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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas deliada el nUmero de casos detectados va
en aumento. Se considera uno de los temas masatdssaen el mundo de la investigacion
cientifica y cada afio se desarrollan miles de c@sipog antitumorales para ver si pueden

llegar a frenar esta enfermedad.

Una de las familias de agentes antimitoticos geeetiuna potencia inhibidora importante
frente a la polimerizacidon de la tubulina en dbsite la colchicina son las combretastatinas.
La CA-4 presenta una actividad muy interesante lpocual se puede considerar como
molécula base para el desarrollo de analogos ntastps y que puedan mejorar la relacion

estructura actividad (REA) para este tipo de deoga

Los principales problemas estructurales de CA-4ladmaja solubilidad acuosa y la rapida
isomerizacién del doble enlaois a trans. En nuestro grupo de trabajo, se han realizado
numerosas modificaciones dirigidas a paliar est@lpmatica cambiando la naturaleza de los

dos anillos aromaticos o los sustituyentes quei@oen y el puente que los une.

En este trabajo se ha llevado a cabo la sintesisiudg®os analogos nitrogenados de
combretastatina, fenstatina e isocombretastatin@sque se han introducido en los anillos
aromaticos grupos nitrogenados con el fin de aumnet potencia inhibitoria de

polimerizacién de tubulina y la solubilidad acudsdos mismos.

La estrategia seguida ha sido combinar en los disaaromaticos A y B sustituyentes
oxigenados con los nitrogenados, los cuales podrianse de forma similar a la tubulina y
potenciar la solubilidad. Para ello se han siraeliz derivados de piridina 0 bencénicos
sustituidos con grupos metil- o- dimetilamino, @lidino, conjuntamente y utilizando la

reactividad de la molécula se han introducido fanes polares adicionales.

Se ha determinado la solubilidad acuosa de los gestps sintetizados, comprobandose un
incremento considerable respecto a las de CA-em&d, de la mayor parte de los
compuestos finales sintetizados se ha determiredotividad inhibitoria de polimerizacion
de tubulina, observandose que de las modificacioe@izadas en el anillo B solamente la
isocombretastatina con anillo gadimetilaminofenilo posee una actividad similar aéaCA-

4. Sin embargo, la sustituciéon de uno de los mktexiel anillo A por un grupo amino libre o

metilado conduce a compuestos de igual o0 mayompigsieque la CA-4 y que poseen una

21



mayor solubilidad acuosa, lo cual hace que estogpuestos sean candidatos para continuar
la investigacion.

Una serie de compuestos sintetizados en este drélaaj sido evaluados como citotoxicos
frente a tres lineas celulares cancerosas (HeL29HAL60).
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ABSTRACT

Cancer is one of principal causes of mortality #relnumber of detected cases is increasing.
It's considered one of the most prominent scientéisearch subjects and each year thousands

of antitumor compounds are developed in an atteémpeétter treat this disease.

The combretastatins are a family of compounds hgéit the colchicine site and having an
important anti-mitotic inhibitory activity againtibulin polymerization. The CA-4 has a very
interesting activity which sets it as a base mdketo develop more potent analogues and can
improve the structure activity relationships (SAR)such as derivatives.

The main problems of CA-4 are the low aqueous slitlpland rapidcis isomerization of the
double bond tdrans. In our group, there have been numerous modificateimed to solve
these problems by changing the nature of the twmatic rings or thier substituents and the

bridge that connect them.

In this work we have synthesized new nitrogenateglagues of combretastatin, phenstatin
and isocombretastatin with nitrogen groups on th@matic rings, designed in order to

increase the inhibitory potency on tubulin polymation and the aqueous solubility.

The applied has been to combine in the two aronfatad B rings oxygenated and nitrogen
substituents. This has been accomplished with ty@hesis of phenyl and pyridine
derivatives with methyl- or —dimethylamino and m}idino groups.

We have determined the aqueous solubility of thethgsized compounds and found a
significant increase over the CA-4. Furthermore haree determined the inhibitory activity of
tubulin polymerization for most of the final compuls synthesized. For B ring modifications
only isocombretastatins with unsubstitutpedlimethylaminophenyl rings have a similar
potency to that of CA-4. However, replacement o omethoxyl groups of the A ring by a
free amino or methylamino group leads to compouwnidls the same or greater potency than
CA-4 and having an improved aqueous solubility, cehmakes these compounds are good

candidates for continuing the investigation.

A series of compounds synthesized in this work Hasen evaluated by cytotoxicity assay

against three cancer cell lines (HeLa, HT29, HL60).
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Introduccion

El cancer es actualmente una de las enfermedadesnlucon mayor indice de mortalidad.

Es la segunda causa de muerte en los paises dedéderprecedido por las enfermedades
cardiovasculares y la primera causa de pérdidd@oe potenciales de vida. Segun la OMS, en
2012 se le atribuyeron 8,2 millones de muertosoelo tel mundo como consecuencia de
tumores malignos y se piensa que esta cifra padii@entar hasta casi 12 millones en el afio
2030.

En Espafa, en 2012 se han muerto 102.762, con rawgcq@on para 2015 de 108.390

muertos, segun las estadisticas de Sociedad Espadi@ncologia Médita

Hombre 6/127 Mortalidad en 2012

) Efecto demogrifico
Mujer 41261

Ambaos
Sexos 106390

] 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 20000 100000 110000

Figura 1: mortalidad de cancer en Espafa en anaxos €012y prediccién par201§

Segun los ultimos datos publicados por el Institdé@ional de Estadistica el 31 de enero de
2014, los tumores fueron la segunda causa de mer@@nbos sexos y responsables de 27,5
de cada 100 defunciones. La primera causa de engert las enfermedades del sistema

circulatorio. A nivel mundial, el cancer con mayoortalidad es el de pulmoén (19,4 %).

Bajo la denominacién de cancer se engloba a unogrnumeroso y heterogéneo de
enfermedades malignas, caracterizadas por unafgpaciion celular anormal, anaplasica,
auténoma, progresiva y destructivaComienza por una falta de control en el proceso d
division celular en un tejido en el que las céldaseproducen de forma autbnoma, anarquica
e irreversible, sin regulacion ni finalidad. El qoontamiento de las células cancerosas se

caracteriza por carecer del control reproductive grguiere su funcion original, perdiendo

! Las cifras del cancer en Espafia 2014. SociedaafiBpde Oncologia Médica. www.SEOM.com.
2Ferlay, J.; Soerjomataram, |.; Ervik, M.; DikshR,; Eser, S.; Mathers, C.; Rebelo, M.; Parkin, DFbrman,
D.; Bray, F. Cancer Incidence and Mortality Worldei IARC.GLOBOCAN 2012 1.0.

% Cotran, S. R.; Robbins, S. L.; Kuma, V. Patolog&ructural y funcional. Editorial McGraw-HillL999
Madrid.
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Introduccién

sus caracteristicas primitivas y adquiriendo otras no les correspondeba pérdida de la
capacidad celular de realizar apoptosis se tradnda aparicion del fendmeno de metastasis,
gue es el rasgo biolégico mas caracteristico deastermedad. El nuevo tejido patoldgico,
asi formado, tiene tendencia a expandirse a tdevéss vias linfaticas o hematicas, formando
nuevos focos tumorales o metastasis en érgan@stiist donde continda la expan&ion
Afortunadamente, en los ultimos afos se ha eleehdaimero de personas con cancer en
remision. Este avance se debe, en gran parte,saltagdo de un mayor conocimiento y
compresion de los aspectos biolégicos de estarsaflrd. El enorme interés desde enfoques
muy diferentes, se ha traducido en un extenso giestivo estudio biologico y farmacoldgico
destinado a desarrollar nuevos farmacos que, dmaafaselectiva, eliminen las células
enfermas. Los posibles tratamientos contra el ¢édsae hasta el momento, la cirugia, la
radioterapia, la quimioterapia y el trasplante dlufa.

Actualmente, uno de los tratamientos antitumoralés exitosos, y por tanto mas extendidos,
se basa en la administracion de diversos compugsiascos con fines terapéuticos. La via
comun por la que los agentes quimioterapéuticaseagjesu efecto citotoxico en la célula es la
induccion de apoptosis como respuesta a la apaniig@anos irreparables en las células.

La tubulina es el componente principal de los ntigralos. La molécula de tubulina esta
compuesta por dos mondémeros: alfa y beta. Cada menoedcontiene alrededor de 450
aminoacidos y un nucledtido de guanina. Los monOmealfa y beta comparten
aproximadamente el 40% de identidad de secueneias\estructuras tridimensionales son
muy similared. El descubrimiento de la tubulina esta relacionedo la identificacién del

sitio de enlace de la colchicina.

* Nogales, E.; Wolf, S. G.; Downing, K. H. Structurthe alpha beta tubulin dimer by electron crystaaphy.
Nature 1998 391, 199.
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Introduccion

Figura 2 Estructura tridimensional del dimero de tubulinadigo PDB 1JFF). Se muestra la subunidad alfa
(abajo) unida a GTP y la subunidad beta (arriba@jaua GDP. Las cadenas beta estan coloreadas eii@agna

las hélices alfa en rojo. El GTP y el GDP se estdoreados en azul.

La tubulina con su diversidad funcional forma loEnstabulos para server a un papel tanto
esencial en la morfogénesis celular como en larigald de la célula, migracion y la division.
Los microtubulos ocupan también el espacio citopiés e interaccionan con las sefiales de
las proteinas y 6rganos, ademas tienen un papektiampe en la circulacion celular, como el
transporte de vesiculas y mitocondtigsdemas los microtibulos juegan un papel eseraial
la divisién celular durante la mitosis, mantener$dructura de la célula y transportar las

proteinas.

La velocidad del crecimiento de microtubulos, etaamiento y la frecuencia de transicion
son las variables que describen la dindmica deilosttbulo$.

Los microtibulos son polimeros proteicos cilindsicale longitud variable cuya
polimerizacién y despolimerizacion depende del edtolio GTP o GDP unido a la tubulina.
Los dimeros de tubulina interaccionan para formatgfilamentos rectos que se asocian de
forma paralela, para formar la pared cilindrica mérotibulo. El nimero de profilamentos
gue constituyen el microtabulo no es fijo, variafemcion de las condiciones de disolucion y

de las proteinas o ligandos asociados. Las prateis@ciadas a microtubulos (MAPS) actuan

®Stanton, R. A.; Gernert, K. M.; Nettles, J. H.;efm R. Drugs That Target Dynamic Microtubules: AwWN
Molecular Perspectividded. Res. ReR011, 31, 443.

® Hyman, A. A.; Karsenti, E. Morphogenetic propestief microtubules and mitotic spindle assemigegll.
1996 84, 401.
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estabilizando los microtubulos contra el desensajmby regulan la dinamica de los

microttbulos a lo largo de las diversas etapasidi celular’

Microtiibulo estable T‘I"’“""B GDP Tubulina GTP
. Tubulina GTP (D)-—- C
b - t’:} (3
-— = \‘_)
! — P
S 6 23 0d&
; ( o
b &

Tapén tubulina GTP

Microtibulo despolimerizanda | ¥ %8 QC)

1 o3 o

: > B
e ¥

Figura 3. Dindmica de la polimerizacion de tubulrmaodelo del tap6n de tubulina-GTP.

. Tubulina GDP

Los farmacos que actian sobre la tubulina (figyrs€ unen al menos en cuatro sitios
diferentes, ademas de los dos sitios donde se@mény GDP: El sitio de la vinblastina y la
vincristina, el sitio de la colchicina, el reciemiente descrito sitio de laulimalida y pelorusida
A ®, cuyos ligandos inhiben el ensamblaje de los mibuos (provocando una
despolimerizacion de la tubulina) y el sitio deldf que se genera en la cara interior de los
microtubulos al formarse y cuyos ligandos favore&erpolimerizacion y estabilizan los
microtdbulos. El sitio del tax8lse encuentra en Igtubulina en el lumen microtubular,
mientras que la vinca tiene un union especifica p-tubulina, en una region llamada el

dominio vinca y la colchicina se une en la integatre los dimeros dey - tubulina.

_ :TOH OAc Colchicina
Paclitaxel Vincristina HsCOOC

Figura 4. Estructuras de colchicina, vincristingaglitaxel (taxol®)

"Heald, R.; Nogales, E. Microtubule dynamigsCell. Sci2002 115, 3.
8 Prota, A. E.; Bargsten, K.; Northcote, P. T.; Marsl.; Altmann, K. H.; Miller, J. H.; et al. Strugtal basis of
microtubule stabilization by laulimalide and pelside A.Angew. Chen014 53, 1621.
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. COMPUESTOS QUE SE UNEN AL SITIO DE COLCHICINA

La colchicina se ha aislado @®lchicum autumnalk. y es el primer agente desestabilizador
de la tubulina. La colchicina se ha utilizado dteanuchos afios como un farmaco para tratar
la gota y la fiebre mediterranea antes de descghgarse podia tratar varios tipos de cancer
actuando sobre la mitosis. Aunque en el desarobifico fallé por su elevada toxicidad, la
colchicina ha jugado un papel importante en lardete@cion de las propiedades de los
microtubulos y las subunidades de tubulina debido fuerte union a la tubulina. Esta union
es seguida por un cambio conformacional que impliga flexion intradimero, en la que los
monomeros de tubulina sufren una torsion alredettoda interfase. Este cambio en la
conformacion permite la inclusion de complejo caota-tubulina en el interior del

filamento.

Numerosos ligandos de origenen natural o sinté8easnen a la tubulina en el sitio de unién
de la colchicina, algunos de los cuales son lasbeetastatinas y las fenstatinas, que
presentan una actividad muy interesante. La cowrutedina A-4 (CA-4) es un producto
natural, aislado de un arbusto sudafrica@@nibretum caffrun?). Las combretastatinas
ejercen una actividad citotéxica muy importantentieea muchas lineas celulares de cancer
humano e inhiben la angiogénesis, por lo que seutibrado para atacar selectivamente la
vasculatura del tumor como una alternativa a langpterapia convenciona!.Estos agentes
pueden bloquear y eliminar el nacleo del tumoropswn incapaces de eliminar el borde
externo del tumor, a menos que se utilicen en coacdn con otros farmacos como
paclitaxel** CA-4P se considera el profarmaco méas potente palilmerizacion de tubulina y

se encuentra en ensayos clinicos para el trataoileniumores sélidos.

° Pettit, G. R.; Singh, S. B.; Niven, M. L.; HamEl; Schmidt, J. MJ. Nat. Prod 1987, 50, 119.

19 Ahmed, B.; Van Eijk, L. |.; Steege, B.-T. J. C; Xan Der Schaft, D. W. J.; DW, Van Esch, A. Mop3ten-

Achjanie, S. R, Lambin, P.; Landuyt, W.; GriffioeA, W. Vascular targeting effect of combretastatihA
phosphate dominates the inherent angiogenesistotyitactivity. Int. J. Cancer2003 105, 20.

1 Risinger, A. L.; Giles FJ, Mooberry SL. Microtuleutlynamics as a target in oncolo@ancer Treat. Rev.
2009 35, 255.
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Figura 5. Estructuras de los compuestos que deemehsitio de la colchicina.

ll. RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE LOS DERIVADOS DE
COMBRETASTATINA

La combretastatina A-4 tiene dos anillos aromat{@og B) y un puente de dos carbonos con
un doble enlace de configuraci@ms. Su estructura puede emplearse para resumir de los
requerimientos estructurales de los compuestosgueen al sitio de la colchicina, ya que
tiene una eficacia inhibidora de la polimerizacide la tubulina muy elevada. Por
isomerizacion del doble enlacen“vitro” e “in vivo” de la combretastatina ags a trans
isémero méas estable termodindmicamente, la consitaéitza pierde su eficacfa El anillo A

de trimetoxifenilo se considera importante paradavidad inhibidora de la polimerizacién de

la tubulina, su sustitucion generalmente conducena disminucion significativa en la

citotoxicidad,

12Chaudhary, A.; Pandeya, S. N.; Kumar, P.; Sharm&.PGupta, S.; Soni, N.; Verma, K. K.; Bhardwaj,
Mini-Rev. Med. Chen2007, 7, 1186.

13 Gaukroger, K.; Hadfield, J. A.; Lawrence, N. Jolah, S.; McGown, A. T. Structural requirements tioe
interaction of combretastatins with tubulin: howpiontant is the trimethoxy unit®@rg. Biomol.Chem 2003 1,
3033.

32



Introduccion

AVE8062 ‘HCI
Figura 6: Estructuras de combretastatinas probex#ss ensayos clinicos

Uno de los problemas que presenta la combretastatid es la baja solubilidad acuosa, por
lo cual se han trabajado sobre la manera de megstarsolubilidad del compuesto a partir de
las modificaciones tanto en los anillos aromaticosio en el puente. CA-4P es una de las
combretastatinas modificadas que ha llegado hasfask Il en los ensayos clinicos en el

tratamiento de diferentes tipos de cancer, care@utimén, tiroides, anaplastico y ovafio

Combretastatina A-1 difosfato también se han aiil@ por el tratamiento de tumores sélidos

en fase I.

AVE8062 (Ombrabulina) es un analogo de CA-4, qeecej su actividad contra el cancer a
través de la interrupcion de la formacion de losogasanguineos en los tumores. En
comparacion con CA-4, es mas soluble en aguappdikle por via oral. También es eficaz
contra un nimero de células cancerosas que satergsis a taxanbs La combinacién de

AVEB8062 con docetaxel fue bien tolerada y estaaefase | de los ensayos clinicos y un

estudio actualmente esté en la fase Il para &lri@nto de cancer avanzadfo

El compuesto CA-4P presenta una alta afinidad adulbulina en sitio de la union con la
colchicina, ha llegado hasta la fase Il en los yosa&linicos para tratar el cancer de tiroides
anaplasico, usado como agente Unico o en combmaoid otros farmacos como cisplatino o

doxorrubicina y radiacion.

1) (BnO),P(O)H
2) TMSCI, Nal
NaOCH,

1 Rustin, GJ.; Shreeves, G.; Nathan, PD.; Gaya, Ane3an, TS.; Wang, D.; Boxall, J.; Poupard, L.;pllha

DJ.; Stratford, MRL.; Balkissoon, J.; Zweifel, M. Rhase |b trial of CA4P (combretastatin A-4 phospha
carboplatin, and paclitaxel in patients with adwehcancerBr. J. Cancer201Q 102, 1355.

51y, Y.; Chen, J.; Xiao, M.; Li, W.; Miller, D. D. A Overview of Tubulin Inhibitors That Interact withe

Colchicine Binding SitePharm Res2012, 29, 2943.

% http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=AVE8062.
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R N ICsq (IPT)
~0 = X=N; R= OMe 2,0 uM
| X=C-OH;R=F 1,5 uM
O X X= C-OH; R=ClI 1,6 UM
X= C-OH; R=Br 1,5 uM
N CA-4 1,8 UM

El derivado piridinico de combretastatina A-4 préaeuna actividad antitubulina (2 uM) y
citotoxica (IGo= 29,2 nM) muy interesante, ademas presenta undibdad en plasma muy
alta (3400 pg/mfy. La sustitucién del grupo metoxilo en posicién ang¢l anillo A de CA-4
por grupos halogenados (F, Cl, Br) mejora la ad#ig antitubulina del compuesto {E
1,5-1,6 uM) y presentan una potencia inhibidorailaima la de CA-4 (IG= 1,8 uM).
Ademas, al tratar células endoteliales de vena ligabihumanas (HUVECS) con
halocombretastatinas se observé la pérdida daila®tubulos celulares y la interrupcion de
la division celular despues de 30 min del tratamsieon una concentracion de 1.

Al cambiar el anillo B por derivados del inddlo anillo con piridin° conlleva a una

importante mejora de la actividad.

X
D IO CD
SN ICqo IPT
ICso IPT
X=0  04uM
X=0  7,5uM X=CH2 47uM
X=CH, 0.7uM
X=CHs 1.0M

~
o0 [N
o N/ S
- 0 o ICsg IPT
~o R=OMe 1,7pM
O\ |C50 Citox = 550 nM R R = NMe2 173 UM

Figura 7: Estructura y actividad de compuestospndina ¢ indol en anillo B

" Hatanaka, T.; Fuijita, K.; Ohsumi, K.; Nakagawa, Rukuda, Y.; Nihei, Y.; Suga, Y.; Akiyama, Y.; TsuT.
Novel b-ring modified combretastatin analogues ntBgses and antineoplastic activiBioorg. Med. Chem.
Lett 1998 8, 3371.

18 pettit, G. R.; Minardi, M. D.; Rosenberg, H. Jarkel, E.; Bibby, M. C.; Martin, S. W.; Jung, M. Kettit, R.
K..; Cuthbertson, T. J.; Chapuis, J.-C. Antinecdiitaagents. 509. Synthesis of fluorcombretastatinsphate
and related 3-halostilbenek.Nat. Prod 2005 68, 1450.

9 Alvarez, C.; Alvarez, R.; Corchete, P.; Pérezavie) C.; Pelaez, R.; Medarde, M. Exploring the atffef
2,3,4-trimethoxy-phenyl moiety as a component dbiephenstatin&ur. J. Med. Chen201Q 45, 588.

2 Gwaltney, S. L.; Imade, H. M.; Barr, K. J.; Li,;@ehrke, L.; Credo, R. B.; Warner, R. B.; LeeY.J.Kovar,
P.; Wang, J.; Nukkala, M. A.; Zielinski, N. A.; Bp D.; Ng, S. —C.; Sham, H. L. Novel Sulfonate lgaes of
Combretastatin A-4: Potent Antimitotic AgenBioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 871.
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Recientemente se han sintetizado compuestos $estito el anillo A de 3,4,5-
trimetoxifenilo por piridina sustituida con grupo®etoxilos y metilsulfanilos que mantienen

actividad inhibidora de la polimerizacion de tublim mejoran la solubilidad acuosa la de los

X V4
e XX X
|
N//| N~ l/\%
Y 2\
R Y

Las fenstatinad® son nuevos derivados modificados en el puente estnuctura de

compuestds.

benzofenona, que mantienen una potencia elevadajgran la solubilidad acuosa. En las
fenstatinas, la estructura de benzofenona hacelaguanillos se dispongan de forma no
coplanar, igual que en las combretastatinas. Slaego, el carbonilo de las fenstatinas no es
esencial para el comportamiento antimitotico, puegie los analogos 1,1-diarileténicos,
llamados isocombretastatinas, muestran una poiemtgEcion de la tubulina y citotoxicidad
frente a lineas celulares de cancer, similares dddas combretastatinas correspondiefites.

0]

/=\ PN
Ar1 Ar2 Ar1 Ar2 Ar1 Arz
Combretastatinas Fenstatinas Isocombretastatinas

Figura 8: Estructuras modelos de combretastatimstdtina e isocombretastatina

A continuacién se realiza una exposicion de dinmetodologias utilizadas en la

preparacion de combretastatinas, fenstatinas ensmetastatinas.

# Aramburu, L. Tesis doctoral. Universidad de Salacaz2014

2 pettit, G. R.; Toki, B.; Herald, D. L.; VerdiersRird, P.; Boyd, M. R.; Hamel, E.; Pettit, R. K. &aoplastic
Agents. 379. Synthesis of Phenstatin Phosplatded. Chem1998 41, 1688.

% Alvarez, R.; Alvarez, C.; Mollinedo, F.; Sierra, B.; Medarde, M.; Pelaez, R. Isocombretastatind A:
diarylethenes as potent inhibitors of tubulin podyimation and cytotoxic compoundBioorg. Med. Chem
2009 17, 6422.
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lll. METODOS DE SINTESIS DE COMBRETASTATINAS

Existen varios métodos de sintesis de combretagtatique se describen a continuacion

aplicados a la sintesis de combretastatina A-4.
1. Por reacciéon de Wittig:

Esta es la via mas utilizada en bibliografia. Lacc#®n de Wittig se puede efectuar por
condensacion de un bromuro de trifenilfosfonio oaraldehido, obteniéndose una mezcla de

isomero<Z/E en proporcion variable.

La sal de fosfonid se prepara a partir de proteccion del grupo hiddek aldehidol con
TBSCI para evitar las reacciones indeseadas, lsegeduce el grupo aldehido al alcoBol
con NaBH, después de la formacion de derivado halogenddadste se trata con

trifenilfosfina para obtener la sal correspondiente

La aplicacién de la sintesis de Wittig a CA-4 paddalizarse por dos vias dependiendo de la
eleccion del aldehido y de la sal de fosfoniozaiios como material de partida. La diferencia
principal es la proporcion de isomerg4& obtenidos: 1:1,5 para la sal de fosfobiy el
aldehido6 y 1:4 para el aldehidh

Las principales desventajas de este método soolse gelectividad, su bajo rendimiento y
que la separacién del isémero por cromatografiecas/resulta dificfl? Sin embargo, la facil
preparacion de los materiales de partida hace g@aeusa de las rutas sintéticas mas

utilizadas.

% pettit, G. R.; Singh, S. B.; Boyd, M. R.; Hamel; Bettit, R. K.; Schmidt, J. M.; Hogan, Bntineoplastic
agents. 291. Isolation and synthesis of combrdtastA-4, A-5 and A-6J. Med. Chem1995 38, 1666.
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Figura 9: Sintesis de Wittig de la CA-4.

Los estilbenos se pueden formar mediante la reaesitipo Wittig de un alcohol bencilico
con una sal de fosfonio utilizando nano-particdefNiquel (NiNPs) como catalizador, asi se
obtienen las olefinas con buenos rendimientos ypomo tiempo de reaccith Las NiNPs se
preparan por tratamiento de NiQon litio en presencia de DTBB (4,4’-tdirc-butilbifenil)
como catalizador en THF. El Ni(0) en forma de nambpulas (NiINPs) se considera como el
primer metal usado en la sintesis Wittig a pariiat alcoholes (en lugar de aldehidos) en la

gue no hay etapa redox estandar.

En primer lugar se probo la reaccion de alcohobssciticos con el derivado fosforano sin
catalizador de NiNPs pero no se observo la evatug@la reaccion, lo mismo que cuando se
puso la NiNP pocos equivalentes del catalizadorrdagcion obtuvo un buen rendimiento
cuando se puso en proporcién 1:1. Se obtienen a®Z4t en los cuales predomina el

isOmeroE.

% Alonso, F.; Riente, P.; Yus, M. Wittig-Type Olddition of Alcohols Promoted by Nickel Nanoparticles:
Synthesis of Polymethoxylated and Polyhydroxyle&géthenesEur. J. Org. Chem2009 6034.
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Figura 10: Preparacion de estilbenos con NiNPs

2. Reacciones catalizadas por organometalicos

2.1 Acoplamiento de Suzuki:

La combretastatina A-4 se prepara a partir de aouphto cruzado de Suzuki de derivados
de bromoetenilo y acidos boronicos, utilizandoatds(trifenilfosfina)Pd(0) como catalizador,
solucion acuosa de NaO; como base y 1,2-dimetoxietano como disolvente Eesiccion es

estereoselectiva y se obtiene el isénieed 70 %2°

= Pd(Phs),
B(OH)2 Br N32C03
DME
o o~ OH
~ O

Figura 11: Sintesis de CA-4 por acoplamiento dau§uz

El bromuro de vinilo se prepara mediante la reacaé Corey-Fuctg seguida de una
reduccion catalizada con paladio. La utilizacioh liddroxi-aldehido da bajos rendimientos

mientras que si se utiliza protegido en forma d&STéste aumenta considerablemente.

% Gaukroger. K.; Hadfield. J, A.; Hepworth. L, Aawrence. N, J.; McGown. A, T. Novel Syntheses of @id
Trans Isomers of Combretastatin A3 Org. Chem2001, 66, 8135.
%" Gibtner, T.; Hampel, F.; Gisselbrecht, J.-P.; ttirsA. End-Cap Stabilized Oligoynes: Model Compaifat
the Linear sp Carbon Allotrope Carbyrighem. Eur. J2002 8, 408.
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Figura 12: Sintesis del derivado bromuro de vinilo

2.2 Acoplamiento de Kumada-Corriu:

Camacho-Davild® ha sintetizado la combretastatina CA-4 a partir aoplamiento de
Kumada-Corriu de un magnesiano y el derivado halage obtenido en las condiciones de

reaccion de reduccion de Corey-Fuchs, utilizandgtilacetonato férrico (Fe(acat)como
catalizador. Se obtiene el producto con 40 % dding@ento.

=~ “Br MgBr
Fe(acac); KF-2H20

THF, 0°C
o o OTBS

OTBS

Figura 13: Sintesis de CA-4 con la reaccion de lacaipnto de Kumada-Corriu

3. Reaccion de Ramberg-Backlund

En el esquema siguiente se explica los pasos siatlesis de combretastatina A-4 utilizando
la reaccion de Ramberg-Backluftd.

% Camacho-Davila, A. A. Kumada—Corriu Cross CouplRuyte to the Anti-Cancer Agent Combretastatin A-4.
Synth. Commur2008 2823.

% Robinson, J. E.; Taylor, R. J. K.. A Ramberg-BéaoHluroute to the stilbenoid anti-cancer agents
combretastatin A-4 and DMU-21€hem. Commur2007, 1617.
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Figura 14: Sintesis de analogos de CA-4 mediastedadiciones de Ramberg-Backlund

La sintesis de CA-4 comienza por acoplamiento dvatip halogenado y el tiol obtenido
por el tratamiento de alcohol 3,4,5-trimetoxibeicoilcon reactivo de Lawesson’s, utilizando
como base hidroxido potésico y se obtiene el sulfyjme se oxida con el acidoeta
cloroperbenzoico para dar la sulfona corresponeieriil derivado sulfonado se ha
transformado en el estilbeno en distintas condesomariando las proporciones de los
estéreoisomeros formados. Bajo las condiciones tn @t al° (CRBr,, KOH-AILO;, t-
BuOH, 0°C, 12 h) se obtiene combretastatina A-4worendimiento de 81 %AE = 1:9), en
las condiciones de Fram¢{C,F4Br,, t-BuOH, KOH—ALO;, A, 12 h) se obtiene en 72 % (Z/E
15:85), mientras el rendimiento se disminuye al %9Z/E 53:47) en las condiciones de
Meyers et &f (CCL, t-BuOH, KOH, HO).

De los tres casos anteriores; se observo quetal ghcompuesto bajo las condiciones de
Franck se mejoro el rendimiento, pero en las comks de Meyers se obtuvo la mejor

estéreo-selectividad con el isbmermayoritario.

% Chan, T. -L.; Fong, S.; Li, Y.; Man, T. —O.; Po@,-D. A New One-flask Ramberg-Backlund Reacti@n.
Chem. Soc., Chem. Comm@894 1771.

3yang, G.; Franck, R. W.; Byun, H. -S.; Bittman, Bamadder, P.; Arthur, G. Convergent C-Glycolipid
Synthesis via the Ramberg-Balcklund Reaction: Acfiatiproliferative GlycolipidsOrg. Lett 1999 1, 2149.

%2 Meyers, C. Y.; Malte, A. M. ; Matthews, W. Bnic Reactions of Carbon Tetrachloride. SurveyRefctions
with Ketones, Alcohols, and Sulfongls.Am. Chem. So&969 91, 7510.
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4. Reacciones en microondas:

Se prepara los derivados de combretastatina A-4damiedas irradiaciones en microondas del
bromuro de trietilbenzilfosfonio y aldehido y eregencia de carbonato potasico. Se obtienen
con excelente rendimiento pero con el isénteans mayoritaric”. Esta reaccién se desarrolla
en dos partes; se prepara el bromuro de trietillbesionio a partir de la reaccion del
alcohobencilico con la sal de bromuro de trietftfogo a 100 °C sin disolvente, luego se
enfria a temperatura ambiente y se le aflade ebmaity potasico a un matraz sellado y el

aldehido bencilico correspondiente, después segarieroondas a 75 °C durante 30 min.

H
P -

OH 1) @Br@
100 °C | NN

| XZ 7
J - 2)H,0, K,CO5 |
X MW X\

Y
CHO
X

-
=

Y

Figura 15: Preparacion de estilbenos con radiasienanicroondas

Se preparan los estilbenos también a partir dedigién oxidativa y la reaccion de Horner-

Emmons, ambas reacciones se realizan en microamdesndo ALO; como soporte.

A|203/K|O4 O

OH
A _~OH
A”/\Ar MW, 10 min AH)LH
;

(|)Et

o)
Eto— |0 ALOS/KF A
p~ — £ R M2
§ Ar1)J\H MW, 12min AT

Ar2

Figura 16: Formacion de estilbenos por microondas

3 McNulty, J.; Das, P.; McLeod, D. Microwave-Assitaqueous Wittig reactions: organic-solvent- and
Protecting-group-free chemoselective synthesisiotionalized alkene€hem. Eur. J201Q 16, 6756.
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En primer lugar se prepara el aldehido a partladaptura oxidativa de 1,2-dioles simétricos,

la reaccion se efectia en columna y el aldehidbase pasar a otra columna en la que
reacciona con el derivado fosfato mediante laglim@ones en microondas y se obtienen
trans estilbenos con buen rendimiento. En esta reagpui@nse utilizan dioles simétricos para
evitar la formacion de productos indeseados, necesirto tiempo y transcurre con un

rendimiento de 60-75%.

5. Condensacion de Perkin

Las combretastatinas se sintetizan también porermation de Perkin entre un aldehido
aromatico y un acido carboxilico en presencia déidaido acético y trietilamina,
obteniendose el derivado del acido acrilico en buwendimiento y con excelente
estéreoselectividad(E 19:1). La reaccion genera una funcion acido cdtisoxen el puente

que se puede eliminar por descarboxilacién conajumy cobre a 220 °¢.

Figura 17: Sintesis de Perkin de CA-4.

A partir de esta reaccion de condensacion de Pskkinan preparado combretastatinas con
funcion nitrilo en el puente, haciendo reaccionar aklehido aromatico con 3,4,5-
trimetoxifenilacetonitrilo, se obtiene con buen dieniento, ademas la presencia del grupo

nitrilo en la olefina del puente mejora la uniém da tubulind®.

3 Dakdouki, S. C.; Villemin, D.; Bar, N. An Origin®n-Column Oxidative Cleavage of Vicinal Diols Ugin
Alumina/Potassium Periodate: Application to Sedqgiaér®xidation/Horner—-Emmons Reactiorisur. J. Org.
Chem 2011, 4448.

