.51
(s, 1H, H-4); 7.26 (m, 3H, H-3 - H-5pencito); 7.12 (M, 2H, H-2pencio, H-6bencio); 5.66 (s, 2H, -
CH,-); 4.30 (c, 2H, -COOCH,CH3, J= 7.1 Hz); 1.32 (t, 3H, -COOCH,CH;, J = 7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): & 186.84 (Ph-CO); 159.02 (-COOCH,CHs); 148.76 (C-
3); 148.08 (C-2"); 135.90 (C-1; 135.33 (C-lpencio); 134.29 (C-5); 133.96 (C-57); 130.96
(C-4); 129.58 (C-6"); 128.64 (C-2bencior C-Bbencio); 128.05 (C-4penciio); 127.59 (C-3pencior C-
Sbencio); 124.02 (C-3"); 113.05 (C-4); 61.61 (-COOCH,CHs); 55.95 (-CH,-); 14.17 (-
COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CyHi7NsOsNa (M + Na)* 402.106591; encontrado
402.106448 (desviacion 0.4 ppm)
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5.4.- Sintesis de compuestos finales.?®

5.4.1.- Sintesis de compuestos con estructra pirrdlica.

/ \ [\

Ry CONHR; R, N CONHR,
T FeIFeZSO4 |
—
R4 H,0 R4
NO, 2 NH;

Procedimiento general de sintesis:

Se adicionan 0.290 g (5.24 mmol) de hierro en polvo y 0.150 g (0.524 mmol) de
sulfato ferroso, sobre una suspension de 0.524 mmol del correspondiente nitroareno en 15
ml de agua, a 95-100°C. La mezcla de reacciébn se mantiene en agitacion a esta
temperatura entre 3 y 5 horas. Transcurrido dicho tiempo, se deja enfriar a temperatura
ambiente, se filtra a través de celita y ésta se lava varias veces con diclorometano. La fase
acuosa se extrae con diclorometano (3 x 15 ml) y acetato de etilo (3 x 15 ml). Los
extractos organicos reunidos se lavan con salmuera, se secan (Na,SO,) y concentran al
rotavapor. El solido resultante se purifica mediante recristalizacion de cloruro de

metileno/hexano.

5.4.1.1.- Sintesis de 5-(2'-amino-5'-metoxifenil)- *-metil -ZH-pirrol-2-
carboxamida (LC-1).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de CH,Cl, /hexano. Se obtienen 62
mg de un sdlido gris claro. Rendimiento 48%. P.f. 202-204°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCl;): 5 10.05 (sa, 1H, H-1); 6.87 (d, 1H, H-6', 4= 1.5
Hz); 6.72 (m, 2H, H-3', H-4"); 6.58 (dd, 1H, H-3, 4= 3.6 Hz, .= 2.4 Hz); 6.42 (dd, 1H,
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H-4, Ji5= 3.6 Hz, Jy1= 2.7 Hz); 5.98 (ps, 1H,-CONH-); 3.75 (s, 3H, -OCHs); 2.95 (d, 3H, -
CHs, J = 5.3 Hz)

13C.RMN (75 MHz, CDCl): & 161.79 (-CONH-); 153.51 (C-5"); 136.77 (C-2);
133.28 (C-5); 126.07 (C-2); 119.98 (C-1'); 118.96 (C-3'); 114.94 (C-4"); 113.64 (C-6');
109.77 (C-3); 109.03 (C-4); 55.90 (-OCHs); 26.27 (-CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisHisNsO4Na (M + Na)* 268.106197; encontrado
268.106589 (desviacion -1.5 ppm).

Analisis elemental: (C;3H;5N305).
Tedrico (%) C 63.66 H6.16 N 17.13
Obtenido (%) C 63.02 H 5.74 N 16.90

5.4.1.2.- Sintesis de 5-(2'-amino-5'-metoxifenil)- A-propil-ZH-pirrol-2-
carboxamida (LC-2).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 88 mg
de un solido blanco grisaceo. Rendimiento 62%. P.f. 183-184°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 10.00 (sa, 1H, H-1); 6.87 (d, 1H, H-6', Jy4= 2.4
Hz); 6.73 (m, 2H, H-3’, H-4"); 6.58 (pt, 1H, H-3, A4= 3.6 Hz); 6.43 (pt, 1H, H-4, J, 5= 3.6
Hz); 5.93 (sa, 1H, -CONH-); 3.73 (s, 3H, -OCHs); 3.56 (m, 2H, -CH,CH,CHs); 1.60 (m, 2H,
-CH,CH,CH3); 0.96 (t, 3H, -CH2CH,CHs;, J=7.3 Hz).

13C-.RMN (75 MHz, CDCh): &161.13 (-CONH-); 153.64 (C-5'); 136.00 (C-2');
133.19 (C-5); 126.24 (C-2); 119.13 (C-3', C-1°); 114.91 (C-4); 113.66 (C-6"); 109.73 (C-
3); 109.04 (C-4); 55.87 (-OCHs); 41.26 (-CH,CH,CHs); 23.17 (-CH,CH,CH;); 11.45 (-
CH,CH,CHs).
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HR LSIMS: Calculado para CisHigNsO,Na (M + Na)* 296.137497; encontrado
296.137709 (desviacion -0.7 ppm).

Analisis elemental: (C;3H;9N30,).
Tedrico (%) C65.91 H7.01 N 15.37
Obtenido (%) C65.61 H 6.94 N 15.17

5.4.1.3.- Sintesis de 5-(2'-amino-5'-metoxifenil)-V-ciclopropil- 2 H#-pirrol-
2-carboxamida (LC-3).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de CH,Cl, /hexano. Se obtienen 109

mg de un sélido blanco grisaceo. Rendimiento 77%. P.f. 195-196°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 10.04 (sa, 1H, H-1); 6.86 (m, 1H, H-6"); 6.72 (m,
2H, H-3’, H-4"); 6.56 (ps, 1H, H-3); 6.40 (pt, 1H, H-4, L= 3.5 Hz); 6.10 (sa, 1H, -CONH-
); 3.75 (s, 3H, -OCHs); 3.75 (sa, 2H, -NH,); 2.81 (m, 1H, H-1gdoprop.); 0.82, 0.60 (2m, 4H,
H-2, H-3cicioprop.)-

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): & 158.85 (-CONH-); 153.50 (C-57); 136.85 (C-2');
133.50 (C-5); 125.87 (C-2); 119.90 (C-17); 118.99 (C-3); 114.96 (C-4"); 113.69 (C-6";
110.41 (C-3); 109.49 (C-4); 55.89 (-OCH;); 22.71 (C-Laicopop.); 7-01 (C-2, C-3ccioprop.)-

HR LSIMS: Calculado para CisHi7N3O,Na (M + Na)® 294.121847; encontrado
294.121920 (desviacion -0.3 ppm).

Analisis elemental: (C;5H;,Ns0,).

Tedrico (%) C 66.40 H 6.32 N 15.49
Obtenido (%) C 66.01 H 6.30 N 14.98
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5.4.1.4.- Sintesis de 5-(2'-amino-5'-metoxifenil)- V-ciclopentil- 2 #-pirrol-
2-carboxamida (LC-4).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de acetato de etilo/hexano. Se

obtienen 86 mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 55%. P.f. 185-187°C.

'H-RMN (300 MHz, DMSO): §11.30 (sa, 1H, H-1); 7.77 (d, 1H, -CONH-, J= 7.4
Hz); 6.89 (d, 1H, H-6', Jy.s= 2.8 Hz); 6.83 (d, 1H, H-3, 4= 3.6 Hz); 6.70 (d, 1H, H-3’, 4.
4= 8.6 Hz); 6.62 (dd, 1H, H-4', J,.3= 8.6 Hz, J,¢= 2.8 Hz); 6.36 (d, 1H, H-4, J, 3= 3.6
Hz); 4.56 (sa, 2H, -NH,); 4.17 (m, 1H, H-1gdopent.); 3.67 (s, 3H, -OCH3); 1.93 -1.38 (m,
8H, H-2 - H-5¢dopent.)-

13C-RMN (75 MHz, DMSO): 5 160.47 (-CONH-); 151.75 (C-5; 139.23 (C-2');
132.99 (C-5); 127.26 (C-2); 118.73 (C-17); 117.96 (C-3'); 114.88 (C-4"); 113.84 (C-6";
112.18 (C-3); 108.56 (C-4); 55.92 (-OCHs); 50.89 (C-leicopent) 32.84 (C-2, C-Scicopent.);
24.11 (C-3, C-4ciciopent.)-

HR LSIMS: Calculado para Ci7H;NsO.Na (M + Na)* 322.153147; encontrado
322.153228 (desviacion -0.3 ppm).

Analisis Elemental: (C;7H,;N30,).
Tedrico (%) C 68.21 H 7.07 N 14.04

Obtenido (%) C 68.54 H 6.87 N 13.76

5.4.1.5.- Sintesis de 5-(2’-amino-5’-metoxifenil)- A-bencil -1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-5).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo

resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
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acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de acetato de etilo/hexano. Se
obtienen 121 mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 72%. P.f. 178-180°C.

'H-RMN (300 MHz, CDsOD): & 7.28 (m, 5H, H-2 - H-6pencio); 6.91 (m, 2H, H-6',
H-3); 6.80 (d, 1H, H-3, L.4= 8.7 Hz ); 6.71 (dd, H-4', Jy.3= 8.7 Hz, Jy_¢= 2.8 Hz); 6.43
(d, 1H, H-4, J,3= 3.8 Hz); 4.53 (s, 2H, -CH,-); 3.74 (s, 3H, -OCH}).

13C-RMN (75 MHz, CD;OD): & 163.58 (-CONH-); 154.46 (C-5); 140.50, 139.05
(C-2', C-1pendio); 135.03 (C-5); 129.50 (C-2, C-6pencio); 128.47 (C-3, C-5pencio); 128.10 (C-
4pencio); 127.09 (C-2); 121.14 (C-1); 119.60 (C-3"); 115.89 (C-4"); 114.70 (C-6'); 113.33
(C-3); 109.92 (C-4); 56.21 (-OCHs); 43.93 (-CH,-).

HR LSIMS: Calculado para CisHioN3O,Na (M + Na)* 344.137497; encontrado
344.138078 (desviacion -1.7 ppm).

Analisis Elemental: (C;oH:oN30).
Teorico (%) c71.01 H 5.96 N 13.08
Obtenido (%) C70.84 H 5.68 N 12.98

5.4.1.6.- Sintesis de 5-(2’-amino-5'-metoxifenil)- 1 H-pirrol-2-
carboxamida (LC-6).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen 87
mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 72% P.f. 123-125°C.

'H-RMN (400 MHz, CDCl5): § 10.21 (sa, 1H, H-1); 6.70 (ps, 1H, H-6"); 6.90 (m,

2H, H-3, H-4"); 6.67 (pt, 1H, H-3 A4= 3.3 Hz); 6.44 (pt, 1H, H-4, 5= 3.3 Hz); 5.83
(sa, 2H, -CONH,); 3.73 (s, 3H, -OCH).
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13C.RMN (100 MHz, CDCls): & 162.83 (-CONH-); 153.36 (C-5"); 136.99 (C-2);
134.33 (C-5); 124.98 (C-2); 119.68 (C-1'); 118.94 (C-3"); 115.05 (C-4"); 113.72 (C-6');
111.86 (C-3); 109.27 (C-4); 55.87 (-OCH).