% Zou, Y.; Xiao, C. —F.; Zhong, R. —Q.; Wei, W.; Hga W. —M.; He, S. —J. Synthesis of combretastati
and erianinJ. Chem. Re2008 354.

% Jalily, P. H.; Hadfield, J, A.; Hirst, N.; Rosgion, S. B. Novel cyanocombretastatins as potelnlitu
polymerisation inhibitorsBioorg. Med. Chem. Let2012 22, 6731.
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6. A partir de la fenstatina: Reordenamiento de Colvin

Una sintesis alternativa de combretastatina esta ga fenstatina, a través de un intermedio
de diarilalquilo®’

o MeO OTBDMS
MeO O O OH TBI\D/II\A/IECI MeO O O OTBDMSTMSCHN2 MeO O — O OMe
MeO EtaN MeO OMe n-BuLi MeO
TBAF
EtOAc
MeO N MeO OH

H, Lindar cat

MeO O Ouinolin MeO O — O OMe
OMe OH

Figura 18: Sintesis de CA-4 a partir de fenstatina

7. A partir de alquinos

Alami et af® han publicado un nuevo procedimiento para la aiderde los analogos de CA-

4 por hidrosilacion-protodesilacion.

[Sl]

- - H{Si], Pt cat TBAF, XN
X/ \ ¥ _

)\
Ro

Figura 19: Sintesis de analogos de CA-4 mediarpteoekeso hidrosililacion-protodesililacion

37 pitrov, O. I.; Gerova, M. S.; Chaniv, C. D.; PetmpK. V. New Efficient Synyhesis of Combretastai via
Colvin Rearrangemengynthesis2011, 3711.

% Giraud, A.; Provot, O.; Hamzé, A.; Brion, J. -DAtami, M. One-pot hydrosilylation—protodesilylatiof
functionalized diarylalkynes: a highly selectivecess to Z-stilbenes. Application to the synthesis of
combretastatin A-4Tetrahedron. Lett2008 49 1107.
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Este método permite la obtencion d&)-¢ombretastatina mediante una reaccion
estéreoselectiva a partir de la hidrosililaciérda@eilalquino utilizando 6xido de platino como
catalizador, seguido de la desililaciéon con fluorate tetrabutilamonio. Se obtienen)-(

estilbenos con un buen rendimiento.

8. Isomerizaciéon del doble enlace:

Si se desea, se pueden preparar los isoreeagzartir de los derivados de bromoetirilo

por tratamiento deis-combretastatinas con yodo.

Figura 20: Isomerizacion CA-4 dis atrans

IV. METODOS DE SINTESIS DE FENSTATINAS

1. A partir de combretastatinas:

La fenstatina se prepar6 por primera vez por Ratat®, durante una investigacion dirigida al
estudio de la REA de combretastatinas, como unugtodnesperado de la oxidacion de un

silil derivado de combretastatina A-4 con el corjgpbie Jacobsen.

Complejo de Jacobsen O TBAF  _ fenstatina

OSi(CH3),C(CHg)3 OSI(CH3)ZC(CH3)3

Figura 20: Sintesis de fenstatina a partir de Getegida
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2. Reacciones catalizadas por organometalicos:

2.1 Acoplamiento de Suzuki:

Se pueden preparar derivados de fenstatinas \bardkcion de Suzuki. Recientemente se ha
descrito la preparacion de diarilcetonas utilizangmoparticulas de paladio con acido
arilborénico, CO (1 atm), PEG-400 (polietiléngliamdn un peso molecular de 400 Da), una

base y a temperatura ambiente, con rendimientbasta el 96 %% *°

X B(OH), o
@ @ Pd(OAC)2 m - @
-z base, PEG-400 = N THF %
R "k, CO.RT R] R, 110°C

Figura 21: Sintesis de fenstatina a partir de aconto de Suzuki

Otra reaccion de acoplamiento entre un aldehidmaioo y yoduros de arilo que permite la
formacion de diarilcetonas es la catalizacion cadppe)Br en presencia de Zn como acido
de Lewis y se obtienen buenos rendimiettdsn esta reaccion la eleccién del disolvente es

importante, porque con disolventes menos polareemibserva evolucidon de esta reaccion.

2.2 Catalisis con cobre:

Recientemente se han descrito otra sintesis diécdianas a partir de epéxidos utilizando
metales de transicibn como catalizadores, en ctin€@e(OAc), anilina, atmosfera de &y
DMSO como disolvente.

39Wu, X-F.; Neumann, H.; Matthias Beller. SynthesidHeterocycles via Palladium-Catalyzed Carbongtai
Chem. Rev2013 113 1.

“°°Qing, Z.; Shaohua, W.; Wei, H.; In Situ GeneratiofhPalladium Nanoparticles: Ligand-Free Palladium
Catalyzed Pivalic Acid Assisted Carbonylative SuzRkactions at Ambient Conditiond. Org. Chem2014

79, 1454,

“IHuang ,Y. -C.; Majumdar, K. K.; Cheng, C. -H. Két-Catalyzed Coupling of Aryl lodides with Aromati
Aldehydes: Chemoselective Synthesis of Ketode®rg. Chem2002 67, 1682.
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0o (0]
A CU(OAC)QY K2003 )J\
R Ph R Ph
DMSO, O,
anilina

Figura 22: Sintesis de fenstatina a partir de is&aon cobre

2.3 Carbonilacion acelerada por irradiacion con micromdas:

Para mejorar la reaccion de carbonilacion, redetitiempo de reaccion y evitar las
problemas de los disolventes, se preparan benzawdsngsando las irradiaciones en el aparato
de microondas con complejo de carbonilcobalto. $a eaccion el yoduro de arilo, Co(GO)

y acetonitrilo en microondas forma la benzofenamaespondient®.

X 0]

SN Co(CO)g x X
|// Microondas |// | X
R CH;3N, aire R R

Figura 23: Irradiacién en microondas

3. Reacciones de Friedel-Crafts:

Las benzofenonas se pueden preparar medianteckeiGeale Friedel-Crafts via acilacion o

alquilacién y posterior oxidacion.

lo) (0]
E:C Cl CgHg/AICI gz @ [0] CeHg/AICI; Cl
NO, O O
N02 N02 N02

Figura 24: Sintesis de fenstatina a partir de e@difao alquilacion de Friedel-Crafts

“2 Enquist, P-A.; Nilsson, P.; Larhed, M. Ultrafashe®nistry: Cobalt Carbonyl-Mediated Synthesis ofriflia
Ketones under Microwave Irradiatiodrg. Lett 2003 25, 4875.
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4. A partir de productos naturales:

La sintesis de los derivados de la fenstatina sedl&zado a partir de alilpolialcoxibencenos
aislados de las planta®etroselinum sativum Hoffmcultivada en Rusia yAnethum
graveolens L de India. Este compuesto fue utilizado en laesiatde los analogos de la

combretastatina con una actividad muy significativente a la polimerizacion de la

tubulind,
KOH
X R X CHs O, CHO o
n-Bu),N*Br N B
I// EHZ% @ CHCly-MeOH CO(NHy)oHy05 -~
R F pyr I MeOH | o
R R %
o)
Ar-Br
| X | X n-BuLi
S F S THF
R R

Figura 25: Preparacion de la fenstatina a partallilpolialkoxibenceno

El aldehido se obtiene por ozondlisis del estir@nienido de la reaccion de isomerizacion en
condiciones de transferencia de fase del alilpmibenceno. El tratamiento de aldehido con
un complejo de urea produce el 4cido que reaca@onagente activante para formar la amida
de Weinreb, que se condensa con el derivado dephitia formar la fenstatina.

5. A patrtir de una adicion nucleofilica:

Las fenstatinas se sintetizan también a partir da condensacién entre el derivado
organometalico y un aldehido o acido aromdficiEste método es el mas utilizado por

nuestro grupo de trabajo.

3 Titov, I. Y.; Sagamanova, |. K.; Gritsenko, R. Karmanova, |. B.; Atamanenko, O. P.; SemenovaN\|,
Semenov, V. V. Application of plant allylpolyalkolgnzenes in synthesis of antimitotic phenstatidognes.
Bioorg. Med. Chem. Let2011, 21, 1578.

*a) Liou, J. -P.; Chang, J. -Y.; Chang, C. -W.; @haC. -Y.; Mahindroo, N.; Kuo, F. —=M.; Hsieh, HP—
Synthesis and Structure-Activity Relationships oABinobenzophenones as Antimitotic AgentsMed. Chem.
2004,47,2897. b) Alvarez, C.; Alvarez, R.; Corchete P.;e&2éelero C.; Peldez, R.; Medarde, M. Synthesis
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CHO
Br X R, OH
MeO R
: SASS
MeO OMe MeO OMe MeO Re
OMe OMe OMe
X= Li, Mg COOH
R Oxidacié
R4= OCHj, Cl 2
R,= NO,, NH, R

(0]
NeAsSY
MeO Ry

OMe

Figura 26: Ruta sintética de fenstatina

V. METODOS DE SINTESIS DE ISOCOMBRETASTATINAS

Las isocombretastatinas son los 1,1-diariletendsnésos de las combretastatinas (1,2-
diariletenos), que tienen un efecto citotoxico rpasente que las fenstatinas. Se pueden

sintetizar por varias rutas sintéticas.

1. A partir de la fenstatinas

Las isocombretastatinas se preparan a partir detafiémas por reaccion de Wittig Este
procedimiento es el que se usa en el desarrollasdsocombretastatinas sintetizadas en esta

memoria.

and biological activity of naphthalene analogueploénstatins: Naphthylphenstatimsoorg. Med. Chem. Lett
2007, 17, 3417. c) Alvarez, R.; Alvarez, C.; Mollinedo, FSjerra, G. Beatriz.; Medarde, M.; Pelaez, R.
Isocombretastatins A: 1,1-Diarylethenes as potdnbitors of tubulin polymerization and cytotoxioropounds.
Bioorg. Med. Chen009 17, 6422.
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0
O R Wittig 0 R
JOT JO
o\
R=H, |, NO,, OTBDPS

Figura 27: Sintesis deoCA-4 por reaccion de Wittig

2. Reacciones catalizadas por organometalicos:

2.1 Acoplamiento con paladio

Las isocombretastatinas se preparan por la readadrcoplamiento dN-tosilhidrazonas y
yoduros de arilo catalizadas por Pfespués de la desproteccién del grupo hidroxi, se

obtiene isoCA4 en buen rendimiento.

I\©:OTBDMS
O

o) TsHN I
o N Pdy(pdba),
- TsNHNH, O XPhos, tBuOLi OH
o EtOH - dloxane O O
o 2. K,C03, MeOH
_0
e

Figura 28: Sintesis deoCA-4 por acoplamiento con Pd

Se prepar6 también la isocombretastatina por réaat® acoplamiento de-tosilhidrazonas
con derivados ariltriflato, utilizando Pd(OAcy PdCh(MeCN)como catalizadores, cuya

catalitica es similar a Ra@ba) y conducen a excelentes rendimiefftos

5 a) Messaoudi, S.; Treguier, B.; Hamze, A.; Pro@t, Peyrat, J. F.; De Losada, J. R.; Liu, J. Rignon, J.;
Bakala, J. W.; Thoret, S.; Dubois, J.; Brion, &ni2l.; Alami, M. Isocombretastatins A versus Coetastatins
A: The Forgotten isoCA-4 Isomer as a Highly ProngsCytotoxic and Antitubulin Agenfl. Med. Chem2009

52, 4538. b) Brachet, E.; Hamze, A.; Peyrat, J. BFgn, J. —D.; Alami, M. Pd-Catalyzed Reaction o¢i&ally

Hindered Hydrazones with Aryl Halides: SynthesisTefra-Substituted Olefins Related to iso Combtatas
A4. Org. Lett 201Q 12, 4042.

“® Tréguier, B.; Hamze, A.; Provot, O.; Brion, J. ~Blami, M. Expeditious synthesis of 1,1-diarylektayes
related to isocombretastatina A-4 (isoCA-4) vialasdilm-catalyzed arylation of N-tosylhydrazoneshnryl

triflates. Tetrahedron. Lett2009 50, 6549.
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2.2 Acoplamiento de Stille

Para el acoplamiento de Stille se prepara el ddwivde estafio a partir del alquino
correspondiente y posteriormente, en presenciaalalizador de paladio, se hace reaccionar

con los haluros de arfld

X

X
“ = | .
| P BuzSnH | A SnBujy /R1 | A | X
R/ PdCl,(PPhs), R// Pd(OAc), NF X
THF Xphos R R4

Figura 29: Sintesis de isocombretastatina por acaphto de Stille

3. A partir de amida de Weinreb:

En esta sintesis se utiliza como producto de artid &cido glioxalico susceptible de

transformarse en dos etapas en la amida de Weingedn escafé

A.glioxalico

{

o) . o & HgCly, HgO OH
SW)\N/ Ar;MgBr ﬁ)kAn 1) Ar,MgBr S~~S  CH:CN:H,0 ): MsCl, TEA )L
@ e Ls 2 EtSiH. I NaBH, MeOH Ar” “ar, ppy A An

S OMe 2) Et3SiH Ar; Ar

Figura 30: Preparacion de isoCA-4 a partir de ardel&Veinreb

Los dos anillos aromaticos del compuesto se obtiglespués de la adicion consecutiva de
los dos derivados arilmagnesianos. La desproteagdpuente produce un alcohol primario

“"Hamze, A.; Veau, D.; Provot, O.; Brion, J. —-D.;aAli, M. Palladium-Catalyzed Markovnikov Terminal
Arylalkynes Hydrostannation: Application to the ®yesis of 1,1-Diarylethylenesl.. Org. Chem 2009 74,
1337.

“8 Balasubramaniam, S.; Kommidi, H.; Aidhen, |.\8einreb amide based building blocks for convenaess
to 1,1-diarylethenes and isocombretastatin anakJwtrahedron. Let2011, 52, 2683.
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gue se elimina como mesilato por tratamiento corlJDBbteniéndose el derivado de la

isocombretastatina.

4. A partir de acetofenonas:

Como alternativa de la reaccién de acoplamientopadadio, se ha encontrado otro método
de sintetizar derivados de isocombretastatina ar gl la reaccion de acetofenona con el
derivado magnesiano para formar alcoholes terciatia deshidratacion de los alcoholes en
presencia del acidp-toluensulfénico como catalizador produce la isobmetastatin®. Los
rendimientos varian dependiendo del grupo R.

o MgBr
O eey
N
o
e} i 1\)0 o R 1) O~ i
- THF,-40°C  ~ O O THF, -40 °C R
N
o) 2) p-Ts, CH.Ch 0o o 2) p-Ts, CH,Cl, -

~

R=H, F, Br, NH,, NO,, OTBDMS, Alquilo

Figura 31: Preparacion de isoCA-4 a partir de dertmas

“9“Hamze, A.;Giraud, A.; Messaoudi, S.; Provot OyrBe J. —F.; Bignon, J.; Liu, J. -M.; WdzieczalkBla,
J.; Thoret, S.; Dubois, J.; Brion, J. —D.; Alami, Snthesis, Biological Evaluation of 1,1-Diarylgigmes as a
Novel Class of Antimitotic Agent€ChemMedChen2009 4, 1912.
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Planteamiento y objetivos

. PLANTEAMIENTO

El objetivo general de este trabajo es la sintesigaluacion de nuevos agentes antimitéticos
pertenecientes a las familias de combretastatieaistatinas e isocombretastatinas y que
contengan agrupaciones nitrogenadas como sustigitalguno de los grupos hidroxilo 6

metoxilo de combretastatina A-4.

: “ B
combretastatinas Fenstatinas Isocombretastatinas

Figura 32. Estructura basica de los compuestostgiatios

Los estudios de relacion estructura-actividad (RBA) mostrado que el anillo de 3,4,5-
trimetoxifenilo (anillo A) es importante para la tig@ad citotoxica, tanto en
combretastatinds como fenstatind8y, en general, cualquier otra sustituciéon en élcaA
disminuye la actividad antimitética del compuédt&n nuestro grupo el anillo B ha sido
sustituido con éxito por sistemas heterociclican@aarbazol o indol, pero las propiedades
farmacocinéticas no son muy adecuadas. Con ekfmejorarlas en la agrupacion inddlica se
han introducido distintos grupos como aldehidosjasco amidas obteniendo resultados

prometedores.

Un primer apartado de esta memoria de Tesis diateta dirigido a realizar variaciones del
anillo B. Estas variaciones incluyen la preseneiaid grupo amino situado en posicpiana-

del anillo aromatico (fenilo o piridilo) que equigaa la posicion del atomo de nitrégeno en el
indol. Como agrupaciones nitrogenadas se introdndos grupos dimetilamino y pirrolidina.
Teniendo en cuenta la disponibilidad de los mdeside partida y para realizar estudios de
REA en ocasiones se preparan compuestos con lapaagynes nitrogenadas en otras

posiciones del anillo.

P Akselsen, @. W.; Odlo, K.; Cheng, J. -J.; Macc&®i; Botta, M.; Hansen, T. V. Synthesis, biological
evaluation and molecular modeling of 1,2,3-triazat@logs of combretastatin A-Bioorg. Med. Chem. 2012
20, 234.
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Con el fin de mejorar sustancialmente la solubilide estos compuestos a pH fisiolégico se
llevara a cabo la preparacion de sales de amoairmiarias ya que los grupos dimetilamino

y pirrolidina se presentan como agrupaciones otianeste fin.

Al revisar la bibliografia se ha observado, queesap de ser cuantiosos los grupos descritos
como sustitutos de los restos metoxilos del aillda presencia de grupos amino en este
anillo no esta muy explorada. Esto nos sirve pespgner un segundo apartado del trabajo en

el cual se sustituye uno de los grupos OMe pos, NHiMe, NHAc, NMe.

Estos dos apartados u objetivos generales deljdraigacompletan con variaciones en el
puente que une los dos anillos aromaticos, camtaduccion de otras funciones que faciliten
la union a los distintos aminoacidos de la tubulowa variaciones en los sustituyentes de los
anillos A 'y B 6 con la sustitucion del anillo B panillos no aromaticos con el fin de

completar en la medida de lo posible estudios d&.RE

La ruta de sintesis seleccionada para obteneetasatinas (diariimetanonas), comienza con
la adicion del compuesto organometalico a un atttebiun acido carboxilico. Por su parte,
para la sintesis de las combretastatinas se halmpiar la reaccion de Wittig entre
trifenilbenzilfosforanos y aldehidos adecuadameunstituidos que aunque origina mezclas de
isomerosZ/E se pueden separar por métodos cromatograficoge Sxthos materiales de

partida se efectuara la introduccion de otras agiopes en funciéon de su reactividad

quimica.
)L — Derivados
iy Ar Ar.
Wittig . 2
1,1-diariletenos
Ar-Li j\
ArcHo  ACOOH A’ Ar, w HO.. ,
® O — |N ---> sales de amonio
Ar-CHoPPhg Br Diarilmetanonas /k
AI'1 Ar2
l 1 Diarilformaldoximas
ArS X . .
”ﬁ\Ar Derivados  sal de amonio
2

Figura 33: Esquema general de sintesis de los cestgmiobjetivos
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[I. OBJETIVOS:

De acuerdo con el planteamiento y siguiendo logcaaentes del grupo de trabajo, los

objetivos concretos de esta memoria son los siggsen

1. Modificaciones del anillo B

El primer objetivo sintético del trabajo se resume en la figura siguiente d@edmcluyen

las variaciones a introducir en el anillo B.

Anillo A Puente Anillo B
~o0 o X N~ N” N

Figura 34: Variaciones en el anillo B

Se combinan los anillos aromaticos A de trimetoxiimetoxifenil con anillos bencénicos y
piridinicos que se unen con un puente de uno @utwsos de carbono. Ademas se sustituye

el anillo aromatico B por otros no aromaticos.

El segundo objetivoes la introduccion de grupos polares en el amfomatico B, que
favorezcan la solubilidad acuosa de los compusstpge puedan aumentar la interaccion con

la tubulina por posible formacion de un enlace idedgeno adicional.
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R= CHO, CHNOH, CN,...

Figura 35: Sutitucion en el anillo B

2. Modificaciones del anillo A

Utilizando las agrupaciones del anillo B marcadatadigura, se modificara el anillo A en la
familia de isocombretastatinas y combretastatin®e realizaran las siguientes

modificaciones:

Anillo B

Anillo A | Puente |
O VAN r’\ﬂj\/>

A\

X N

R= NO,; NH,; NHMe;
N(Me),; +N(Me)3; NH(Ac), NMe(Ac);
NMe(Boc)

Figura 36: Variaciones introducidas en el anille®combinacion con las tres agrupaciones elegitas anillo
B.

El tercer objetivo es sustituir el grupo metoxilo de la posicion 3 aeillo A con varios
grupos polares, y se combina con tres agrupaciemes anillo aromatico B (4-metoxifenilo,
4-dimetilaminofenilo y 1-metilindol), para ver lafluencia de cada uno sobre la potencia

inhibidora frente a la polimerizacién de la tubalin

Para aumentar la solubilidad acuosa, se prepasasalas de amonio de los compuestos. La

realizacion de estas sales completaruatto objetivo.

El quinto objetivo es la determinacion de la solubilidad acuosa decompuestos finales

seleccionados.
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La realizacion de los ensayos de inhibicion depdédimerizacion de tubulina y de
citotoxicidad de los compuestos seleccionados itapstelsexto objetivg que se completara
con los estudios de Relacién Estructura-Actividad.
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Métodos y resultados

Estructuras de los compuestos sintetizados
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. Modificaciones en el anillo B

El objetivo de esta parte del trabajo es introdeairel anillo B agrupaciones derivadas de
anilina o piridina, cuyas funciones nitrogenadagdam aumentar la solubilidad acuosa

directamente o por la formacion de sales de amonio.

X /N X l/\\ XY /N
= \.’ = O\, X//Y \.’

R=H, Me X,Y=C,N

Como anillo A se han seleccionado los anillos ataoa de 3,4,5-trimetoxifenilo (TM),
2,3,4-trimetoxifenilo (TMG) o 2,5-dimetoxifenilo (@), porque han demostrado previamente

que conducen a una potente actividad inhibidoria gelimerizacién de la tubulina

Los dos anillos aromaticos se uniran por puentes @@ atomos de carbono. Cuando hay dos
atomos de carbono la configuracién del doble enpackia seZ o E, aunque como ya se ha
dicho anteriormente, lo mas interesante sera obfgpductos con configuracion Z del doble

enlace entre los dos anillos aromaticos.

En esta secuencia se sintetizaran compuestos fEnldms de fenstatinas (diarilmetanonas),
isocombretastatinas (1,1-diariletilenos) y comlstetiznas que de forma general se recogen en

la figura 37.

Anillo A X Anillo B

Py S A
e
0 b NOH
~ R = CN AN @/
~ ~ X | N—
(0) (0) o~ (0] R (0] Z \
CH2 (o)
(ONg O NOH N K&
™ ™G
O | X
X
\O/é/ N =N |
N NN
DM N N < 7
Ar1 |

Ar2

Figura 37: Esquema general de los compuestosizades

*(a) Alvarez, C.; Alvarez, R.; Corchete, P.; Lopekz, L.; Pérez-Melero, C.; Pelédez, R.; Medarde, M.
Diarylmethyloxime and hydrazone derivatives withinBelyl moieties as potent inhibitors of tubulin
polymerizationBioorg. Med. Chem. 2008 16, 5952. (b) Alvarez, R. Tesis Doctoral. UniversididSalamanca.
2009 (c) Alvarez, C. Tesis Doctoral. Universidad déaSmnca2006
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1. Sintesis de analogos de fenstatina

La sintesis del esqueleto basico de las fenstatsesrealiza por tratamiento del
organometalico aromatico que contiene los gruposn@neon el aldehido 6 el acido
carboxilico correspondiente. Cuando se utilizac&l@carboxilico se obtiene directamente la
cetona, pero con aldehido pasa por un intermedahdlico (diarilmetanol), que es necesario

oxidar para llegar a la fenstatina.

A partir de la fenstatina, que se considera la outdébase en el esquema de sintesis, se
sintetizan derivados como las isocombretastatilz@s,oximas, las sales de amonio y sus

derivados.

En el esquema siguiente se incluyen los pasosdmgyan todas las rutas sintéticas empleadas

en esta parte del trabajo:

Ar,-COOH
X I
\e‘fx ‘ A Ar, Derivados
\g\\\\g . ,
OH o / isocombretastatinas
Arpli L Ox
ArrCHO = Ar™ Ar Af1)J\A|'2 %’Z HO.,
fenstatinas A ' ----> Sales de amonio
rq Ar2
l oximas

Derivados y sales de amonio

Figura 38: Esquema general de la sintesis de feretaisocombretastatinas y oximas

1.1 Sintesis de analogos de dimetilaminofenilo

» Anillo A: 3,4,5-trimetoxifenilo:

En primer lugar se describe la sintesis de los castps en los que el anillo A corresponde a
3,4,5-timetoxifenilo (TM) y el anillo B aneta y para-dimetilaminofenilo.

En el esquema siguiente se explica la sintesia fnbtatina segun una adicién nucleofilica
del derivado litiado obtenido a partir de la reénaie transmetalacion del bromoderivado a la

sal del &cido formada por el tratamiento del acadoxilico con hidruro de sodio.
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n-BulLi
Ar;-Br——— Arq Li
Li
0 © o° o)
I HNa ¢<o @ Ary Ar,  OH
S ® 1
Arz/C\OH Ar;”""0”Na Ay 0"Na — , X \ Ar1)J\ Ar,
Ay YOH  H0
Hidrato

Figura 39: Mecanismo de formacién de la fenstatina

La fenstatindl 2 se sintetiza a partir de 4-bromodimetilanilina\sal del acido en exceso, con
un rendimiento del 46 %. El compueStbse prepara en las mismas condiciones utilizando 3-

bromodimetilanilina con un rendimiento del 75 %.

@J\© H2/Pd/C @J\O
R

TM= 3,4,5-trimetoxifenilo

},2 Ef mgz 56 R 3-NMe,
= 2
1 =3
=
«
Br COOH o 0 HO. |
@ _nBuLi B NH,OH Lo
R/ Z ~o o~ Cl) /\R | PR
O _0 R
12 R= 4-NMe, 21 R= 4-NMe,
54 R= 3-NMe, 57 R= 3-NMe,

Figura 40: Ruta sintética empleada para la sintlesiss compuestos con la agrupacion dimetilammilafe

El compuestdl? se caracteriza en RMMH por sefiales de Id$ aromaticos que resuenan
como dobletes a 6,66 y 7,80 ppm y la sefial delgoapbonilo a 194,4 ppm en RMIC. En
el IR las cetonas dE2 y 54 presentan la vibracién de tension del grupo calb@ 1681 y

1650 cn, respectivamente.

La isocombretastatini3 se sintetiza con un rendimiento del 75% por réacde Wittig* de
la fenstatinal2 con el yoduro de metiltrifenilfosfonio (P§PH3l) y BuLi para formar el iluro

de fésforo, y se caracteriza por dos sefiales dmbket5,24 y 5,36 ppm en RMM que

® (a) Wittig, G.; Schollkopf, U. Uber triphenyl-phalsin-methylene als olefinbildende reagenzien (Ittil).
Ber. 1954 87, 1318. (b) Wittig, G.; Haag, W. Uber triphenyl-gphin-methylene als olefinbildende reagenzien
(I1. Mitteil). Ber. 1955 88, 1654.
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corresponden a los protones del grupo metilen@uaehte 55 se obtiene con un rendimiento
del 94 % y se caracteriza por las sefiales defmala 5,38 y a 5,41 ppm en RMN.

(\@ﬁ’tbh
Ph ‘\)Ol\ o, P
®P|/ Ph Ar1 AI'2 %2

H @ll:r/] Ph n-BuLi

H |
Ph, Ph
PR )L - ofpn

Ph-P=O +  Ar{” MAr, /Q

Ar{” CAr,

Figura 41: Mecanismo de la reaccién de Wittig

El objetivo de la sintesis de las oximas es mejtaasolubilidad del compuesto por la
introduccidon de agrupaciones polares, pudiendo addormar enlaces de hidrogeno con la

proteind?.

O) = HO..
H,OH N
Ar1)J\Ar2 )I\
Hzo Ar1 Ar2

Figura 42: Formacion de la oxima

Las oximas2l y 57 se preparan a reflujo mediante tratamiento de émstétinas con
clorhidrato de hidroxilamina, piridina y metanocbnco disolvente. En esta reaccion se

obtienen dos isomer@E en proporcién aproximada 1:1.

La asignacion estereoquimica de las oximas sedtiaado teniendo en cuenta que cuando el
grupo OH de la oxima se dirige hacia un determinaddlo aromatico se observa un
apantallamiento de los protones de ese anillocderdo con lo observado para otras oximas
parecida¥® cuya estructura ha sido establecida por difracdémrayos X (figura 43). Las

oximas se obtienen con buen rendimiento, 57 % 2ihye91 % pard7.

2 Alvarez, C.; Alvarez, R.; Corchete, P.; Pérez-MeleC.; Peldez, R.; Medarde, M. Naphthylphenstatiss
tubulin ligands: synthesis and biological evaluatBioorg. Med. Chem. 2008 16, 8999.
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Las oximas se caracterizan en RMi por un apantallamiento de las sefiales de losmest
aromaticos con respecto a los de la cetona (verdig3) y por la apariciéon de la banda del

grupo funcional OH en el IR a 3410 ¢m

HO OH

6.98 7.80 6.49 6.77 6.61 6.63
/O 21(2) V" /o 21(E) "

Figura 43: Desplazamientos quimicos caracteristied2 y los isomeroZ/E de 21

El compuesto56 se prepara por hidrogenacion catalitica con palagibre C de la
isocombretastatin®5, con un rendimiento del 94 %, se caracteriza @aphricion de la sefal
del metilo a 1,63 ppm que resuena como doblete delametino a 4,10 ppm que resuena

como cuartete en RMMH.
» Anillo A: 2,3,4-trimetoxifenilo y 2,5-dimetoxifenilo:

La sintesis de los derivados pimetilanilina de las fenstatinas con el anilloda 2,3,4-
trimetoxifenilo (TMG) y 2,5-dimetoxifenilo (DM) sha realizado siguiendo el esquema de la

figura 44.

5= 2 5,

58 Ar= TMG
63 Ar= DM
Ar :>TMG Ry= Ry= Ry= OMe; R4 H
DM: Ry= R;= OMe; Ry=R3= H

60 Ar= TMG
59 Ar=TMG
65 Ar= DM 64 Ar= DM

oad

Figura 44: Esquema sintético de las isocombretaat0y 65

La sintesis de las fenstatina®y 64 pasa por la formacién del intermedio alcohdlioze ge
prepara a partir de la adicion nucleofiica de wurerihdo de litio a p-

dimetilaminobenzaldehido. El derivado de litio smera en la posicion mas reactiva de la

73



Métodos y resultados

molécula, posicibn 4 para 1,2,3-trimetoxibencenopgsicion 2 en el caso de 1,4-
dimetoxibenceno. Los alcohol&8 y 63 se oxidan con dicromato de piridinio (PD&ara
obtener las cetonas correspondientes como indasaeediales a 193,6 y 194,0 ppm en RMN

3¢, para las fenstatin&® y 64, respectivamente.

La etapa de oxidacion reduce notablemente el reedim global y sé6lo se obtienen las
cetonas con el 20 y el 32 % respectivamente. Padarito es preferible la sintesis de las
fenstatinas a partir de los acidos carboxilicos.

Las isocombretastatin@® y 65 se obtienen a partir de las cetore@y 64 por reaccion de
Wittig, con rendimientos del 70 y 53 %. Se idenéfi por las sefiales en la RMN de los

protones olefinicos a 5,15 y 5,60 ppm pédy 5,18 y 5,70 ppm pai@b.

1.2 Sintesis de analogos de piridina:
Se han sintetizado cuatro familias derivadas déip@, sustituidas con agrupaciones
dimetilamino o pirrolidina, y en las que se vamaplbsicion de unién del resto piridina al

carbono del puente (figura 45).

33 X =N; Y =C-NMe,
36 X=C-NMe, : Y =N

39 X=N;Y= C—NQ NJ,OH 41 X=N;Y= C—N<:|

|
43X=C—N®;Y=N \ M X 45X=C—NG;Y=N
vO | X

34 X=N; Y= C—NMe,

A 3
§C 0o W Y
Br
n-BuL| )k(\‘
Wi
- X It
™ | X
YcX

35 X=N;Y = C-NMe,
37 X=C-NMe,; Y =N

40 X=N;Y=C—N<:|
o)
- 38 X=N;Y=C—N<j 44 X=C-N |:v=N
42 X= C-NG;Y=N

Figura 45: Esquema sintético de los compuestosibasn el anillo de piridina

> Lee, J.; Kim, S. J.; Choi, H.; Kim, Y. H.; Lim, T..; Yang, H-m.; Lee, C. S.; Kang, H. R.; Ahn, S; Kloon,
S. K.; Kim, D. -H.; Lee, S.; Choi, N. S.; Lee, K.ldentification of CKD-516: A Potent Tubulin Polgrization
Inhibitor with Marked Antitumor Activity against Mine and Human Solid Tumors. Med. Chem. 201Q 53,
6337.
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El compuesto de partidz2 se prepara por aminaciéon reductiva de 2-aminosfbpiridina
con paraformaldehido y cianoborohidruro sdédico. efnperatura ambiente se observo la
formacion de una mezcla con distinto grado de améh en proporcion 2:1 y a reflujo se

transformo todo al compuesto dimetile@) con un rendimiento de 54 %.

Br Br

B
' paraformaldehido X
B NaCNBH3 | A |
NS
| MeOH o 70°C N N

N NH, AcOH A b 32

Figura 46: Sintesis del compue8®

En la bibliografia se ha descrito la aminacion otol@ utilizando Si-CBH (cianoborhidruro
modificado por silice); este reductor mejora eldismento en un 25% en comparacion con el

cianoborohidruro sédico, pero no se usa en ediajo@or el coste de reactivd.

La sintesis de las fenstating®y 36 se realiza a partir de la adicidén del derivadadid de 3-
0 4-bromodimetilaminopiridina con el acido 3,4,Bretoxibenzoico con un rendimiento de
26 y 84 %, respectivamente. En RMRC aparecen las sefiales a 194,9 y a 187,6 ppm

indicando la formacién de la cetona.

La ruta de sintesis de las ceto8sy 43 pasa por la formacion de los alcoholes intermedios
38y 42, que después se oxidan con dicromato de piridhai@ obtener las fenstatinas con
rendimientos de 83 y 75 % respectivamente. Lastdenas39 y 43 se caracterizan por
desapantallamiento de los protones en RMNy por a paricion de los sefiales de grupo
carbonilo a 195,1 y 193,1 ppm en R¥MQ.

Las isocombretastatin®s, 37, 40 y 44 se preparan siguiendo el procedimiento habitudhde
reaccion de Wittig a partir de las fenstatinasegpondientes con rendimientos aceptables. En
la tabla siguiente se muestran los datos de laslesefle RMN'H del grupo metileno, que

salen como singletes mas o menos distanciados.

* Grenga, P, N.; Sumbler, B, L.; Beland, F.; PrigRerReductive amination agents: comparison of NBH3
and Si-CBH.Tetrahedron Lett. 2009 50, 6658.
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IsocombretastatinasRendimiento| Sefiales deéH olefinicos
35 73 % 5,50 (2H, s)
37 41 % 5,25 (1H, s); 5,33 (1H, §)
40 83 % 5,48 (1H, s); 5,50 (1H, §)
44 46 % 5,23 (1H, s); 5,31 (1H, §)

Tabla 1: Rendimiento y desplazamiento quimico désacombretastatinas

Las oximas se preparan a partir de las fenstatiiézando clorhidrato de hidroxilamina y
unas gotas de piridina. Las oximas se pueden abtemeo mezcla de isomer@E, sin

embargo, en el caso del compuetiainicamente se ha aislado uno de los isbmeros.

a HO a OH
~ N
N o \ I
I
\O X \O _X
(ONg O
X=N X=N

Figura 47: Estereisémeros de las oximas sintetizada

Oximas| Rendimiento © (ppm) def proton (a ZIE
Z E
34 23 % 6,61 6,74 40:60
41 42 % 6,61 6,76 40:60
45 25 % 6,99 ZoE

Tabla 2: Rendimiento y desplazamiento quimico de@lamas

Como en los casos anteriores, los desplazamieniosaps de cada isdmero dependen de la
estereoquimica de la oxima. En la oxi#tano se dispone de ambos estereoisomeros, por lo

cual no se puede realizar la asignacion estereacaim
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1.3 Sintesis de analogos de dimetilaminofenilo sustitlos:

Se pretende funcionalizar el anillo B que contiehgrupo dimetilamino en posicién 4 con
otros grupos que puedan interaccionar con la dign&e ellos se han elegido, aldehidos,
oximas Y nitrilos. La posicion elegida esa@to del grupo amino debido a la mayor facilidad
sintética. Para ello la primera via elegida (figd®) fue preparar el compuesi® que
contiene el aldehido susceptible de transformaeidlos grupos mencionados y ademas esta

protegido para evitar interferencias com-@ulLi que se debe utilizar a continuacion.

En primer lugar se sintetiza el compuelia partir de 4-bromodimetilanilina por reaccion de
formilacion de Vilsmeier-Haack. El grupo CHO en@&maorto ya que la posiciompara se
encuentra sustituida. La reaccion se lleva a cabhdNgN-dimetilformamida, que en presencia
de oxicloruro de fosforo (POgIproduce un catién iminio. Este cation es el egmaw de
realizar la sustitucion electrofilica aromaticangeando un intermedio que se hidroliza para
dar el aldehid®.

Br

Br Br
AN | | H0
> Ny == ZRN CHO
<) N
/N\ al /9 ~N

Figura 48: Mecanismo de la reaccion de Vilsmeieadka

El aldehido9 se protegid en forma de dioxolano, grupo protegtmr aguanta las condiciones
basicas que se utilizan para la condensacion pmstdfigura 49). EI compuesto protegido
10 se utiliza para la sintesis de la fenstalihal a reaccidon se efectua via acoplamiento con el
acido trimetoxibenzoico en condiciones analogaasadke otras reacciones similares que se

describen en este trabajo; sin embargo, en esteleagaccion no se produjo.

Por ello se intenta otra ruta sintética a partirlaléenstatinal2 (figura 49). Se realiza la
formilacion enorto de 12 obteniéndose el aldehidd, que se caracteriza por la aparicién de

un singlete a 10,03 ppm en RMN.

%> Campaigne, E.; Archer, W. L. Formylation of dimgéniline. Org. Syn. Coll. 1963 4, 331.
wuts, P. G. M.; Greene, T. W. Protective Group®iganic Synthesis."edition. Wiley-Interscience. 2007,
New Jersey.
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Como los aldehidos son mas reactivos que lasag®mla reaccion de Wittig, porque tienen
mayor caracter electrofilico, se necesita protejerldehido para que dicha reaccion tenga

lugar con la cetona y no con el aldehido. En largl9 se indican los pasos seguidos.

?*@* 35

TM(COOH) >‘<
0
N ‘ ‘ ~ Q)k |
| O O
1 \ /
12 ™ 15
™
™ ~ ™
~N - N
w Y h
18 17 | 16
CN s
OH CHO

Figura 49: Preparacion de los derivados de isocetabtatina sustituidos

El dioxolanoll se obtiene a partir de la proteccion del grupaiiar de la fenstatind4 con
etilénglicol en presencia de cloruro de trimeiisiiEn RMN 'H se observa la desaparicion
del singlete del aldehido, apareciendo un mulépket4,10 ppm de cuatro protones y un
singlete a 6,10 ppm correspondiente a un protén.

La reacciéon de la fenstatirfdl con el iluro de fésforo da la isocombretastatiiaque se
identifica a partir de la aparicion de dos singledachos a 5,33 y 5,40 ppm de los protones
olefinicos. El aldehido se obtiene por desprotecdié grupo dioxolano mediante hidrolisis
en medio acido durante 4 h. De la reaccion se dslsocombretastatind6, que se
caracteriza por la presencia de los protones atema 5,34 y 5,41 ppm y la aparicion de la
sefal del aldehido a 10,18 ppm.

La oxima se prepara a partir del aldehido con @osto de hidroxilamina y unas gotas de
piridina. Se aisla el compueslt@ con un rendimiento de 55 %. En la figura 50 ssqmta la

asignacion de los desplazamientos quimicos demesten RMNH.
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Figura 50: Desplazamientos quimicos de Ri#Ndel compuestd7

La ruta sintética de esta secuencia se cierra&a@intesis de nitrild8, compuesto que se
sintetiza a partir del tratamiento de la mezclaxienas con anhidrido acético y piridina. Al
poner la reaccion a temperatura ambiente se ob&erfeamacion de dos productos, nitrilo
como mayoritario y el derivado acetilado como mitaoio. En tolueno a reflujo se
transforma todo el derivado acetilado en el nittio Se identifica por la aparicion de la sefal
del grupo nitrilo a 119,8 ppm en RMRC y en IR presenta la vibracion de tensién del grup
nitrilo a 2214 crit.

533 5,38
H__H
o | 753 N
\O O O N/
O '

Figura 51: Desplazamientos quimicos de RMNdel compuestd8y del derivado acetilado.

1.4 Preparacion de las sales de amonio giedimetilaminofenilo:

Habiendo preparado un amplio grupo de compuestdsseouales el anillo B contiene la
agrupacion dimetilamino, se tiene una buena oputaginpara aumentar la solubilidad acuosa
de los mismos por formacién de sus sales y constat® modifica la actividad bioldgica en

estos derivados.

Esta reaccion se realiza por disolucion de cadaderios derivados de dimetilaminofenilo en
acetona y adicién de yodometahoalentando en un tubo sellado para evitar la eeajim
del Mel. Después de unas horas de agitacion aparepeecipitado en el tubo, que se filtra

para obtener la sal correspondiente de cada comepues formacion de las sales se

*Yuan, H.; Zhou, Z.; Xiao, J.; Liang, L.; Dai, L. dpraration of quaternary ammonium salt-tagged
ferrocenylphosphine-imine ligands and their appiccato palladium-catalyzed asymmetric allylic
Substitution Tetrahedron: Asymmetry. 201Q 21, 1874
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comprueba por espectrometria de masas y por B|Na que las sefiales de los metilos de
trimetilamonio de la sal de amonio se encuentrars rdésapantalladas que los del

dimetilamino.

CH3| O)\@\
/ Acetona +

R=3,4,5-(OMe);; X= O 12 R=34,5-(OMe);; X=0 19
R= 3,4,5-(OMe)s; X = CH, 13 R= 3.4,5-(OMe)s; X = CH, 20 )
R= 3,4,5-(OMe)s; X = NOH 21 R= 3.4,5-(OMe)s; X = NOH 22
R=234-(0OMe);; X=0 59 R=234-OMe)s; X=0 61
R=2,3,4-(OMe)z; X = CH, 60 R=2,3,4-(OMe)s; X =CH, 62
R=25-OMe),;, X=0O 64 R=2,5-(OMe);; X=0O 66

Figura 52: Preparacion de sales de amonio de hatafinas

El tratamiento de la fenstatine2 con yodometano genera la sal de amdfiocon buen
rendimiento. Se caracteriza por el desplazamientionigo de los protones de metilos
nitrogenados, que pasan de 3,06 ppm de dimetilam$168 ppm de trimetilamonio. De igual
forma ocurre con la sal de amor@i0 a partir de la isocombretastatibd Las variaciones en

el desplazamiento quimico de los protones se recegéda figura siguiente.

6.65 7.53
O o, — O Ol
7.23 7.93 @
>3 -93 > 20 36 2

Figura 53: Desplazamiento quimico de los protors20d

El intento de formacion de la sal de amonio dedesnas21 siguiendo el procedimiento
anterior no conduce a la oxima esperada, se hdrtdi oxima del puente a la cetona aunque

si se produce la metilacion del grupo amino.

6.63 0 7.68
CH3I
/
7.25 8.01
21 19

Figura 54: Formacion del compuedi®
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Después de intentar varias veces formar la sahumi@ de la oxim&1 por metilacion del
grupo amino, siempre conducd @ El compuest@2 se prepara entonces por tratamiento de
la sal de amonid9 con clorhidrato de hidroxilamina, y se aisla coendos casos anteriores

una mezcla de oximas aunque con bajo rendimiento.

OH

o)
o 6,99 7,68 661 | 7,71 6,71 7,62
- O O NH,OH HCI e O 0 O O
|
\O NQ; / \O lll/
RN | SN o ®
22(2) > 22(E)

Figura 55: Formacion d22 a partir del9

Las sales de amoniil, 62 y 66 se preparan con Mel en acetona, afladiendo nitemata
para facilitar la eliminacion de yoduro como unggpéado de Agl y aumentar el rendimiento

de la reaccion.

Compuesto Rendimiento (%)
19 62
20 95
22 15
61 69
62 91
66 52

Tabla 3: Rendimiento de las sales de amonio prdpara

2.Sintesis de analogos de combretastatina

Las familias de combretastatinas preparadas salassia las de isocombretastatina, con el

fin de estudiar la influencia de esta modificagdnla actividad.
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Se ha partido inicialmente del anillo trimetoxifenfanillo A) y se ha modificado el anillo B
con grupos aminofenilo o aminopiridilo. Posterionteese han realizado modificaciones en

los anillos aromaticos o en el puente etilénico.

2.1 Derivados del dimetilaminofenila

El compuesto de partida es la combretastzbhgue ya ha sido descrito en bibliografig
presenta una actividad citotéxica (& 10 pM) y una 1Go de 3,4 + 0,1 pM en el ensayo
de inhibicion de polimerizaciéon de tubulina. Sin bErgo, no se han descrito las

modificaciones realizadas en este trabajo.

La secuencia de reacciones seguida en este apdeddanemoria se representa en la figura

56 y comienza con la preparacion2g

Ry R,
-
- Xy, 24R;=R,=HR;=CHO
. n-Buli 25R; =H; R, =Ry=CHO
\O 26 R1 = R2 = CHO, R3= H
~o o~ o
fo) NI ~ R,
73
/N\
Z
I
N
o)
I
I
(@}
Ry R,
e Ry R,
o]
o Ac,0 ~ X 27 Ry =R, = H; Ry = CHNOH
- 28 R, = H; R, = Ry = CHNOH
29R;=R;=H;R3=CN O o]
30R;=H;R,=R;=CN Ry o
N h Ry
/N\

Figura 56: Sintesis de los derivados de combrédiaasta

Los dos isébmerog/E se obtienen en proporcion 6:4 en la reaccién dégiVge identifican a
partir de las sefales de los protones del puereaguenan como dobletesXde= 12,2Hz a
6,32y 6,46 ppm para &ly Jyans= 15,4Hz a 6,82 y 6,92 ppm paralel

8 Cushman, M.; Nagarathnam, D.; Gopal, D.; Chakrabér. K.; Lin, C. M.; Hamel, E. Synthesis and
evaluation of stilbene and dihydrostilbene derwedi as potential anticancer agents that inhibitultab
polymerization.J. Med. Chem. 1991, 34, 2579.
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El siguiente paso de esta secuencia es la formilate23 con POC}y DMF, esta reaccién se
realiza como se ha descrito anteriormente y semdni el compuesto monoformilagd, y el
diformilado 25.

El compuest@®4 presenta sefales de un Unico proton olefinico N Rue resuena como
singlete a 7,30 ppm y se mantienen las de losmpestde los anillos aromaticos. Aparece una
sefal adicional de un protén de aldehido que mbo @debe situarse en el puente etilénico. La
formilacion en la posicion 9 del puente se puederjmetar de acuerdo con el mecanismo de
la reaccion de Vilsmeier-Haak, y es debido a lajugmacion del sistema aromatico con el

doble enlace.

Siguiendo el mecanismo de la reaccién de formitacge propone la estructura @8,
formilado en el puente y en la posiciérto del dimetilamino (la mas reactiva en el anillo
aromatico). Ademas de la interpretacion de laslesfile RMN, se ha identificadb por las
correlaciones H/C observadas en los experimento8EIN HMQC de RMN. Se han

detallado los resultados en la tabla 4.

6 (C) c d (H) (ppm) | Correlaciones Eeiructura
(ppm) HMQC HMBC

189,2 1 9,92 2,3, 7
124,1 2 - -

154,9 3 - -

116,3 4 6,72 2

135,5 5 7,11 3,7,8
122,2 6 - -

137,5 7 7,70 1,3,8
149,6 8 7,30 7,9, 10,11
139,5 9 - -

193,4 10 9,69 8,9, 11
129,2 11 - -

106,1 12, 16 6,40 11,13 (15), 14
153,9 13, 15 - -

138,0 14 - -
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56,1 17,19 3,79 13 (15)
60,9 18 3,90 14
44,4 20, 21 3,00 3

Tabla 4: Asignacién de datos espectroscopicos mlateie las correlaciones H/C del compu@&o

Esta misma reaccién de formilacion se realizéaatiido diferentes proporciones de moles de
DMF y POC§ respecto al caso anterior, aislandose los diadds5 y 26 en proporcion 8:2.

El aldehido26 se caracteriza en RMNH por la existencia de dos dobletes ggsh 6,89 y
8,07 ppm sefalando a la presencia del puente iglefaon configuraciorirans del doble
enlace, sefales de dos protones de grupos CH@egéparicion de simetria en las sefiales de
los protones aromaticos del material de partidaniefglo en cuenta el mecanismo de la
reaccion de Vilsmeier-Haak, deberian situarse umeeltbs en la posicidorto del grupo
amino y el otro en el otro anillo aromatico. Estoc®nfirma por los datos de los protones

aromaticos en RMNH.

Figura 57: Estructura y datos de RV de los aldehido24, 25y 26

Las oxima27y 28 se preparan a partir del monoaldeh?do/ dialdehida25. La oxima27 se
cristaliza en AcCOEt/MeOH y se aisla un 32 % detales amarillos, mientras la oxin28 se
aisla por cristalizacion en éter/@H, en forma de cristales amarillos, solubles en agnda
figura siguiente se indican los desplazamientomipais de los protones en RMM de las

oximas27y 28.
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28 7.97

Figura 58: Oxima27y 28

Los derivados del nitril@9 y 30 se preparan mediante tratamiento de las ox#7as28 con
anhidrido acético a 90 ®&durante 24 h y se obtienen con un rendimiento3fey 28 %
respectivamente. En el espectro de IR absorberla 22 2207 ciicorrespondientes a la

funcion nitrilo (figura 59).

Figura 59: Estructura d29y 30y algunos datos de RMM

2.2 Derivados de piridina:

Como hemos visto en el caso de las fenstatinascdogpuestos basados en piridina se
preparan para mejorar la solubilidad acuosa ydajaristencia del anillo de piridina aumenta

la basicidad del compuesto y su polaridad.

Se han utilizado para su preparacion derivadosggtrados de los aldehidos nicotinicos e

isonicotinicos.

* Trofimov, A. B.; Vasiltsov, M. A.; Mikhaleva, IA.; lvanov, V. A.; Skital'tseva, V. E.; Schmidt, ¥E.;
Senotrusova, Y. E.; Ushakov, A. I.; PetrushenkoKBSynthesis of 1-vinylpyrrole-2-carbonitrileBetrahedron
Lett. 2009 50, 97.
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®
PPh; Br
CHO X=C-NMey, Y=N 50
f\ n-BuLi X
| T
_ THF X=N;Y= N 52
~o o~ x> gsec O %‘
O~ X= %N Y=N 53

Figura 60: Sintesis de los derivados piridinicosalmbretastatina

La combretastatina50 se prepara mediante la reaccibn de Wittig entre 6el
(dimetilamino)nicotinaldehido vy el iluro de la s# fosfonio3 obteniéndose la mezcla de
isomeros con un rendimiento global del 58 %. Lost@res del puente del isbmeZose
observan a 6,38 ppm como singlete, mientras lossdeteroE lo hacen como dobletes de
Jiran= 16,4 Hz a 6,80 y 6,89 ppm.

Las combretastatind® y 53 se preparan de la misma manera que las antereret,caso de
la combretastating2 se utiliza el 6-(pirrolidin-1-il)nicotinaldehido $e obtiene con un 33 %;
la combretastatin&3 se obtiene a partir de (2-pirrolidin-1-il)isonicwldehido y se obtiene
como una mezcla de isomei@¥& en proporcion 1:1 con un rendimiento global d&/@8.as

sefiales de los protones de los isbmeros de la etashatina52 se observan como dos
dobletes deli= 12,2Hz a 6,40 y 6,54 ppm que corresponden al isérZeyodobletes de

Jran=16,1Hz a 6,88 y 7,08 ppm en RMAH para elE. En el caso d&3 no se ha logrado

separar los dos isbmeros y se han caracterizaddiage la mezcla.

A partir de los antecedentes del grupo del trapdgobibliografia, el isbmero que presenta un
actividad mas interesante frente a la polimerizadé la tubulina es el isémero por lo cual
siempre se intenta aislarlo puro, mientras el isérBeen muchos casos se caracteriza a partir

de la mezcla de isbmeros.

Los rendimientos del producto puro no son muy bsgmarque la reaccion no transcurre
completamente y se obtienen material de partideoguyetos secundarios. Ademas existe una

gran dificultad para su separacién cromatografiespos Rson muy préximos.
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2.3 Sales de amonio de combretastatinas:

Las sales de amonio de las combretastatinas sarprede la misma manera que los de la
familia de fenstatina: la combretastatina deseadiistielve en acetona con yodometano y se
calienta a 70 °C, en un tubo sellado. La formadéra sal de amonio se identifica por los

datos de RMNH y »°C y espectrometria de masas.

Y AN _0 N

|
O X Acetona o)

70°C ~ X

pe

X=CH 23 X=CH: 31
X=N. 50 X=N. 51

Figura 61: Preparacion de sales de amonio de fabredastatinas

Las sales de amoni®l y 51 se aislan como mezcla de isdmezéls y con un rendimiento

bajo, por lo que las combretastatinas piridinicgtsett ser menos reactivas.

Se intentd preparar el compue&b utilizando la sal de amonio del aldehido y hacnd
reaccionar con el iluro de fosforo, pero no se aatéa formacién de la combretastatiia

esperada.

@ ) (0}
CHO CHO PPh; Br - o

n-BuLi ~

A CHgl X IV (0] = |

e THF O SN

~ e -78°C
e O O N/
N NS O 31 o>

Figura 62: Intento de preparar la sal de am@iio

Las sales de amonio &5 y 26 no han podido obtenerse aunque se aumento eldiel@p
reaccion y se variaron los disolventes empleadars, la reaccién no evoluciona y se obtiene
material de partida sin reaccionar. Por lo cuabldehido enorto del dimetilamino debe
influir desactivando el par de electrones libre @&mo de nitrégeno y disminuyendo su

capacidad para alquilarse.
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Sal de amonio| =<—>%— _O
1

Figura 63: Intento de preparar las sales de anByo26

3. Sintesis de fenstatina alifaticas

3.1 Derivados de 4-metoxiciclohexano

Siguiendo con los objetivos propuestos se hantzat fenstatinas con el anillo de 3,4,5-
trimetoxifenilo y en las que se ha sustituido elpgr aromético del anillo B por uno alifatico.
En la siguiente figura se indican los pasos déntesis de los analogos de fenstatina basados

en 4-metoxiciclohexano.

HO..
Br N
Li® I
n-BulLi ~ © ™
X -
~o o~ ~o o~ \AOY\ "3 °
o A
- - 0}
© .
o g ey iy
~
~
HNa 111 o 112 ©
- O ~ TM= 3,4,5-trimetoxifenilo

Figura 64: Sintesis de los derivados de fenstatneciclohexano

El compuestdl11 se prepara siguiendo el método habitual, a pdetiderivado litiado y la
mezcla de isomerags y trans del acido 4-metoxiciclohexanocarboxilico en pragpam 2:1,

se aisla la cetona como mezdlsltrans en proporcion 6:4. El isémero mas estable debelser
trans cuando se sitlan los dos sustituyentes en la pasitiecuatorial, pero en los datos de
RMN *H se observa que el isémero mayoritario correspahds (protén mas apantallado en

la posicion 4 del ciclohexano).
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(0] (0]
H 3,20 (ONg
0 3,45
Cis Trans

Figura 65: Isomeros geométricos del compuéstb

En la reaccion de Wittig, la isocombretastatiri® se aisla como una mezcla de isbmeros
cis/ltrans en proporcion 6:4. Eso significa que ha conserfadstereoquimica del material de
partida durante las condiciones basicas de la id@ace Wittig. La formacion del metileno

olefinico se caracteriza por la aparicién de désilss (5,02 y 5,10 ppm) en RMN.

El tratamiento de la fenstatirfd 1 con el cloruro de hidroxilamina da la oximd3 como
mezcla cisltrans en proporcion 8:4. En estas condiciones de reacs® favorece la

isomerizacion parcial détans al cis.

De todo lo detallado anteriormente se puede canaue la estructura mas estable para este

tipo de compuestos es la siguiente:

3.2Derivados de piperidina

Siguiendo con la sintesis de los compuestos canikkb B alifatico, se prepara el compuesto
117tras una sustitucion nucleofilica del bromo pgrgpidina con un rendimiento de 62 %. Se
caracteriza por la aparicion de la sefal del pral@inpuente como cuartete a 3,23 ppm en
RMN *H.
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le) HO Br
NaBH, PBr,
H 114 g 115
N N

OH 0 O
o R
R=H 117

R=OH 118

Figura 66: Sintesis del compueétbry 118

El derivado halogenadd15 se prepara por reduccion de 3,4,5-trimetoxiacetofa al

alcohol, seguida de halogenacion con tribromurofad$oro para formar un buen grupo
saliente y favorecer la sustitucion nucleofilicar je piperidina. Cuando se trata el alcohol
114 con tribromuro de fosforo, se forma el produatolal sustitucion como mayoritario y el

de eliminaciérnl16 como minoritario.

HO Br. =

o) o~ ~o 0
o< (NG 2N
114 115 116

Figura 67: Formacion del5y 116

Se intentod preparar el compuedttB mediante la aminacion reductora con cianoborohadru
sodico de piperidinol y 3,4,5-trimetoxiacetofen@emperatura ambiente y a reflujo pero no
se observo ninguna evolucién por problemas dewtigm del piperidinol en los disolventes
organicos ensayados (@El;, MeOH y CHCN).

Aunque en la bibliografff se han preparado aminas terciarias semejantesamedn-
alquilacion de las aminas secundarias utilizandos(JBRO),] como catalizador N-fenil-
2(diciclohexilfosfonil)pirrol como ligando yerc-amil alcohol como disolvente con altos

rendimientos, se prefiri6 ensayar la reaccion amasistida por microondas. Utilizando un

® Tillack, A.; Hollmann, D.; Mevius, K.; Michalik, D Bahn, S.; Beller, MSalt-Free Synthesis of Tertiary
Amines by Ruthenium-Catalyzed Amination of Alcohddsir. J. Org. Chem. 2008 4745.
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aparato casero en fase sélida utilizando siliceocsoporte y tres minutos de tiempo de
reaccion, después de extraccion y purificaciéonsé 418 con un de 41 % de rendimiento.
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II. Modificaciones en el anillo A

Siguiendo los objetivos generales del trabajo ée eapitulo se aborda la sintesis de
compuestos por modificaciones en el anillo arorndfic Para ello se sustituye uno de los
grupos metoxilos por derivados nitrogenados quedguemejorar la solubilidad del

compuesto y ademas formar sales de amonio querlardarian notablemente. El anillo B se
mantiene sin modificacion y en el puente se dekanrtas sustituciones que pueden dar los
compuestos habituales de las familias de combagitaest fenstatina e isocombretastatina. En
el esqguema general se muestran las modificaciongsducidas en los compuestos

sintetizados.

Anillo A \ Anillo B

X
o)
~
o R CH,
O\ /N\
R
A\
NO, K©j>
NH, N

NHAc \
NMe(Ac)
NHBoc

NMe(Boc) Al
NHMe
N(Me)2
N(Me|
®( )3

o
HN

Arq

Figura 68: Esquema general de los compuestosizades
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1.Sintesis de analogos de fenstatina:

Se sintetizan los compuestos de la familia de &tinst que mantienen el anillo B come
metoxifenilo o 1-metil-H-indol mientras en anillo A se sustituye un grupetowilo de la
agrupacion 3,4,5-trimetoxifenilo por diferentes tgugentes nitrogenados para ver la

influencia de cada uno sobre la actividad de |a&mdé.

i* 0 Wit
Ar,-Li Ox ittig J\
Ar-CHO — Ar{ "An Ar1)J\Ar2 A A
fenstatinas isocombretastatinas
Derivados

Figura 69: Esquema general de la sintesis de tamesta

1.1 Sintesis de los derivados d@-metoxifenilo:

La sintesis de la fenstatina se realiza siguiehngoazedimiento habitual de la reaccion del

aldehido con el derivado litiado.

CHO Br oH «
Q=20 0, - G
—_—
~ ~ P
0 ~ O
68
R X

O 69

NO, O 70
NH, o 71
NO, CH, 72
NH, CH, 73
N(Me), CH, 74
g(Me)a, CH, 75

Figura 70: Sintesis de las fenstatinas e isocomtatnas

Se sintetiza el alcoh@9 mediante la reaccion del aldehi@® con el derivado litiado de 4-
bromoanisol, siguiendo el método habitual de egie de reacciones, y se utiliza en la

reaccion de oxidacion sin purificar para evitgpéadida de rendimiento.
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El aldehido68, que también es utilizado posteriormente en la pagp@n de otros materiales
de partida com86y 95, se sintetiza a partir de vainillina por nitratioy metilacion.

La metilacion se ha realizado de dos formas difesgnusando sulfato de dimetilo en
presencia de una base y acetona o en condicionémrerencia de fa% El segundo
meétodo transcurre a temperatura ambiente y daahgente mejor rendimiento (88%) frente al

anterior (81%), por lo cual se utiliza en los cagos hemos tenido que repetir la reaccion.

CHO
~o N~
CHO CHO CHO P O |
HNO, Me,SO, - 86
CHO
~o ~o NO, o NO, “
OH OH 2N "
67 68 ~0 N .Boc

o. |

Figura 71: Sintesis del aldehié8

En la bibliografia la reduccién de N@ NH, se ha realizado utilizando hiettbé zinc como
reductores. Los mejores rendimientos se obtienaretainc en acido acético, por lo cual es

el método elegido en nuestro caso para la pregeraer1ly 73.

El alcohol69 se oxida con dicromato de piridinio en £H para formar la fenstating0, que

se identifica por la aparicién de la sefial en RM® del grupo carbonilo a 192,3 ppm. La
aminofenstatina71 se prepara a partir de la reduccién fecon zinc y &cido acétics®
También para reducir los pasos de reacciones yrgamel rendimiento de la reaccién, se
intentd preparar 1 utilizando el amino-aldehid®8 (figura 72). La reaccidén de condensacion
transcurre con muy bajo rendimiento y aunque emuelo de reaccion se detecta una sefial en
RMN *H del protén geminal al grupo hidroxilo no se coaé la secuencia de reaccién. Por

ello la secuencia final de reacciones se prosiquaatar de la fenstatina0.

®lKiss, L. E.; Ferreira, H. S.; Torrao, L.; BonifaciM. J.; Palma, P. N.; Da Silva, P. S.; LearmomhA.
Discovery of a Long-Acting, Peripherally Selectivehibitor of Catechol-O-methyltransferask.Med. Chem.
201Q 53, 3396.

2 Bailey, K.; Tan, E. T. Synthesis and evaluatiomifiinctional nitrocatechol inhibitors of pig liveatechol-O-
methyltransferasddioorg. Med. Chem. 2005 13, 5740.
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© Q s 0, - OO
~ ~ T >

0 NH, _T7"éfc o) o) ~0 o
O (8)8\ NH, NH, 74

Figura 72: Intento de preparaciénde

La isocombretastatind?2 obtenida mediante la reaccion de Wittig7e se identifica por las
sefales de los protones olefinicos a 5,36 y 5,4® jhp reduccion del compuesi@ al amino

73 implica un apantallamiento de los protones aroroatidel anillo A. La reaccion de
alquilacién de la amina nos permitié formar el dado dimetilado74 por tratamiento con
yodometano a 70 °C. A partir de €l con mas equitatede yodometano y AgN@n acetona

en un tubo sellado, se obtiene la sal de am@bid.os datos de espectroscopia de masas

permiten confirmar la formacién de la sal de amaftio

En la tabla siguiente se muestran el rendimienteratto de cada compuesto y las variaciones
del desplazamiento quimico de los protones aropmtiel anillo A en funcién de la

sustitucion del mismo.

Desplazamiento quimico
Compuesto Rendimiento de los protones Estructura
aromaticos 2y 6
70| X=0;R=NO, 37 % 7,59y 7,66 ppm
71| X=0;R=NH, 95 % 6,76y 6,77 ppm
72| X=CHy R=NO, 72 % 7,06y 7,30 ppm R ol |
73| X=CHy: R=NH, 80 % 6,34y 6,40 ppm “o 2H O o~
74| X =CH,; R = NMe, 97 % 6,89y 7,15 ppm o
75| X=CH,R=NMe, | 84 % 7,07y 7,12 ppm

Tabla 5: Rendimiento y desplazamiento quimico delotones aromaticos del anillo Ad@75

En la purificacion del compuesi#) después de las etapas de condensacion y oxidseion
aislé un subproducto identificado com®y. Este compuesto resulta de la reaccion de

condensacion de una fraccion del aldelG@@ontaminada con el aldehi@8 (ver la pagina
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74) con 4-metoxibromobenceno, seguido de la oiddade la mezcla con PDC. La cetona

77 se ha identificado por RMMH, °C y espectrometria de masas 394,1647 (f)+H

Br CHO CHO
+ _n-Buli O O o
5 M= ‘
68 88

(ONQ /
NO:2 70
O/

Figura 73: Obtencion del compuesto secundario

7,06 7,78
’ O
619 6,89
o
~,
O 7,09

Figura 74: Desplazamiento quimico de los protomeshaticos d&’7

1.2 Sintesis de los derivados deHkindol:

A partir de los antecedentes del grupo del tralzmpocemos que los compuestos que

contienen el indol como sustituyente del anillo Bjonan la potencia inhibidora de la

polimerizacion de la tubulina del compuégtdor ello, se decidié incorporar este anillo en la

nueva familia de compuestos a preparar. El anilkera analogo a los del apartado anterior.

La proteccién del NH del indol es necesaria paitaelas reacciones secundarias que se

pueden producir debido al caracter acido del prot& NH del 5-bromoH-indol. Hemos

comprobado también que la introduccion del grupdilojeN-Me, no solo mantiene la

actividad bioldgica y ademas contribuye a mejoearattividad y la purificacion de los

derivados.
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El compuesto de partida para la condensacion eS-lgbmo-1-metil-H-indol 98. La
alquilacién del indol se realiza mediante la re@taon yodometano después de formar el
anion por tratamiento con bases, en presencia @atafizador de transferencia de fase, que

facilita la formacién de N-alquif§ con buenos rendimientos.

NaOH
BU4NSO4

Br Br
N CH,CI
H 212 N\
98

Figura 75: Obtencién del compue8®

La secuencia utilizada en primer lugar es la papan del alcohol99, oxidacion a la

fenstatinalO0y posterior reaccion de Wittiglé®1

OH
SORss
\O N\

NO,

99

X
SOASH
\O N\

NO,

0 100
CH, 101

CHO
Br
AR
O\
68 98
Figura 76: Sintesis de la isocombretastatidh

Estos compuestos se han purificado y caracteripado los bajos rendimientos de las tres
etapas obligan a buscar otra ruta alternativa paaparar los compuestos finales. Se intento
preparar la cetona utilizando como aldehido dedzadl dimetilamino derivad86, pero no

se observo la formacion de la cetona corresporaient

GHO 1) n-BulLi 0
Br (0]
T e YYD
Ty o \
\
98 O N

86

Otra aproximaciéon posible para efectuar la sintdsisa familia de compuestds-Metil

sustituidos seria partir con el grupo metilamincekaldehido de partida. La preparacion del

83 Liou, J-P.; Wu, J-Y.; Hsieh, H-P.; Chang, C-Y.;é®hC-M.; Kuo, C-C.; Chang, J-¥- and 5-Aroylindoles as
Novel Classes of Potent Antitubulin AgenisMed. Chem. 2007, 50, 4548.
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mismo se utiliza a partir del aldehi@8 obtenido anteriormente. La proteccion en forma de
acetal y reduccion origind4 que se protege en forma NeBoc para evitar la polimetilacion

del grupo amino.