HR LSIMS: Calculado para Ci;Hi3N3O,Na (M + Na)* 254.090547; encontrado
254.090215 (desviacion 1.3 ppm).

Analisis Elemental: (C;gH;,N30).
Tedrico (%) C74.21 H 5.88 N 14.42
Obtenido (%) C 73.98 H 5.53 N 14.09

5.4.1.7.- Sintesis de 5-(2'-amino-5'-clorofenil)-V-metil-1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-7).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 81 mg
de un sdlido blanco amarillento. Rendimiento 62 %. P.f. 175-176°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §10.05 (sa, 1H, H-1); 7.24 (d, 1H, H-6’, .4 = 2.4
Hz); 7.05 (dd, 1H, H-4', Jy¢= 2.4 Hz, Jy3= 8.6 Hz ); 6.68 (d, 1H, H-3’, J3.4 = 8.6 Hz);
6.58 (dd, 1H, H-3, k4= 3.7 Hz, k.= 2.6 Hz); 6.40 (dd, 1H, H-4, J3= 3.7 Hz, 4= 2.9
Hz); 5.94 (sa, 1H, -CONH- ); 4.00 (sa, 2H, -NH,); 2.95 (d, 3H, -CH;, J = 4.9 Hz).

13C.RMN (100 MHz, (CD5),CO): & 161.29 (-CONH-); 144.20 (C-2"); 131.48 (C-5);
128.28 (C-6); 127.67 (C-4"); 127.51 (C-2); 121.37 (C-5"); 119.37 (C-17; 117.29 (C-3');

110.15 (C-3); 108.75 (C-4); 25.21 (-CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;H;;NsOCINa (M + Na)* 272.056660, encontrado
272.056584 (desviacion 0.3 ppm).
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Analisis Elemental: (C;3H;,N50Cl).
Tedrico (%) C57.72 H 4.84 N 16.83
Obtenido (%) C57.8 H 4.69 N 16.53

5.4.1.8.- Sintesis de 5-(2'-amino-5’-clorofenil)-V-etil- 1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-8).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:1 y después se recristaliza de CH, Cl,/hexano. Se obtienen 98

mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 71%. P.f. 183-185°C.

'H-RMN (300 MHz, (CD3),CO): §10.80 (sa, 1H, H-1); 7.42 (sa, 1H, -CONH-);
7.32 (d, 1H, H-6, J-4'= 2.4 Hz); 7.02 (dd, 1H, H-4', Jy.¢= 2.4 Hz, J,.3= 8.6 Hz); 6.82 (m,
2H, H-3', H-3); 6.43 (pt, 1H, H-4, Ls= 3.8 Hz); 4.85 (sa, 2H, -NH,); 3.34 (m, 2H, -
CH,CHs); 1.12 (t, 3H, -CH,CHs, J = 7.2 Hz).

13C-RMN (100 MHz, (CD;),CO): 5 160.60 (-CONH-); 144.13 (C-2"); 1301.57 (C-
5); 128.19 (C-6"); 127.60 (C-4"); 127.46 (C-2); 121.28 (C-5; 119.30 (C-1"); 117.20 (C-3";
110.23 (C-3); 108.66 (C-4); 33.70 (-CH,CHs); 154.53 (-CH.CH).

HR LSIMS: Calculado para Ci;3Hi4sNsOCI (M + Na)* 286.072310; encontrado
286.072185 (desviacion 0.4 ppm).

Analisis Elemental: (C;,H:;Ns0Cl).

Tedrico (%) € 59.21 H 5.35 N 15.93
Obtenido (%) C57.72 H 5.16 N 15.11
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5.4.1.9.- Sintesis de 5-(2'-amino-5’-clorofenil)-A-butil-1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-9).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 103

mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 68%. P.f: 161-163°C.

'H-RMN (400 MHz, CDCl3): & 10.09 (sa, 1H, H-1); 7.22 (d, 1H, H-6’, Jy4= 2.3
Hz); 7.03 (dd, 1H, H-4', Jy.s= 2.3 Hz, J,.3= 8.5 Hz ); 6.66 (d, 1H, H-3" J%.4= 8.5 Hz); 6.58
(pt, 1H, H-3, k4= 3.4 Hz); 6.40 (pt, 1H, H-4, J3= 3.4 Hz); 5.92 (sa, 1H, -CONH-); 3.38
(m, 2H, -CH,CH,CH,CH3); 4.00 (sa, 2H, -NH,); 1.55 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH5); 1.37 (m,
2H, -CH,CH,CH,CHs); 0.93 (t, 3H, -CH,CH,CH,CH3 J =7.2 Hz).

13C-RMN (100 MHz, CDCl;): 5 160.98 (-CONH-); 141.95 (C-2); 131.80 (C-5);
128.46 (C-4', C.6); 126.63 (C-2); 124.02 (C-5); 119.93 (C-1"); 118.02 (C-3"); 109.66 (C-
3); 109.40 (C-4); 39.32 (-CH.CH,CH,CHs); 31.99 (-CH,CH,CH,CHs); 20.19 (-
CH,CH,CH,CH); 13.87 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisH;gNsOCINa (M + Na)* 314.103610, encontrado
314.103681 (desviacion -0.2 ppm).

Analisis Elemental: (C;sH;sNsOCl).
Teobrico (%) C61.75 H 6.22 N 14.40

Obtenido (%) C61.67 H 5.88 N 13.97

5.4.1.10.- Sintesis de 5-(2’-amino-5'-clorofenil)- A-ciclopropil- 24 pirrol-
2-carboxamida (LC-10).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo

resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
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acetato de etilo/hexano 1:1 y después se recristaliza de acetato de etilo/hexano. Se

obtienen 98 mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 68%. P.f. 166-161°C.

'H-RMN (300 MHz, (CD3),C0O): & 10.95 (sa, 1H, H-1); 7.47 (sa, 1H, CONH-); 7.30
(d, 1H, H-6', J-4= 2.5 Hz); 7.00 (dd, 1H, H-4' J3= 8.5 Hz, Jy.¢= 2.5 Hz); 6.82 (m, 2H,
H-3', H-3); 6.41 (dd, 1H, H-4, J,3= 3.6 Hz, J,1= 2.8 Hz ); 4.81 (sa, 2H, -NH,); 2.82 (m,
1H, H-1cicoprop.); 0.68 - 0.49 (m, 4H, H-2, H-3ciciopop.)-

13C-RMN (75 MHz, (CD5),CO): §161.91 (-CONH-); 144.18 (C-2"); 131.68 (C-5);
128.28 (C-6); 127.70 (C-4"); 127.37 (C-2); 121.47 (C-5"); 119.42 (C-17; 117.32 (C-3');

110.64 (C-3); 108.75 (C-4); 22.46 (C-Lcdoprop.); 5-59 (C-2, C-3cicioprop.)-

HR LSIMS: Calculado para CisH14NsOCINa (M + Na)* 298.072310, encontrado
298.072359 (desviacion -0.2).

Analisis Elemental: (C;4H:;Ns0Cl).

Teorico (%) C 60.98 H5.12 N 15.24
Obtenido (%) C60.51 H4.72 N 14.90
5.4.1.11.- Sintesis de 5-(2’-amino-5’-clorofenil)- 1 H-pirrol-2-

carboxamida (LC-11).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:2 y después se recristaliza de acetato de etilo/hexano. Se

obtienen 73 mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 59% P.f. 197-198°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): §9.95 (sa, 1H, H-1); 7.31 (d, 1H, H-6', 4= 2.4 Hz);
7.08 (dd, 1H, H-4', Jy.¢= 2.4 Hz, Jy.3= 8.5 Hz ); 6.70 (d, 1H, H-3’, A.4= 8.5 Hz); 6.69 (pt,
1H, H-3, k4= 3.4 Hz); 6.46 (pt, 1H, H-4, J,3= 3.4 Hz); 5.70 (sa, 2H, -CONH,); 3.98 (sa,
2H, -NH,).
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13C.RMN ((75 MHz, (CDs),CO): & 162.29 (-CONH-); 144.19 (C-2); 131.97 (C-5);
128.24 (C-6); 127.76 (C-4"); 127.07 (C-2); 121.94 (C-5"); 119.29 (C-17); 117.40 (C-3');
111.56 (C-3); 108.86 (C-4).

HR LSIMS: Calculado para Ci1HgN3OCINa (M + Na)* 268.999204; encontrado
268.998686 (desviacion 1.8 ppm).

Analisis Elemental: (C;;H;o,N50Cl).

Teorico (%) C 56.06 H 4.28 N 17.41
Obtenido (%) C55.39 H4.14 N 17.81
5.4.1.12.- Sintesis de 5-(2'-aminofenil)- -metil- 1 H4-pirrol-2-

carboxamida (LC-12).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 77 mg

de un sdlido blanco amarillento. Rendimiento 68 %. P.f. 155-157°C.

1H-RMN (400 MHz, CDCls): 6 9.83 (sa, 1H, H-1); 7.28 (d, 1H, H-6", J.s= 7.7 Hz);
7.12 (pdt, 1H, H-4', J,.¢=1.0 Hz, J,-3=8.0 Hz, Jy.s= 7.5 Hz); 6.82 (t, 1H, H-5, k.= 7.7
Hz, J.4= 7.5 Hz); 6.76 (d, 1H, H-3’, A.4= 8.0 Hz); 6.61 (pt, 1H, H-3, A4= 3.1 Hz); 6.42
(pt, 1H, H-4, J3= 3.1 Hz); 4.00 (sa, 2H, -NH,); 5.97 (sa, 1H, -CONH-); 2.97 (d, 3H, -CH;,
J=4.9 Hz).

13C.RMN (100 MHz, CDCly): 5 161.76 (-CONH-); 143.67 (C-27); 133.16 (C-5);
128.86 (C-4', C-6"); 126.01 (C-2); 119.22 (C-5"); 118.35 (C-17); 116.72 (C-3"), 109.74 (C-

3), 108.95 (C-4), 26.27 (-CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;Hi3NsONa (M + Na)* 238.0958632; encontrado
238.095914 (desviacion -1.2 ppm).
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Analisis Elemental: (C;;H:3N30).
Teorico (%) C 66.96 H 6.09 N 19.52
Obtenido (%) C 66.82 H 6.07 N 19.17

5.4.1.13.- Sintesis de 5-(2'-aminofenil)-A-etil-1H-pirrol-2-carboxamida
(LC-13).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion con éter etilico/hexano. Se obtienen 58 mg
de un sodlido blanco grisaceo. Rendimiento 48%. P.f. 146-145°C.