CHO o0 o_0 0. 0O 0
/@\ HO-(CH,),-OH Zn/AcOH CHl H,O/HCI
~ ~ -
© NO: ~o NO, Mo NH, N © N
2N 0 0 (0N
~ \ 86
68 83
UJ
[e)
S
o)

o~ o_ 0 o_O0 CH
H,O/HCI CHyl Q\
~o N Boc
o_ !
95

Figura 77: Sintesis del aldehiéb

La proteccion del aldehidéB se realiza de dos maneras diferentes, con eiit@hgl cloruro

de trimetilsililo>* obteniéndose el compuessd con un rendimiento de 52 %: se prepara
también con etilenglicol y acidp-toluensulfénico, usando un Dean-Stark para elimeia
agua del medf, incrementando el rendimiento hasta el 96 %. ®ouhl es el método que se
usa a posteriori. La proteccion del aldehido saatariza por la desaparicion de la sefal del
proton del aldehido y la aparicion de las sefiage®sl protones de grupo dioxolano a 4,04 y
5,75 ppm en RMNH.

El aldehido86 se prepara después de reduccién con zinc del gritnmoal amino84. Esta
reaccion de reduccion también se intenté con oteolsictores como NaBH LIAIH, y
reduccion catalitica con #Pd-C en etanol o en AcOEt, pero no se observouewsi en

ninguna de estas condiciones.

El compuest®4 se trata con yodometano y trietilamina para olstehderivado metilad8s,
observandose la parcial desproteccion del aldejddque se aisla la mezcla 8886 en

proporcion 3:1, esta mezcla se pone a desprotegeHg/HCI para transformarlo todo al

 Borchardt, R. T.; Huber, J. A.; Houston, M. CatlcB-Methyltransferase. 10. 5-Substituted 3-Hydroxy-4-
methoxybenzoic Acids (Isovanillic Acids) and 5-Stifosed 3-Hydroxy-4-methoxybenzaldehydes (Isovarsl
as Potential Inhibitorsl. Med. Chem. 1982 25, 258.
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aldehido86. La metilacion de4 se intentd realizar con GHutilizando K;CO; como base
pero en estas condiciones no se produce la readeiéretilacion.

También se intentd preparar el compu@fefectuando en primer lugar la desproteccion del

aldehido84 y luego la metilacion pero no se detecta evolud@éia reaccion de metilacion.

Para la preparacion de derivados monometilados | egrupo amino se procedié a la
proteccién previa del mismo. Se utiliza como prmteterc-butil dicarbonat®, porque es
facil de eliminar en comparacién con otros grupagqetores. A la hora de la proteccion del
grupo amino se desprotege una parte del aldehéiidprual se obtiene una mezcla de dos
compuestos coiN-Boc, 92 con el aldehido protegido 93 desprotegido en proporcién 3:1.
Los derivados protegidos se identifican por la igpar de la sefial del grupo Boc a 1,52 ppm
en RMN'H.

La metilacion del grupo -NH-Boc de la mezcla obdenanteriormente9@+93) se realiza con
yodometano, hidruro sédico como base y THF comoliste®® La reacciéon de metilacion
se produce con desproteccion parcial del aldehidosg completa por hidrdlisis acida. El
aldehida95 se caracteriza por las sefiales del metilamind&y8del aldehido a 9,85 ppm en
RMN *H.

Al cambiar el THF por DMF en la reaccion de metacse obtiene el compuesto protegido
94°" al 90 %, y cuando se prepara mediante la tramsfierele fase no se observa ninguna

evolucion.

De todas formas, como es necesario desprotegddatiido para continuar la secuencia, se
utiliza el primer método donde se obtiene con uaganparte desprotegida para reducir las
etapas de reaccion. El aldehf@®bse considera como la molécula base de esta seaupoc

lo cual se prepara en mayor cantidad.

5a) Chelucci, G.; Manca, |.; Pinna, A. G. Synthasfisegiospecifically substituted quinolines fromilmes.
Tetrehedron Lett. 2005 46, 767. b) Muchowski, J. A.; Venuti, M. C. Ortho Ftionalization of N-{ert-
Butoxycarbonyl)anilineJ. Org. Chem. 198Q 45, 4798.

66 Wang, X-F.; Wang, S-B.; Ohkoshi, E.; Wang, L-T.; Harel, Qian, K.; Susan L. M-N.; Lee, K-H.; Xie, L. N-Aryh@iethoxy-1,2,3,4-tetrahydroquinolines: A novel
class of antitumor agents targeting the colchicine site on tulitdinJ. Med. Chem. 2013 67, 196.

67 Pinto, A.; Neuville, L.; Retailleau, P.; Zhu, J. Synthes3-@iarylmethylenyl)oxindole by a Palladium-Catalyzed Domino Gpédtiadation/C-H Activation/C-C Bond-
Forming Procesrg. Lett. 2006 21, 4927.
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” OH X
Br
~ .Boc - .
o) | N ~o N ~o N\
O N N
- "Boc S
95 98 102 R Ry
T""X=0,Ry=Boc,R;=Me 103 -~
I X=0,Ry=H,R;=Me 105 <-~
I"’X=CH2R1=BOC,R2=|V|e104""I
X=CH2Y R1 = H, R2= Me 106 < -

Figura 78: Esquema de sintesis de la fenstai®ay de la isocombretastatiif6

El alcohol 102 (figura 78) se sintetiza a partir de la conder®aclel derivado litiado del
bromo metil indol98 con el aldehid®5. La oxidacion del alcohol02 con PDC da la
fenstatinal03 con un 83 %. Al contrario que en la secuenciaramtele la sintesis de las
fenstatinas a partir del derivado nitra@i® se obtiene un rendimiento muy aceptable, que
indica que los productos con grupo nitro en laciggcde adicion nucleofilica en presencia de
n-BuLi se degradan con mayor facilidad. Por lo emlconveniente sustituir el grupo nitro
por otros grupos que favorecen la reaccion en extagiciones. Siguiendo el proceso

habitual del trabajo, se prepara la isocombreiastd04 a partir deL03

Para buscar las condiciones optimas de desprotedeidgrupo Boc se realizé una prueba de
desproteccion del aldehido de partgda Conp-TsOH en CHCI, se observé la desproteccion
del grupo amino. Sin embargo, al realizar la ddspridn del03 en estas condiciones no se

produce la desproteccion.

La desprotecciéon del grupgé-Boc de la fenstatind03 se consigue mediante su tratamiento
con cloruro de trimetilsillo en MeOFf y se obtiene la fenstatir05 Cuando se utiliza
acido p-toluensulfénico en THF a reflujo se obtiene el powsto desprotegid®S-1,
producido porque la posicién 3 del indol reaccicoa apertura del THF en las condiciones

acidas de la reaccion.

% Chen, B-C.; Skoumbourdis, A. P.; Guo, P.; BedntzS.; Kocy, O. R.; Sundeen, J. E.; Vite, G. DFacile
Method for the Transformation of N-(tert-Butoxycanyl) o-Amino Acids to N-Unprotected-Amino Methyl
EstersJ. Org. Chem. 1999 64, 9294,
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OH

Q 0
G 2z e
“ e U
\  70°C 0 N
Boc™ "\ 103 N PS4

Figura 79: Formacion del compuesto secunda8el

La isocombretastatind04 se intenté desproteger con TMSCI/MeOH como en &b e la
fenstatina 103 pero la molécula se rompe y se aisla el produaoddgradacion y
desproteccionPS-3 Luego se probd tambiép-TsOH/THF a temperatura ambiente y a
reflujo, TFA/CHCI,*°y HCI (3M)/ACcOETt, en estos casos se identifica &mwo producto de
degradacion pero con el grupo amino todavia prdtegn forma de Boc. Por lo cual es

necesario buscar otra alternativa para preparasot@mbretastatina monometilatia6.

El compuesto secundarRS-2 se identifica por RMNH, donde se muestra que la molécula
sigue manteniendo el grupo Boc y se ha roto enueinte, apareciendo las sefiales

caracteristicas del grupo vinilo. En el compué*$e3no se aparece la sefial de grupo Boc.

AN
(TMSCIMeOH
e
o) o)
eeaes "
\ —_—
o N < X
| \ p-TSOH/THF
Boc” ™ 104 HCI/ACOEt
TFAICH,Cl, o N-Boe
|
O\
PS-2

Figura 80: Formacion del compuesto secunda8e2

Ante la imposibilidad de conseguir la desprotecaitenl04, la isocombretastatind06 se
prepara a partir de la fenstatina desprotegld® Esta reaccion se produce con un
rendimiento bajo que se puede atribuir a la reacd&) proton acido del grupo amino con el

n-BuLi empleado como base.

% Mitsunaga, S.; Ohbayashi, T.; Sugiyama, ShimjSgitou, T.; Tadokoro M.; Satoh, T. Asymmetric syrsiis
of cyclic a-amino acid derivatives by the intramolecular reactof magnesium carbenoid with an N-
magnesioarylamind.etrahedron. Asym. 2009 20, 1697.

101



Métodos y resultados

Compuestos Rendimiento Desplazamiento quimico Estructuras
o,
103 83 % 4,6: 7,23y 7,28 ppm4’: 8,11 ppm e 4 4

A\

SSaes

104 56 % 4,6: 6,76 y 6,81 ppm¥4’: 8,17 ppm No RZBoc 103

Puente: singletes a 5,36 y 5,42 p[a#,;
6,78y 7,27 ppmd’: 7,60 ppm

105 47 %

106 97 0% Puente: singletes a 5,17 y 5,21 pja#,; /N‘R R = Boc 104
6,19y 6,23 ppn¥’: 7,63 ppm =H 106

Tabla 6: Rendimiento y desplazamiento quimico deplotones aromaticos d63106

En esta serie de compuestos, las fenstatina ssnehtcon buen rendimiento, en comparacion
con los indoles partidos del derivado nitro, quelsigenen con un rendimiento muy pobre,
mientras en el caso de las isocombretastatinaserglimiento se disminuye porque se

obtienen productos secundarios, como consecueadadegradacion de la molécula.

2. Sintesis de analogos de combretastatina:

El objetivo del trabajo se completa con la serie adenbretastatinas con los mismos

sustituyentes del anillo A introducidos en fenstadi

2.1 Sintesis de los derivadop-metoxifenilo:

Se inicia la sintesis por reaccion del aldet@8aon el iluro de fosforo preparado a partir de
la sal de fosfonidb. Mediante la reaccion de Wittig se forma la cortds&&tina78 como
mezcla de isémeradE en proporcion 1:2 con un rendimiento global d&®4Se identifican
por la aparicién de las sefiales de los protonepuisite en RMNH de ambos isémeros, el
isomeroZ a 6,35y 6,61 ppm y el isomeloa 6,82 y 6,99 ppm.
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@ e
CHO PPh; Br R \ R
NO, 78
\O NH2 79
--------- - N(Me), 80
o NO, O N(Me); 87
O (ONG (ONg

Figura 81: Sintesis de las combretastatinas

La reduccién del grupo nitro a amino en la meZ¢ka1:2 de78 se efectda con zinc y acido
acetico dando/9 una mezcla de isomer@@E 1:3 con un rendimiento del 98 %9 se
caracteriza por el apantallamiento en R¥MNde los protones aromaéticos del anillo A por el
grupo amino (6,32 y 6,38 ppm del isom&oen relacion al anillo A sustituido por un grupo

nitro.

La metilacion del grupo amino de la combretastaiidaon yodometano en acetona produce
la dimetilamino-combretastatirB0 como una mezcla de isomerd&k en proporcion 1:3 y
con un rendimiento de 88 %. Se identifica por larimn de los protones del dimetilamino a
2,86 ppm en RMNH.

Con el fin de mejorar la proporcidon del isdbmero configuracion Z se probo la reaccion de
Wittig con el aldehid@®6 que contiene el grupo dimetilamino y en este tagooporcion Z/E
obtenida es 1:1 y con un rendimiento similar a deppracion de78. La igualdad en la

proporcion de los isdbmeros permite el aislamiemtcatia uno de ellos.

CHO o

saédf'fosfonio 5 7 N
n-BuLi
~ - \O
~
86 80 O

Figura 82: Preparacion de la combretasteiha

A partir del isbmerc de combretastatin@0 se prepara la sal de amo@é que se obtiene

como isomer& puro. La reaccion de metilacion conserva la caméigion del doble enlace.
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Compuestos Rendimiento| Proporcion Desplazamiento quimic&(y E)
Z): 6,24 y 6,55 ppmj= 12,0Hz
78 94 % ZIE1:2 @ Y PP
(E): 6,78 y 6,96 ppm;)= 16,4Hz
Z): 6,27 y 6,39 ppm;)= 12,0Hz
79 98 % ZIE 1:3 (@ Y PP
(E): 6,76 y 6,89 ppm3)= 16,0Hz
Z): 6,40 y 6,48 ppmJ= 12,0Hz
80 88 % ZIE1:1 (@ Y PP
(E): 6,48 y 6,85 ppm;)= 16,4Hz
2 dobletes a 6,50 y 6,70 ppm;
87 49 % Z solo
J=12,0Hz

Tabla 7: Rendimiento y desplazamiento quimico delotones olefinicos dé8-80y 87

Ademas de esta secuencia que permitié obtenerglapaciones (NMg y (‘NMes) en el

anillo A de la combretastatinas se decidio intradias agrupaciones (NHAc) y (NMeAc).

Por ello se empieza la sintesis por la desproteasd aldehid@®4 por hidrdlisis para obtener
88, luego el grupo amino para formar la am@®con un rendimiento del 72 %. Se identifican
por la aparicién de la sefial del metilo del grupetato a 2,21 ppm en RMM.

Aco

o_ 0O
CHO
lasal5
—_— n -BuLi
H,N o H,N o~ HN ©
O 0
84 88

R=H
R =CHs 91

Figura 83: Preparacion de la combretasteiba

La combretastatin@0 se obtiene a partir de la reaccion de Wittig@eon la sal de fosfonio
5. En esta reaccion se obtiene mezcla de ison#@egn proporcion 1:3. El producto se
purifica por cromatografia de columna y una deflasciones de la mezcla de isomerdE
(1:1) se trata con yodometano en presencia de da da hidruro sddico formandose el
producto metilado91 como isébmerosZ/E 2:1. Eso significa que la metilacion en estas
condiciones favorece la isomerizacioniela Z. La formacion del compues8d se identifica
por la aparicién de la sefial de los protonedNdde a 3,13 ppm en RMNH. En la tabla

siguiente se muestran los desplazamientos quirdeetss protones olefinicd8E de90y 91.
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o Desplazamiento quimico de los protones |del
compuestg Rendimiento| . JenHz
puente de los isbmeros
Z): 6,45; 6,49 ppm 12,0
90 55 % @ PP
(E): 6,89; 6,97 ppm 16,4
(2): 6,38, 6,54 ppm 12,0
91 72 %
(E): 6,85; 6,94 ppm 16,0

Tabla 8: Rendimiento y desplazamiento quimico delotones olefinicos d0-91

El objetivo siguiente era obtener el grupo metilaande la combretastatina de esta familia
para comparar su actividad biol6gica con otrosvdeins. Como no ha sido posible obtenerlo
a partir de una monometilacion se protege el geupmo y metila para obtener el aldeh@#o

descrito anteriormente.

La combretastatin@6 se prepara a partir de la reaccion de Wittig tdredo95y el iluro de
la sal de fosfoni®. Esta reaccion se obtiene como mezcla de isérdéEosn proporcion 1:2.
En este caso la proporcidén del isomei®es relativamente mayor que las veces anteriores

(2:3), por lo cual, el grupo Boc afecta a la prajp@r de los estereoisomeros.

CHO _0O SN
sal de fosfonio 5 m
n-BuLi ~

- . (0]
.Boc @

96
H  97(2)(E)

©
o
Y
non
W
o)
o

Figura 84: Sintesis de las combretastathas

La desproteccion del grugerc-butil carbamato hay que realizarla en condicicngs no se
produzca isomerizaci@E, por lo que se hicieron varios intentos con difege reactivos. Al
principio se desprotegio el isomdtaonp-TsOH en THF a reflujo, y se obtuvo el compuesto
97 manteniendo la configuraciOk. La desproteccion del isdmerd con el mismo
procedimiento transforma todo al isomé&toSe realizdé a temperatura ambiente, pero no se

observd ninguna evolucién, por lo cual fue necedauscar otras condiciones.
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En la tabla siguiente se muestran las condiciomsayadas para la desproteccion de los

isobmero<Z y E de la combretastatir@6, que se realizaron en tubo de RMN para poder hacer
el seguimiento de la reaccion.

Condiciones de reacciorn Compuesto Resultadosidbten
p-TSOH/THFA IsbmeroE El isbmeroE desprotegido
p-TsOH/THFA IsbmeroZ El isbmeroE desprotegido

TFA/CH,ClI; IsomeroZ No reacciona
TFA/Acetona Isdbmer@ No reacciona
HCI (3M)/AcOEt IsomerdZ IsbmeroZ mayoritario
TMSCI/MeOH y MeOD Isbmerd IsbmeroZ mayoritario

Tabla 9: Condiciones probadas para desproteccidwsdsémeros dé6

Por ello, la desproteccion del isdmefose realizé con (TMSCI/MeOH), obteniéndose el

isbmeroZ como mayoritario 4/E en proporcion 6:4), purificAndose por cromatografe
columna.

Las combretastatinas obtenidas se caracterizarapdesaparicion de las sefiales de los
protones del grupo Boc en RMIM. En la tabla siguiente se muestra los rendimggtos
desplazamientos quimicos de las sefialé36ge7.

o Desplazamiento quimico de los protones
compuestq Rendimiento o JenHz
del puente de los isbmeros
(2): 6,36; 6,46 ppm 12,0
96 96 %

(E): 6,85; 6,93 ppm 16,4

97 (2) 49 % ©: 6,33; 6,37 ppm 12,0
97 (E) 57 % €): 6,92; 6,95 ppm 16,0

Tabla 10: Rendimiento y desplazamiento quimicaodeptotones olefinicos @6y 97
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2.2 Sintesis de los derivadop-dimetilaminofenilo:

En esta parte se sintetiza los derivados de coadtatina con dimetilaminofenilo en anillo B

y en el anillo A, 3-amino-4,5-dimetoxifenilo.

® S
CHO PPh; Cl R N
n-BuLi
., \om
~o NO, N
o}
-~ N R=NO, 81 N
68 7N R=NH, 82 ~ >

Figura 85: Preparacion de la combretasteiiha

La reaccion de Wittig entre el aldehi@®8 y el iluro de la sal de fosfoni8 produce la
combretastatin@1 como mezcl&/E en proporcion 1:3, que se separan por cromategdafi

columna.

La reduccion del isomerd de 81 con zinc y acido acético produB2 como una mezcla de

isomero<Z/E en proporcion 3:1, que se separan por cromataegafcolumna.

UJ

o Desplazamiento quimico de lo
compuestq Rendimiento|

Pd

protones aromaticos del anillo 4
(2): dobletes : 7,09; 7,26 ppm
(E): singletes: 7,16; 7,40 ppm
(2): dobletes: 6,34; 6,38 ppm

(E): dobletes: 6,48; 6,53 ppm

81 47 %

82 69 %

Tabla 11: Rendimiento y desplazamiento quimicaodeptotones olefinicos @&y 82

107



Métodos y resultados

lll.  Modificacion en el puente

El objetivo de esta parte del trabajo es intentgjorar la actividad y la solubilidad de las
combretastatinas sintetizadas, a partir de la foidnade heterociclos pentagonales como

oxazoles, tiazoles, imidazoles,...

R
0 W\
O 0 ~Y X=0,s
N —
- O O O R CH3’ NH2
o R
R
(O

Nuestro grupo de trabajo ha preparado anteriormentpartir de diversos analogos de
combretastatinas, derivados heterociclicos aropstfgentagonales (pirazoles, oxazoles y

isoxazoles) y hexagonales (pirimidinas, piraziffas)

/N\
Ar, y Ary: Naftaleno y 3,4,5-trimetoxifenilo );<NH
AI'1
o A
Y\'{e\ derivado pirazol
%&
o} 0 > /N\O
DMFDMA . —
AH)J\‘ Ar1)J\K\N/ NH,OHHCI Ar1):<
Ar, Ar, | A Ar,
"77/;9/0 derivado isoxazol
/YC S/

e )l\%
(0] Ar1

A )Kfo Etiléndiamina NI/\N Ary

rq H —

AcOH glacial Ar1)\( derivado pirimidina

Ar2

AI'2
derivado pirazina
OH O/\<N
o) Ac,O/DMAP )ﬁ
Ar1/l\f C2—> Ar1
Ar2 ACONH4 Ar2

derivado oxazol

Figura 86: Sintesis de puentes heterociclicos gentdes y hexagonales

 Maya, A. B. S.; Pérez, C. M.; Salvador, N.; Peladz.; Caballero, E.; Medarde, M. New
naphthylcombretastatins. Modifications on the ethgl bridgeBioorg. Med. Chem. 2005 13, 2097.
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Las enaminonas se preparan por la reaccion déetkadna con DMFDMA (dimetilacetal de

la N,N-dimetilformamida) en tolueno seco.

Los anillos de pirazol se han obtenido por el tra¢ato de enaminonas con clorohidrato de
hidracina en EtOH seco. Los isoxazoles se obtigraansu tratamiento con clorohidrato de
hidroxilamina en MeOH. Los oxazoles se preparan neaccion de hidroxi-etanonas con
anhidrido acético, DMAP y AcCONH

\N/
Arp A Al 2 NHEH Arp
R F T
Ay S0 NH(Me), Ar O O Ar; 0

Figura 87: Mecanismo de formacién de diarilisoxagol

Se observé que en este caso la reaccion es riegibs®, se obtiene solo el producto del
ataque nucleofilico del nitrogeno de hidroxilammda posicionB de la enaminona y no al

grupo carbonilo, de acuerdo con lo que esta desenmia bibliografia para esta reac¢ion

A partir de las aminacion reductiva de Leuckart tamnmiato amaonico de las enaminonas se
puede obtener los heterociclicos hexagonales de famaa regioselectiva segun el

mecanism& descrito en el esquema siguiente:

N

N/
Ar,
Arzf“\:NH3 rNHQ H2NCHO rNHz
Ar1 (@) HZO

NH(Me), CHO

|

Arer Ar, | NH . j\/\ KiH,
Ar, N/) do o A N/)\OH
2

Figura 88: Mecanismo de formacion de diarilpirimiaks

I Dominguez, E.; Ibeas, E.; de Marigorta, E. M.;aeals, J. Kepa.; SanMartin, R. A convenient one-pot
preparative method for 4,5-diarylisoxazoles invotyamine exchange reactiodsOrg. Chem. 1996 61, 5436.

2a) Dominguez, E.; de Marigorta, E. M.; Olivera; BanMartin, R. A short and efficient synthesis4gs-
diarylpyrimidines.Synlett. 1995 9, 955. b) Olivera, R.; SanMartin, R.; Tellitu; Dominguez, E. The amine
exchange/biaryl coupling sequence: a direct enty the phenanthro[9,16theterocyclic framework.
Tetrahedron. 2002 58, 3021.
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Se han observado que al formar puentes heteraxghientagonales se mejora notablemente
la actividad citotoxica de los compuestos en coaxpan con el puente etileno, mientras los
puentes mas voluminosos como hexagonales 0 bmsciho son adecuados para generar

compuestos activos de esta familia.

La sintesis mas frecuente de tiazoles es a parti Halocetorld’® Para obtenerla se trata el
compuesto con NBS y DMSO,B para formar la halohidrina luego se oxida conidnido
trifluoroacético(TFAA) en DMSO para formar bromocetona, 6 a paréiraxidacion de la
olefina con acido peryédico y alumina para formiaderivado bencilfenilcetorf§ que se
trata con el bromo en cloroformo para formar broetmsa. Este Ultimo se condensa con
tiourea 6 sus derivados (tioacetamida, tiosemiczadbiay NaCO; en DMF para obtener los

derivados tiazoles correspondiefite

N/
on '1’6,5\ OH )J\/Br tioacetamida S
S, Ar1 )\<
4,0 AH)\(BF TFAA Arj

AI'2 & AI'1

A, DMSO 'Ose/%
Qré
ae/ba EE‘ - N H2

S
=
AF1/‘\<

Ar1

Figura 89: Sintesis de derivados tiazoles

3 Aberle, N.; Catimel, J.; Nice, E. C.; Watson , . Synthesis and biological evaluation of analogufethe
anti-tumor alkaloid naamidine Aioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 20, 5879.

" Khalilzadeh,M. A.;Hosseini, A.;Shokrollahzadeh,MHalvagar,M. R.; Ahmadi,D.;Mohannazadeh, F.;
Tajbakhsh,M. HIO4/AI203 as a new system for iodoratof activated aromatics and 1,3-dicarbonyl
compoundsTetrahedron. Lett. 2006 47, 3525.

> Walter, M.; von Coburg, Y.; Isensee, K.; Sander; Kigneau, X.; Camelin, J. -C.; Schwartz, J. -Stark, H.
Azole derivatives as histamine H3 receptor antaisniPart |: Thiazol-2-yl ether&ioorg. Med. Chem. Lett.
2010 20, 5879.
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» Funcionalizacién del puente oléfinico en las combtastatinas 80 y 78

Siguiendo el objetivo del trabajo y tomando comeeblms trabajos bibliograficos detallados
anteriormente para formar heterociclos en el pyemt@sta memoria se intento la preparacion

de analogos pentagonales.

En primer lugar se intentd preparar el anillo deidipb-oxazol mediante la formacion de un
bromo-amida en el puente y posterior ciclacién ydaeion.® Para ello se siguieron las

condiciones descritas en bibliografia aplicable ablel enlaces conjugados con anillos
aromaticos o aislados y que consisten en el tratgmicon NBS, NaHC£ H,O, CH;CN y

un acido de Lewis Zn(OTfp Cu(OTf). Se utiliza una pequefia cantidad de agua parar evit

la posible formacién de una halohidrina.

\ R1
x* HX N~ [Ox] N
R/\/Rz R1d\:/R2 —_— -—</ l _— —</ I
1 CchN - O R O R
l H,0 Oj/ﬂ"' 2 2
e A
2
——— R Ro
Ri h
CH,CN Hzml‘l

Figura 90: Mecanismo para la formacion del dihidrazol precursor del oxazol

Siguiendo el procedimiento detallado por Saume, e utilizala mezcla de isbme& de
combretastatin80 controlando la reaccion por cromatografia de cay@adurante 72 h. No se
forma el compuesto esperado y en su lugar se fibangl compuesto de bromacién en el
anillo mas activadol10, como mezclaZ/E 1:1. Se caracteriza por la aparicion de una sola
sefial de protén del anillo A a 6,58 ppm como siegé® RMNH, y por espectrometria de

masas que indica la presencia del atomo de bromo.

® Saumen, H.; Sukanta, B.; Derarshi, S.; Biswajit,3tereoselective One-Pot Synthesis of Oxazolihedrg.
Chem. 2008 73, 4320.
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0 N _0 N
1O — "L
g0 O™
Figura 91: formacién d&10

En el caso d&8 cuando se trata en las mismas condiciones8Quse observa la evolucion de

la reaccién con el tiempo, controlandose por RN Después de 48 h de reaccién se
observo la formacion de la halohidribh@7, y al cabo de dos dias se transforma en el epdxido
108 Durante el proceso de extraccion de la reacdi@péxido se transforma en la cetona
109que se caracteriza por los datos de RMN, IR y masas

Zn(OTf),
fe} NBS
- :Q/\% NaHCO3
~ \ —_— \
o
CHLCN
NO, @ ° NO,

Figura 92: Modificacion en el puente de la comlstetinar8

La formacion de estos intermedios de reaccion esatiiica por el desplazamiento quimico de
los protones del puente. En la tabla siguiente gesira las variaciones de los valores del

desplazamiento quimico de los protones observadg@stt la evolucion de esta reaccion.

Desplazamiento quimico en ppm
compuesto Anillo A Anillo B Puente
107 7,08y 7,32 6,83y 7,16 502y5,15
108 7,03y 7,30 6,88y 7,22 4,20
109 7,72y 7,98 6,86y 7,15 4,18

Tablal2: Desplazamiento quimico de los compueki@s108y 109
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Los desplazamientos quimicos de los protones dié anomético A son los mas afectados y
su desapantallamiento permite identificar la gidsi de la cetona en los dos carbonos del

puente.

Se observa que en el caso8fkel grupo dimetilamino favorece la sustitucion éarello A,
mientras en el caso d® el grupo nitro desactiva la posible reaccion eandlo A y se dirige

la reaccion al etileno del puente.

Utilizando también los compuest@8 y 80, se intentd la preparacion de oxazoles y tiazoles
en el puente utilizando tiourea y urea con Zn(@MBS, NaHCQ, H,O en CHCI,y en
CHsCN a temperatura ambiente y a reflujo. En el cas®@ se forma nuevamente el
compuesto bromadd10y en el caso d&8 se recupera el material de partida. En la tabla

siguiente semuestra el resumen de las reaccionesudea y la urea realizadas.

Compuestos Reactivos Resultados
Zn(OTf),;, NBS, p-TsOH, 110
tiourea, CHCI,
Zn(OTf),, NBS, NaHCQ,
80 H,0, tiourea, CHCI, 110
Zn(OTf)z, I, NaHCQ, H20, 80
tiourea, CHCI,
Zn(OTf),, NBS, NaHCQ, 78
78 H,0, tiourea, CHCI,
Zn(OTf),, NBS, NaHCQ, 78
urea, CHCN

Tablal3: condiciones de reacciongfey 78

En el caso de sustituir NBS par, ho se observa la evolucion de reaccion y se rodbted

material de partid80 sin reaccionar.

En este trabajo no se logré formar puentes pentdg®ra partir de puentes etilénicos
(combretastatinas) empleando las metodologias adaay La formacion de este tipo de
derivados pentagonales con agrupaciones 2,3-dimgtaminofenilo como anillo A son de

gran interés y seran objetivo de trabajos futuros.
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IVV. SOLUBILIDAD

La baja solubilidad acuosa es uno de los problemaes presentan los analogos de
combretastatina A-4, por lo cual uno de los obgstivde este trabajo es determinar la
solubilidad de los compuestos sintetizados pargpcolbar si las modificaciones introducidas

en el esqueleto de la molécula conducen a compueEts solubles en agua.

La determinacion de la solubilidad acuosa se hadle a cabo en un espectrofotometro,
midiendo la absorbancia de la muestra problemaadanyitud de onda y comprobando con

una recta de calibrado realizada previamente.

En la determinacion de la solubilidad de los comsfage se ha seguido la metodologia
siguiente:
- Determinacién de las longitudes de onda de absoroéxima en el espectrofotometro

para cada compuesto.

- Realizacién de la recta de calibrado a partir dmldciones de concentracion
conocida (0,1 mg/ml). Las medidas se realizan ennoezcla DMSO/tampdn fosfato a
pH 7 en relacion 9/1.

- Preparacion de las muestras problema. Se pesalntr2 mg de compuesto y se
afiaden 300 pL de tampdn fosfato 10 mM a pH= 7 sgu@antienen un minimo de 48
horas agitando para después filtrar el contenid@as de un filtro de 22 um, de
manera que se retira todo el compuesto que noysedudubilizado en el tampdn. Se
preparan tres cubetas con 30 pL de filtrado y 2E0dg DMSO y se mide la
absorbancia a la longitud de onda escogida, obitéaide esta manera tres valores de

solubilidad, con los que hace la media aritmética.
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En la tabla siguiente se muestran los resultadtEnmios:

o A Solubilidad o A seleccionada | Solubilidad
N seleccionada (ug/ml) N (nm) (ug/ml)
(nm)

12 360 48 51 330 679

13 360 30 52 290 65

14 340 9 54 290 11

15 280 11 55 275 21

16 305 107 57 275 153

17 280 123 61 280 4,4 mg/ml

18 300 84 62 285 1,0 mg/ml

20 285 =2,5 mg/ml 66 350 >5 mg/ml

21 308 74 71 290 110

22 295 =1,5 mg/ml 73 275 102

33 305 33,8 80 295 71

34 275 583 82 330 6,7

35 285 136 87 310 1,0 mg/ml

36 340 10,5 90 295 48

37 290 13,5 91 290 44

40 275 62 97 285 52

50 320 44 104 280 6,3
CA-4" - 1,0 105 290 10

Tabla 14: Valores de solubilidad de los compuesittietizados. Se han sombreado los valores dalles de

amonio

En la grafica siguiente se muestra la esperadeedid& de solubilidad entre los derivados de

la combretastatina sintetizados y sus sales deiamorrespondiente.

"Chen, J.; Wang, Z.; Li, C. M.; Lu, Y.; VaddadyMaa. K.; Meibohm, B.; Dalton, J. T.; Miller, D. DLj, W.
Discovery of Novel 2-Aryl-4-benzoyl-imidazoles Tatig the Colchicines Binding Site in Tubulin Asteatial
Anticancer Agents]. Med. Chem. 201Q 53, 7414.
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Figura 93: La diferencia de solubilidad en (ug/dd)los derivados nitrogenados y sus sales de amonio

De la tabla anterior se observa que la mayoriaodecbmpuestos no cargados ensayados
presentan un valor muy superior a la de la comstegiaa A-4, y en muchos casds$,(17,

35, 57, 71, 73) mas de cien veces mayor o incluso quinientassvet®s mayor como en el
caso del compuestd4. Aparte de las sales de amonio, los compuestosogmnas en el
puente y que en el anillo B tienen un grupo nitnagky presentan las solubilidades mas
elevadas, ademas la sustitucion del grupo metpwit@rupo amino aumenta notablemente la

solubilidad del compuesto.

Como cabia esperar y se observa en el histogramasdées de amonio aumentan
considerablemente la solubilidad acuosa de sus logos) neutros. En comparacion con la
combretastatina A-4 los compuestos sustituidos @opos nitrogenados mejoran
apreciablemente la solubilidad acuosa del compuestapliéndose uno de los objetivos de

este trabajo.

En el siguiente apartado se muestran los resultalbosactividad biologica de estos
compuestos, de manera que sera posible determinéws scompuestos propuestos y
sintetizados cumplen con los dos objetivos plamtsadumentar la solubilidad acuosa y la

potencia antimitética.
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V. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Otro de los objetivos de este trabajo es la rezdibmade los ensayads vitro de inhibiciéon de
la polimerizacién de tubulina para evaluar si lompuestos sintetizados poseen la actividad
biologica que se pretende. Para ello, se utilizdefpna microtubular aislada y purificada a

partir de cerebros de ternero.

1. Aislamiento de la proteina

El método seguido en nuestro laboratorio parasthmiento y la purificacién de la proteina

microtubular es el método de Shelaf%kion algunas modificaciones.

La proteina se aisla de cerebro de ternero recénfisado mediante dos ciclos de
polimerizacién/despolimerizacion, dependiente deetaperatura. A 37 °C se forman los
microtUbulos (polimerizacion) y por el contrario skespolimeriza a 4 °C. Mediante
centrifugaciones después de cada polimerizaciopdtieserizacion y seleccionando

precipitado (a 37 °C) o sobrenadante (a 4 °C) sminficando la proteina.

El esquema siguiente representa el proceso delnaestto desde los cerebros hasta la
separacion de la proteina que se utiliza en loayessde inhibicion de polimerizacion de
tubulina (IPT).

| S 1% -

-4
X 2

Ensayos MTP 'g: U/‘Q%

IPT '_“"_-L@ _@@

Figura 94. Proceso de aislamiento de tubulina

@J

8 Shelanski, M. L.; Gaskin, F.; Cantor, C. R. Mierotle assembly in the absence of added nucleofiies.
Nat. Acad. Sci. 1973 70, 765.
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La proteina microtubular (MTP) aislada mediante @sbceso estd formada por subunidades

o y B tubulina en un 70 % y por proteinas asociadas elorotibulos (MAPS) en un 30 %.

2. Ensayos de inhibicion de polimerizacion de tubulina

Los ensayos se realizan en cubetas de cuarzo queermn 1,0 mg/mL de proteina
microtubular (MTP) en un tampén a pH 6,7 que cortiel GTP y Mg necesario para la
polimerizacién de la tubulina, y los ligandos a wawacentracion de 5, 10 6 20M. Los
ensayos se realizan en un espectrofotometro y de laiturbidez generada por la formacion
de microtubulos a 450 nm, longitud de onda a lalgsidigandos sintetizados no absorben. En

cada ensayo se utiliza como referencia una cubetaot sin ligando.

Para evitar problemas de solubilidad, todos lospr@stos utilizados se disuelven en DMSO,
siendo la concentracion maxima de DMSO en la cubletan 4 %, concentracion que no

afecta a los ensayos de polimerizacion de la to&dli

El ensayo se inicia a 4 °C. A esta temperaturadtefna se encuentra despolimerizada por lo
gue se registra una absorbancia minima. Postenense aumenta la temperatura a 37 °C, la
proteina polimeriza y se observa un incrementoaeabkorbancia debido a la turbidez que
generan los microtubulos. El incremento de abs@ibaegistrado para la cubeta control, sin
ligando, se considera el 100 % de polimerizaci@e yalcula el porcentaje de inhibicion de
los ligandos ensayados comparando su incrementa ebsorbancia con el de la cubeta

control.

Los ensayos se realizan inicialmente a una cora@atr de 5, 10 6 2(0M. Los compuestos
gue a estas concentraciones presentan un elevezkntae de inhibicion se seleccionan para

calcular su IGo (concentracion a la que el ligando inhibe la peliacién en un 50 %).

La eleccion de estas concentraciones viene detadaipor la 1G de la CA-4, compuesto de
referencia de este trabajo. Para que los compusistesizados presenten una potencia similar
o mejor que la CAA # deben inhibir la polimerizacién de la tubulinareés de 50 % a una

concentracion de 5 uM.

¥ Durmotier, C.; Gorbunoff, M.; Andreu, J. M.; Engetghs, Y. Different kinetic pathway of the bindiafjtwo
biphenyl analogues colchicines to tubuBiochemistry. 1996 35, 4387.

8Tron, G. C.; Pirali, T.; Sorba, G.; Pagliai, F.; d8uca, S.; Genazzani, A. A.; Medicinal chemistry of
combretastatin A4: present and future directidndled. Chem. 2006 49, 3033.
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Abs 37°C

c

Figura 95. Ejemplo de grafica de un ensayo de iaidib de polimerizacion de tubulina. La diferenerare la
linea roja que representa el 100% de polimerizagiéeda una de las muestras (resto de lineas deespke

corresponde con la inhibicién que ejerce ese costp{éo) a la concentracion ensayada.

En la tabla siguiente se muestran los resultadodoslecompuestos ensayados en las

concentraciones de 5, 10 y/o 20 uM.

CONC | INHIB CONC | INHIB CONC | % CONC | INHIB
cCOMP COMP comp comp
(nM) % (nM) % (M) | INHIB (1M) %
12 5 25 33 5 0 54 10 16 79 5 74
5 90
13 34 5 26 55 5 5 80 5 92
20 100
5 4
14 35 5 0 56 5 12 82 5 25
20 20
5 16
15 5 43 36 10 0 57 5 0 87
20 32
5 14 5 0
16 37 10 11 59 90 5 3
10 19 20 30
5 35
17 5 15 39 60 5 0 91 5 23
20 57
5 14
18 5 35 40 5 16 61 5 12 96
10 43
19 5 2 43 5 23 62 5 11 977 5 85
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5 25 5 0
20 5 22 44 64 104 5 3
10 32 20 5
5 7 5 0
21 45 5 12 65 105 5 97
10 23 20 50
5 55
22 5 22 50 66 5 12 111 5 0
10 65
25 5 31 51 5 0 71 5 28 112a 5 25
26 5 35 52 5 7 73 5 63 112b 5 0
5 47
28 5 73 53 5 23 74 113 5 0
10 64

Tabla 15: Resultados de los ensayos de inhibicgdia golimerizacion de tubulina. Se han sombreaslo |

compuestos seleccionados para calcular sgl IC

3. Determinacion de la 1Gg de inhibicion de la polimerizacién de

la tubulina:

En este trabajo se ha realizado los ensayos deaididn de polimerizaciéon de tubulina de 56
compuestos, a una concentracion de 5, 10 6 20 pMrdsultados que se muestran en la tabla
15 constituyen una media de los valores obteniddesensayos, los cuales se han hecho por
duplicado o triplicado. Teniendo en cuenta estesltados iniciales, los compuestt’ 73,
74,79, 80, 97Z y 105 se seleccionan para calcular sgglfa que presentan una inhibicion de
la polimerizacion de la tubulina superior al 50 @&mrdo se emplean a una concentracion de 5
UM.

Para calcular la 1§ de los diferentes ligandos inhibidores de polizamion de tubulina se

ensaya cada compuesto a diferentes concentradigeesralmente 0,5, 1, 2, 4, 5, 10 y 20
HM) y se representa el porcentaje de polimerizafiénte a cada concentracion ensayada.
Los datos asi representados se ajustan a una @tuacinoexponencial decreciente, de

manera que es posible calcular la concentraciéna ague el compuesto inhibe la
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polimerizacion de la proteina en un 50 Bb.ajuste de los datos y el célculo de Igol€e ha
llevado a cabo con el programa OriginPfa 8

En la tabla siguiente se muestran los resultadéesdeompuestos que han sido seleccionados
para calcular la I€g.

|C50 ICSO
COMP Estructura COMP Estructura

(LM) (LM)
13 /O 19 | s | N OQ 11
o) N~ ' / ’

I oo | -0 o0— 0—
3| OA® |25 ot | ) ) | os

l NH, -0 o0— O0—

o)

C g :
74 o o 6,0 105 “o O O \ 1,2

LN HN '

79 | wv ) () | 62 |caa| o ) { o] 20
(@]

Tabla 16: Valores de kgcalculados.

8 Origin® Pro 8.0:http://originlab.com/
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4. Discusioén de resultados:

A continuacién se van a analizar los resultadofiroion de las modificaciones en el anillo
B. En la tabla siguiente se presentan los valoeel*d@ de los compuestos modificados en el

anillo B.

z z
el S0Re
@
~o N~ ~o N<
O | O |

IPT
N° R Z N° VA IPT (%)
(%)
12 H o] 25 19 0 2
13 H CH, 90* 20 CH, 22
14 CHO 0] 4 22 NOH 22

15 | Diox CH, 43

16 CHO CH, 14

_0
17 | CHNOH CH, 15 - O O P
(@) (6]
o<

18 | CN | cH, | 35
21 H NOH | 7 | ICso 2 uM®® 257 uM?

(*): IC5del3=1,9 uM
Tabla 17: valores de IPT (%) de los derivados detédina a 5 uM

Cuando se sustituye el anillo 3-hidroxi-4-metoxiiende la CA-4 por un anillop-
dimetilaminofenilo, solamente se mantiene la patemchibidora de la polimerizacion de
tubulina cuando el puente es 1,1-diarileteno @aambretastatina3). Sin embargo, cuando

el puente estd formado por un grupo carbonilo op@ oxima la inhibicion disminuye
considerablemente. A pesar de que el puente déaferas y oximas, de acuerdo con el
farmacoforo propuesto por Nguyen &atleberian conferir mayor potencia ya que pueden
formar enlaces de H con la proteina, el hecho de sgan menor potentes que la
isocombretastatina, conduce a pensar que tiene rmanmrtancia en la union ligando-

8 Hamze, A.; Brion, J. D.; Alami, M. Synthesis oflDiarylethylenes via Efficient Iron/Copper Co Ostzd
Coupling of 1-Arylvinyl Halides with Grignard Reags.Org. Lett. 2012 14, 2782.

8 Nguyen, T. L.; McGrath, C.; Hermone, A. R.; Butnd. C.; Zaharevitz, D. W.; Day, B. W.; Wip, Pete
Hamel, E.; Gussio, R. A Common Pharmacophore f@iverse Set of Colchicine Site Inhibitors Using a
Structure-Based Approach.Med. Chem. 2005 48, 6107.
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proteina, la disposicion de los anillos en un amgaproximado de 45°, posible en el
compuestd 3 ya que la conjugaciéon de los anillos aroméaticos elgpuente es menor que en

los compuesto$2y 21.

Del mismo modo cuando se introduce un sustituyentposiciérnorto del DMA se produce
una pérdida de la capacidad inhibidora, no preedntainguno de estos compuestos ung IC
inferior a 5 uM. Esta pérdida de actividad es imthejiente de que los sustituyentes aporten
dadores o aceptores de enlaces de H y puede debgteela presencia de los sustituyentes
obliga al grupo dimetilamino a colocarse fueramaho del anillo aromatico modificando la

interaccion con el sitio de union en la proteina.

La formacion de la sal de amonio de estos derivaalosjue como hemos visto en el anterior
apartado presenten la ventaja del elevado incrememtla solubilidad acuosa, conduce a

inhibidores poco potentes.

A pesar de que los valores de inhibicién de polimaeion son muy modestos, el mero hecho
de que inhiban resulta interesante, pues estos uEBtgs deben presentar una solubilidad
acuosa mejorada y es posible que combinadas c@s obodificaciones conduzcan a

compuestos potentes y solubles en agua.

En la siguiente tabla se muestran los compuestosandlo A modificado que presentan

mejor perfil como inhibidores de la polimerizacida tubulina.
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IPT 1Cso IPT 1Cso
Estructura N° R N° R
(%) | (uM) (%) | (1M)
79 NH, 74 6,2 91 NMeAc 23 -
° O O 80 NMe, 92 1,1 96 NMeBoc 14 -
/ 87 +NMe; 16 - 972 NHMe 85 0,8
—0 R o—
a0 NHACc 3 - _
o}
/
104 _ _
z NMeBoc | 3 - ° p 0
0 Z=CH, -
O O N IPT (%) = 95; ICso = 2,2 uM
\O N
R \ 105 o
NHMe 97 1,2
SR
\O N\
_O O O 73 NH, 63 2,5 N
~
e} e} _ 50c, _ 84
| & 74 NMe, 64 6,0 IPT (%) =30 ; 1Cs0 = 7,9 [J.M

Tabla 18: valores de IPT (%) de los derivados delretastatina y fenstatina de metilindol a 5 uNCs |

Si observamos los resultados obtenidos para ladretastatinas en las que se ha sustituido
un grupo metoxilo del anillo de TM por un grupo amiibre o metilado, vemos como se
mantiene e incluso se mejora la capacidad de mkgbiformacion de microtibulos en
comparacion con la CA-4 y desoxicombretastatiremd el grupo metilamin®{Z) el mejor

remplazo seguido del grupo dimetilamit®®)y por ultimo el amino libre79).

Del mismo modo en la familia de isocombretastatioas anillo B dep-metoxifenilo y
fenstatinas con anillo B inddlico, también se hdigo obtener compuestos que mantienen o

mejoran la actividad antimitotica.

A diferencia de las combretastatinas, en las istcetastatinas ha resultado ser mas potente
el compuesto con el grupo amino libre que con mletiiamino, lo cual puede implicar que
debido a la diferencia en la longitud del puente #millos A se disponen ligeramente

diferentes en el sitio de union.

8 Alvarez, R.; Puebla, P.; Diaz, J. F.; Bento, A. Garcia-Navas, R.; de la Iglesia-Vicente, J.; Meitlo, F.;
Andreu, J. M.; Medarde, M.; Peldez, R. Endowingole-Based Tubulin Inhibitors with an Anchor for
Derivatization: Highly Potent 3-Substituted Inddiepstatins and IndoleisocombretastatihsMed. Chem.
2013 56, 2813.
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En el caso del derivado indolico, solo se ha podibiener el analogo de fenstatina y cabe
destacar que presente ungol@e 1,2 uM, similar a las de isocombretastatinas paentes,

lo cual hace pensar que a pesar de las dificultatesticas se debe intentar conseguir
suficiente cantidad de las correspondientes isooetardtatinas ya que si sigue el mismo
patron observado en las otras familias deberiarertema actividad antimitética

submicromolar.

En la tabla siguiente se muestra los valores ggyi@e solubilidad acuosa de los compuestos

los mas potentes.

1Cso Solub 1C5o Solub
Comp Comp
(nM) (ng/mL) (1M) (ng/mL)

13 1,9 30 50 5,1 48

73 2,5 102 74 6,0 -

79 6,2 - 80 1,1 71

972 0,8 52 105 1,2 10
CA-4 2,0 1,0

Tabla 19: valores de kgsolubilidad acuosa de los compuestos seleccionados.

De la tabla anterior se observa que los compuagpiestienen una potencia antimitética
elevada también presentan un valor de solubilidathsa muy importante. En comparacion
con la molécula base (CA-4), se observa que logpuestos/3, 80y 97Z presentan un valor
de 1G, mejor o similar que CA-4 y una solubilidad hasenoveces mayor como en el caso
del compuestd3, resultando los mas prometedores para investigesiposteriores. Estos
tres compuestos tienen en comun la sustituciorgdgio 3-metoxi del anillo A por grupo

nitrogenado que varia de amino&) metilamnio er®7Z a dimetilamino e@0.
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5. Ensayos de citotoxicidad:

Los ensayos de citotoxicidad frente las lineas alelas cancerigenas representativa de los
compuestos sintetizados en este trabajo han sidiaa@os en el Departamento de Quimica
Farmacéutica por la Dra. Raquel Alvarez y Dra. halramburu. Los ensayos han sido frente
distintas lineas celulares para determinar laaiiotdad®. Con este fin se han utilizado los

siguientes tipos de células:
« HL-60: Leucemia mieloide humana.
+ Hela: Carcinoma cervical humano.

¢ HT-29: Carcinoma de colon humano.

Los resultados obtenidos se recogen en la taplaesite y expresan la concentracion que
produce un 50 % de inhibicién de proliferacion @l (lCso).

X
C
9 v
O\

IPT IC 50 HeLa HT-29 HL-60
X R Compuesto
(LM) (LM) (LM) (LM)
o) H 12 >20 0,09 0,4 0,2
CH, H 13 1,9 0,04 0,07 0,01
NOH H 21 >10 0,8 10 0,6
O CHO 14 >20 >1 >1 >1
CH, f\r& 15 >5 0,6 >1 0,8
(0]

8 Skehan, P.; Storeng, R.; Scudiero, D.; Monks, McMahon, J.; Vistica, D.; Warren, J. T.; Bokesh; H.
Kenney, S.; Boyd, M. R. New colorimetric cytotoxicassay for anticancer-drug screenihig\atl. Cancer Inst.
1990 82, 1107.
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Métodos y resultados

CH; CHO 16 >10 0,8 >1 0,9
CHy NOH 17 >5 0,9 >1 1
CH; CN 18 >5 0,4 0,96 0,8

Tabla 20: Resultados de actividad en citotoxicidad IPT de los compuestos ensayados.

De los resultados obtenidos en la tabla arribdbserga que la potencia citotoxica frente a las
diferentes lineas celulares es variable, HeLa y6HLson mas sensible que HT-29 que se
muestra una resistencia. El compued® presenta tanto la potencia inhibitoria de la
polimerizacién de la tubulina como una actividatbtéxica elevada frente las 3 lineas

celulares ensayadas, mientras los otros compupsibados no son activos frente esta linea

celular.
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Parte experimental

|. TECNICAS GENERALES:

1. INSTRUMENTACION

La instrumentacion utilizada en este trabajo se@d continuacion:

Puntos de fusién:Se determinaron de forma automatica en los aaidfeM-
HV2 y GALLENCAMP, no fueron corregidos.

Espectros IR: Espectrofotometro FT-IR, en pastillas de KBr &1 en pelicula.

Los valores de la frecuencia de absorcion se eapres crit.

Lampara UV: Se determina la evolucion de las reacciones ematagrafia en

capa fina en una longitud de onda 254-366 nm.

Espectros de RMN'H y de RMN *3C: Espectréometros BRUKER AC 200 (200
MHz), Varian Mercury (200 MHz), Varian Mercury (400Hz) y BRUKER DRX
400 (400 MHz), utilizando CDglcomo disolvente, salvo indicacion contraria y
TMS como referencia interna. Los valores de desgpiéento quimico & se

expresan en ppm Yy los de las constantes de acapitor{l) en Hz.

Espectros masas (IE) Se determinaron en un Espectrometro QSTAR XL,

acoplada a un HPLC, determinandose la masa exacta.

2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografia flash. Se utilizé gel de silice MERCK 60 (0,040-0,063 mem)

proporcion 30-40 g de silice por gramo de sustancia

Cromatografia de capa fina (CCF). Se utilizaron laminas de poliéster
prefabricadas POLYCHROM de 0,25 mm de espesorrexubrimiento de gel de
silice con indicador fluorescente UV-254. Paraesfetado se pulveriza con una
disolucion de é&cido sulfarico al 10% en etanolcm@ fosfomolibdico al 10% en

etanol, calentando a continuacién a 110 °C dutambs minutos.
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* Cromatografia de capa fina preparativa (CCP).Se utilizaron placas PLC Silica
gel 60 hss MERCK® con 1 mm de espesor.

« HPLC. Se utilizé equipo de Agilent HP Series 1100, equdpaon columnas
Waters X-Terra®MS €(5 uM, 4,6x150 mm), Waters Waters X-Terra®Mg 6
UM, 4,6x150 mm)

3. TRATAMIENTO DE DISOLVENTES Y REACTIVOS

« Tolueno. El tolueno comercial se seca sobre laminas de Na.

e Cloruro de metileno. El CH,Cl, comercial se seca sobre tamiz molecular.

* Hexano. El hexano comercial se destila en columna defietion y se recoge
sobre CaGl

e DMF seca.La DMF comercial se seca sobre Tamiz molecular.
« Tetrahidrofurano. El THF comercial se destila, inmediatamente ad&esu uso,

sobre laminas de sodio, bajo atmoésfera de argdmdos benzofenona como

indicador.

132



Parte experimental

Il. Preparacion de sales de fosfonio

1. Preparacion de la sal de fosfonio 1

PPhg
CHjl ————— = PPhyCHg!

tolueno 1
Sobre una disolucién de 37,00 g (141,07 mmol) denilfosfina en 250 ml de tolueno seco
se aflade 8,8 ml (141,25 mmol) de yodometano, lacimese agita 24 h a temperatura

ambiente en atmosfera de nitrégeno, se forma uwmipiiedo blanco que se filtra,
obteniéndose 52,20 g (129,14 mmol, 91 %) de ldesé&bsfoniol.

2. Preparacion de la sal de fosfonio 3
Ph; Br

OH Br 8
PBr, PPhs
Et,0
~o o 2 ~o o~ tolueno ~o
(ONG 12N
2

P
2N
3

Q
o~

a) Bromuro de bencilo 2

Se disuelven 8,20 g (41,4 mmol) de alcohol 3,4rBdtoxibencilico en 60 ml de £ seco a
-40°C y se le afiaden 2,0 ml (21,3 mmol) desPEr reaccion se agita durante 2 h en
atmosfera de nitrogeno. Posteriormente se neuwdralizZxceso de acido con NaHC®Y se
extrae con ED, luego se lava con una disolucion saturada dd Nasta pH neutro, se seca
con NaSQ, anhidro y se evapora el disolvente. El sélido wibi® se purifica por
cristalizacion en hexano caliente obteniéndose @@30,2 mmol, 95 %) de cristales blancos

del compuest@.

5-bromometil-1,2,3-trimetoxibenceno (2):
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RMN *H: 3,86 (3H, s); 3,89 (6H, s); 4,48 (2H, s); 6,64 (8M,

RMN 3C: 33,9 (CH); 55,7 (2) (CH); 60,4 (CH); 105,8 (2) (CH); 132,9 (C); 137,8 (C);
152,9 (2) (C).

Pf (Hex): 68 °C

b) Sal de fosfonio 3

Sobre una disolucion de 4,72 g (18,1 mmol) del amsm2 en 12 ml de tolueno seco y en
agitacion se le afiaden 7,11 g (27,1 mmol) de ititesfina disueltos en 20 ml de tolueno
seco, se continda la agitacion durante 24 h a teathpa ambiente, observandose la

formacion de un solido blanco, se filtra y se aiie 8,86 g (16,9 mmol, 94 %) de la 3al

Bromuro de 3,4,5-trimetoxibenciltrifenilfosfonio (3):

RMN 'H: 3,50 (6H, s); 3,76 (3H, s); 5,39 (2H, d, 14,2):.08(3H, s); 7,10-7,90 (15H, m).

RMN *3C: 30,5 (CH, d, 45); 55,9 (2) (CH); 60,5 (CH); 108,5 (2) (CH); 117,4 (3) (C, d,
85); 122,1 (C, d, 9); 129,6 (6) (CH, d, 11); 1366%(CH, d, 11); 134,3 (C); 137,3 (C); 152,6
(2) (C).

Pf (bencena)214 °C

3. Preparacion de la sal de fosfonio 5

Br PPh3 By
PBI3 PPh3
Etzo tolueno
-40C
o\
4

a) Bromuro de bencilo 4

Sobre una disolucion de 4,9 ml (39 mmol) de (4-xi&ail)metanol en 30 ml de ED seco a

-40 °C se afiaden 3,7 ml (39 mmol) de £Bn atmosfera de nitrdgeno y agitacion constante.
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Después de 4 h de agitacion a temperatura ampmamteeutraliza con NaHGOse extrae
con CHCI,, se seca con N8O, y se evapora el disolvente y se obtiene 7,79 ¢ (88nol,
98 %) del compuesté.

1-bromometil-4-metoxibenceno (4):

RMN H: 3,81 (3H, s); 4,51 (2H, s); 6,86 (2H, d, 8,8); 7(28, d, 8,8).

b) Sal de fosfonio 5

Sobre una disolucion de 7,79 g (38,7 mmol) del ams4 en 30 ml de tolueno seco y en
agitacion se le afladen 10,2 g (38,7 mmol) de ititsfina disuelta en 20 ml de tolueno seco,
se continda la agitacién durante 15 h a temperanniziente, observandose la formacién de

un sélido blanco que se filtra obteniéndose 1333g7 mmol, 75 %) de la s&l

Bromuro de 4-metoxibenciltrifenilfosfonio (5):

RMN H: 3,73 (3H, s); 5,33 (2H, d, 13,9); 6,65 (2H, d, 8802 (2H, d, 8,8); 7,50-7,80
(15H, m).

RMN C: 29,9 (CH, d, 45); 54,9 (Ch); 114,0 (2) (CH); 117,5 (3) (C, d, 85); 118,2 (T,
9); 129,9 (6) (CH, d, 11); 132,3 (2) (CH).

Pf (bencena)240 °C

4. Preparacion de la sal de fosfonio 8

® ©O
CHO OH Cl PPh; CI
NaBH, HCI (g) PPhs
MeOH
0°C CHCl, CH,Cl,
PN AN /N ~ /N ~
6 7 8
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a) Alcohol 6

Se disuelven 3,00 g (20,1 mmol) de 4-dimetilamimaiaddehido en 20 ml de MeOH y se le
afaden 761 mg (20,1 mmol) de NaB&l0°C. La reaccion se agita durante 2 h en atmadsfe
de nitrégeno. Posteriormente se evapora el MeOEkl gxtrae con agua/AcOEt, se seca con
NaSO, anhidro y se evapora el disolvente, obteniéndg8é g (19,2 mmol, 95 %) del

compuestd, en forma de un aceite transparente.

(4-dimetilaminofenilymetanol (6):

RMN *H: 2,95 (6H, s); 4,53 (2H, s); 6,77 (2H, d, 8,8);67(2H, d, 8,8).
RMN C: 41,3 (2)(CH); 65,0 (CH); 113,4 (2) (CH); 129,1 (2) (CH); 130,0 (C); 150(.

IR (pelicula); 3385; 2870; 1521; 1225 ¢

b) Sal de fosfonio 8

Se disuelven 1,60 g (10,6 mmol) de (4-dimetilamamdjmetanol en 20 ml de GBI, y se
borbotea una corriente de HCI(g), generada a pdelirtratamiento de NaCl con,80,,
aparece color amarillo indicando la formacion dahpuesto/. Posteriormente se le afade
3,40 g (12,7 mmol) de trifenilfosfina disuelta eénrhl de CHCI,, la mezcla se agita durante
24h a temperatura ambiente en atmosfera de nitodglspués se evapora el L y se

cristaliza en tolueno, se obtiene 2,72 g (6,30 m6t%) de cristales blancos de la&al

Cloruro de (4-dimetilaminobenciltrifenilfosfonio (8):

RMN *H: 3,14 (6H, s): 5,57 (1H, s); 5,65 (1H, s); 7,3387(T9H, m).
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I1l. Modificaciones del anillo B
[1l. 1. Derivados bencénicos
A. Anéalogos de isocombretastatinas

1. Preparacion del aldehido protegido 10

i il HO(CH,),0OH il
2)2
DMF MesSiCl
POCI, 20 CcH,Cl, o
%
o

~ /N\ /N\

10

a) Formilacion de 4-bromo-N,N-dimetilanilina

Se ponen en un matraz 11,5 ml (150 mmol) de DMElynl (45 mmol) de oxicloruro de
fosforo a 0°C. Después de una hora se afaden 3,06,§ mmol) de 4-brombdkN-
dimetilanilina disuelta en 20 ml de @El,, apareciendo un color amarillo. La mezcla se agita
durante 24 horas a 70°C, posteriormente se trata BoOOEt y se lava con agua. La fase
organica se seca y se evapora el disolvente, éotdose 3,19 g de un aceite amarillo.

El crudo se cromatografia flash con Hex/AcOEt é®niéndose 2,20 g (4,45 mmol; 64 %)

de aldehid®, que se cristaliza en Hex/@El,, obteniéndose 652 mg de cristales amarillos.

5-bromo-2-dimetilaminobenzaldehido (9):

RMN *H: 2,93 (6H, s); 6,98 (1H, d, 9.0); 7,53 (1H, dd,;2(®); 7,86 (1H, d, 2,6); 10,14
(1H, s).

RMN 3C: 45,5 (2) (CH); 113,0 (C); 119,6 (CH); 128,0 (C); 132,8 (CH)71B(CH); 154,5
(C); 189,5 (CH).

IR (pelicula); 2949; 1667; 1589; 1495, 804 ¢m

Pf (Hexano/CHCIy): 45-47 °C
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b) Proteccion del aldehido 9

Una disolucion de 1,50 g (6,58 mmol) de 5-bromaradilaminobenzaldehido, 1,0 ml (18
mmol) de etilenglicol y 0,84 ml (6,58 mmol) de alor de trimetilsililo en ChLCl, se deja en
agitacion durante 24h a temperatura ambiente. 8&eexon agua saturada con NaCl y se seca
con NaSQO,, se filtra y se evapora el disolvente, obtenieadh95 g (3,86 mmol, 59 %) de

10. Mediante cristalizacion en Hex/GEl, se aislan 436 mg de cristales amarillos.

N,N-dimetil-4-bromo-2-(1,3-dioxolan-2-il)anilina (10):

RMN H: 2,68 (6H, s); 3,75 (4H, m); 5,86 (1H, s); 7,05 (1H8,7); 7,42 (1H, dd, 8,7; 2,5);
7,68 (1H, d, 2,5).

RMN '3C: 45,6 (2) (CH); 62,0 (2) (CH); 99,4 (CH); 117,1 (C); 121,9 (CH); 130,3 (C);
132,5 (CH); 134,9 (CH); 151,5 (C).

IR (pelicula): 1595; 1488; 1386; 1065; 817 ¢m

Pf (Hexano/CHCI,): 87-88 °C

2. Intento de preparacion de la fenstatina 11 por reamdn entre los

derivados litiado y carboxilico

Br
n-BulLi
TTHE fe)
-78°C />
o ® — X
O Na 24h
T2 ambiente
1
THF o

Se disuelven 540 mg (1,98 mmol) del compuédéten 30 ml de THF seco y se le afiaden 1,5
ml (2,4 mmol) den-BuLi 1,6 M en hexano a -78°C con agitacion y atfek@sde nitrdgeno.

La mezcla se pone de coloracion amarilla.
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En otro matraz se ponen a reaccionar 840 mg (3r86I)rde acido 3,4,5-trimetoxibenzoico
disuelto también en THF seco y a 0 °C, con 180 fyis0(mmol) de hidruro sodio al 60 %. La

mezcla se pone de coloracién blanca.

Al cabo de una hora de agitacion de las dos reaesise afiade el contenido de la primera
reaccion sobre la segunda y se deja a temperanbe@ie durante 24 h. Posteriormente se
afiade sobre una disolucién de J@H se evapora el THF y extrae con AcOEt, obteroéed
555 mg de crudo de reaccion de coloracién amabl&spués de varias pruebas se ve que
esta reaccion no ha ido, por eso se busca otadevaeparacion del compuedth

3. Preparacién de la fenstatina 12

Br

©]
. O Li
n-BuLi
THI: 0]
-40°C _0
¢
- . N~

24h ? |

o @
O~_OH Oy, O Na T2 ambiente O
NaH 12
THF
\O O/ 0°C \o o/
/O oL

Se disuelven 3,50 g (17,5 mmol) de 4-bromodimetiteen 60 ml de THF, después se le

afiaden 16,4 ml (26,2 mmol) deBuLi 1,6 M en hexano a -78°C con agitacion y atiek@sde

nitrogeno. La mezcla se pone de coloracion amarill

En otro matraz se prepara una disolucion de 7,423m0 mmol) de acido 3,4,5-
trimetoxibenzoico en THF y a 0 °C, se le afiadetalaente 1,25 g (52,50 mmol) de hidruro
sodio al 60 % con agitacion. La mezcla se vuelveadigracion blanca.

Al cabo de una hora de reaccion se afiade el cdoteeila primera reaccion sobre la segunda
y se deja a temperatura ambiente durante 24h.rRRostente se afiade sobre una disolucion
de NH,CI, se evapora el THF y extrae con AcOEt, obteroéadt,22 g de crudo.

La reaccion se purifica por cromatografia flash Me©OEt 1:1, aislandose 2,50 g (7,93

mmol, 46 %) del compuest®.
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(4-dimetilaminofenil)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (12):

RMN *H: 3,06 (6H, $)3,85 (6H, 5)3,90 (3H, S) 6,66 (2H, d, 8,6)6,98 (2H, 5)7,80 (2H, d,
8,6).

RMN *°C: 40,1 (2) (CH); 56,3 (2) (CH); 61,0 (CH); 107,1 (2)(CH); 110,6 (2) (CH); 124,8
(C); 132,7 (2) (CH); 134,5 (C); 140,8 (C); 152,83 (@); 153,3 (C); 194,4 (C).

IR (pelicula): 1681; 1583; 1411; 1328; 1121 ¢m
Pf (Diisopropileter) 107-109 °C
HMRS (m/z): Obtenido 338,1368 (M+N} esperado 338,1363 {§,;NO,;Na’").

HPLC: Columna Gg tr: 15,1 min.

4. Sintesis de la isocombretastatina 13

o) @ o
PhaCHal
/O n-BuLi /O
O O _ THF O O
(|3 'I‘ 78 °C <|) III/
o)
~ 12 (e}

~ 13

Se suspenden 5,40 g (13,3 mmol) de la sal de fiastoen 50 ml de THF y se afiaden 6,90 ml
(11,0 mmol) den-BuLi 1,6 M en hexano a -78°C, apareciendo unareclon amarilla. La
mezcla se agita durante 1h en atmosfera de nitodgese afiaden 1,40 g (4,44 mmol) de la
cetonal2 disuelta en THF. Se observa que el color cambi@niillo a naranjd.a reaccién

se agita durante 24 h a temperatura ambiente, lse@diade sobre una disolucién de,GH

al 5 % y se extrae con AcOEt, se seca la fase may@rse evapora el disolvente obteniéndose
3,78 g. El crudo se purifica por una cromatogréifiash (Hex/AcOEt 6:4) y se aislan 1,05 g
(3,35 mmol, 75 %) del metilén derivada.

N,N-dimetil-4-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)etenil)anilina (13):

RMN *H: 2,93 (6H, s)3,80 (6H, $)3,90 (3H, s); 5,24 (1H, d, 1,4); 5,36 (1H, d, 182
(2H, s); 6,65 (2H, d, 8,6); 7,23 (2H, d, 8,6).
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RMN 13C: 40,4 (2) (CH); 56,1 (2) (CH); 60,9 (CH); 105,8 (2) (CH); 110,9 (C#t 111,9 (2)
(CH); 129,1 (2) (CH); 137,6 (C); 138,1 (2) (C); 129C); 150,3(C); 152,9 (2) (C).