'H-RMN (400 MHz, CDCl3): §10.85 (sa, 1H, H-1); 7.27 (d, 1H, H-6', J.s= 7.7
Hz); 7.11 (t, 1H, H-4, Jy.s= 7.5 Hz, Jy.3= 8.0 Hz); 6.80 (t, 1H, H-5', k4= 7.5 Hz, J.g=
7.7 Hz); 6.75 (d, 1H, H-3', J.4= 8.0 Hz); 6.61 (pt, 1H, H-3, A4= 3.1 Hz,); 6.41 (pt, 1H, H-
4, Ju3= 3.1 Hz); 5.95 (sa, 1H, -CONH-); 3.44 (m, 2H, -CH,CHs); 1.22 (t, 3H, -CH,CHs, J =
7.2 Hz).

13C-RMN (100 MHz, CDCl3): & 161.03 (-CONH-); 143.70 (C-2"); 133.19 (C-5);
128.87 (C-6); 128.81 (C-4); 126.10 (C-2); 119.16 (C-5); 118.39 (C-17; 116.67 (C-3");
109.68 (C-3); 108.90 (C-4); 34.40 (-CH,CHs); 15.18 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisHisNsONa (M + Na)* 252.111282; encontrado
252.111355 (desviacion -0.3 ppm).

Analisis Elemental: (C;3H:5N30).

Teorico (%) C68.10 H 6.59 N 18.33
Obtenido (%) C67.97 H 6.83 N 18.08
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5.4.1.14.- Sintesis de 5-(2'-aminofenil)- A-propil- 1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-14).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de éter etilico/hexano. Se obtienen

65 mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 51%. P.f. 115-116°C,

'H-RMN (400 MHz, CDCl5): 8 10.00 (sa, 1H, H-1); 7.26 (dd, 1H, H-6', J.5= 7.8
Hz, Jy.4= 1.5 Hz); 7.09 (pdt, 1H, H-4', Jy.¢= 1.5 Hz, Jys= 7.7 Hz, Jy3= 8.0 Hz ); 6.78
(pdt, 1H, H-5, k.¢= 7.7 Hz, Js.4= 7.8 Hz, J.3= 1.0 Hz ); 6.73 (dd, 1H, H-3’, A.4= 8.0 Hz,
A.5= 1.0 Hz); 6.62 (dd, 1H, H-3, A.4= 3.6 Hz, k.= 2.7 Hz); 6.40 (dd, 1H, H-4, Ls= 3.6
Hz, J,.;= 2.9 Hz ); 6.03 (ps, 1H, -CONH-); 3.98 (sa, 2H, -NH,); 3.83 (m, 2H, -CH,CH,CHs);
1.58 (m, 2H, -CH,CH,CHs); 0.94 (t, 3H, -CH,CH,CHs, J= 7.4 Hz) .

13C.RMN (100 MHz, CDCly): 5 161.12 (-CONH-); 143.73 (C-27); 133.19 (C-5);
128.82 (C-6); 128.76 (C-4"); 126.11 (C-2); 119.06 (C-5"); 118.35 (C-17; 116.57 (C-3');
109.69 (C-3); 108.87 (C-4); 41.17 (-CH,CH,CHs); 23.17 (-CH,CH,CHs;); 11.46 (-
CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci4sHi7N;ONa (M + Na)* 266.126932; encontrado
266.126195 (desviacion 2.8 ppm).

Analisis Elemental: (C;;H;;N30).

Tedrico (%) C69.11 H7.04 N 17.27
Obtenido (%) C 68.63 H 7.52 N 17.09
5.4.1.15.- Sintesis de 5-(2'-aminofenil)- A-butil- 2 H-pirrol-2-

carboxamida (LC-15).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo

resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
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acetato de etilo/hexano 1:3 y después se recristaliza de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 73 mg
de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 54%. P.f. 79-80°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCs): § 9.79 (sa, 1H, H-1); 7.27 (dd, 1H, H-6’, J.s= 7.8 Hz,
Joa= 1.4 Hz); 7.11 (pdt, 1H, H-4', Jy.s= 7.7 Hz, Jy.3= 8.0 Hz , Jy.e = 1.4 Hz); 6.80 (t, 1H,
H-5, k.g= 7.8 Hz, Ja= 7.7 Hz); 6.75 (d, 1H, H-3', .4 = 8.0 Hz); 6.59 (pt, 1H, H-3, A4
= 3.5 Hz); 6.41 (pt, 1H, H-4, J3= 3.5 Hz); 5.90 (ps, 1H, -CONH-); 4.10 (sa, 2H, -NH; );
3.40 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.56 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.39 ( m, 2H, -
CH,CH,CH,CHs); 0.95 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs, J= 7.3 Hz) .

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): §161.09 (-CONH-); 143.78 (C-2'); 133.20 (C-5);
128.89 (C-6); 128.85 (C-4"); 126.18 (C-2); 119.18 (C-5"); 118.42 (C-17; 116.71 (C-3');
109.52 (C-3); 108.88 (C-4); 39.29 (-CH,CH,CH,CHs); 31.97 (-CH,CH,CH,CHs); 20.18 (-
CH,CH,CH,CHs); 13.85 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisHigNsONa (M + Na)™ 280.142582; encontrado
280.142808 (desviacion -0.8 ppm).

Analisis Elemental: (C;5H;oN30).
Teorico (%) C 70.01 H 7.44 N 16.33
Obtenido (%) C 69.87 H7.29 N 16.01

5.4.1.16.- Sintesis de 5-(2'-aminofenil)-N-ciclopropil -1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-16).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:4 y después se recristaliza de acetato de etilo/hexano. Se

obtienen 62 mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 49%. P.f. 137-138°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5):8 9.90 (sa, 1H, H-1); 7.27 (dd, 1H, H-6', Jy.4= 1.5 Hz,
Jes= 7.7 Hz); 7.09 (pdt, 1H, H-4', Jy.s= 1.5 Hz, Jy.5= 7.6 Hz, Jy3= 8.0 Hz); 6.78 (pdt,
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1H, H-5', k4= 7.6 Hz, Jv.g= 7.7 Hz, k3= 1.1 Hz); 6.73 (d, 1H, H-3', .4+= 8.0 Hz); 6.60
(sa, 1H, H-3); 6.38 (pt, 1H, H-4, Js= 3.5 Hz); 6.22 (sa, 1H, -CONH-); 4.00 (sa, 2H, -NH,);
2.81 (m, 1H, H-1gdoprop.); 0.81, 0.59 (2m, 4H, H-2, H-3ccoprop.)-

13C.RMN (75 MHz, CDCl): §162.55 (-CONH-); 143.73 (C-2); 133.46 (C-5);
128.87 (C-6', C-4'); 125.81 (C-2); 119.14 (C-5"); 118.31 (C-1"); 116.67 (C-3"); 110.25 (C-
3); 108.99 (C-4); 22.67 (C-ldcioprop.); 6.94 (C-2, C-3 cicoprop.)-

HR LSIMS: Calculado para CysHisNsO (M + H)* 242.129337; encontrado
242.128716 (desviacion 2.6 ppm).

Analisis Elemental: (C;4H:5N30).
Tedrico (%) C 69.69 H 6.27 N 17.41
Obtenido (%) C 69.83 H 6.43 N 17.12

5.4.1.17.- Sintesis de 5-(2'-aminofenil)-N-ciclobutil-1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-17).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:4 y después se recristaliza de acetato de etilo/hexano. Se

obtienen 90 mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 67%. P.f. 163-165°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): 6 9.85 (sa, 1H, H-1); 7.26 (dd, 1H, H-6', J.4= 1.5 Hz,
Jo.s= 7.6 Hz); 7.11 (pdt, 1H, H-4', Jy.¢= 1.5 Hz, J4.5=7.7 Jy.3= 8.0 Hz); 6.80 (pdt, 1H, H-
5, kg= 7.6 Hz, Jos= 7.7 Hz, J.3= 0.9 Hz); 6.75 (d, 1H, H-3’, %.4= 8.0 Hz); 6.61 (dd, H-
3, A4= 3.6 Hz, £.4= 2.7 Hz); 6.40 (pt, 1H, H-4, J,3= 3.6 Hz); 6.05 (d, 1H, -CONH-, J =
7.7 Hz); 4.52 (m, 1H, H-1gqobut); 3.93 (sa, 2H, -NH,); 2.37 (m, 2H, H-4gconwt); 1.92, 1.73
(2m, 4H, H-2, H-3¢dobut.)-
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13C.RMN (75 MHz, CDCl;): 5160.12 (-CONH-); 143.71 (C-27); 133.36 (C-5);
128.89 (C-6'); 128.84 (C-4'); 125.99 (C-2); 119.17 (C-57); 118.41 (C-1°); 116.69 (C-37;
109.79 (C'3), 108.94 (C'4), 44.76 (C'lciclobut.); 31.76 (C'Z, C'4ciclobut.); 15.20 (C'3ciclobut.)-

HR LSIMS: Calculado para CisHi7NsONa (M + Na)* 278.126932; encontrado
278.126978 (desviacion -0.2 ppm).

Analisis Elemental: (C;5H;,N30).
Teorico (%) C 70.56 H 6.27 N 16.46
Obtenido (%) C 70.37 H6.21 N 16.05

5.4.1.18.- Sintesis de 5-(2'-aminofenil)-A-ciclopentil -1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-18).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizaciéon de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 97 mg de

un solido blanco grisaceo. Rendimiento 69%. P.f. 163-165°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCl;): § 9.85 (sa, 1H, H-1); 7.27 (d, 1H, H-6', J.s= 7.6 Hz);
7.11 (pdt, 1H, H-4', Jy.g= 1.5 Hz, Jy.s= 7.7 Hz, Jy.y= 8.0 Hz); 6.80 (pdt, 1H, H-5', k.¢=
7.6 Hz, 4= 7.7 Hz, 3= 1.0 Hz ); 6.75 (dd, 1H, H-3', 4= 8.0 Hz, A.s= 1.0 Hz); 6.58
(dd, 1H, H-3, 4= 3.6 Hz, . =2.6 Hz); 6.40 (pt, 1H, H-4, Jys= 3.6 Hz); 5.83 (d, 1H, -
CONH-, J = 7.6 Hz); 4.33 (m, 1H, H-1dqopent); 4.00 (sa, 1H, -NH,); 2.04, 1.66, 1.45 (3m,
8H, H-2 - H-5qopent.)-

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): 160.73 (-CONH-); 143.72 (C-2); 133.12 (C-5);
128.85 (C-6'); 128.82 (C-4"); 126.24 (C-2); 119.17 (C-5; 118.41 (C-1"); 116.68 (C-3"),

109.52 (C-3), 108.87 (C-4); 51.25 (C-Leidopent.); 33.40, 23.85 (C-2 - C-Scciopent.)-

HR LSIMS: Calculado para CigHigNsONa (M + H)* 270.160637; encontrado
270.160831 (desviacion -0.7 ppm).
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Analisis Elemental: (C;¢H1oN30).
Tedrico (%) C71.35 H7.11 N 15.60
Obtenido (%) C 69.82 H 6.78 N 15.28

5.4.1.19.- Sintesis de 5-(2’-aminofenil)-N-ciclohexil -1H-pirrol-2-
carboxamida (LC-19).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion de CH,Cl,/hexano. Se obtienen 88 mg de
un sélido blanco grisaceo. Rendimiento 59%. P.f. 152-154°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §9.98 (sa, 1H, H-1); 7.26 (d, 1H, H-6, J.s= 7.6 Hz);
7.10 (pdt, 1H, H-4', Jy.e= 1.5 Hz, Jy.s = 7.5 Hz, Jy-3= 8.3 Hz); 6.78 (pdt, 1H, H-5', J.g=
7.6 Hz, J.4= 7.5 Hz, J.3= 1.0 Hz ); 6.76 (dd, 1H, H-3’, A.4= 8.3 Hz, k.= 1.0 Hz); 6.60
(dd, 1H, H-3, k4= 3.6 Hz, 5, = 2.5 Hz); 6.40 (dd, 1H, H-4, J,3= 3.6 Hz; J.;= 2.7 Hz);
5.83 (d, 1H, -CONH-, J = 8.1 Hz); 3.85 (sa, 2H, -NH,); 3.88 (m, 1H, H-1gonex); 1.99 -
1.14 (m, 10H, H-2 - H-6¢gohex.)-

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): &160.24 (-CONH-); 143.36 (C-2"); 133.08 (C-5);
128.92 (C-6"); 128.77 (C-4"); 126.36 (C-2); 119.32 (C-5"); 118.62 (C-1'); 116.79 (C-3");
109.63 (C-3); 108.91 (C-4); 48.23(C-1¢ciohex.); 33.45, 25.00 (C-2 - C-6cicionex.)-

HR LSIMS: Calculado para Cy7H,1NsONa (M + Na)™ 306.158232; encontrado
306.158859 (desviacion -2.0 ppm).