IR (pelicula): 1605; 1579; 1516; 1350; 1126; 1008tm
HMRS (m/z): Obtenido 314,1755 (M+H; esperado 314,1751 {§1,,NOs").

HPLC: Columna Gg tr: 20,8 min.

5. Formilacion del compuesto 12

0 o
O, By
~
(l)o lil 70°C (l) T/
-7 12 O 414

A una mezcla de 4,0 ml (42 mmol) de DMF y 1,2 ndl,elmmol) de oxicloruro de fésforo a
0°C, después de una hora de reaccion se le afth@2rg (4,20 mmol) d&2 disueltos en 20
ml CH.Cl,. La mezcla se agita durante 4 h a 0°C, luego se raanhee temperatura a 70°C y
se deja 20 h. El color pasa de naranja a amas@laisuelve en Ci€l, y se lava con agua, la
fase organica se seca con,8@, se filtra y se evapora. Se aislan 940 mg (2,74In3%)

del compuesto formiladd4.

2-dimetilamino-5-(3,4,5-trimetoxibenzoil)benzalderdo (14):

RMN *H: 3,11 (6H, s) 3,88 (6H, 5)3,94 (3H, s): 6,99 (1H, d, 907,00 (2H, S) 7,94 (1H,
dd, 9,0, 2,2); 8,21 (1H, d, 2,2); 10,03 (1H, s).

RMN *3C: 44,4 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,8 (CH); 107,1 (2) (CH); 115,8 (CH); 123,2
(C); 127,0 (C); 133,1 (C); 135,6 (CH); 136,8 (CHi%1,5 (C); 152,8 (2) (C); 156,3 (C); 189,3
(CH); 193,4 (C).

IR (pelicula); 2833; 1674; 1652; 1589; 1409; 1336; 1129'cm
Pf (Hex/CH,Cly): 113-115 °C
HMRS (m/z): Obtenido 344,1505 (M+H; esperado 344,1492 {§1,5NOs5").
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HPLC: Columna Gs tr: 8,9 min.

6. Proteccion del aldehido 14

HO- (CH2)2 -OH o 03
CH20I2 _
el 9 v

O 1

Se disuelven 250 mg (0,73 mmol) del aldehidaen 20 ml de CkCl,, se afladen 81 ul (1,5
mmol) de etano-1,2-diol al 30% en metanol y 9304.f8 mmol) de cloruro de trimetilsililo a

0 °C con agitacion. El color pasa de rosa a violetareaccion se agita durante 24 h a
temperatura ambiente, luego se disuelve en,GGH se extrae con agua saturada con NaCl,
la fase organica se seca con8la, se filtra y se evapora, recuperandose 265 mgu8kca

el producto por cromatografia flash (Hex/AcOEt ldislandose 235 mg (0,61mmol, 84 %)
del compuestd l.

(4-dimetilamino-3-(1,3-dioxolan-2-il)fenil)(3,4,5-timetoxifenil)metanona (11):

RMN *H: 2,90 (6H, s); 3,93 (6H, s); 3,97 (3H, s); 4,10 (4h); 6,10 (1H, s); 7,04 (2H, s);
7,06 (1H, d, 8,2): 7,78 (1H, dd, 8,2, 2,1); 8,0A(d, 2,1).

RMN *°C: 44,8 (2) (CH); 56,1 (2) (CH); 60,8 (CH); 65,4 (2) (CH); 99,7 (CH); 107,4 (2)
(CH); 117,5 (CH); 128,8 (C); 130,4 (CH); 130,9 (CH}1,2 (C); 141,3 (C); 152,7 (C); 152,8
(2) (C); 156,8 (C); 194,2 (C).

IR (pelicula): 1647; 1592; 1503; 1411; 1332; 1234; 1126'cm
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7. Reaccion de Wittig de la fenstatina 11

o} 03
O o PPthHs
_ nBuU lli: |Il:
<|3 N THE
J¥e)

-78°C
11

Se disuelven 563 mg (1,39 mmol) de sal de fosfdnem 30 ml de THF y a -78°C se le
afiaden 726 pl (1,16 mmol) @eBulLi 1,6 M en hexano en atmdsfera de nitrégenmatado
coloracién amarilla. La mezcla se agita durantdudgo se afiaden 180 mg (0,46 mmol) de la

cetonall disuelta en THF, el color pasa de amarillo a jaran

La reaccion se agita durante 24h a temperatura esuehiluego se extrae siguiendo la
metodologia descrita en casos similares y se ati869 mg de crudo.

El crudo se purifica por cromatografia flash elld@se con Hex/AcOEt 7:3, 125 mg (0,32
mmol, 70 %) del compuesidb.

N.N-dimetil-2-(1,3-dioxolan-2-il)-4-(1-(3,4.,5-trimetoxfenil)etenilanilina (15):

RMN *H: 2,77 (6H, s); 3,80 (6H, s); 3,89 (3H, s); 4,00-4(28, m); 5,34 (1H, sa); 5,42 (1H,
sa); 6,18 (1H, s); 6,56 (2H, s); 7,00 (1H, d, 87622 (1H, dd, 8,6, 2,1); 7,64 (1H, d, 2,1).

RMN *°C: 45,6 (2) (CH); 56,1 (2) (CH); 60,9 (CH); 65,3 (2) (CH); 99,8 (CH); 105,7 (2)
(CH); 113,1 (CH); 118,5 (CH); 127,4 (CH); 129,9 (CH); 130,6 (CB516 (C); 137,3 (C);
137,6 (C); 149,5 (C); 152,8 (2) (C); 153,3 (C).

IR (pelicula); 1578; 1502; 1345; 1235; 1126; 1064tm
HMRS (m/z): Obtenido 386,1958 (M+H; esperado 386,1962 {§1,sNOs").

HPLC: Columna Gs tr: 19,5 min.
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8. Obtencion de la isocombretastatina 16

>
O o HCI o CHO
O "0 (O
-~
? ’T‘ MeOH ? III/
O 45 _O 16

0°C

Se disuelven 328 mg (0,85 mmol) del dioxoldheen 6 ml de metanol, después se afiade un
poco de agua y dos gotas de HCI concentrado ad)f&ece coloracion amarilla. La mezcla
se agita durante 4 h, luego se extrae con AcOEtbsene 250 mg (0,73 mmol; 86 %) de un

aceite naranja del compuesto desprotegio

2-dimetilamino-5-(1-(3,4,5 trimetoxifenil)etenibazaldehido (16):

RMN *H: 2,96 (6H, s); 3,81 (6H, s); 3,87 (3H, s); 5,34 (B 5,41 (1H, s); 6,52 (2H, s);
6,96 (1H, d, 8.2): 7,41 (1H, dd, 8.2, 2.2); 7,7RA(d, 2.2); 10,18 (1H, s).

RMN C: 45,4 (2) (CH); 56,2 (2) (CH): 60,9 (CH); 105,6 (2) (CH); 113,2 (Ch; 117,1
(CH); 126,1 (C); 131,0 (CH); 133,1 (C); 134,3 (CHR7,1 (C); 137,9 (C); 148,8 (C); 153,0
(2) (C); 155,1 (C); 191,0 (CH).

IR (pelicula): 2837; 1679; 1602; 1579; 1504; 1235; 1126'cm
HMRS (m/z): Obtenido 364,1521 (M+N} esperado 364,1520 {§E,5NO,Na’).

HPLC: Columna Gs tr: 19,2 min.

9. Preparacion de la oxima 17

_0 O O CHO NH,OH HCI _0O O O H
0 N MeOH o N

70°C
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Se disuelven 100 mg (0,29 mmol) del compuéd&ten 10 ml de metanol, después se afiaden
205 mg (2,93 mmol) de clorhidrato de hidroxilamidres gotas de piridina apareciendo
coloracién naranja. La reaccién se deja a 70°C,dddyo se evapora el metanol, se extrae
con agua/ChELCl;, y se aislan 56 mg (0,16 mmol, 55 %) de un aceitarido corresponde al

compuestd.?.

Oxima de 2-dimetilamino-5-(1-(3,4,5-trimetoxifeniletenil)benzaldehido (17):

RMN *H: 2,75 (6H, s); 3,73 (6H, s); 3,80 (3H, s); 5,27 (B} 5,34 (1H, s); 6,46 (2H, s);
6,93 (1H, d, 8,4); 7,19 (1H, dd, 8,4, 2,0); 7,6R1(8, 2,4); 8,35 (1H, s).

RMN 3C: 45,0 (2) (CH); 56,1 (2) (CH): 60,8 (CH); 105,5 (2) (CH); 113,3 (C#; 118,0
(CH); 124,7 (C); 127,3 (CH); 130,3 (CH); 131,9 (@B5,2 (C); 137,1 (C); 137,6 (C); 148,8
(CH); 149,1 (C); 152,8 (2) (C).

IR (pelicula): 3439; 1580; 1503; 1410; 1236; 1126 'tm
HMRS (m/z): Obtenido 357,1816 (M+H; esperado 357,1814 £§E1,5N>04").

HPLC: Columna Gg tr: 17,9 min; &: 18,5 min.

10. Preparacion de la isocombretastatina 18

HO..
|N Ac,O
oLy e O
e
0 N 9 \
(0]
O 17 -~ 18

Se disuelven 66 mg (0,18 mmol) de la oxihTaen 300 pL de piridina y 300 pL de anhidrido
acético. La reaccion se agita durante 4 h a termyarambiente, apareciendo un color
marron. Al crudo de reaccion se le afiade hielotsaexcon AcOEt, obteniéndose 45 mg de
un producto cuyo espectro de RMN indica la presencia de una mezcla en la que stExi

el nitrilo y el derivado acetilado.

Esta mezcla se vuelve a poner otra vez en toluanmoz molecular y unas gotas de HCI(c) a
reflujo durante 2h. Evaporando el tolueno, se ext@n CHCI,, lleva a pH neutro, se seca
con NaSQ,, se filtra y se evapora, se aislan 35 mg (0,10 Ins6do) del nitrilo18.
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2-dimetilamino-5-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)etenil)bazonitrilo (18):

RMN 'H: 3,11 (6H, )3,82 (6H, 5)3,89 (3H, s); 5,33 (1H, sa): 5,38 (1H, @B1 (2H, s);
6,81 (1H, d, 8,9)7,42 (1H, dd, 8,9; 2,2¥.,53 (1H, d, 2,2).

RMN *C: 42,9 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,9 (CH); 105,8 (2) (CH);113,2 (CH); 116,2
(CH); 119,8 (C); 131,8 (C)133,2 (CH):134,6 (CH);136,7 (C):137,6 (C); 138,0 (C)148,0
(C); 153,0 (2) (C):154,4 (C).

IR (pelicula); 2214; 1581; 1505; 1410; 1235; 1112tm
HMRS (m/z): Obtenido 339,1724 (M+H; esperado 339,1704 £§E,5N,03").

HPLC: Columna Gg tr: 19,5 min.

11.Preparacion de la sal de amonio de la fenstatina 12

o o)
/O CH3,l /O
~ Acetona O O |
C|> hll 70°C o) N(g o
0 42 0 19 |

Se disuelven 200 mg (0,63 mmol) de la cetbhdan 20 ml de acetona, después se afiaden 237

uL (3,81 mmol) de yodometano y aparece color ansarila mezcla se agita durante 24 h a
70°C en tubo sellado, se forma un precipitado guaisla por filtracion. Se aislan 130 mg
(0,39 mmol, 62 %) de compuest6 sdlido.

Yoduro de N,N,N-trimetil-4-(3,4,5-trimetoxibenzoil)bencenamonio (B):

RMN *H (CD;OD): 3,68 (9H, s)3,75 (6H, $)3,77 (3H, s); 6,99 (2H, s); 7,88 (2H, d, 6,8);
8,01 (2H, d, 6,8).

RMN C (CDs;OD): 56,9 (3) (CH); 57,3 (2) (CH); 64,5 (CH); 109,1 (2) (CH); 121,5 (2)
(CH); 132,7 (2) (CH); 141,0 (C); 147,8 (C); 150(91(153,8 (C); 154,5 (2) (C); 190,0 (C).

IR (KBr): 3002; 1661; 1582; 1332; 1125 ¢m

HMRS (m/z): Obtenido 330,1690 (K); esperado 330,1700 {§,sNO,").
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12.Preparacion de la sal de amonio de la isocombretasina 13

/O CHal _0
O RS
: R W e
O 43 O 20
Se disuelven 250 mg (0,83 mmol) de la olefl’l3aen 25 ml de acetona, y se le afiaden 2 ml
(25 mmol) de yodometano, aparece color amarillomezcla se agita durante 4 h a 70°C en

tubo sellado apareciendo un precipitado que sa filse obtienen 260 mg (0,79 mmol, 95 %)

del compuest@0.

Yoduro de N,N,N-trimetil-4-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)vinillbencenamonio (20):

RMN *H (CDsOD): 3,62 (9H, s); 3,68 (6H, s3,73 (3H, s); 5,59 (1H, s); 5,63 (1H, )53
(2H, s): 7,53 (2H, d, 8,3): 7,93 (2H, d, 8,3).

RMN *C (CD:;OD): 56,7 (3) (CH); 57,8 (2) (CH); 61,1 (CH); 106,8 (2) (CH); 116,9
(CHp); 121,2 (2) (CH); 131,0 (2) (CH); 137,7 (C); 144®); 145,9 (C); 147,7 (C); 149,5 (C);
154,4 (2) (C).

IR (KBr): 3000; 1580; 1505; 1351; 1130 ¢m
Pf (Acetona) 176-177 °C

HMRS (m/z): Obtenido 328,1899 (K); esperado 328,1913 £§E,sNOs").

13. Preparacion de la oxima 21

HO..
oM .
- NH,0H.HCl © O O
~ MeOH
Q ) N 70°C 0 T/
<712 O 2
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Se disuelven 500 mg (1,59 mmol) de la cetbBan 10 ml de metanol, después se afiaden
560 mg (7,93 mmol) de clorhidrato de hidroxilamidres gotas de piridina apareciendo
color amarillo. La mezcla se agita a 70°C durar@ih, 2uego se evapora el metanol y se

obtiene 620 mg del crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cristalizacion en MeOH/Aftaislandose 300 mg (0,91 mmol, 57
%) de la mezcl&/E en proporcion 45:55. Se observa la formacion detighws de cristales
gue se logran separar manualmente, cristales &sagile contienen el isbmekby verdes

gue corresponden a la mezcla Z/E.

(E) oxima de (4-dimetilaminofenil)(3,4,5-trimetoxifenl)metanona (21):

RMN 'H (CD;OD): 2,89 (6H, s)3,65 (6H, $)3,67 (3H, s); 6,61 (2H, s): 6,63 (2H, d, 8,9);
7,25 (2H, d, 8,9).

RMN *C (CDs;OD): 40,5 (2) (CH); 56,4 (2) (CH); 61,1 (CH); 107,0 (2) (CH); 111,7 (2)
(CH); 121,6 (C); 132,4 (2) (CH); 135,0 (C); 139(®(152,1 (C); 154,1 (2) (C); 158,1 (C).

Pf (MeOH/ACOEt) 148-149 °C

(Z) oxima de (4-dimetilaminofenil)(3,4,5-trimetoxifen)metanona (21):

Datos espectroscopicos obtenidos de la mezZlik

RMN *H (CD5OD): 2,90 (6H, s)3,68 (6H, s)3,71 (3H, S); 6,49 (2H, s): 6,77 (2H, d, 8,9);
7,24 (2H, d, 8,9).

RMN C (CDs;OD): 40,5 (2) (CH); 56,4 (2) (CH); 61,1 (CH); 107,8 (2) (CH); 112,3 (2)
(CH); 121,6 (C); 129,7 (2) (CH); 135,0 (C); 1398y(152,1 (C); 154,1 (2) (C); 158,1 (C).

IR (KBr): 3410; 1604; 1527; 1126 éhn
Pf (MeOH/ACOELt) 163-164 °C
HMRS (m/z): Obtenido 353,1470 (M+N¥} esperado 353,1472 {§1,,N,O,Na").

HPLC: Columna Gg tr: 9,8 min; k: 10,4 min.
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14. Metilacion de la oxima 21

O
_0O
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“Acetona o] N I@
70°C I d |®
<~ 19

Se disuelven 100 mg (0,30 mmol) 2tken 20 ml de acetona, después se afladenl6(®08
mmol) de yodometano, volviéndose la disolucion dercamarillo. La mezcla se agita
durante 24 h a 70°C, luego se evapora la acetors& yurifica por cristalizacion en
MeOH/éter/acetona. Se obtienen 96 mg (0,29 mmdlpPde la sal de amoni®.

15. Formacioén de la oxima 22

HO

B NH20H HCI 0 O
MeOH |
']' 1©  70°C <

I® °
O 22

Se disuelve 200 mg (0,60 mmol) de la dabmoniol9en 10 ml de metanol, después se le
afiaden 250 mg (3,60 mmol) de clorhidrato de hithoxna y tres gotas de piridina
apareciendo coloracién naranja. La mezcla se dgiante 20 h a 70°C, luego se evapora el
metanol y se obtienen 419 mg de crudo.

El producto se purifica por cristalizaciéon en Me®@EDEt, obteniéndose 31 mg (0,09 mmol,
15 %) de cristales amarillos de la mezcla de isOm@E) del compuest@2 en proporcion
8:2.

4-((hidroxiimino)(3,4,5-trimetoxifenil)metil)- N,N.N-trimetilbencenamonio (22):

Isbmero £):

RMN 'H (CDsOD): 3,28 (9H, s); 3,73 (6H, s); 3,78 (3H, s); 6,71 () 7,62 (2H, d, 8,8);
8,01 (2H, d, 8,8).
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Isbmero (E):

RMN H (CDsOD): 3,30 (9H, s); 3,68 (6H, s); 3,78 (3H, s); 6,60 (2} 7,71 (2H, d, 8,8);
7,88 (2H, d, 8,8).

IR (KBr): 3470; 1582; 1505; 1344; 1130 ¢m
Pf (AcOEt/MeOH) 179-180 °C
HMRS (m/z): Obtenido 345,1806 (N); esperado 345,1814 {§E1,5N,0,").

HPLC: Columna Gs tr: 9,8 min; &k 10,5 min.
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B. Analogos de combretastatinas

1. Obtencion de la combretastatina 23

PPh3 Br

Lét © e %

-78 °C

Sobre una suspension de 4,20 g (8,04 mmol) delldes#éosfonio3 en THF seco, a una
temperatura de -78°C, en agitacion y atmosferatd@geno, se aflade 6,1 ml (9,65 mmol) de
n-BuLi 1,6 M en hexano. A la suspension naranja ribdee se afiaden, transcurrida 1 hora,
1,00 g (6,70 mmol) de 4-dimetilaminobenzaldehitisuelto en THF seco y se lleva
progresivamente hasta temperatura ambiente. Seafamma disolucion naranja en la que
aparece un precipitado blanco. Tras 24 horas, sendela reaccion con una disolucion de
cloruro de amonio y extrae con acetato de etilee yecupera la fase organica lavando con
agua hasta neutralidad. Finalmente se seca laudi8nl con NgSQO, anhidro y se filtra y
evapora el disolvente, hasta obtener el crudo aleci@n, cuyo peso es de 4,00 g de la mezcla

Z/E en proporcion 6:4.

El producto obtenido se purifica mediante cromatbgrflash (Hex/AcOEt 7:3). Tras la
cromatografia en columna, y tras realizar sucesiviatalizaciones y una cromatografia en
capa fina preparativa, se obtienen 290 mg (0.92 Imtdo%) del isbmer& como un aceite
incoloro, 113 mg (0,36 mmol, 5 %) del isomé&ry 1,20 g de mezcla de ambos isémeros.

(2)-N,N-dimetil-4-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)viniDanilina (2 3a):

RMN 'H: 2,93 (6H, s); 3,71 (6H, s): 3,85 (3H, s); 6,32 (HH12,2): 6,46 (1H, d, 12,2): 6,57
(2H, s); 6,60 (2H, d; 8,6); 7,20 (2H, d, 8,6).

RMN *3C: 40,5 (2) (CH); 55,9 (2) (CH); 60,9 (CH); 105,8 (2) (CH); 112,0 (2) (CH); 125,1
(C); 126,8 (CH); 130,1 (3) (CH); 133,6 (C); 136(7)(149,7 (C); 152,9 (2) (C).

IR (pelicula): 1606, 1585, 1516, 1236, 1126, 767-cm
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HPLC: Columna Gg tr: 22,3 min.

(E)-N.N-dimetil-4-(2-(3,4 ,5-trimetoxifenil)vinianilina ( 23b):

RMN H: 2,99 (6H, s); 3,87 (3H, s); 3,92 (6H, s); 6,74 (8),6,76 (2H, d, 8,8); 6,82 (1H, d,
15,4); 6,96 (1H, d, 15,4); 7,40 (2H, d, 8,8).

RMN *3C: 40,6 (2) (CH); 56,1 (2) (CH); 61,0 (CH); 103,0 (2) (CH); 112,6 (2) (CH); 124,4
(CH); 125,8 (C); 127,6 (2) (CH); 128,4 (CH); 134(); 137,2 (C); 150,0 (C); 153,4 (2) (C).

IR (pelicula): 1583, 1520, 1234, 1126, 816 ¢m
Pf (éter) 94-95 °C

HPLC: Columna Gs tr: 5,3 min.

2. Reaccion de formilacion de 23a

Se ponen en un matraz 1,93 ml (25,1 mmol) de DMF185 ml (14,7 mmol) de oxicloruro
de fosforo a 0°C, después de una hora de agitaei@iaden 920 mg (2,93 mmol) 2ia
disuelto en CHCl,. La mezcla mantiene en agitacion durante 4 h a,du¥go 20 h a 60 °C
en presencia de atmésfera de nitrégeno, el coka ga naranja a amarillo. A continuacién se
disuelve en CbLCl, y se extrae con agua, se seca con sulfato soditdra, se aislan 1,42 g

de crudo, que contiene una mezcl&dg 25 en proporcion de 1:3.

El crudo se purifica por una cromatografia flasextAcOEt 6:4), obteniéndose 200 mg (0,59
mmol, 20 %) del aldehid®4y 420 mg (1,37 mmol, 47 %) del aldehz®

3-(4-dimetilaminofenil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilaldehido (24):
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RMN H: 3,00 (6H, s)3,80 (6H, 5)3,90 (3H, s); 6,42 (2H, s); 6,49 (2H, d, 9,410 (2H, d,
9,4);7,26 (1H, 5)9,63 (1H, ).

RMN C: 40,1 (2) (CH); 56,1 (CH); 61,0 (2) (CH); 106,2 (2) (CH):110,0 (C); 111,4 (2)
(CH); 121,5 (C);130,4 (C);133,2 (2) (CH); 137,3 (C}t51,8 (C);152,0 (CH);153,9 (2) (C);
193,9 (CH).

IR (pelicula); 2715; 1666; 1587; 1525; 1366; 1125tm
Pf (éter/CHCIy): 155 °C
HMRS (m/z): Obtenido 364,1528 (M+N} esperado 364,1525 {E,5NNaQy").

HPLC: Columna Gg tr: 14,6 min.

3. Reaccion de formilacion de 23

CHO |
POCI N
/O A DMF3 O h
A
\O CHQC'Q
O\ 60 °C
23 N~

Se ponen en un matraz 1,5 ml (18,5 mmol) de DMFG;868 ml (5,55 mmol) de oxicloruro
de fésforo a 0°C, después de una hora de agitagidiaden 580 mg (1,85 mmol) 2i2

como mezclaZ/E en proporcion 7:3 disueltos en @b. La mezcla se agita durante 4 h a
0°C, luego 20 h a 60 °C, el color cambia de narargenarillo. A continuacion se disuelve en
CH.Cl, y se extrae con agua saturada con NaCl, se sacsutfato sédico anhidro, se aislan

500 mg de crudo, que contiene una mezclase26 en proporcion de 8:2.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hes®kt 6:4) obteniéndose 231 mg (0,58
mmol, 31 %) del aldehid@5, 74 mg (0,30 mmol, 11 %) del aldehi@é y 150 mg de la

mezcla de ambos.

(E)-2-dimetilamino-5-(2-(2-formil-3.,4 ,5-trimetoxifenil)etenil)benzaldehido (25):
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RMN 'H: 3,00 (6H, s)3,79 (6H, $):3,90 (3H, s); 6,40 (2H, s); 6,72 (1H, d, 8,8)11 (1H,
dd, 2,1; 8,6)7,30 (1H, 5)7,70 (1H, d, 2,1)9,69 (1H, s); 9,92 (1H, S).

RMN °C: 44,5 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 61,0 (CH); 106,1 (2) (CH)116,4 (CH);124,1 (2)
(C); 129,3 (C);135,6 (CH);137,8 (CH);138,0 (C);139,5 (C);149,6 (CH); 154,0 (2) (C);
155,0 (C):189,4 (CH); 193,6 (CH).

HPLC: Columna Gs tr: 7,7 min.

(E)-2-dimetilamino-5-(2-formil-3,4,5-(trimetoxifenil) etenillbenzaldehido (26):

RMN *H: 2,97 (6H, s)3,90 (3H, s)3,99 (6H, s); 6,89 (1H, d, 16,1); 6,93 (1H, B01 (1H,
d, 8,6);7,72 (1H, dd, 8,6; 2,1)%,83 (1H, d, 2,1)8,07 (1H, d, 16,1); 10,19 (1H, s); 10,44 (1H,
S).

RMN 3C: 45,3 (2) (CH); 56,2 (CH); 61,1 (CH); 62,5 (CH); 105,1 (CH);117,8 (CH):
120,3 (C); 125,7 (CH);126,1 (C);129,3 (C);130,8 (2) (CH); 132,1 (CHY36,7 (C);141,0
(C); 155,1 (C); 158,0 (2) (C); 190,8 (CH); 191,2 (CH).

IR (pelicula): 2940; 2846; 1677; 1550; 1127 ¢m
HMRS (m/z): Obtenido 370,1657 (M+H; esperado 370,1654 {{E1,3NOs").

HPLC: Columna Gg tr: 16,6 min; &: 18,9 min.

4. Preparacion la oxima del aldehido 24

NH,OH.HCI

B ————

MeOH
70°C

Se disuelven 250 mg (0,73 mmol) del aldehzdcen 20 ml de metanol, después se afaden
205 mg (2,93 mmol) de clorhidrato de hidroxilamiapareciendo color naranja. La mezcla se

agita durante 24 h a 70°C, luego se evapora elnoletase extrae con agua/AcOEt y se
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obtienen 500 mg. El crudo se cristaliza en AcCOE@Me aislandose 80 mg (0,23 mmol, 32
%) de cristales de la oxinZa.

Oxima de 3-(4-(dimetilamino)fenil)-2-(3,4,5-trimetxifenil)acrilaldehido (27):

RMN H: 2,93 (6H, 5)3,79 (6H, 5)3,91 (3H, s); 6,44 (2H, s): 6,47 (2H, d, 9,0): 6(BH, S):
6,88 (2H, d, 9,0)7,97 (1H, s).

IR (KBr): 3480; 1598; 1521; 1363; 1235; 1126tm

Pf (CH,Cl,): 144-145 °C

5. Preparacion de la oxima 28

NH,OH"HCI

MeOH
70°C

Se disuelven 338 mg (0,91 mmol) del dialdeHi8an 10 ml de metanol, después se afiaden
318 mg (4,57 mmol) de clorhidrato de hidroxilamidres gotas de piridina apareciendo
coloracion naranja. La mezcla se agita durante 2478°C, luego se evapora el metanol. El
crudo se cristaliza en éter/@El, y se aislan 173 mg (0,43 mmol, 48 %) de cristatearillos
de28.

Dioxima de 2-dimetilamino-5-[-2-formil-2-(3,4,5-trimetoxifenil)etenillbenzaldehido (28):

RMN *H (CD;OD): 3,18 (6H, s)3,62 (3H, 5)3,70 (6H, s); 6,40 (2H, s); 6,79 (1H, §)P6
(1H, d, 8,6)7,18 (1H, 5)7,59 (1H, d, 8,6)7,97 (2H, s).

RMN 3C (DMSO-Dg): 44,6 (2) (CH): 56,0 (2) (CH); 61,2 (CH); 106,4 (2) (CH):109,1
(C); 119,8 (CH); 125,0 (C)129,8 (CH);130,0 (CH):131,9 (CH):132,6 (C):137,1 (2) (C):
145,9 (CH); 148,0 (C)153,0 (CH):153,2 (2) (C).

IR (KBr): 3206; 1581; 1460; 1124 ¢
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Pf (Eter/CHCI,): 131-132 °C
HMRS (m/z): Obtenido 400,1865 (M+H; esperado 400,1867 £{E1,6N30s").

HPLC: Columna Gs tr: 10,0 min; & 15,8 min.

6. Preparacion del nitrilo 29

Se disuelven 400 mg (1,22 mmol) de las aguas maeré&s oxima7 en 10 ml (80 mmol) de
anhidrido acético, la mezcla pone color marronreaccion se agita durante 24h a 90 °C.
Posteriormente se quita la reaccion diluyéndos€l#sCl,, se lava con NaHC{ al 5%, se

extrae con agua y GBI,, se evapora el disolvente y se obtienen 305 mg.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 7:3) y se aislan 125 mg (0,37 mmol,
30 %) del compuest29.

3-(4-dimetilaminofenil)-2-(3,4,5-trimetoxifenil) aailonitrilo (29):

RMN *H (CDsOD): 2,97 (6H, s); 3,76 (6H, s); 3,85 (3H, s); 6,59 (2} 6,61 (2H, d, 9,2);
7,52 (2H, d, 9,2): 8,24 (1H, s).

RMN C (CD;OD): 40,3 (2) (CH); 56,4 (2) (CH); 61,2 (CH); 95,1 (C); 106,1 (2) (CH);
111,8 (2) (CH); 114,0 (C); 115,2 (C)26,7 (C); 128,5 (2) (CH}37,8 (C); 151,4 (CHX52,0
(2) (C);153,7 (C).

IR (pelicula): 2211; 1728; 1609; 1232; 1126 ¢m

HMRS (m/z): Obtenido 339,1708 (M+H; esperado 339,1709 £§E1,3N-03").
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7. Preparacion del dinitrilo 30

Se disuelven 400 mg (1,00 mmol) de la dioxi8aen 5,0 ml (53 mmol) de anhidrido acético,
la mezcla se pone de color marrén. La reacciorgga durante 24 h a 90 °C. Posteriormente
se extrae con Ci€l, y se lava con NaHC{Y se evapora el disolvente, se obtiene 307 mg de

crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex®@kt 8:2), aislandose 100 mg (0,27
mmol, 28 %) del compuest80, que se cristaliza en (hexano/&Hy) y se obtiene unos

cristales amarrillos.

5-(2-ciano-2-(3,4.5-trimetoxifenil)etenil)-2-(dimelamino)benzonitrilo (30):

RMN H: 3,24 (6H, s); 3,88 (3H, s); 3,93 (6H, s): 6,82 (8M 6,88 (1H, d, 8,8); 7,27 (1H, s);
7,81 (1H, d, 2,4): 8,16 (1H, dd, 8,8, 2,4).

RMN C: 42,4 (2) (CH); 56,3 (2) (CH); 61,0 (CH); 97,8 (C); 103,0 (2) (CH)108,6 (C);
115,9 (CH); 118,3 (C); 119,4 (C); 123,3 (@B0,1 (CH); 132,8 (CH)134,1 (C);138,2 (C);
139,2 (CH):153,6 (2) (C)154,4 (C).

IR (KBr): 2207; 1603; 1505; 1454; 1413; 1411; 1239; 1127.cm
Pf (Hexano/CHCIy): 190-191 °C

HMRS (m/z): Obtenido 364,1658 (M+H; esperado 364,1661 {Ei,4NsO3").
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8. Metilacion de las combretastatinas4/E) 23

Acetona
70 °C

0 AN

Se disuelven 290 mg (0,92 mmol) de la meZéEen proporcién 1:1 de combretastatita

en 10 ml de acetona, después se afiaden 1,7 mlr(27Wd) de yodometano y aparece un

color amarillo. La mezcla se agita durante 48 B&C7en un tubo sellado, luego se evapora la
acetona y se obtienen 260 mg de crudo de reacomo cezcla de isdmeros en proporcion
7:3, se purifica mediante sucesivas cristalizadgora acetona/AcOEt. Finalmente, por

cristalizacion en acetona/AcOEt, se obtienen 61 (&9 mmol, 21 %) de una mezcla

enriquecida en el isome(9:1) de31.

Yoduro de (Z)-N,N,N-trimetil-4-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)etenil)bencenamonio (31):

RMN 'H: 3,65 (6H, s); 3,79 (3H, s); 3,95 (9H, s); 6,37 (8W,6,48 (1H, d; 12,2); 6,64 (1H,
d; 12,2); 7,45 (2H, d; 8,6); 7,84 (2H, d; 8,6).

RMN *3C: 56,2 (2) (CH); 57,9 (3) (CH); 60,9 (CH); 105,8 (2) (CH); 120,0 (2) (CH); 127,2
(CH); 131,0 (2) (CH), 132,9 (CH); 138,4 (C); 139(®; 139,8 (C); 145,4 (C); 153,4 (2) (C).
Yoduro de (E)IN,N,N-trimetil-4-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)etenil)bencenanonio (31):

Datos sacados de la mezcla Z/E

RMN H: 3,80 (3H, s); 3,90 (6H, s): 3,97 (9H, s); 6,75 (8M,7,00 (1H, d; 16,2); 7,15 (1H,
d; 16,2): 7,67 (2H, d; 8,8); 7,96 (2H, d: 8,8).

RMN 3C (sefiales diferenciales)60,3 (CH); 104,0 (CH); 120,6 (CH); 125,2 (CH); 128,0
(CH), 131,7 (CH); 137,5 (C).

IR (KBr): 1581, 1240, 1125, 844 ¢hm
Pf (Acetona/AcOEL) 75 °C

HRMS (m/z): Obtenido 328,1916 (K); esperado 328,1913 #§E,6NO3").