Analisis Elemental: (C;,H,;N30).

Tedrico (%) C72.06H7.47 N 14.83
Obtenido (%) C72.40H6.99 N 14.81
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5.4.1.20.- Sintesis de 5-(2'-aminofenil) -N-bencil- 1 H-pirrol-2-
carboxamida (LC-20).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:1 y después se recristaliza de acetato de etilo/hexano. Se

obtienen 79 mg de un sdlido blanco grisaceo. Rendimiento 52%. P.f. 178-180°C.

'H-RMN (400 MHz, (CD;),C0O): & 11.40 (sa, 1H, H-1); 8.55 (t, 1H, -CONH-, 7= 5.9
Hz); 7.26 (m, 6H, H-6, H-2 - H-6pencito); ; 7.27 (pdt, 1H, H-4', Jy.¢= 1.4 Hz, Jy.5= 7.5 Hz,
Jy3= 8.0 Hz); 6.89 (d, 1H, H-3, k4= 3.5 Hz); 6.82 (d, 1H, H-3', k4= 8.2 Hz); 6.68 (%,
1H, H-5', %.4= 7.5 Hz, Jk.¢= 7.7 Hz); 6.35 (d, 1H, H-4, JL3= 3.5 Hz); 5.75 (sa, 2H, -NH,);
4.38 (d, 2H, -CH,-, 7= 6.0 Hz).

13C-RMN 100 MHz, (CDs),CO): & 160.36 (-CONH-); 140.00 (C-2' y C-lpencio);
132.45 (C-5); 129.06 (C-6); 128.31 (C-2 y C-6pencio); 128.00 (C-4"); 127.27 (C-3, C-
Sbencio); 126.76 (C-4gn), 126.56 (C-2); 118.43 (C-5' y C-17); 116.68 (C-3"); 111.88 (C-3),
108.32 (C-4); 41.98 (-CHy-).

HR LSIMS: Calculado para CijgHi7NsONa (M + Na)* 314.126932; encontrado
314.127148 (desviacion -0.7 ppm).

Analisis Elemental: (C;sH;,N30).
Teorico (%) C74.21 H 5.88 N 14.42
Obtenido (%) C 73.95 H 5.53 N 14.09

5.4.1.21.- Sintesis de 5-(2’-aminofenil)-1H-pirrol-2-carboxamida (LC-
21).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo

resultante se purifica mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano. Se obtienen 67

mg de un sélido grisaceo. Rendimiento 64%. P.f. 104-105°C.

335



Luisa Carlota Lopez Cara

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 9.75 (sa, 1H, H-1); 7.27 (dd, 1H, H-6", J.s = 7.6
Hz, J.+= 1.2 Hz); 7.11 (pdt, 1H, H-4', Jy¢= 1.3 Hz, L= 7.5 Hz, Jy3= 8.0 Hz); 6.80 (t,
1H, H-5', Jk.¢= 7.6 Hz, k.4 = 7.5 Hz); 6.74 (d, 1H, H-3’, %.4= 8.0 Hz); 6.69 (pt, 1H, H-3,
k4= 3.5 Hz, k.= 2.7 Hz); 6.43 (pt, 1H, H-4, L5 =3.5 Hz); 5.80 (sa, 2H, -CONH,), 4.00
(sa, 2H, -NH,).

13C.RMN (75 MHz, CDCl): & 157.35 (-CONH-) 138.35 (C-2'); 128.79 (C-5);
123.65 (C-6); 123.54 (C-4"); 119.56 (C-2); 113.84 (C-5"); 112.81 (C-17; 111.41 (C-3');

106.42 (C-3); 103.84 (C-4).

HR LSIMS: Calculado para C;;H;;NsONa (M + Na)* 224.079982; encontrado
224.080138 (desviacion -0.7 ppm).

Analisis Elemental: (C;;H;oN;0).

Tedrico (%) C 67.66 H5.91 N 20.20
Obtenido (%) C67.53 H 6.33 N 19.17
5.4.1.22.- Sintesis del 5-(2'-aminofenil)-1-metil- 1H-pirrol-2-

carboxamida (LC-22).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizaciéon de acetato de etilo /hexano. Se obtienen 56

mg de un sdlido grisaceo. Rendimiento 50 %. P.f. 122-123°C.

'H-RMN (300 MHz, CD;OD): & 7.22 (t, 1H, H-4' Jys= 7.5 Hz, Jy.3= 8.0 Hz);
7.10 (d, 1H, H-6', s = 7.1 Hz); 7.00 (d, 1H, H-3', A.4= 8.0 Hz); 6.92 (d, 1H, H-3, 4=
3.9 Hz); 6.85 (pt, 1H, H-5', 4= 7.5 Hz, g = 7.1 Hz,); 6.12 (d, 1H, H-4, Jy3= 3.9 Hz);
3.61 (s, 1H, -CHs).
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13C-RMN (75 MHz, CD;OD): & 163.84 (-CONH-); 145.56 (C-27); 135.40 (C-5);
132.07 (C-6"); 132.15 (C-4"); 126.91 (C-2); 120.01 (C-5); 118.08 (C-1’, C-3"); 113.45 (C-
3); 108.82 (C-4); 33.92 (-CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;Hi3NsONa (M + Na)™ 238.095632; encontrado
238.096092 (desviacion -1.9 ppm).

Analisis Elemental: (C;;H:3N30).

Tedrico (%) C 66.96 H 6.09 N 19.52
Obtenido (%) C 66.62 H 5.99 N 19.22

5.4.2. - Sintesis de compuestos con estructra pirazolinica.

Rs COOEt R COOEt
\ N\

/ /

NS NS
R, o R, o

FeIFeZSOE
H,0
NO, NH,

5.4.2.1.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-metoxibenzoil)-1-etil-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (LC-23).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente

acetato de etilo/hexano 1:8. Se obtienen 119 mg de un sirupo naranja. Rendimiento 71 %.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 8.06 (d, 1H, H-6', J.4= 3.0 Hz); 6.93 (dd, 1H, H-4’,
Jy3= 8.9 Hz, Jy.¢= 3.0 Hz); 6.61 (d, 1H, H-3', A.4= 8.9 Hz); 5.72 (sa, 2H, -NH,); 4.25 (c,
2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz) 4.17 (pt, 1H, H-5, J.4, =12.2 Hz, Jk.4,= 12.0 Hz); 3.75 (s,
3H, -OCHs); 3.40 (m, 4H, H-4, -CH,CHs); 1.30 (&, 3H, -COOCH,CHs;, J = 7.1 Hz); 1.30 (t,
3H, -CH,CH3, J = 7.2 Hz).
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13C-RMN (75 MHz, CDCls): & 187.17 (Ph-CO); 170.65 (-COOCH,CHs); 150.15 (C-
57; 147.22 (C-3); 145.34 (C-2'); 123.11 (C-4'); 118.22 (C-3"); 118.12 (C-1"); 115.81 (C-
6); 65.59 (C-5); 61.74 (-COOCH,CHs); 56.80 (-OCH,); 46.73 (-CH,CHs); 36.90 (C-4);
14.24 (-COOCH,CH;); 12.82 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;sH»NsO, (M + H)* 320.161031; encontrado
320.160342 (desviacion 2.2 ppm).

Analisis Elemental: (C;H,1N30,).
Tedrico (%) C 60.48 H 6.63 N 13.16
Obtenido (%) C 60.02 H 7.01 N 12.82

5.4.2.2.- Sintesis de 3-(2'-amino-5'-metoxibenzoil)-1-butil-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (LC-24).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3. Se obtienen 165 mg de un sdlido naranja. Rendimiento. 91
%. P.f. 64-66°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & 8.05 (d, 1H, H-6", 4= 2.9 Hz); 6.92 (dd, 1H, H-4’,
Jy.3= 8.9 Hz, Jy.¢= 2.9 Hz); 6.60 (d, 1H, H-3’, A.4= 8.9 Hz); 5.60 (sa, 2H, -NH,); 4.25 (c,
2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz) 4.20 (pt, 1H, H-5, %4, = 12.3 Hz, k4= 11.6 Hz); 3.74 (s,
3H, -OCHs); 3.38 (m, 4H, H-4, -CH,CH.CH,CHs); 1.70 (m, 2H, -CH,CH,CH.CHs); 1.40 (m,
2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.30 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 0.92 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs,
J=17.3 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCs): & 187.14 (Ph-CO); 170.62 (-COOCH,CHs); 150.17 (C-
57; 146.64 (C-3); 145.22 (C-2"); 123.08 (C-4’); 118.26 (C-3', C-1); 115.75 (C-6"); 65.96
(C-5); 61.73 (-COOCH,CHs); 55.76 (-OCHs); 52.83 (-CH,CH,CH,CH3); 36.79 (C-4); 29.92
(-CH,CH,CH,CHs); 20.19 (-CH,CH,CH,CH,); 14.25 (-COOCH,CH); 13.87 (-CH,CH,CH,CH).
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HR LSIMS: Calculado para CisHsNsO4Na (M + Na)* 370.174276; encontrado
370.174310 (desviacion -0.1 ppm).

Analisis Elemental: (C;HysN30,).
Tedrico (%) C62.23 H 7.25 N 12.10
Obtenido (%) C62.54 H 7.37 N 11.89

5.4.2.3.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-metoxibenzoil)-1-bencil-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (LC-25).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente

acetato de etilo/hexano 1:3. Se obtienen 150 mg de un sirupo naranja. Rendimiento 75 %.

1H-RMN (300 MHz, CDCl;): § 8.06 (d, 1H, H-6', J.4= 3.0 Hz); 7.31 (m, 5H, H-2 -
H-6bencio); 6.93 (dd, 1H, H-4', Jy.3= 8.9 Hz, Jy.g= 3.0 Hz); 6.60 (d, 1H, H-3', A.4= 8.9 Hz);
4.78 (d, Hagp, 7= 14.4 Hz); 4.50 (d, Hbgy,, J = 14.4 Hz); 4.19 (c, 2H, -COOCH,CH3, J =
7.2 Hz); 4.08 (pt, 1H, H-5, k4= 12.3 Hz, k4= 11.5 Hz); 3.64 (s, 3H, -OCHs); 3.43 (dd,
1H, H-4a, Jipap= 17.4 Hz, Jias= 12.3 Hz); 3.31 (dd, H-4b, Jipsa= 17.4 Hz, Jp.s= 11.5 Hz );
1.28 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.2 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): § 187.15 (Ph-CO); 170.37 (-COOCH,CHs); 150.23 (C-
57; 147.73 (C-3); 145.37 (C-2); 135.850 (C-lpencio); 129.11 (C-2, C-Bpencio); 128.11 (C-3,
C-Sbencio); 127.95 (C-4pencio); 123.23 (C-4"); 118.43 (C-3"); 118.07 (C-1°); 115.87 (C-6");
64.49 (C-5); 61.74 (-COOCH,CHs); 57.07 (-CH,-); 55.79 (-OCHs); 36.87 (C-4); 14.21 (-
COOCH,CH-).

HR LSIMS: Calculado para C,;H»3N;O4Na (M + Na)* 404.158626; encontrado
404.159030 (desviacion -1.0 ppm).
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Analisis Elemental: (C,;H»3N30,).
Tedrico (%) C 66.13 H 6.08 N 11.02
Obtenido (%) C 66.43 H 6.41 N 11.23

5.4.2.4.- Sintesis de 3-(2'-amino-5'-clorobenzoil)-4,5-dihidro- 1 #-pirazol-
5-carboxilato de etilo (LC-26).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion con CH,Cl,/hexano. Se obtienen 118 mg de
un solido amarillo. Rendimiento 76 %. P.f. 122-124°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & 8.41 (d, 1H, H-6', k= 2.3 Hz); 7.17 (dd, 1H, H-4’,
Jy3= 8.8 Hz, Jyg= 2.3 Hz); 6.90 (s, 1H, H-1); 6.58 (d, 1H, H-3', J.4+= 8.8 Hz); 6.05 (sa,
2H, -NH,); 4.42 (dd, 1H, H-5, Js.4p= 12.4 Hz, Js.4,= 5.4 Hz); 4.22 (c, 2H, -COOCH,CHs, J =
7.1 Hz); 3.44 (dd, 1H, H-4a, Jias= 5.4 Hz, Jpaa= 17.6 Hz); 3.29 (dd, 1H, H-4b, Jy.s=
12.4 Hz, Jp4a= 17.6 Hz); 1.27 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz).

13C.RMN (75 MHz, CDCl3): 5 187.25 (Ph-CO); 171.86 (-COOCH,CH); 150.70 (C-
3); 149.30 (C-2); 134.16 (C-4'); 132.90 (C-6'); 120.42 (C-5', C-1); 118.21 (C-3); 62.15 (-
COOCH,CH); 60.52 (C-5); 35.44 (C-4); 14.19 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci3H14N3O3CINa (M + Na)* 318.062139; encontrado
318.061852 (desviacion 0.9 ppm).

Analisis Elemental: (C;3H;4N3;05Cl).

Tedrico (%) C 52.80 H 4.77 N 14.21
Obtenido (%) C52.45 H 4.46 N 13.90
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5.4.2.5.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-clorobenzoil)-1-etil-4,5-dihidro- 1+-
pirazol-5-carboxilato de etilo (LC-27).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:5. Se obtienen 101 mg de un sirupo amarillo. Rendimiento 60
%.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): & 8.41 (d, 1H, H-6', J.4= 2.5 Hz); 7.16 (dd, 1H, H-4’,
Jy3= 8.8 Hz, Jy.¢= 2.5 Hz); 6.58 (d, 1H, H-3’, A 4= 8.8 Hz); 5.96 (sa, 2H, -NH,); 4.25 (c,
2H, -COOCH,CH3, J = 7.1 Hz) 4.22 (pt, 1H, H-5, J%.4,= 12.8 Hz, Jk.4,= 11.2 Hz); 3.75 (m,
4H, H-4, -CH,CH3); 1.31 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 1.29 (&, 3H, -CH,CH;, J = 7.2
Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): § 186.69 (Ph-CO); 170.49 (-COOCH,CHs); 148.91 (C-
3); 146.11 (C-2'); 133.53 (C-4); 133.00 (C-6'); 120.36 (C-5; 118.86 (C-3"); 118.13 (C-
17; 6539 (C-5); 61.82 (-COOCH,CHs;); 47.57 (-CH,CHs;); 36.55 (C-4); 14.24 (-
COOCH,CHs); 12.79 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para C;sHigN3OsCINa (M + Na)* 346.093439; encontrado
346.093268 (desviacion 0.5 ppm).

Analisis Elemental: (C;5H;gN305Cl).
Teorico (%) C 55.64 H 5.60 N 12.98

Obtenido (%) C 55.90 H 5.62 N 13.33

5.4.2.6.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-clorobenzoil)-1-butil-4,5-dihidro- 1+
pirazol-5-carboxilato de etilo (LC-28).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo

resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
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acetato de etilo/hexano 1:10. Se obtienen 99 mg de un sélido amarillo. Rendimiento 54 %.
P.f. 90-920°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & 8.40 (d, 1H, H-6', Jye= 2.6 Hz); 7.16 (dd, 1H, H-4’,
Jy3= 8.8 Hz, Jy.g= 2.6 Hz); 6.58 (d, 1H, H-3’, A.4= 8.8 Hz); 5.93 (sa, 2H, -NH,); 4.25 (c,
2H, -COOCH,CH3;, J = 7.1 Hz); 4.23 (pt, 1H, H-5, %.4,= 12.8 Hz, J%.4,= 11.0 Hz); 3.39 (m,
4H, H-4, -CH,CH,CH,CHs); 1.70 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH3); 1.42 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH3);
1.31 (t, 3H, -COOCH,CH3, J = 7.1 Hz); 0.96 (t, 3H, -CH,CH,CH,CH3, J = 7.3 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCs): & 186.63 (Ph-CO); 170.48 (-COOCH,CHs); 148.82 (C-
3); 145.44 (C-2'); 133.42 (C-4); 133.01 (C-6"); 120.37 (C-5; 118.98 (C-1); 118.11 (C-
3); 65.76 (C-5); 61.81 (-COOCH,CHs); 52.50 (-CH,CH,CH,CHs); 36.42 (C-4); 29.86 (-
CH,CH,CH,CH); 20.19 (-CH,CH,CH,CHs); 14.24 (-COOCH,CHs); 13.85 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;H,;N303CINa (M + Na)* 374.124739; encontrado
374.124996 (desviacion -0.7 ppm).

Analisis Elemental: (C;;H,,N3;05Cl).
Tedrico (%) C 58.04 H 6.30 N 11.94
Obtenido (%) C 58.32 H 6.35 N 11.53

5.4.2.7.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-clorobenzoil)-1-bencil-4,5-dihidro-
1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (LC-29).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:9. Se obtienen 137 mg de un sirupo amarillo. Rendimiento 68
%.

H-RMN (300 MHz, CDCl3): & 8.39 (d, 1H, H-6', J.4= 2.5 Hz); 7.35 (m, 5H, H-2 —

H-6pencio); 7.19 (dd, 1H, H-4", Jy.3= 8.8 Hz, J;.¢= 2.5 Hz); 6.59 (d, 1H, H-3', J%.4+= 8.8 Hz);
5.95 (sa, 2H, -NH,); 4.85 (d, Hacyy, J = 14.5 Hz); 4.53 (d, Hbeyp, J = 14.5 Hz); 4.21 (c,
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2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 4.08 (t, 1H, H-5, J4= 12.5 Hz); 3.30 (d, 1H, H-4, Js=
12.5 Hz); 1.29 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): § 187.03 (Ph-CO); 170.15 (-COOCH,CHs); 148.93 (C-
3); 146.81 (C-2); 135.19 (C-lpencio); 133.70 (C-4'); 133.02 (C-6'); 129.47 (C-2, C-6pencic);
128.81 (C-3, C-Spencio); 128.14 (C-4vencio); 120.42 (C-57); 118.74 (C-17; 118.15 (C-3');
64.11 (C-5); 61.82 (-COOCH,CH;); 56.87 (-CH,-); 36.39 (C-4); 14.21 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CyHyoN3OsCl (M + Na)* 408.109089; encontrado
408.108772 (desviacion 0.8 ppm).

Analisis Elemental: (CyoH,N305Cl).
Teorico (%) C62.26 H 5.22 N 10.89
Obtenido (%) C62.02 H5.41 N 11.12

5.4.2.8.- Sintesis de 3-(2'-aminobenzoil)-1-etil-4,5-dihidro- ZH-pirazol-5-
carboxilato de etilo (LC-30).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:13. Se obtienen 127 mg de un sirupo naranja. Rendimiento 84
%.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): §8.35 (dd, 1H, H-6', Jyao= 1.6 Hz, k.= 8.2 Hz);
7.23 (ddd, 1H, H-4', Jy3= 8.4 Hz, Jy.s= 7.2 Hz, Jy¢= 1.6 Hz); 6.64 (m, 2H, H-3",H-5");
5.95 (sa, 2H, -NH,); 4.25 (¢, 2H, -COOCH,CH3, J = 7.1 Hz); 4.18 (dd, 1H, H-5, J%.4,= 12.5
Hz, %.4= 11.5 Hz); 3.41 (m, 4H, H-4,-CH,CH3); 1.31 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz);
1.27 (t, 3H, -CH,CHs, J= 7.3 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCls): 5 188.13 (Ph-CO); 170.78 (-COOCH,CH); 150.51 (C-
2); 146.93 (C-3); 133.90, 133.84 (C-4', C-6'); 118.35 (C-1"); 116.87 (C-5); 115.93 (C-3");
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65.39 (C-5); 61.78 (-COOCH,CHs); 47.72 (-CH,CHs); 36.91 (C-4); 14.28 (-COOCH,CH:);
12.77 (-CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisHigN3OsNa (M + Na)™ 312.132411; encontrado
312.131762 (desviacion 2.1 ppm).

Analisis Elemental: (C;sH;oN305).
Tedrico (%) C62.27 H 6.62 N 14.52
Obtenido (%) C 62.02 H 6.41 N 14.52

5.4.2.9.- Sintesis de 3-(2'-aminobenzoil)-1-butil-4,5-dihidro-1H4-pirazol-
5-carboxilato de etilo (LC-31).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente

acetato de etilo/hexano 1:5. Se obtienen 88 mg de un sirupo amarillo. Rendimiento 53 %.