158



Parte experimental

9. Intento de preparacion de la sal de amonio 31

CHO Ph3 Br
CH3I n- BuL|
Acetona THF
70°C -78 °C
/N\

31 '

Se disuelven 1,50 g (10,1 mmol) de 4-dimetilamimaadédehido en 10 ml de acetona,
después se le afiaden 1,9 ml (30 mmol) de yodometpaece un color amarillo. La
reaccion se agita durante 12 h a 70 °C, posterimerse le afiade el éter y se forma un solido
amarillo que se filtra para obtener 1,60 g (9,74am®7 %) deA.

Siguiendo el procedimiento habitual de la preparacde las combretastatinas se disuelven
3,35 g (6,39 mmol) de la sal de fosfoBien 30 ml de THF y se le afiaden 4,0 ml (6,4 mmol)
den-BuLi 1,6 M en hexano a -78 °C en presencia de stena de nitrégeno, aparece un color
naranja, despues de 1 h de agitacion, se le anéglemg (4,75 mmol) del compuesto

disuelto en THF, el color pasa de naranja a aroaiilh mezcla se agita durante 24 h a
temperatura ambiente, luego se trata con@Hse evapora el THF y se extrae con AcOEt,
obteniéndose 2,01 g del crudo de reaccion, del muese aisla el compues8lL ni se

identifican otros productos de reaccion.
Datos del compuesto A

Yoduro de 4-formil-N,N.N-trimetilbencenamonio (A):

RMN *H: 3,72 (9H, s); 7,39 (2H, d, 8,6); 7,85 (2H, d, 8%D1 (1H, s).

RMN C: 57,2 (3) (CH); 122,0 (2) (CH); 128,8 (2) (CH); 131,5 (C); 146(); 190,7 (CH).
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Ill. 2. Derivados piridinicos

A. Analogos de isocombretastatinas

1. Preparacion del dimetilaminoderivado 32

Br

Br
paraformaldehido
| A _ NaCNBH; _ — N
= " MeOH _
7 N~ "N
32

N™ "NH;  AcOH 0°C

Sobre una disoluciéon de 1,50 g (8,67 mmol) de Zaarmibromopiridina en 10 ml de MeOH
y en agitacién, se afiaden 2,80 g (44,5 mmol) deobiarohidruro sédico y 1,07 g (35,6
mmol) de paraformaldehido. Se continla en agitadinante 24 h a temperatura ambiente
observandose una coloracion amarilla. Después @wdporacion del disolvente, se extrae
con agua/AcOEt, se seca con8i@, y se obtienen 1,43 g (7,11 mmol) de aceite arnaeih

el que se ve gue han formado dos produBtgs32. La reacciéon se vuelve a poner a reflujo y
se transforma todo22.

El crudo se purifica por cromatografia flash (He®@Et; 6:4), obteniéndose 946 mg (4,70
mmol; 54 %) del compuest®.

4-bromo-N-metilamino piridina (B): (datos sacados de la mezcla)

RMN *H: 2,89 (3H, s); 6,31 (1H, d, 8,8); 7,53 (1H, dd,, 28); 8,06 (1H, d, 2,4).

4-bromo-N,N-dimetilamino piridina (32):

RMN *H: 2,97 (6H, s); 6,30 (1H, d, 8,8); 6,70 (1H, dd, 28); 7,95 (1H, d, 2,4).
RMN *3C: 38,2 (2) (CH); 105,9 (CH); 107,2 (C); 139,3 (CH); 148,3 (CH5718 (C).

IR (pelicula); 1588; 1545; 1508; 1319; 1213; 807tm
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2. Sintesis de la fenstatina 33

Br

X n-BuLi N
» _  THF o)
N N -78°C
| 0 N
rT— |
O« OH ~0 =N
HNa (O N
THF 5% 33
\O O/ 0°C
O

Se disuelven 713 mg (3,54 mmol) 82en 30 ml de THF y se le afiaden 2,9 ml (4,6 mmel) d
n-BuLi a -78 °C en atmosfera de nitrégeno, la calina pasa de amarillo a marron. En
paralelo se prepara una disolucién de 1,50 g (®ol) del acido 3,4,5-trimetoxibenzoico en
60 ml de THF y se trata con 425 mg (17,7 mmol)Hida a 0 °C en presencia de,N
apareciendo un color amarillo. Después de una boragitacion, se adiciona la primera
reaccion sobre la segunda permaneciendo el colarillon La reacciéon se deja 24 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se evapdrdfely se trata con NiLI, se extrae con
AcOEt, se seca con BBO, y evapora el disolvente, obteniéndose 874 mg ddocde

reaccion.

El crudo se purifica con cromatografia flash (He@kt, 7:3), aislandose 282 mg (0,90
mmol, 26 %) del compues®8. Esta fraccion se cristaliza en Hex/AcOEt aislard@l mg

de cristales amarillos.

(2-dimetilaminopiridin-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)m etanona (33):

RMN *H: 3,13 (6H, s); 3,86 (6H, s); 3,93 (3H, s); 6,72 (19,4); 6,75 (1H, d, 2,2); 7,10
(2H, s); 8,27 (1H, dd, 9,4, 2,2).

RMN 3C: 37,9 (2) (CH); 56,1 (2) (CH); 60,7 (CH); 105,0 (CH); 107,6 (2) (CH); 110,4
(CH); 131,2 (C); 142,5 (C); 146,1 (C); 148,1 (CH#52,8 (2) (C): 159,3 (C); 194,9 (C).

IR (pelicula): 1659; 1595, 1411; 1328; 1125 ¢m
Pf (Hexano/AcOEt) 101-102 °C

HMRS (m/z): Obtenido 317,1498 (M+H; esperado 317,1501 {fE,0N,O,").
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HPLC: Columna Gg tr: 11,7 min.

3. Preparacion de la oxima 34

o HO‘.IN
~ N MeOH ~ _N
O piridina o
9N N 70°C o< N
33 34

Se disuelve 55 mg (0,17 mmol) del compuesto 33 enl 8e metanol, después se le afiaden
40 mg (0,54 mmol) de clorhidrato de hidroxilamin&rgs gotas de piridina. La reaccion se
agita durante 22 h a 70°C. Posteriormente se eaaglometanol y se extrae con agua y
AcOEt, obteniéndose 48 mg de un aceite amarillo.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo®@%t 1:1) y se aislan 12 mg (0,04 mmol,
23 %) de la mezcld/E del compuesto 34 en proporcion 4:6.

Oximas de (2-dimetilaminopirid-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)metanona (34):

Datos de la mezcla
Isbmero (2):

RMN 1H: 3,11 (6H, s): 3,86 (6H, s): 3,91 (3H, sBB(2H, s); 6,66 (1H, s); 8,13 (1H, d, 5,4);
8,25 (1H, d, 5,4).

Isomero (E):

RMN 1H: 3,16 (6H, s): 3,79 (6H, s); 3,83 (3H, sPB(LH, s); 6,50 (1H, d, 5,4); 6,74 (2H, s);
8,22 (1H, d, 5,4).

RMN *3C: 38,6 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,9 (CH); 104,1 (CH); 104,8 (2) (CH); 110,0
(CH); 126,7 (C); 130,4 (C); 146,1 (C); 142,3 (C#53,1 (2) (C); 156,3 (C); 158,9 (C).

IR (pelicula): 3205; 1650; 1586; 1458; 1236; 11 ™.

HMRS (m/z): Obtenido 332,1609 (M+H; esperado 332,1610 {f12:N304").
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HPLC: Columna Gs tr: 20,3 min; k: 21,4 min.

4. Obtencidn de la isocombretastatina 35

@ S]
0 PPh,CHs |
/Om — X0
~ N THF ~ N
© 78°C ©
(ONQ N 0oL NI
33 35

510 mg (1,26 mmol) de la sal de fosfodise disuelven en 50 ml de THF y después se le
afiaden 1,0 ml (1,5 mmol) aeBuLi 1,6 M en hexano. La reaccion se agita durdhte -78

°C en presencia de atmosfera de nitrogeno, posteeite se aflade 141 mg (0,44 mmol) del
compuesto 33 disuelto también en THF, se pone tt& emarillo. La reaccion se agita
durante 24 h a temperatura ambiente y luego saeegtin agua y AcOEt, obteniéndose 147

mg de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash ¢CH/AcCOEt 9:1), se aislan 102 mg (0,32

mmol; 73 %) del compuestb.

2-dimetilamino-4-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)vinipiridina (35):

RMN 'H: 3,10 (6H, s); 3,82 (6H, s); 3,88 (3H, s); 5,51 (8} 5,53 (1H, s); 6,49 (1H, d, 8,2);
6,52 (1H, s); 6,53 (2H, s); 8,12 (1H, d, 8,2);

RMN *°C (CDsOD): 37,1 (2) (CH); 55,0 (2) (CH); 59,5 (CH); 105,1 (2) (CH); 110,9
(CH); 111,9 (CH); 114,9 (CH; 135,8 (C); 137,6 (C); 146,5 (CH); 148,6 (C); 15QC);
152,6 (2) (C); 159,3 (C).

IR (pelicula): 1594; 1541; 1502; 1409234; 1127 cAl.
HMRS (m/z): Obtenido 315,1718 (M+H; esperado 315,1704 {§E1,3N-03").

HPLC: Columna Gs tr: 16,1 min.
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5. Sintesis de la fenstatin&6

Br @
) O Li N
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36
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Se disuelven 627 mg (3,12 mmol) de 5-bro-dimetilpiridin-2-amina en 30 ml de THF y
se le afaden 1,9 ml (3,1 mmol) deBuLi 1,6 M en hexano a -78 °C en atmoésfera de
nitrogeno, la coloracion pasa de amarillo a naraBjaparalelo se prepara una disolucion de
1,32 g (6,22 mmol) del acido 3,4,5-trimetoxibenpoén 60 ml de THF y se trata con 370 mg
(15,41 mmol) de HNa al 60 % a 0 °C, apareciendoalor amarillo. Después de una hora en
agitacion, se adiciona la primera reaccion sobetunda permaneciendo el color amarillo.
La reaccion se deja 24 h a temperatura ambiengteffmmente se evapora el THF y se trata
con NH,Cl, se extrae con AcOEt, se seca conS@ y evapora el disolvente, obteniéndose
1,25 g de crudo de reaccion.

El crudo se purifica con cromatografia flash (He@kt, 9:1), aislandose 833 mg (2,63
mmol, 84 %) del compues®6. Esta fraccion se cristaliza en diisopropiletetaaidose 254

mg de cristales amarillos.

(2-dimetilaminopirid-4-il)(3,4,5-trimetoxifenil)met anona (36):

RMN H: 3,20 (6H, s); 3,88 (6H,s); 3,91 (3H,s); 6,56 (#9,2): 6,99 (2H, s); 8,01 (1H, dd,
9,2, 2,4); 8,63 (1H, d, 2,4).

RMN 3C: 38,2 (2) (CH); 56,3 (2) (CH); 60,9 (CH); 105,1 (CH); 107,0 (2) (CH); 121,2
(C); 133,7 (C); 138,8 (CH); 143,4 (C); 152,4 (CH52,8 (2) (C): 160,4 (C); 187,6 (C).

IR (KBr ): 1686; 1608; 1584; 1508; 1403; 1337; 1132'cm
Pf (diisopropiléter) 119-120 °C

HMRS (m/z): Obtenido 317,1507 (M+H; esperado 317,1501 {fE,;N,O,").
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HPLC: Columna Gs tr: 7,4 min.

6. Sintesis de la isocombretastatina 37

® o
_0 S PPhoCHs | _o ~w
' G S T T
> 36 a7

Se disuelven 485 mg (1,20 mmol) de yoduro de mi&itilfosfonio en 40 ml de THF,
después se le afiaden 226(1,0 mmol) den-BuLi a -40 °C, aparece color amarillo. La
mezcla se agita durante 1 h a -40 °C en preseercandosfera de nitrégeno, luego se afiaden
127 mg (0,40 mmol) de la cetod® disuelta en 10 ml de THF, el color pasa de amaaillo
naranja. La reaccion se agita durante 24 h a texyrarambiente, luego se trata consS8Hy

se extrae con AcOEt, obteniéndose 168 mg de credeatcion.

El crudo se purifica por cromatografia flash corx#AeOEt, 7:3 y se aislan 51 mg (0,2
mmol; 41 %) del compuest®d’ que se cristaliza en Hex/AcOEt para obtener unissatas

amarillos.

N,N-dimetil-5-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)etenil)piridin-2 -amina (37):

RMN 'H: 3,12 (6H, s); 3,82 (6H, s3,86 (3H, s)5,25 (1H, s); 5,33 (1H, s); 6,47 (1H, d, 8,8);
6,55 (2H, s): 7,40 (1H, dd, 8,8, 2,4); 8,20 (1H2gh).

RMN 3C: 38,3 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 61,0 (CH); 105,2 (CH); 105,4 (2) (CH); 111,6
(C); 111,8 (CH): 124,7 (C); 137,2 (C); 137,6 (CH); 146,5 (C); B CH); 153,0 (2) (C);
158,3 (C).

IR (KBr ): 1603; 1577; 1510; 1454; 1388; 1125tm
Pf (Hex/AcOEt) 92-93 °C.
HMRS (m/z): Obtenido 315,1524 (M+N¥ esperado 315,1528 {§£1,,N,0O3Na).

HPLC: Columna Gg tr: 16,4 min.
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7. Preparacion del alcohol 38
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Se disuelven 2,15 g (8,51 mmol) de 5-bromo-1,2i8etoxibenceno en 50 ml de THF,
después se le afladen 6,4 ml (10,2 mmobh-BeLi a -78 °C y aparece un color amarillo. La
mezcla se agita durante 1 h, después se afiadegl(8(67 mmol) de 2-(pirrolid-1-il)

isonicotinaldehido disuelto en THF y la coloracpasa de rosa al amarillo.

La reaccion se agita durante 24 h a temperaturaeateb luego se extrae con AcOEt,

obteniéndose otros 2,56 g de sélido amarillo.

El crudo se cristaliza en éter/gE, se aislan 510 mg (1,48 mmol, 17%) de cristalasdals
de 38. Las aguas madres se cromatografian en gel de #iish con Hex/AcOEt, aislandose
553 mg (1,61 mmol, 19 %) &S.

(2-(pirrolid-1-iDpiridin-4-il)(3,4,5-trimetoxifeni Ymetanol (38):

RMN H: 1,96 (4H, m) 3,30 (4H, m) 3,72 (6H, s)3,76 (3H, s) 5,48 (1H, 5)6,41 (1H, d,
5,8), 6,42 (1H, 5)6,58 (2H, s)7,83 (1H, d, 5,8).

RMN 3C: 25,5 (2) (CH) ; 46,9 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,9 (CH); 75,6 (CH) 103,7 (2)
(CH); 109,2 (2) (CH)137,5 (C) 138,7 (2) (C)147,8 (CH) 153,3 (2) (C) 157,36 (C).

IR (pelicula); 3158; 1607; 1460; 1232; 1124 ¢m
Pf (Hex/AcOELt) 140-141 °C

HMRS (m/z): Obtenido 345,1819 (M+H; esperado 345,1814 {§E1,5N>04").
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8. Obtencion de la fenstatina 39

a) Oxidacién con CCP

OH 0}
~ _N CHzclz N _N
(6) 0°C (6]
O N O N
s 39 (_J

Se disuelve 895 mg (2,60 mmol) de alcoB8len 20 ml de CkCIl, a 0 °C, después se le
afiaden 782 mg (14,2 mmol) de clorocromato de pindiel color pasa de naranja a marron.
La reaccion se agita durante 4 h a temperatura esmehi luego se extrae con &Hp,
obteniéndose 1,40 g de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash ¢CH/MeOH 98:2) y se aislan 735 mg (2,15
mmol; 83 %) de la cetoriz0.

(2-(pirrolidin-1-ipirid-4-il)(3,4,5-trimetoxifeni Ymetanona (39):

RMN *H: 1,98 (4H, m); 3,43 (4H, mB,82 (6H, s): 3,89 (3H, sB,55 (1H, s); 6,60 (1H, d,
5,6); 7,07 (2H, s); 8,20 (1H, d, 5,6).

RMN 3C: 25,4 (2) (CH); 46,8 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,9 (CH); 106,0 (CH); 107,7 (2)
(CH); 110,1 (CH); 131,2 (C); 146,1 (C); 148,1 (CHJ2,9 (2) (C); 155,0 (C); 157,1 (C);
195,1 (C).

IR (pelicula); 1650; 1598; 1538; 1456; 1328; 1127tm

HMRS (m/z): Obtenido 343,1162 (M+H; esperado 343,1658 {§E,5N,0,").

b) Oxidacion con PDC

OH 0}
/OI;)\@ = /OI;)\@
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Se disuelven en un matraz 680 mg (1,97 mmol) dehal38 en 20 ml de CkCIl, a 0 °C,
después se le afiaden 1,06 g (2,83 mmol) de dicoodeapiridinio, el color pasa de naranja a
marron. La reaccion se agita durante 4h a temparatubiente, luego se extrae con agua y
CH.Cl,, obteniéndose 1,44 g.

El crudo se purifica por cromatografia flash ¢CH/MeOH, 98:2) y se aislan 278 mg (0,82
mmol; 42 %) de la cetorz®.

9. Sintesis de la isocombretastatina 40
0 ® ©
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Se disuelven 1,27 g (3,15 mmol) de la sal de fasfanen 40 ml de THF, después se le

afiaden 1,6 ml (2,6 mmol) deBuLi 1,6 M en hexano a -78 °C, aparece color rjardma
mezcla se agita durante 1 h, luego se afiade 36Q,0mmol) de la cetorizd, el color pasa

de naranja a amarillo. La reaccion se agita dur2éhtie a temperatura ambiente, luego se trata
con NH,Cl y se extrae con AcOEt y se obtienen 624 mg eiglo el procedimiento habitual.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt, 8:2) y se aislan 295 mg (0,87

mmol; 83 %) del compuestw.

2-(pirrolidin-1-iD)-4-(1-(3,4 ,5-trimetoxifenil)etenil)piridina (40):

RMN *H: 1,98 (4H, m); 3,43 (4H, mB,80 (6H, s); 3,86 (3H, $)5,47 (1H, S); 5,50 (1H, s);
6,31 (2H, s); 6,46 (1H, d, 5,0); 6,53 (1H, s); 818, d, 5,0).

RMN °C: 25,5 (2) (CH); 46,8 (2) (CH); 56,1 (2) (CH); 60,9 (CH); 105,5 (2) (CH); 105,8
(CH); 111,1 (CH); 115,3 (CH; 135,9 (C); 137,9 (C); 147,9 (C); 149 (CH); 149,7:(€52,9
(2) (C); 157,6 (C).

IR (pelicula); 1593; 1535; 1492; 1454; 1236; 1126tm

HMRS (m/z): Obtenido 341,1862 (M+H; esperado 341,1860 £§E,5N,O3").
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HPLC: Columna Gs tr: 17,1 min.

10. Preparacion de la oxima 41

o Ho,IN

0 S NH,OH.HCI A0 B

~o =N MeOH ~o =N
0 N 60°c 0 N
~ ~

Se disuelven 275 mg (0,80 mmol) de la cetona 380em| de metanol y se le afiade 167 mg
(2,41 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina, la deiédn se agita durante 22 h a 60 °C,
después se extrae con agua y.Clp se seca con N8O, y se obtienen 390 mg de crudo de

reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt, 6:4), aislandose 120 mg (0,34

mmol, 42 %) de una mezcla de isomefds en proporcion 40:60 del compuesto 41.

Oxima de (2-(pirrolidin-1-iDpiridin-4-i)(3,4,5-tr imetoxifenil)metanona (41):

Datos sacados de la mezcla
Isdmero minoritario (Z):

RMN H: 1,60 (4H, m); 3,43 (4H, mB,83 (6H, s); 3,91 (3H, s§,46 (1H, d, 4,6); 6,60 (1H,
s): 6,61 (2H, s); 8,14 (1H, d, 4,6).

Isbmero mayoritario (E):

RMN *H: 2,02 (4H, m); 3,47 (4H, mB,80 (6H, s); 3,87 (3H, sB,30 (1H, s); 6,42 (1H, d,
4,6); 6,76 (2H, s); 8,26 (1H, d, 4,6).

RMN 3C: 25,5 (2) (CH); 46,9 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,9 (CH); 104,9 (2) (CH); 114,6
(CH); 119,5 (CH); 130,2 (C); 139,6 (C); 142,7 (@}7,7 (CH); 153,0 (2) (C); 155,4 (C);
155,4 (C).

IR (KBr): 3433; 1605; 1542; 1238; 1127 ¢m
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11.Preparacion del alcohol 42

Br CHO OH
© n-BuLi 0 | N
+ — -
~N THF ~o NN
~o o~ -78°C Q

N 0L 42

Una suspension de 840 mg (3,40 mmol) de bromu®4i8-trimetoxifenilo en 40 ml de THF
seco de color amarillo claro, se pone en agitagigtmésfera de nitrégeno a -78°C. Se afiaden
2,6 ml (4,2 mmol) de-BuLi 1,6 M en hexano sin observarse cambio deraoion y tras 1
hora se adiciona una disolucién de 500 mg (2,84 Inded aldehido 6-pirrolidinil-nicotinico

en 10 ml de THF, gota a gota. Se observa que [@udién cambia a un color marron
anaranjado. Se deja alcanzar la temperatura amlespbntaneamente y después de 20 horas
de reaccion, se afiade agua y extrae con AcOEtbtBmen 870 mg del compuesto 42 como

un sélido amarillo que se utiliza sin purificarlarsiguiente reaccion.

(6-(pirrolidin-1-iNpiridin-3-i)(3.4,5-trimetoxife nil)metanol (42):

RMN 'H: 1,87 (4H, m); 3,35 (4H, m), 3,71 (3H, s), 3,72 (&%t 5,50 (1H, s), 6,18 (1H, d,
8,4), 6,52 (2H, s), 7,28 (1H, dd, 8,4, 2,6), 7B/, d, 2,6).

IR (pelicula): 3386, 1604, 1502, 1460, 1418, 1126%tm

12. Obtencion de la fenstatina 43

OH o

P — |

~o N” "N CH,Cl, ~o N” N
Ol 42 Q 0. 43 Q

A una disolucion de 600 mg (1,74 mmol) del alcokden 5 ml de ChLCl,, se le afiaden 393

mg (1,76 mmol) de CCP a temperatura ambiente. Atilid la solucion pasa a un color

marrdn oscuro. La reaccion se controla por cromaft@yde capa fina comprobandose la total

desaparicion del producto de partida al cabo de miimutos. La reaccién se pasa por una
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columna de gel de silice eluyéndose con@lHy AcOEt, obteniéndose 450 mg (1,31 mmol,

75%) de cetond3 en forma de un sdlido blanco.

(6-(pirrolidin-1-ipiridin-3-il)(3,4,5-trimetoxife nil)metanona (43):

RMN *H: 2,03 (4H, m); 3,54 (4H, m); 3,86 (6H, s); 3,89 (3t 6,40 (1H, d, 8,8); 6,98 (2H,
s); 7,98 (1H, d, 8,8); 8,62 (1H, s).

RMN C: 25,4 (2) (CH); 47,0 (2) (CH); 56,2 (2) (OCH); 60,9 (OCH); 106,0 (CH); 107,0
(2) (CH); 121,1 (C); 133,7 (C); 138,5 (CH); 141(1)}(152,8 (2) (C); 152,9 (CH); 158,3 (C);
193,1 (C).

IR (KBr): 1640; 1548; 1330; 1127 ¢
Pf (éter) 140-141 °C
HRMS (m/z): Obtenido 343,1651 (M+H; esperado 343,1652 {§E123N-04").

HPLC: Columna Gg tr: 11,6 min.

13. Obtencion de la isocombretastatina 44

® ©

0
o PPhsCH; |
- | X n-BulLi O N
~o N" N THF ~o |N/ N
; »
~N
43

Ol 44

Una suspension de color blanco de 623 mg (1,54 jnieotal de fosfonid en 30 ml de THF
seco, se pone en agitacion y atmosfera de nitooged8°C. Se afiade 1,0 ml (1,6 mmol) de
n-BuLi 1,6 M en hexano, se forma una disolucion @daaen la que aparece algo de
precipitado. Tras 1 hora se adicionan lentament rhg (0,51 mmol) de una solucién
amarilla de la cetond3 en 10 ml de THF seco. Al realizar la adicion Isoflicion no cambia
de color y se forma un pequefio precipitado. La taeze deja agitando 24 h a temperatura
ambiente. Siguiendo el procedimiento descrito @&mmente se aislan 230 mg de crudo de

reaccion.

171



Parte experimental

El producto obtenido se purifica por cromatogrdfdaah con Hex/AcOEt 1:1, aislandose 80
mg (0,23 mmol, 46 %) del compuegtden forma de un solido amarillo palido.

2-(pirrolidin-1-iD)-5-(1-(3,4 ,5-trimetoxifenil)etenil)piridina (44):

RMN H: 2,00 (4H, m); 3,47 (4H, m); 3,79 (6H, s); 3,85 (3Bt 5,23 (1H, s); 5,31 (1H, s);
6,33 (1H, d, 8,8): 6,54 (2H, s); 7,41 (1H, dd, 22); 8,18 (1H, d, 2,2).

RMN *3C: 25,5 (2) (CH); 46,9 (2) (CH); 56,1 (2) (OCH); 60,8 (OCH); 105,5 (2) (CH);
106,0 (CH); 111,2 (Ch); 124,3 (C); 137,1 (CH); 134,5 (C); 137,8 (C); BI{CH); 147,2
(C); 152,8 (2) (C); 156,3 (C).

IR (KBr): 1600; 1506; 1235; 1126; 1006 ¢m
HRMS (m/z): Obtenido 341,1870 (M+H; esperado 341,1859 £§E,5N,O3").

HPLC: Columna Gs tr: 18,2 min.

14.Preparacion de la oxima 45

o HO.,
o |
- | X NH,OH.HCI 0 N
|
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o 70°C Q

~ 43 O\ 45

A una disolucion de 56 mg (0,16 mmol) de la cet®®an MeOH (10 mL), se afiaden 170 mg

(2,46 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina y 4 @gote piridina. La reaccion se mantiene en
agitacion durante 24 h a 70 °C. Tras este tiemmvagora el metanol, se afiade agua y extrae
con AcOEt, siguiendo el procedimiento habitual flases organicas se secan y evaporan,

obteniéndose 68 mg de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cristalizacion en MeOHlaslose 15 mg (0,04 mmol, 25%) de la

oxima4b.

Oxima de (6-(pirrolidin-1-ipiridin-3-i)(3,4,5-t rimetoxifenil)metanona (45):
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RMN *H: 2,13 (4H, m); 3,80 (4H, m); 3,88 (6H, s); 3,92 (3 6,68 (1H, d, 8,8): 6,99 (2H,
s): 8,22 (1H, dd, 8,8, 2,0); 8,65 (1H, d, 2,0).

IR (KBr): 3490; 1610; 1590; 1430; 1380; 1210 ¢m

HPLC: Columna Gg tr: 11,6 min; &: 27,8 min.
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B. Analogos de combretastatinas

1. Obtenciodn del aldehido 47:

Br N CHO
A X DMF
N" N CHyCl, N™ N -40°C |
I T a7

a) Preparacién del compuesto 46:

Se disuelven 209 mg (1,71 mmol) NeN-dimetilpiridin-2-amina en 20 ml de GBI, y se
afiaden 365 mg (2,05 mmol) de NBS, apareciendo lor emarillo oscuro. La mezcla se
agita durante 24 h a temperatura ambiente, degauéstrae con Ci€l, y se lava con agua

saturada con NaCl, se obtienen 380 mg del crudeatzion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (HexfCl, 4:6), aislandose 218 mg (1,08
mmol, 63 %) del compuests.

4-bromo-N,N-dimetilpiridin-2-amina (46):

RMN *H: 3,06 (6H, s); 6,38 (1H, d, 9,2); 7,45 (1H, dd, 2,2); 8,16 (1H, d, 2,4).

IR (KBr): 1594; 1338; 1211; 805 ¢

b) Preparacion del compuesto 47:

Se disuelven 720 mg (3,85 mmol) de 46 en 20 mlidE, Tdespués se afiaden 2,5 ml (4,00
mmol) den-BuLi a -40°C. La mezcla se agita durante 1 h luseg@iade 2,8 ml (36 mmol)
DMF, la reaccion se deja agitando durante 24 hhgpéeatura ambiente, posteriormente se
extrae con AcOEt y agua, se seca copS{y, se filtra y se evapora el disolvente, se obtienen
393 mg.

El crudo se purifica por cromatografia de columaa Elex/AcOEt (8:2), obteniéndose 116
mg (0,77 mmol, 20 %) dé7.
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6-dimetilaminonicotinaldehido (47):

RMN *H: 3,21 (6H, s)6,53 (1H, d, 8,8)7,89 (1H, dd, 8,8, 2,2); 8,55 (1H, d, 2,2); 9,TF
S).

RMN *°C: 38,2 (2) (CH); 105,7 (CH); 121,5 (C); 136,0 (CH); 154,5 (CHF1]2 (C); 189,1
(CH).

IR (pelicula): 1681; 1600; 1531; 1498; 1395; 1131tm

2. 0tro metodo de obtencién de 47

COOH COOH
I ~ NH(Me), _ LiAH,
N~ MeOH N = THF N = N =
al 60 °C

a) Preparacion de 48:

Se disuelven 200 mg (1,27 mmol) de acido 6-clomtimico en 10 ml de MeOH y se le
afiaden 5 ml dBl,N-dimetilamina disuelto en metanol al 30%, la redg@e agita durante 24h
a 60 °C, mantenido color marrdn. Luego se evaparetanol y se obtienen 220 del crudo de

reaccion.

A continuacion se cristaliza en (@El,/MeOH) y se aislan 157 mg (0,94 mmol, 78 %) del
compuestals.

Acido 6-dimetilaminonicotinico (48):

RMN H (CD3OD): 3,06 (6H, s); 6,55 (1H, d, 9,4); 7,90 (1H, dd, 22); 8,57 (1H, d, 2,2).

RMN *3C (CDsOD): 38,4 (2) (CH); 106,3 (CH); 114,9 (C); 139,5 (CH); 151,6 (CH§2104
(C); 169,3 (C).

IR (pelicula): 3500, 1675, 1284 cim
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b) Preparacion de 47:

Se disuelven 2,00 g (12,1 mmol) del compudsi@n 30 ml de THF y se le afiade 500 mg
(13,3 mmol) de LiAIH a 0°C, aparece color marrén. La mezcla se agitantei 20 h a
temperatura ambiente controlandose por cromategoicapa fina, después se evapora el

THF y se extrae con AcOEt, se obtiene 1,65 g demamcla de47y 49 en proporcion 1:2.

El crudo se purifica por cromatografia de coluns®aislan 262 mg (1,75 mmol, 15 %) del
aldehido47y 525 mg (3,45 mmol, 29 %) dé.

(6-dimetilaminopiridin-3-i)metanol (49):

RMN *H: 3,10 (6H, s); 4,53 (2H, s); 6,46 (1H, d, 8,6); 7(2H, dd, 8,6, 2,2); 8,02 (1H, d,
2,2).

3. Obtencioén de la combretastatina 50

_ -78°C

® S}
PPh; Br CHO n-BuLi _0O X
X S EE—— ~
o (! THE OD/>|
7 O N
50 AN

A una suspension de 1,30 g (2,14 mmol) de la s&sfenio3 en 40 ml de THF seco, se le
afiaden 1,5 ml (2,1 mmol) adeBuLi a -78 °C, apareciendo color naranja. La mezd agita
durante 1 h, después se afiaden 230 mg (1,53 mma)deéhido47 disuelto en THF. La
reaccion se deja agitar durante 24 h a temperamiaente, luego se trata con MH y se
extrae con AcOEt, obteniéndose 848 mg del compug8tocomo una mezcla/E en

proporcion 1:2.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 1:1), obteniéndose 65 mg (0,21
mmol, 14 %) del isémerdy 213 mg (0,68 mmol, 44 %) de la mezZI&.

(2)-2-dimetilamino-5-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)etenilpiridina (50):
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RMN 'H: 3,05 (6H, s); 3,72 (6H, s); 3,83 (3H, 6)32 (1H, d, 8,8); 6,38 (2H, s); 6,51 (2H, s);
7,38 (1H, dd, 8,8, 2,2): 8,09 (1H, d, 2,2).

RMN 3C: 38,1 (2) (CH); 56,0 (2) (CH); 60,8 (CH); 104,7 (CH); 105,7 (2) (CH); 109,5
(C); 120,4 (C); 126,9 (CH); 127,8 (CH); 133,2 (C33,6 (C); 137,2 (CH); 148,9 (CH); 153,3
(2) (C); 158,5 (C).

HPLC: Columna Gg tr: 16,4 min.
Datos obtenidos del espectro de la mezddE

(E)-2-dimetilamino-5-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)etenilpiridina (50):

RMN *H: 3,11 (6H, s); 3,86 (3H, s); 3,92 (6H, s); 6,52 (1H8,8):6,69 (2H, s): 6,80 (1H, d,
16,4); 6,89 (1H, d, 16,4); 7,67 (1H, dd, 8,8, 2822 (1H, d, 2,2).

RMN 3C: 38,5 (2) (CH); 56,4 (2) (CH); 61,2 (CH); 103,2 (2) (CH); 106,2 (CH); 121,3
(C); 125,5 (CH); 128,1 (CH); 133,8 (C); 134,1 (CH); BTCH); 147,5 (C); 153,6 (2) (C);
158,8 (C).

IR (pelicula); 1600; 1508; 1457; 1389; 1236; 1126tm

HRMS (m/z): Obtenido 315,1708 (M+H; esperado 315,1707 £§E,5N,O3").

4. Metilacion de la combretastatina 51

70°C o)

(0}
- A (0}
N m CHjl g =
/ —_—
O I Acetona ™o =
(0] N ~

Se disuelven 160 mg (0,51 mmol) de la meZéade la aminocombretastatib@ en 15 ml
de acetona, después se afladenuB2®,09 mmol) de yodometano y aparece un color
amarillo. La mezcla se agita durante 24 h a 70°Gretubo sellado, luego se evapora la
acetona y se obtienen 213 mg de crudo de reaccion.
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El crudo se purifica por cristalizacion en AcCOEtM¢, se aislan 35 mg (0,11 mmol, 22 %)
del isbmerdce del compuests1.