H-RMN (300 MHz, CDCl;): &8.34 (dd, 1H, H-6', J.5= 8.4 Hz, Jy.4= 1.6 Hz);
7.22 (pdt, 1H, H-4', J+3=8.4 Hz, Jy.5= 7.3 Hz, Jr.¢= 1.6 Hz); 6.64 (m, 2H, H-3', H-5";
5.94 (sa, 2H, -NH,); 4.21 (m, 3H, -COOCH,CHs, H-5); 3.37 (m, 4H, H-4, -CH,CH,CH,CHs);
1.66 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.40 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.30 (t, 3H, -COOCH,CHs;, J
= 7.1 Hz); 0.93 (t, 3H, -CH,CH,CH,CH5, J = 7.3 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCs): & 188.06 (Ph-CO); 170.69 (-COOCH,CHs); 150.44 (C-
2'); 146.26 (C-3); 133.85, 133.68 (C-4', C-6'); 118.48 (C-1"); 116.83 (C-5); 115.88 (C-3");
65.79 (C-5); 61.70 (-COOCH,CHs); 52.78 (-CH,CH,CH,CHs); 36.80 (C-4); 29.81 (-
CH,CH,CH,CH); 20.19 (-CH,CH,CH,CHs); 14.24 (-COOCH,CHs); 13.86 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Cy;H3NsOsNa (M + H)* 318.181767; encontrado
318.181425 (desviacion 1.1 ppm).
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Analisis Elemental: (C;7H3N305).
Tedrico (%) C 64.33 H 7.30 N 13.24
Obtenido (%) C 64.15 H7.62 N 13.62

5.4.2.10.- Sintesis de 3-(2’-aminobenzoil)-1-bencil-4,5-dihidro-1H-
pirazol-5-carboxilato de etilo (LC-32).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:9. Se obtienen 116 mg de un sirupo amarillo. Rendimiento 63
%.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 68.40 (dd, 1H, H-6', J.s= 8.1 Hz, J.4= 1.5 Hz);
7.30 (m, 6H, H-2 — H-6pencio, H-4"); 6.67 (m, 2H, H-3, H-5"); 4.82 (d, Hacwy, J = 14.4 Hz);
4.57 (d, Hbeyp, J = 14.4 Hz); 4.17 (¢, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 4.05 (pt, 1H, H-5, %.
4a= 12.3 Hz, J4p= 12.2 Hz); 3.38 (dd, 1H, H-4a, Jsap= 17.3 Hz, Lo 5= 12.3 Hz); 3.29
(dd, H-4b, Jp-4a= 17.3 Hz, Jyps= 12.2 Hz ); 1.27 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.2 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): § 188.19 (Ph-CO); 170.42 (-COOCH,CH;); 150.58 (C-
27); 147.25 (C-3); 135.53 (C-lpencio); 133.93 (C-4', C-6"); 129.31 (C-2, C-6pencio); 128.68
(C-3, C-Spencio); 128.04 (C-4yencio); 118.29 (C-17; 116.90 (C-5%); 115.90 (C-3); 64.11 (C-
5); 61.71 (-COOCH,CH;); 56.97 (-CH»-); 36.87 (C-4); 14.21 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CyH»:NsOsNa (M + Na)™ 374.148061; encontrado
374.148545 (desviacion -1.3 ppm).

Analisis Elemental: (CyH»1N305).

Tedrico (%) C 68.36 H 6.02 N 11. 69
Obtenido (%) € 68.92 H 6.38 N 11.67
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5.4.3.- Sintesis de compuestos con estructra pirazolica.

FeIFeZSO4 R2

—_—
H,0

5.4.3.1.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-metoxibenzoil)-1-etil-1H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (LC-33).

Se sigue procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1. El crudo resultante
se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente acetato de
etilo/hexano 1:2. Se obtienen 125 mg de un sdlido naranja. Rendimiento 75 %. P.f. 78-
80°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): § 7.97 (d, 1H, H-6", J.4= 2.9 Hz); 7.40 (s, 1H, H-4);
6.99 (dd, 1H, H-4", J.3= 8.9 Hz, Jy.¢= 2.9 Hz); 6.66 (d, 1H, H-3', 4.+ = 8.9 Hz); 5.90
(sa, 2H, -NH,); 4.69 (c, 2H, -CH,CH;, J =7.2 Hz) 4.36 (c, 2H, -COOCH,CH3;, J = 7.1 Hz);
3.76 (s, 1H,-OCHs); 1.50 (t, 3H, -CH,CHs;, J = 7.2 Hz); 1.38 (t, 3H, -COOCH,CH; J = 7.1
Hz).

13C.RMN (75 MHz, CDCl;): 5188.10 (Ph-CO); 159.48 (-COOCH,CHs); 150.26,
150.07 (C-3, C-5); 146.20 (C-2); 132.77 (C-5); 123.70 (C-4"); 118.33 (C-3"); 117.84 (C-
17); 116.52 (C-6); 114.53 (C-4); 61.39 (-COOCH,CHs); 55.88 (-OCHs); 48.87 (-CH,CH);
15.70 (-CH,CHs); 14.24 (-COOCH,CH).

HR LSIMS: Calculado para CisHigNsOsNa (M + Na)* 340.127326; encontrado
340.127195 (desviacion 0.4 ppm).
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Analisis Elemental: (Ci¢H1oN30,).
Teorico (%) C 60.56 H 6.03 N 13.24
Obtenido (%) C60.71 H 6.25 N 13.12

5.4.3.2.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-metoxibenzoil)-1-butil- ZH#-pirazol-5-
carboxilato de etilo (LC-34).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3. Se obtienen 148 mg de un sdlido naranja. Rendimiento 82%.
P.f. 82-84°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCl3): 5 7.97 (d, 1H, H-6', Jos= 3.0 Hz); 7.40 (s, 1H, H-4);
6.99 (dd, 1H, H-4, J.3= 8.9 Hz, Jy.¢= 3.0 Hz); 6.66 (d, 1H, H-3', A= 8.9 Hz); 5.91 (sa,
2H, -NH,); 4.64 (t, 2H, -CH,CH,CH,CH;, J = 7.3 Hz); 4.36 (c, 2H, -COOCH,CH;, J =7.1
Hz); 3.76 (s, 1H,-OCH;); 1.88 (m, 2H, -CH,CH,CH,CH); 1.38 (t, 3H, -COOCH,CH; J = 7.1
Hz); 1.36 ('m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 0.94 (t, 3H, -CH,CH,CH,CH; J = 7.3 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl): §188.11 (Ph-CO); 159.52 (-COOCH,CHs); 150.21,
150.09 (C-3, C-5); 146.23 (C-2"); 133.04 (C-5); 123.78 (C-4); 118.33 (C-3"); 117.85 (C-
17; 116.47 (C-6); 114.50 (C-4); 61.36 (-COOCH,CH;); 55.87 (-OCHs); 52.39 (-
CH,CH,CH,CHs); 32.65 (-CH,CH,CH,CH); 19.87 (-CH,CH,CH,CH;) ; 14.26 (-COOCH,CH);
13.71 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CigH»sNsO4Na (M + Na)™ 368.158626; encontrado
368.158716 (desviacion -0.2 ppm).

Analisis Elemental: (CigH3N30,).

Tedrico (%) C 62.59 H6.71 N 12.17
Obtenido (%) C62.34 H 6.65 N 12.20
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5.4.3.3.- Sintesis de 3-(2'-amino-5'-metoxibenzoil)-1-bencil- 1H-pirazol-
5-carboxilato de etilo (LC-35).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3. Se obtienen 150 mg de un sdlido naranja. Rendimiento 75 %.
P.f. 116-118°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §7.95 (d, 1H, H-6', J.s= 3.0 Hz); 7.44 (s, 1H, H-4);
7.28 (m, 5H, H-2 - H-6pencic); 6.98 (dd, 1H, H-4', Jy3 = 9.0 Hz, Jy¢= 3.0 Hz); 6.65 (d,
1H, H-3", J.4= 9.0 Hz); 5.84 (s, 2H, -CH,-); 4.34 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 3.62
(s, 1H,-OCH,); 1.35 (t, 3H, -COOCH,CH; J = 7.1 Hz).

13C.RMN (75 MHz, CDCl;): 5187.93 (Ph-CO); 159.47 (-COOCH,CHs); 150.85,
150.08 (C-3, C-5'); 146.34 (C-2'); 136.58 (C-lpencio); 133.28 (C-5); 128.70 (C-2, C-6pencio);
128.05 (C-4penciio); 127.89 (C-3, C-Spencio); 124.13 (C-4'); 118.39 (C-3); 117.60 (C-17;
116.14 (C-6"); 114.75 (C-4); 61.50 (-COOCH,CH;); 55.76 (-OCHs); 55.58 (-CH,-); 14.22 (-
COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para C,;H»N3O4Na (M + Na)* 402.142976; encontrado
402.142368 (desviacion 1.5 ppm).

Analisis Elemental: (CyoH1oN30,).
Tedrico (%) C 66.48 H 5.58 N 11.08
Obtenido (%) C 66.86 H 5.95 N 10.63

5.4.3.4.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-clorobenzoil)- 1 H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (LC-36).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante recristalizacion con CH,Cl,/hexano. Se obtienen 120 mg de
un solido amarillo. Rendimiento 78 %. P.f. 136-138°C.
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'H-RMN (300 MHz, CDCl;): & 11.62 (sa, 1H, H-1); 8.11 (ps, 1H, H-6); 7.33 (s,
1H, H-4); 7.26 (dd, 1H, H-4, Jy.3= 8.9 Hz, Jy.g= 2.5 Hz); 6.67 (d, 1H, H-3', 4= 8.9 Hz);
6.17 (sa, 2H, -NH,); 4.44 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 1.41 (t, 3H, -COOCH,CH;, J =
7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDC5): & 185.70 (Ph-CO); 160.46 (-COOCH,CHs); 149.80 (C-3,
C-2"); 135.03 (C-4); 132.13 (C-6); 120.67 (C-5', C-5); 118.66 (C-3"); 117.90 (C-1;
111.78 (C-4); 61.81 (-COOCH,CHs); 14.34 (-COOCH,CH).

HR LSIMS: Calculado para Ci3H;;N30sCINa (M + Na)*; 316.046489 encontrado
316.046979 (desviacion -1.6 ppm).

Analisis Elemental: (C;3H;3N305Cl).
Teorico (%) C53.16 H4.12 N 14.31
Obtenido (%) C52.85 H4.11 N 14.57

5.4.3.5.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-clorobenzoil)-1-metil-ZH-pirazol-5-
carboxilato de etilo (LC-37).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 vy el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:7. Se obtienen 126 mg de un sdlido naranja rojizo. Rendimiento
78 %. P.f. 112-114°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCl3): & 8.36 (d, 1H, H-6', Jo4= 2.5 Hz); 7.37 (s, 1H, H-4);
7.22 (dd, 1H, H-4, J.3= 8.9 Hz, Jy.g= 2.5 Hz); 6.64 (d, 1H, H-3', A.4= 8.9 Hz); 6.20 (sa,
2H, -NH,); 4.36 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 4.28 (s, 3H, -CH); 1.38 (t, 3H, -
COOCH,CH; J = 7.1 Hz).
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13C.RMN (75 MHz, CDCl;): 5187.50 (Ph-CO); 159.52 (-COOCH,CHs); 149.85,
149.63 (C-3, C-2"); 134.43 (C-4"); 133.71 (C-5); 133.32 (C-6"); 120.29 (C-5); 118.43 (C-
1'); 118.36 (C-3"); 114.28 (C-4); 61.49 (-COOCH,CH;); 40.49 (-CHs); 14.27 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci4H14N30sCINa (M + Na)* 330.062139; encontrado
330.062393 (desviacion -0.8 ppm).

Analisis Elemental: (Cy4H;4N305Cl).
Tedrico (%) C54.64 H 4.59 N 13.65
Obtenido (%) C 55.52 H 4.65 N 13.89

5.4.3.6.- Sintesis de 3-(2'-amino-5'-clorobenzoil)-1-etil-1H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (LC-38).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:3. Se obtienen 123 mg de un sdlido amarillo. Rendimiento 80 %.
P.f. 111-113°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.38 (d, 1H, H-6', &= 2.4 Hz); 7.37 (s, 1H, H-4);
7.23 (dd, 1H, H-4', Jy.3= 8.9 Hz, Jy.g= 2.4 Hz); 6.64 (d, 1H, H-3', J.4= 8.9 Hz); 6.19 (sa,
2H, -NH,); 4.69 (c, 2H, -CH,CHs, J = 7.2 Hz) 4.37 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 1.51
(t, 3H, -CH,CHs, J= 7.2 Hz); 1.38 (t, 3H, -COOCH,CH; J = 7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): §187.65 (Ph-CO); 159.36 (-COOCH,CH;); 149.87,
149.69 (C-3, C-2'); 134.38 (C-4); 133.52 (C-6); 132.91 (C-5); 120.27 (C-5); 118.48 (C-
17); 118.33 (C-3"); 114.46 (C-4); 61.44 (-COOCH,CH;); 47.99 (-CH,CH); 15.71 (-CH,CH);
14.26 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisHigNsOsCl (M) 321.088019; encontrado
321.087660 (desviacion 1.1 ppm).
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Analisis Elemental: (C;5H;N305Cl).
Teorico (%) C 55.99 H 5.01 N 13.06
Obtenido (%) C 55.87 H 5.05 N 12.89

5.4.3.7.- Sintesis de 3-(2'-amino-5'-clorobenzoil)-1-butil- ZH-pirazol -5-
carboxilato de etilo (LC-39).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:5. Se obtienen 141 mg de un sélido amarillo. Rendimiento 77 %.
P.f. 87-88°C.

1H-RMN (300 MHz, CDCl3): & 8.38 (d, 1H, H-6', Jo4= 2.5 Hz); 7.38 (s, 1H, H-4);
7.23 (dd, 1H, H-4, J.3= 8.9 Hz, Jy.g= 2.5 Hz); 6.64 (d, 1H, H-3', A= 8.9 Hz); 6.19 (sa,
2H, -NH,); 4.65 (t, 2H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.3 Hz) 4.37 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1
Hz); 1.89 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.40 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs;); 1.38 (t, 3H, -
COOCH,CH; J = 7.1 Hz); 0.97 (t, 3H, -CH,CH,CH,CH; J = 7.3 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl): §187.76 (Ph-CO); 159.43 (-COOCH,CH;); 149.88,
149.55 (C-3, C-2); 134.43 (C-4"); 133.61 (C-6'); 133.18 (C-5); 120.28 (C-5"); 118.45 (C-
17; 118.35 (C-3"); 114.43 (C-4); 61.47 (-COOCH,CHs); 52.47 (-CH,CH,CH,CHs); 32.60 (-
CH,CH,CH,CH); 19.84 (-CH,CH,CH,CHs) ; 14.30 (-COOCH,CH;); 13.73 (-CH,CH,CH,CH).

HR LSIMS: Calculado para Ci;H;oNsOsCINa (M + Na)* 372.109089; encontrado
372.109064 (desviacion 0.1 ppm).

Analisis Elemental: (C;,H,oN305Cl).

Tedrico (%) C 58.37 H5.76 N 13.72
Obtenido (%) C58.01 H 5.59 N 13.69
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5.4.3.8.- Sintesis de 3-(2’-amino-5'-clorobenzoil)-1-bencil- 1 H-pirazol -5-
carboxilato de etilo (LC-40).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:2. Se obtienen 108 mg de un sélido amarillo. Rendimiento 54%.
P.f. 135-136°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): & 8.42 (d, 1H, H-6, Jy4= 2.4 Hz); 7.35 (m, 6H, H-2
- H-6bencio, H-4); 7.24 (dd, 1H, H-4' Jy.e= 2.4 Hz, Jy.3= 8.8 Hz); 6.65 (d, 1H, H-3', J.4=
8.8 Hz); 6.20 (sa, 2H, -NH,); 5.85 (s, 2H, -CH,-); 4.34 (c, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz);
1.35 (t, 3H, -COOCH,CH; J = 7.1 Hz).

13C-RMN (100 MHz, CDCl;): §187.63 (Ph-CO); 159.38 (-COOCH,CHs); 150.07,
149.92 (C-3, C-2'); 136.30 (C-lyencio); 134.49 (C-4); 133.75 (C-6"); 133.26 (C-5); 128.82
(C-2, C-6penci); 128.26 (C-3, C-Spencio); 128.23 (C-4pencio); 120.30 (C-57); 118.84 (C-3', C-
17); 114.65 (C-4); 61.56 (-COOCH,CH3); 55.71 (-CH,-); 14.25 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CyHisN3OsCINa (M + Na)* 406.093439; encontrado
406.093354 (desviacion 0.2 ppm).

Analisis Elemental: (CyHsN30sCl).
Tedrico (%) C 62.58 H4.73 N 10.95
Obtenido (%) C 62.43 H 4.51 N 10.97

5.4.3.9.- Sintesis de 3-(2'-aminobenzoil)-1-etil- 14-pirazol-5-carboxilato
de etilo (LC-41).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:6. Se obtienen 105 mg de un sélido amarillo. Rendimiento 70%.
P.f. 60.62°C.
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'H-RMN (300 MHz, CDCl5): §8.27 (d, 1H, H-6’, Jy.4= 1.6 Hz, Jy.5= 8.6 Hz ); 7.35
(s, 1H, H-4); 7.28 (pdt, 1H, H-4', J.s= 7.6 Hz, Jy¢= 1.6 Hz); 6.68 (m, 2H, H-3’, H-5');
6.17 (sa, 2H, -NH,); 4.68 (c, 2H, -CH,CHs5, J= 7.2 Hz); 4.36 (c, 2H, -COOCH,CH;, J= 7.1
Hz); 1.49 (t, 3H, -CH,CHs, J= 7.2 Hz); 1.38 (t, 3H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz).

13C-RMN (75 MHz, CDCl;): 5188.89 (Ph-CO); 159.46 (-COOCH,CHs); 151.36,
150.09 (C-3, C-2'); 134.45, 134.38 (C-4/, C-6'); 132.61 (C-5); 118.10 (C-1°); 116.97 (C-5');
115.86 (C-3"); 114.42 (C-4); 61.35 (-COOCH,CH;); 47.90 (-CH.CHs); 15.79 (-CH,CH:);
14.26 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CisHi7NsOsNa (M + Na)* 310.116761; encontrado
310.116563 (desviacion 0.6 ppm).

Analisis Elemental: (C;sH;7N305).
Tedrico (%) Cc62.71 H 5.96 N 14.63
Obtenido (%) C 62.47 H 5.69 N 14.71

5.4.3.10.- Sintesis de 3-(2-aminobenzoil)-1-butil- 1 H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (LC-42).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:6. Se obtienen 94 mg de un solido amarillo. Rendimiento 57 %.
P.f. 63-64°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.27 (dd, 1H, H-6, J.s= 8.6 Hz, J4= 1.4 Hz);
7.35 (s, 1H, H-4); 7.29 (pdt, 1H, H-4, Jy.s= 7.3 Hz , Jy.g= 1.4 Hz); 6.68 (m, 2H, H-3", H-
57; 6.18 (sa, 2H, -NH,); 4.64 (t, 2H, -CH,CH,CH,CHs;, J = 7.3 Hz) 4.36 (c, 2H, -
COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 1.87 (m, 2H, -CH,CH,CH,CHs); 1.37 (' m, 2H, -CH,CH,CH,CHs);
1.37 (t, 3H, -COOCH,CH; J = 7.1 Hz); 0.95 (t, 3H, -CH,CH,CH,CHs, J = 7.3 Hz).
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13C.RMN (75 MHz, CDCl;): §188.89 (Ph-CO); 159.51 (-COOCH,CH,); 151.36,
149.99 (C-3, C-2); 134.43 (C-4', C-6'); 132.89 (C-5); 118.00 (C-17); 116.97 (C-5); 115.84
(C-3); 11436 (C-4); 61.34 (-COOCH,CHs;); 52.40 (-CH,CH,CH,CH;); 32.67 (-
CH,CH,CH,CH;); 19.83 (-CH,CH,CH,CHs) ; 14.27 (-COOCH,CH3); 13.69 (-CH,CH,CH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para Ci;H»N3OsNa (M + Na)™ 338.148061; encontrado
338.147920 (desviacion 0.4 ppm).

Analisis Elemental: (C;;H,:N305).
Tedrico (%) C 64.75 H6.71 N 13.32
Obtenido (%) C 64.59 H 7.03 N 13.16

5.4.3.11.- Sintesis de 3-(2'-aminobenzoil)-1-bencil-1H-pirazol-5-
carboxilato de etilo (LC-43).

Se sigue el procedimiento general descrito en el apartado 5.4.1 y el crudo
resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice, usando como eluyente
acetato de etilo/hexano 1:9. Se obtienen 82 mg de un solido amarillo. Rendimiento 45 %.
P.f. 116-1180°C.

'H-RMN (300 MHz, CDCl;): 58.32 (dd, 1H, H-6', Js= 1.5 Hz, J.s= 8.1 Hz);
7.40 (s, 1H, H-4); 7.29 (m, 6H, H-4', H-2 — H-6pencio); 6.69 (M, 2H, H-3', H-5"); 5.84 (sa,
2H, -CH,-); 4.32 (¢, 2H, -COOCH,CHs, J = 7.1 Hz); 1.33 (t, 3H, -COOCH,CH; J = 7.1 Hz).

13C.RMN (100 MHz, CDCl;): §188.79 (Ph-CO); 159.40 (-COOCH,CHs); 151.42,
150.53 (C-3, C-2); 136.56 (C-lpencior C-5); 134.57, 134.53 (C-4', C-6'); 128.69 (C-2, C-
Bbencio); 128.02 (C-4vencio); 127.82 (C-3, C-Bpencio); 118.02 (C-17); 117.00 (C-57); 115.89 (C-
3); 114.74 (C-4); 61.46 (-COOCH,CHs); 55.72 (-CH,-); 14.23 (-COOCH,CHs).

HR LSIMS: Calculado para CyHigNsOsNa (M + Na)* 372.132411; encontrado
372.131500 (desviacion 2.5 ppm).
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Analisis Elemental: (CyoH1oN305).
Teorico (%) C 68.75 H 5.48 N 13.74
Obtenido (%) C68.35 H 5.86 N 13.71

5.5.- Ensayos bioldgicos de los compuestos sintetizados. Material

y métodos.

5.5.1.- Ensayos de inhibicion de la actividad enzimatica de la

oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS).

Todos los compuestos finales sintetizados (LC-1 — LC-43) descritos en la seccion

anterior han sido analizados en su capacidad de inhibir a la enzima nNOS.

La medida de la actividad nNOS se ha realizado de la siguiente forma:

Se utilizaron ratas Wistar macho (200-250 gr), mantenidas a un ciclo luz/
oscuridad de 12/12 horas, con libre acceso a comida y agua, y a una temperatura
constante de 22 + 2°C. Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical vy,
rapidamente, se extrajo el cerebro y se hizo homogeneizado del mismo, que se colocd en
tampdn de homogeneizacion en una proporcion de 1:15 (1g de tejido por cada 15ml de
homogeneizacion) (25 mM Tris-HCL, 0.5 mM Ditiotreitol, 10 pug/ml leupeptina, 10 ug/ml
pepstatina, 10 pg/ml aprotinina, 1mM fluoruro de metilfenilsulfonilo; pH 7.6) frio (4°C).
Seguidamente, y de la forma mas rapida posible, la mezcla se homogeneizd y después se
centrifugd durante 5 minutos a 1000 g, entre 0 y 4°C. El sobrenadante se separd en
alicuotas, que seguidamente se congelaron a -80°C; éstas se emplearon para medir la
actividad de la enzima dxido nitrico sintasa (nNOS) y posteriormente para la determinacion

de proteinas totales.

En nuestro caso, la actividad nNOS se mididé monitorizando la conversiéon de L-
[*H]-arginina en L-[®*H]-citrulina, segin el método descrito por Bredt y sus
colaboradores'®, Para ello, se incubaron 10 pl del homogeneizado anterior en un volumen
total de 100 pul de tampdn Tris-HCL 25 mM a pH 7.6, conteniendo ditiotreitol 1mM, BH4 30
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uM, FAD 10 pM, inosina 0.5 mM, albimina sérica bovina 1mg/ml, CaCl, 1 mM, L-arginina

10 pM y L-[*H]-arginina 40nM (concentraciones finales en stock de 100 pl).

Para los estudios de inhibicion, se afadieron 10 pl de disolucién del derivado a

estudiar para obtener una concentracion 1mM en el volumen final de incubacion de 100 pl.

Las muestras se incubaron a 37°C durante 30 minutos, empezados a contar desde
la adicion de NADPH 0.75 mM (concentracion final del stock de 100 pl). Como controles de
la reaccion se utilizaron muestras sin NADPH, tratadas bajo las mismas condiciones que las
muestras normales. Una vez pasados los 30 minutos, se detuvo la reaccion, tanto en
controles como en muestras con NADPH, anadiendo 400 pl de tampdn consistente en
acido hidroxietil-1-piperazin-etanosulfénico (HEPES) 0.1 M a pH 5.5, conteniendo acido
etilenglicol-bis-(p-aminoetiléter)-N,N,N’,N"-tetracético (EGTA) 10 mM y L-citrulina 0.175

mg/ml.

De los 500 ul resultantes, 400 ul se pasaron por una columna con resina de
intercambio idnico Dowex-50 W, en forma sddica, encargada de separar la L-[*H]-arginina
que no ha reaccionado de la L-[*H]-citrulina formada y, posteriormente eluidos con 1.2 ml

de agua. La retencion de L-[*H]-arginina fue mayor del 98% en todos los casos.

La L-[*H]-citrulina formada se cuantificd en un contador B, mezclando 600 pl del
eluido final con 4ml de liquido de centelleo. La actividad enzimatica se expresé en
picomoles de L-[®H]-citrulina formada por miligramos de proteinas y por minuto, y se
determind restando del valor control, que generalmente fue menor del 1% de la
radiactividad total afadida, de las muestras con NADPH. Todas las determinaciones se

llevaron a cabo por triplicado.

5.5.2.- Ensayos de inhibicion de la actividad enzimatica de la

oxido nitrico sintasa inducible (iNOS).

Todos los compuestos finales sintetizados (LC-1 — LC-43) descritos en la seccion

anterior, han sido analizados en su capacidad de inhibir a la enzima iNOS.
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La medida de la actividad iNOS se ha realizado de la siguiente forma:

Se utilizaron ratas Wistar macho (200-250 gr), mantenidas a un ciclo luz/
oscuridad de 12/12 horas, con libre acceso a comida y agua, y a una temperatura

constante de 22 + 2°C.

La induccién del enzima se realiza mediante canulacion yugular y la consiguiente
introduccién de Lipopolisacarido (LPS) 20mg/Kg. Transcurridas 8 horas, se sacrifica el
animal, se le extraen ambos pulmones y se homogeneiza en tampon de homogeneizacion
(25 mM Tris-HCL, 0.5 mM Ditiotreitol, 10 ug/ml leupeptina, 10 ug/ml pepstatina, 10 ug/ml
aprotinina, 1mM fluoruro de metilfenilsulfonilo; pH 7.6) frio (4°C) en proporcion 1 mg

tejido/15 ml tampon.

Una vez obtenido el homogeneizado del tejido, se incuba en presencia de EDTA 10
mM para eliminar la actividad nNOS que exista. El resto del proceso seguido para la
medida de la actividad iNOS es igual al descrito para la medida de la actividad nNOS en el

apartado anterior.
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6.- CONCLUSIONES.

1.- Con objeto de profundizar en el estudio del modelo de farmacéforo para la
inhibicién de la actividad nNOS estriatal propuesto en trabajos anteriores®, y de buscar
nuevos inhibidores selectivos de la NOS en la investigaciéon contenida en esta Memoria, se
han disefiado, sintetizado y caracterizado cuarenta vy tres compuestos finales. Dichos
compuestos se encuentran divididos en dos grandes familias a) Familia fenilpirrélica y b)

Familia benzoilpirazélinica y benzoilpirazdlica.

2.- Las estructuras descritas, tanto de los compuestos finales como de sus
intermedios sintéticos, han quedado inequivocamente establecidas mediante el uso
combinado de diversas técnicas espectroscopicas (‘H-RMN, *C-RMN, *H/**C-RMN y EM) y

los correspondientes analisis elementales.

3.- Para la Familia fenilpirrdlica se ha seguido la metodologia de la reaccion de
Hemetsberger, mediante la condensacion de azidoacetato de etilo con derivados del
aldehido cinamico. Nosotros, por otra parte hemos extendido dicha reaccion a sistemas

arilvinilpirrélicos con gran interés como intermedios sintéticos altamente funcionalizados.

4.- Cuando los derivados 3-(2'-nitrobenzoil)pirazolinicos se someten a una

alquilaciéon en medio basico se observa la aparicion de derivados benzoilpirazdlicos
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alquilados junto con las benzoilpirazolinas alquiladas, dependiendo los rendimientos de
ambas, de la naturaleza del agente alquilante y de las condiciones de reaccion (disolvente,
tiempo/temperatura). En consecuencia, el mecanismo de la reaccién debe justificarse en
base a la capacidad oxidante del mismo grupo nitro existente en el compuesto que se esta

alquilando.

5.- Para confirmar dicho proceso de oxidacion se llevd a cabo una experiencia
sobre la 2’-nitrobenzoilpirazolina (155) en ausencia de agente alquilante y manteniendo
constante el resto de las condiciones de reaccion, obteniéndose junto con el derivado
pirazolico, un benzoisoxazol (155a), y un dimero pirazdlico (155c), que resulta de la
condensacién intramolecular del 2'-aminobenzoilpirazol y el correspondiente 2°-

nitrobenzoilpirazol.

6.- Otras experiencias realizadas ponen de manifiesto que los procesos de
alquilacién y oxidacién se dan simultdneamente ya que los derivados pirazolinicos

alquilados se oxidan mas lentamente y con menor eficacia que la pirazolinas sin alquilar.

7.- Por otra parte, la alquilacion de los compuestos pirazdlicos se produce
preferentemente sobre el nitrdgeno mas cercano al carboxilato de etilo, por lo que el

regioisomero mayoritario formado es el derivado sustituido 1,5.

8.- Todos los compuestos finales presentados en esta Memoria se han ensayado
como posibles inhibidores de las isoformas de la NOS, nNOS e iNOS, presentando de
forma general mejores valores de inhibicion de la actividad nNOS cerebral frente a la
actividad iNOS.

9.- De todos los compuestos sintetizados y ensayados en esta Memoria cabe
destacar los derivados LC-18 (Familia pirrélica) y LC-40 (Familia pirazédlica), no tanto por
su potencia inhibitoria de la actividad iNOS cerebral, sino por su elevada selectividad hacia
esta isoforma. Esto supone un importante hallazgo ya que hasta el momento se han
descrito pocos inhibidores con una selectividad muy elevada hacia la isoforma iNOS frente
a nNOS.
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10.- Tanto los compuestos pertenecientes a la familia pirrdlica como a la familia
pirazdlica o pirazolinica muestran valores diferentes sobre ambas isoformas de la NOS
sobre las que han sido ensayados; este hecho puede indicar que no existen tantas
homologias estructurales entre ambas isofomas (iNOS y nNOS) y que, por consiguiente, se

pueden lograr inhibidores potentes y selectivos, con alta eficacia de accion.

11.- Los resultados de la modelizacion molecular sugieren que el grupo
caboxamidico de los pirroles debe ser sustituido por un grupo cetdnico en investigaciones
futuras, con el fin de intentar adaptar nuestras moléculas ain mas al modelo de

farmacoforo propuesto.

12.-. Por los datos deducidos en esta Memoria se sugiere continuar en la
busqueda de nuevos inhibidores, mas potentes y selectivos para cada isoforma de la NOS,
ya que su hallazgo puede suponer un paso adelante en el desarrollo de futuras terapias
para determinados desordenes tales como enfermedades neurodegenarativas (en las que
esta implicada sobre todo nNOS) o el choque séptico y la artritis reumatoide (en las que se

implica principalmente iNOS).
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Apéndiice

Espectros de los compuestos intermedios:
(*H-RMN, C-RMN, H/C-RMN)
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B3C-RMN: 5-(5-metoxi-2"-nitrofenil)- A-propil-1A-pirrol-2-carboxamida 168.
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B3C-RMN: 5-(2"-nitrofenil)- A-etil-1 4-pirrol-2-carboxamida 177.
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'H-RMN: 5-(2’-nitrofenil)- A-propil-1A-pirrol-2-carboxamida 178.
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13C-RMN: A-butil-5-(2"-nitrofenil)-1Apirrol-2-carboxamida 179.
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B3C-RMN: Axciclohexil-5-(2"-nitrofenil)-1Apirrol-2-carboxamida 183.
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