Yoduro de (E)-N,N,N-trimetil-5-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)etenil)piridin io (51):

RMN H (CDsOD): 3,56 (9H, $)3,75 (3H, $)3,79 (6H, $)6,84 (2H, s); 7,18 (1H, d, 16,0);
7,34 (1H, d, 16,0); 7,79 (1H, d, 8,6): 8,17 (1H, 8, 2,2); 8,64 (1H, d, 2,2).

IR (pelicula): 1579; 1462; 1244; 1122 ¢

HMRS (m/z): Obtenido 329,1850 (K); esperado 329,1860 {§,sN,03").

HPLC: Columna Gs tr: 5,2 min.

5. Preparacion de la combretastatina 52

Se disuelven en un matraz 1,66 g (3,18 mmol) dealade fosfonia3 en 40 ml de THF,

después se le afladen 2,0 ml (3,18 mmoh-BelLi a -78 °C, apareciendo un color amarillo.
La mezcla se agita durante 1 h, luego se afladermgO2,27 mmol) del aldehido, el color
pasa de amarillo a naranja. La reaccidon se agitantki 24 h a temperatura ambiente,

posteriormente se trata con MH y se extrae con AcOEt, obteniéndose 1,09 g a®iptiesto

52 como una mezcla que tiene los isémettisen proporcion 1:3.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 6:4), obteniéndose 123 mg (0,23
mmol; 16 %) del isémerd y 181 mg (0,53 mmol; 17 %) de la mezZl&.

(2)-2-(pirrolidin-1-il)-4-(2-(3,4,5-trimetoxifenil)et enil)piridina (52):

RMN H: 1,95 (4H, m); 3,35 (4H, mB,68 (6H, s); 3,82 (3H, s§,24 (1H, d, 1,4); 6,40 (1H,
d, 12,2): 6,41 (1H, dd, 5,2, 1,4); 6,50 (2H, sK46(1H, d, 12,2): 8,02 (1H, d, 5,2).
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RMN 3C: 25,5 (2) (CH); 46,6 (2) (CH); 56,0 (2) (CH); 60,9 (CH); 106,1 (2) (CH); 106,1
(CH); 111,3 (CH);128,5 (CH); 132,2 (C); 132,3 (CH); 137,5 (C) 14%9; 147,9 (2) (C);
152,9 (CH): 157,6 (C).

Datos del isomerdE sacados de la mezcla/E:

RMN 'H: 1,98 (4H, m): 3,45 (4H, mB,80 (6H, s): 3,84 (3H, sB,48 (1H, s); 6,66 (1H, d,
5,4); 6,88 (1H, d, 16,1): 6,72 (2H, s): 7,08 (1H16,1): 8,07 (1H, d, 5,4).

RMN *°C: 25,6 (2) (CH); 46,8 (2) (CH); 56,1 (2) (CH); 60,9 (CH); 104,0 (2) (CH); 104,5
(CH); 106,2 (CH);126,6 (C); 126,7 (CH); 131,8 (C); 132,0 (CH); 13{GH) 145,6 (C);
152,8 (2) (C); 155,2 (C).

IR (pelicula); 1650; 1598; 1538; 1329; 1229; 1127 tm
HMRS (m/z): Obtenido 341,1886 (M+H; esperado 341,1860 £§E,sN,O3").

HPLC: Columna Gs tr: 15,6 min; & 20,1 min.

6. Preparacion de la combretastatina 53

© @
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A 156 mg (0,27 mmol) de la sal de fosforBoen THF seco (10 ml) y en atmésfera de
nitrégeno, se afiaden 0,2 ml (0,12 mmolhe®uLi y se mantiene 1 h en agitacion a -78°C. A
continuacion se afiaden lentamente una disolucidvdag (0,32 mmol) del aldehido de 6-

pirrolidinilnicotinico en 10 ml de THF, formandosea solucion naranja oscura y se deja que
alcance progresivamente la temperatura ambientms€urridas 24 h, se afiade agua y se

realiza la extraccidén con AcOEt.

Las fases organicas se reunen y se secan c@O\ase filtran y se evaporan, obteniéndose
un aceite amarillo, se purifica por cromatogralésh (Hex/AcOEt 1:1), obteniéndose 40 mg

(0,12 mmol, 38 %) de una mezcla que contiene toeés0sZ/E en proporcion 1:1.
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(Z/E)-2-(pirrolidin-1-il)-5-(2-(3.4.5-trimetoxifenil)et enil)piridina (53):

Datos sacados de la mezcla
IsbmeroZ:

RMN *H: 2,04 (4H, m); 3,50 (4H, m); 3,78 (6H, s): 3,82I( s); 6,23 (1H, d, 8,8); 6,33 (1H,
d, 12,0); 6,43 (1H, d, 12,0); 6,49 (2H, s); 7(B, dd, 8,8, 2,2); 8,11 (1H, d, 2,2).

Isbmero E:

RMN *H: 2,02 (4H, m); 3,50 (4H, m); 3,85 (6H, s); 3,3Bi( s); 6,36 (1H, s); 6,70 (2H, s);
6,71 (1H, d, 4,4); 6,84 (1H, d, 2,2); 6,94 (1H,&22 (1H, d, 2,2).

HPLC: Columna Gg tr: 17,8 min; k: 18,6 min.
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C. Otros analogos de isocombretastatinas

1. Obtencion de la fenstatina 54

@

Br nBuLi Lio
TTHE 0 |
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T2 ambiente (0}
> 54
THF
o~ oC O

Se disuelven 2,78 g (13,9 mmol) de 3-bromodimetitemen 70 ml de THF seco, después se

le afladen 9,5 ml (15 mmol) deBuLi 1,6 M en hexano a -40°C con agitacion y atiek@sde

nitrégeno. La mezcla se pone de coloracién amarill

En otro matraz se disuelven 4,42 g (20,8 mmol)adealo 3,4,5-trimetoxibenzoico en 150 mi
de THF seco y se le ailaden lentamente 1,11 g (@"@&l) de hidruro sodio al 60 % a 0 °C.
La mezcla se pone de coloracion blanca. Al cabaumke hora de reaccion se afiade el
contenido de la primera reaccion sobre la segurskadeja agitando a temperatura ambiente
durante 24 h. Posteriormente se afiade sobre voladis de NHCI, se evapora el THF y

extrae con AcOEt, obteniéndose 3,27 g de crudo.

La reaccion se purifica por cromatografia flashxfAeEt 7:3), aislandose 3,27 g (10,4 mmol,
75 %) del compuest®4, que se cristaliza en MeOH aislandose en formecrisales

amarillos.

(3-(dimetilamino)fenil)(3.4.,5-trimetoxifenilymetanona (54):

RMN H: 2,89 (6H, s)3,76 (6H, $)3,83 (3H, S) 6,82 (1H, dd, 8,0, 2,85,95 (1H, da, 8,0);
6,99 (2H, 5)7,04 (1H, sa); 7,29 (1H: t, 8,0).

RMN 3C: 40,5 (2) (CH); 56,3 (2) (CH); 61,0 (CH); 107,8 (2) (CH); 113,2 (CH); 116,2
(CH); 118,3 (CH); 128,8 (CH); 133,0 (C); 138,5 (41,8 (C); 150,4 (C); 152,8 (2) (C):
196,4 (C).
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IR (KBr): 1650;1589; 1412; 1334; 1230; 1124 ¢m
Pf (MeOH). 77-78 °C
HMRS (m/z): Obtenido 338,1361 (M+N¥ esperado 338,1368 {£§,:NOs;Na-+).

HPLC: Columna Gs tr: 15,8 min.

2.Obtencion de la isocombretastatina 55

9] N PPh3;CH3 |
- ~ 3LH3 (0] N
(0]
THF 0
I o |

~ 54 -40°C Ol 55

Se disuelven 1,15 g (2,85 mmol) de la sal de fasfanen 50 ml de THF, después se le
afiaden 1,2 ml (2,0 mmol) aeBuLi a -40 °C, apareciendo color amarillo. La maze agita
durante 1 h a -40 ° en atmodsfera de nitrdgeno,olisgafiade 300 mg (0,95 mmol) de la
cetonab4 disuelta en 10 ml de THF, el color pasa de amagili@ranja. La reaccion se agita
durante 24 h a temperatura ambiente, luego se ¢mtaNH,Cl y se extrae con AcOEt,

obteniéndose 800 mg de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo®@kt, 7:3), aislandose 280 mg (0,89
mmol; 94 %) del compuestb.

N.N-dimetil-3-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)etenilanilina (55):

RMN 'H (CDsOD): 2,90 (6H, s)3,75 (6H, s) 3,78 (3H, s); 5,38 (1H, d, 1,2); 5,41 (1H, d,
1,2); 6,61 (2H, s); 6,65 (1H, d, 8,0); 6,73 (1H,&Y5 (1H, dd, 8,0); 7,16 (1H, t, 8,0)

RMN *3C: 40,8 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,9 (CH); 105,7 (2) (CH); 112,3 (CH); 112,8
(CH); 113,6 (CH); 117,3 (CH); 128,8 (CH); 137,5 (C); 137,7 (C);21% (C); 150,5 (C);
150,8 (C); 152,8 (2) (C).

IR (pelicula): 1596; 1578; 1503; 1411; 1353; 1235; 1127; 898 .cm

HMRS (m/z): Obtenido 314,1750 (M+H; esperado 314,1756 {§1,4NOs").
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HPLC: Columna Gs tr: 19,4 min.

3. Reduccion de la isocombretastatina 55

|
/O:,)‘\‘/N\ /O:,)\‘/IL\
O O H,/Pd/C O O
O _—
L5 EtOH Q
"~ 55 °~ 56

Se disuelven 50 mg (0,16 mmol) & en 10 ml de EtOH y se le afladen 10 mg del
catalizador de paladio. La reaccion se agita foestde durante 4 h a temperatura ambiente

en atmosfera de hidrogend, después se filtra soblita, se evapora el disolvente y se
obtienen 47 mg (0,15 mmol; 94 %) de producto rethci

N.N-dimetil-3-(1-(3.4.,5-trimetoxifenil)etiDanilina (56):

RMN 'H: 1,63 (3H, d, 7,5); 2,93 (6H,:53,99 (9H, s)4,10 (1H, ¢, 7,5); 6,48 (2H, ;5,60
(1H, d, 6,5); 6,62 (1H, d, 6,5); 6,66 (1H, sa);Z7(2H, t, 6,5).

RMN 3C: 22,2 (CH); 41,1 (2) (CH); 45,5 (CH); 56,1 (2) (CH; 60,9 (CH); 104,7 (2)
(CH); 111,1 (CH); 112,7 (CH); 129,2 (2) (CH); 13§Q); 142,2 (C); 147,2 (C); 150,2 (C);
153,0 (2) (C).

IR (pelicula); 1589; 1499; 1458; 1327; 1233; 1126'tm
HMRS (m/z): Obtenido 316,1909 (M+H; esperado 316,1913 {§E,6NOs").

HPLC: Columna Gs tr: 18,6 min.
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4. Preparacion de la oxima 57

o) | NI,OH I
0 AN NH,OH.HCI 0 N
piridina O O
<|3 ) MeOH (|3
70°C
~ (0]
54 > 57

Se disuelven 100 mg (0,32 mmol) 8é en 15 ml de MeOH, después se le afiaden 220 mg
(3,17 mmol) de clorhidrato de hidroxilamina y 4 @ote piridina. La mezcla se agita durante
24 h a 70 °C, posteriormente se evapora el MeOeglgxrae con agua/AcOEt, obteniéndose

96 mg (0,29 mmol, 91 %) de una mezcla de isdmeargs@porcion 1:1.

Oxima de (3-(dimetilamino)fenil)(3,4,5-trimetoxiferiymetanona (57):

Datos sacados del espectro de la mezcla
Isbmero Z:

RMN *H: 2,87 (6H, s)3,72 (6H, s)3,80 (3H, 5)6,55 (2H, s); 6,61 (1H, d, 8;08,65 (1H, d,
8,0); 6,72 (1H, 5)7,26 (1H; t, 8,0).

RMN *3C: 40,6 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,9 (CH); 106,7 (2) (CH); 113,1 (CH); 114,0
(CH); 117,3 (CH); 128,3 (C); 128,9 (CH); 133,3 (@B6,9 (C); 150,3 (C); 152,9 (2) (C);
158,5 (C).

Isbmero E:

RMN *H: 2,90 (6H, s)3,76 (6H, 5)3,84 (3H, $)6,62 (1H, 5)6,71 (2H, 5)6,74 (1H, d, 8,0);
6,90 (1H, d, 8,0); 7,13 (1H:; t, 8,0).

RMN C : 40,6 (2) (CH); 56,2 (2) (CH); 60,9 (CH); 105,3 (2) (CH); 111,8 (CH); 113,4
(CH); 117,1 (CH); 128,3 (C); 128,9 (CH); 133,3 (@86,9 (C); 150,3 (C): 152,9 (2) (C):
158,1 (C).

IR (pelicula): 3428; 1582; 1503; 1411; 1344; 1236; 1127'cm
HMRS (m/z): Obtenido 331,1658 (M+H; esperado 331,1658 {§E1,3N>04").

HPLC: Columna Gg tr: 9,0 min.
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5. Preparacion del alcohol 58

SO OH

THF 0 N~
I 58 I

-78 °C

A 5,00 g (29,7 mmol) de 2,3,4-trimetoxibenceno ditas en 30 ml de THF seco a -78 °C, en
atmosfera de nitrégeno y con agitacion magnétiede adicionan lentamente 18,6 ml (29,73
mmol) den-BuLi 1,6 M en hexano. Tras 1 h se afiade gota a ga@&sa temperatura 4,43 g
(29,7 mmol) de 4-(dimetilamino)benzaldehido disaelen 30 ml de THF. La mezcla se
mantiene en agitacion y atmdésfera de nitrogenonderd4 h a temperatura ambiente. La
reaccion se vierte sobre una disolucion de,GlHal 4% y AcOEt, se evapora el THF y se
extrae con AcOEt. Se lava hasta pH neutro con iswudion saturada de NaCl, se seca con
NaSO, anhidro, se filtra y se evapora, obteniéndose §,44ue se utilizaran sin purificar en

la siguiente reaccion.

(4-dimetilaminofenil)(2,3,4-trimetoxifenilymetanol (58):

RMN'H: 2,93 (6H, s); 3,67 (3H, s); 3,89 (6H, s); 5,87 (CBIB6 (2H, d, 8,6); 6,63 (1H, S);
6,67 (1H, d, 6,4): 6,71 (1H, d, 6,4 ); 7,00 (2HS(E).

6. Obtencion de la fenstatina 59

™ o

O O oo JJ UL,
0°C | 59 |

A los 9,44 g (29,7 mmol) del crudo &8 disueltos en 15 mdlle CHCIl, seco a 0 °C se le

afiaden 16,8 g (44,7 mmol) de dicromato de piridi@o atmosfera de nitrégeno y con

agitacion. La reaccion se mantiene 24 h permitiendoalcance la temperatura ambiente. Se
filtra con celita y se extrae, obteniéndose 8,0@ grudo de reaccion.
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El crudo se purifica por cromatografia de colunaahf (Hex/AcOEt 8:2), obteniéndose 1,86
g (5,90 mmol, 20 %) d&9.

(4-dimetilaminofenil)(2,3,4-trimetoxifenil)metanona (59):

RMN *H: 3,02 (6H, s); 3,76 (3H, s); 3,87 (6H, s); 6,60 (2H9,0); 6,67 (1H, d, 8,6); 7,01
(1H, d, 8,6); 7,72 (2H, d, 9,0).

RMN *°C: 40,1 (2) (CH); 56,1 (CH); 61,1 (CH); 61,9 (CH); 106,8 (CH); 110,5 (2) (CH);
124,2 (CH); 125,5 (C); 127,7 (C); 132,4 (2) (CH)210 (C); 152,0 (C); 153,5 (C); 155,0 (C);
193,6 (C).

IR (KBr): 1636; 1588 cn.
Pf (Hexano/CHCIy): 205-207 °C
HMRS (m/z): Obtenido 316,1560 (M+N} esperado 316,1549 {§1,,NO,").

HPLC: Columna Gg tr: 12,9 min.
7. Obtencion de la isocombretastatina 60

~o o I®3Ph3CH3 © ~o
o n-BuLi /o

O, e -

| 59 | 78°C | 60 |
A 1,93 mg (4,80 mmol) de la sal de fosfodisuspendidos en 30 mL de THF seco a -78 °C
en atmosfera de nitrdgeno se le afiaden 2,5 minf#0l) den-BuLi 1,6 M en hexano y se
mantiene 1 h en agitacion, después se afiadem§@0,58 mmol) de la cetor® disueltos
en 15 ml de THF seco. La mezcla se agita duranté 24temperatura ambiente y con

agitacion. Posteriormente segun el procedimientotina, se obtienen 408 mg de crudo de

reaccion.

El crudo se purifica mediante cromatografia fléslex/AcOEt 9:1), se obtienen 349 mg
(2,21 mmol, 70 %) dé0, que se cristaliza drbutilmetiléter para obtener 293 mg de cristales

amarillos.
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N,N-dimetil-4-(1-(2,3,4-trimetoxifenil)etenil)anilina (60):

RMN H: 2,95 (6H, s); 3,59 (3H, s); 3,87 (3H, s); 3,89 (3}4,5,09 (1H, d, 1,6); 5,54 (1H, d,
1,6); 6,64 (2H, d, 8,8); 6,67 (1H, d, 8,4); 6,98i(H, 8,4); 7,19 (2H, d, 8,8).

RMN *3C: 40,5 (2) (CH); 56,0 (CH); 60,8 (CH); 60,9 (CH); 106,9 (CH); 111,8 (CH;
112,1 (2) (CH); 125,4 (CH); 127,6 (2) (CH); 129(8y(129,9 (C); 142,4 (C); 146,5 (C); 150,1
(C); 151,8 (C); 153,3 (C).

IR (KBr): 1602; 1521 cn.
Pf (t-butiimetiléter) 63-65°C
HMRS (m/z): Obtenido 314,1738 (M+H; esperado 314,1756 {§1,.NOs").

HPLC: Columna Gg tr: 19,7 min.

8. Metilacion de la fenstatina 59

0 CHsl 0
=N e qs
RO S T
En un tubo sellado se disuelven 250 mg (0,79 muael)la ceton®9 en 15 ml de acetona,
después se afiaden 494 pl (7,9 mmol) de yodomeya®69 mg (1,58 mmol) de nitrato de

plata, apareciendo un precipitado blanco. La mezelagita durante 24 h a 70 °C, luego se

filtra y se aisla 330 mg de crudo de reaccion.

El crudo se cristaliza en metanol aislandose 18QGvigt mmol, 69 %) dél en forma de

cristales blancos y 140 mg de aguas madres.

Yoduro de N,N,N-trimetil-4-(2,3,4-trimetoxibenzoil)bencenamonio (@):

RMN 'H (piridina): 3,35 (3H, s); 3,40 (3H, s); 3,45 (3H, s); 3,74 (8},6,47 (1H, d, 8,8);
7,02 (1H, d, 8,8); 7,70 (2H, d, 8,4); 7,72 (2H8dH).
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RMN *3C (piridina): 54,8 (CH); 56,8 (3) (CH); 59,4 (CH); 60,6 (CH); 106,6 (CH); 119,6
(2) (CH); 124,1 (CH); 124,6 (C); 130,2 (2) (CH);93 (C); 141,0 (C); 148,7 (C); 151,9 (C);
156,2 (C); 192,2 (C).

IR (KBr): 1648; 1592; 1461; 1412; 1296; 1094tm
Pf (Acetona/MeOH) 172-173 °C
HMRS (m/z): Obtenido 330,1698 (I); esperado 330,1705 {§E1,4NO,").

HPLC: Columna Gg tr: 6,8 min.

9. Metilacion de la isocombretastatina 60

- /,\)k‘”
N ~ |
(0] (@] N Acetona ~ ~
I | 70°C © 0 No
N o T |
~
62

60

Se disuelve en un matraz 170 mg (0,54 mmol) déefitna 60 en 10 ml de acetona, después
se afladen 170L de CHl a 60°C, apareciendo coloracion naranja. La meszlagita durante
24 h, apareciendo un precipitado de color amagilie se filtra y lava con éter aislandose 220
mg de crudo de reaccion.

El crudo se cristaliza en metanol obteniéndose 00,49 mmol, 91 %) dé2 como un

sélido amarillo.

Yoduro de N,N,N-trimetil-4-(1-(2,3,4-trimetoxifenil)vinilbencenamonio (62):

RMN 'H (DMSO): 3,35 (3H, s); 3,51 (9H, s); 3,66 (3H, s); 3,76 (3),5,32 (1H, s); 5,70
(1H, s); 6,79 (1H, d, 8,2): 6,89 (1H, d, 8,2);77(2H, d, 8,6): 7,76 (2H, d, 8,6).

RMN **C (DMSO0): 55,9 (CH); 56,4 (3) (CH); 60,4 (2) (CH); 107,9 (CH); 117,7 (CH;
120,3 (2) (CH); 124,8 (CH); 127,2 (C)27,4 (2) (CH); 141,8 (C); 142,6 (C); 144,6 (C)p 11
(C); 150,9 (C); 153,6 (C).

IR (KBr): 1594; 1496; 1459; 1406; 1295; 1090tm
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Pf (MeOH)168-169 °C

HMRS (m/z): Obtenido 328,1907 (K); esperado 328,1913 £§E,sNOs").

10. Preparacion del alcohol 63

CHO ~o o oH
n-BuLi
+ —_—
THF N~
78 °C o |
N (ONG - 63

A 5,02 g (36,2 mmol) de 1,4-dimetoxibenceno diggeen 30 ml de THF seco a -78 °C, en
atmaosfera de nitrdgeno y con agitacion magnétick salicionan lentamente 22,6 ml (36,2
mmol) den-BuLi 1,6 M en hexano. Tras 1 h de reaccién se aiiagbta a gota a esa
temperatura 5,40 g (36,2 mmol) de 4-(dimetilamieo}aldehido disueltos en 20 ml de THF
seco. La reaccion se mantiene en agitacion y aaradsfle nitrogeno durante 24 h a
temperatura ambiente. La reaccion se vierte samaedisolucion de NECI al 4% y AcOEt,

se evapora el THF y se extrae con AcOEt. La faganica se lava hasta pH neutro con una
disolucién saturada de NaCl, se seca cofENaanhidro, se filtra y se evapora, obteniéndose

11,20 g, que se utilizaran sin purificar en la ggte reaccion.

(4-dimetilaminofenil)(2,5-dimetoxifenil)metanol (63:

RMN H: 2,93 (6H, s); 3,75 (3H, s); 3,76 (3H, s); 5,96 (&), 6,68 (2H, d, 8,6); 6,77 (1H,
s): 6,79 (1H, d, 2,6); 6,94 (1H, d, 2,6); 7,23 (2i8,8).

RMN 13C: 40,5 (2) (CHs); 55,4 (CH); 55,8 (CH); 70,9 (CH); 111,6 (CH); 112,3 (3) (CH);
113,3 (CH); 127,5 (2) (CH); 131,7 (C); 134,1 (C3918 (C); 150,6 (C); 153,7 (C).
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11.Preparacion de la fenstatina 64

SO OH ~o o
o0, X (J
/ ——
N CH,Cl, T/
O 63 O 64

A los 11,20 g (39,0 mmol) del crudo @8 disueltos en 15 nde CHCI, seco a 0 °C, se le
afiaden 22,05 g de PDC (58,6 mmol), en atmésferatidgeno y con agitacion. La reaccion
se mantiene 24 h a temperatura ambiente. Sediltravés de celita y se extrae con,Ch
lavando la fase organica primero con HCI y despoésNaHCQ al 5%, se seca ciNe,SO,
anhidro, se filtra y se evapora, obteniéndose 8,%29,9 mmol) de crudo de reaccién. Se
purifica mediante cromatografia flash (Hex/AcOR2)8se aislan 3,52 g (12,4 mmol, 32 %).

Se cristaliza co-butilmetiléter y se obtienen 1,14 g de cristale$4

(4-dimetilaminofenil)(2,5-dimetoxifenil)metanona (&):

RMN *H: 3,03 (6H, s); 3,68 (3H, s); 3,75 (3H, s); 6,61 (2H8,8); 6,85 (1H, d, 2,5); 6,90
(1H, dd, 8,8, 2,5); 6,92 (1H, d, 8,8); 7,74 (2HS8(H).

RMN *°C: 40,0(2) (CHs); 55,8 (CH); 56,5 (CH); 110,4 (2) (CH); 113,0 (CH); 114,1 (CH);
115,9 (CH); 125,1 (C); 130,9 (C); 132,3 (2) (CHBP19 (C); 153,3 (C); 153,5 (C); 194,0 (C).

IR (KBr): 1637; 1588; 1544 cih
Pf (Hexano/CHCIy): 78-80 °C
HMRS (m/z): Obtenido 286,1420 (M+H; esperado 286,1443 {fE1,0NOs").

HPLC: Columna Gg tr: 13,1 min.

190



Parte experimental

12. Obtencion de la isocombretastatina 65

- N,
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N THF, N
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A 2,12 g (5,24 mmol) de la sal de fosfodisuspendidos en 30 mL de THF seco a -78 °C en
atmaosfera de nitrégeno, se le afladen 2,7 ml (4,8®linden-BuLi 1,6 M en hexano y se
mantiene 1 h en agitacion. En estas condicionegiagen, desde un embudo de adicidn, gota
a gota, 500 mg (1,75 mmol) @& disueltos en 20 ml de THF seco, permitiendo quanale
espontaneamente la temperatura ambiente y cortidgitaras 24 horas se vierte la reaccion
sobre una mezcla de NEI al 4% yAcOEt, despues se evapora el THF y se extrae con
AcOEt. La reunion de las fases organicas se lastahmd neutro con una disolucién saturada
de NaCl, se seca con )0, anhidro, se filtra y se evapora, obteniéndose #ty1(1,45

mmol) de crudo de reaccion.

El crudo se purifica mediante cromatografia flaslex{AcCOEt 6:4), obteniéndose 245 mg
(0,87 mmol, 50%) del compuestd en forma de aceite amarillo, que se cristalizézatido

como disolventé-butilmetiléter para obtener 151 mg de cristakesalor amarillo.

4-(1-(2,5-dimetoxifenil)vinil)-N,N-dimetilbencenamina (65):

RMN H: 2,99 (6H, s): 3,68 (3H, s); 3,82 (3H, s); 5,18 ($},5,70 (1H, s); 6,70 (2H, d, 9,0);
6,90 (3H, s); 7,28 (2H, d, 9,0).

RMN 3C: 40,6 (2)(CH); 55,8 (CH); 56,7 (CH); 111,7 (CH); 112,1 (2) (CH); 112,8 (CH);
113,2 (CH); 117,1 (CH); 127,3 (2) (CH); 128,8 (@B3,0 (C); 146,4 (C); 150,1 (C); 151,6
(C); 153,7 (C).

IR (KBr): 1525, 1605 cnl.
Pf (t-butilmetiléter) 68-70 °C
HMRS (m/z): Obtenido 284,1635 (M+H; esperado 284,1651 {§E1,,NO,").

HPLC: Columna Gg tr: 19,5 min.
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13. Metilacion de la fenstatina 64
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En un tubo sellado se disuelven 260 mg (0,91 ma®la ceton®4 en 10 ml de acetona y se
le afnaden 170 pl de yodometano y se calienta a,7&3@reciendo un color naranja. La
mezcla se agita durante 24 h, luego se trata amyétse filtra, aislandose 135 mg (0,47

mmol, 52 %) de solido amarillo del compueSt®

Yoduro de N,N,N-trimetil-4-(2,5-dimetoxibenzoil)bencenamonio (66):

RMN 'H (DMSO): 3,60 (3H, s); 3,63 (9H, s); 3,73 (3H, s); 6,93 (1H,,8); 7,15 (2H, d,
1,8); 7,84 (2H, d, 9,0); 8,08 (2H, d, 9,0).

RMN C (DMSO0): 40,4 (3) (CH); 56,3 (CH); 56,4 (CH); 113,6 (CH); 114,0 (CH); 117,8
(CH); 121,3 (2) (CH)127,9 (C); 130,6 (2) (CH); 138,0 (C); 150,2 (C)P¥5(C); 153,1 (C);
194,1 (C).

IR (KBr): 1662; 1600; 1496; 1413; 1226; 1035tm
Pf (éter) 162 °C
HMRS (m/z): Obtenido 300,1593 (I); esperado 300,1600 {£E,oNOs").

HPLC: Columna Gg tr: 4,2 min.
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V. Modificaciones en el anillo A

A. Analogos de isocombretastatinas

1. Nitracidon de vainillina

HNO;
~0 AcOH ~o NO,
OH OH
67

Se disuelven 11,50 g (75,66 mmol) de vainillinaléf ml de acido acético y se le afiaden 4,7
ml (98 mmol) de &cido nitrico, el color pasa denbtaa amarillo. La reaccion se deja
agitando durante 2 h a temperatura ambiente, ligegdrata con agua apareciendo un

precipitado que se filtra, obteniéndose 11,90 gd@@mol, 80 %) de 5-nitrovainillina.

4-hidroxi-3-metoxi-5-nitrobenzaldehido (67):

RMN *H: 4,02 (3H, s); 7,64 (1H, d, 2,0); 8,22 (1H, d, 299 (1H, s).
IR (KBr): 3206; 1681; 1548; 1336; 1232; 1104'tm

Pf (AcOH/H,0): 176-177 °C

2. Metilacién del compuesto 67

CHO Me,SO, ¢HO
K,CO,
< Acet ~o0 NO.
o NO, rooc? 5 2
OH ~
67 68

Se disuelven 5,00 g (25,36 mmol) @éen 40 ml de acetona, después se le afiaden 12,30 g
(89,0 mmol) de carbonato potasico y 12 ml (127 mmdelsulfato de dimetilo. La reaccién se
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agita durante 48 h a temperatura ambiente y 807@, posteriormente se filtra sobre Celita 'y
se evapora el disolvente, obteniéndose 5,8 g ddbaie reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash con,ChlHex 8:2 para quitar el sulfato de
dimetilo y se aislan 4,36 g (20,65 mmol, 81 %) denpuesto68, que se cristaliza en 2-

propanol.

3,4-dimetoxi-5-nitrobenzaldehido (68):

RMN *H: 4,00 (3H, s); 4,08 (3H, s); 7,62 (1H, d, 2,0):47(8H, d, 2,0); 9,92 (1H, s).

RMN 3C: 56,6 (CH); 62,2 (CH); 113,5 (CH); 119,3 (CH); 131,3 (C); 147,6 (C)415 (C);
155,2 (C); 189,0 (CH).

IR (KBr): 2955; 1699; 1539; 1363; 1287; 1139; 980'cm

Pf (2-propanol) 91-92 °C

3. Metilacion del compuesto 63 en condiciones de trai@sencia de fase

CHO NaOH CHO
M62804
BuyNBr
o NO,  CH,Cly/H,0 o NO,
OH O
67 68

Se disuelven 6,60 g (33,47 mmol) @ieen 75 ml de CkCl, y 75 ml de HO, después se le
afiaden 2,70 g (67,5 mmol) de hidréxido sédico dagd.,00 g (3,55 mmol) de bromuro de
tetrabutil amonio y 16 ml (167 mmol) de sulfatodimetilo, la reaccion se pone naranja. La
mezcla se agita fuertamente durante 24 h a tetoparambiente, luego se extrae con
CH.ClI,, se obtiene un aceite amarillo que se disuelvétemy se extrae con,8, NH; (2M)

y NaOH (2M), después se evapora el disolvente ngddose 13,30 g de un aceite naranja
gue solidifica al frio. Este sélido se recristalema acetona/bD para obtener 6,20 g (29,36

mmol, 88 %) del compuest&B como un aceite amarillo.
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4. Preparacion del alcohol 69

OH

N
- BuL| 02 O O
THF ~0 o~
-78°C oo
69

Se disuelven 4,25 g (22,73 mmol) de 4-bromoanienl30 ml de THF seco, después se le
afiaden 9,5 ml (15,2 mmol) deBuLi 1,6 M en hexano a -78 °C apareciendo un color
amarillo. La mezcla se agita durante 1 h a -78°@tardsfera de nitrdgeno, luego se afiaden
1,60 g (7,58 mmol) del aldehidB, el color cambia de amarillo a marrén. La reac@én
agita durante 24 h a temperatura ambiente, postezite se trata con NBI y AcOEt, se
evapora el THF y se extrae con AcOEt obteniénddse @ del compuesté9 que se utiliza

sin purificar para la siguiente reaccion.

(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)(4-metoxifenil)metanol 69):

RMN *H: 3,70 (6H, s); 3,76 (3H, s5,74 (1H, s); 6,90 (2H, d, 9,0); 7,15 (1H, s); 7(38I, d,
9,0); 7,77 (1H, s).

IR (pelicula): 3407; 1595; 1512; 1455; 1352; 1244; 1173; 832.cm

5. Obtencion de la fenstatina 70

(@]
> o
O O —mE T _
(@)
O< 69 ~ 70

Se disuelven 3,50 g (10,96 mmol) 6@ en 30 ml de ChkLCl, y se le afiaden 6,20 g (16,44
mmol) de dicromato de piridinio a 0°C apareciendocolor marron. La reaccion se agita
durante 4 h a temperatura ambiente, posteriormsntéltra sobre Celita, se eluye con
CH.Cl, y se evapora el disolvente obteniéndose 2,40aqyuity de reaccion.
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El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 7:3) y se obtienen 895 mg (1,73
mmol, 37 %) del compuesi#d en forma de sélido blanco.

(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)(4-metoxifenil)metanona(70):

RMN *H: 3,90 (3H, s); 3,98 (3H, s); 4,07 (3H, s); 6,97 (2k9,0); 7,59 (1H, d, 2,0); 7,66
(1H, d, 2,0): 7,78 (2H, d, 9,0).

RMN '°C: 55,5 (CH); 56,6 (CH); 62,1 (CH); 113,9 (2) (CH); 116,3 (CH); 118,1 (CH);
129,0 (C); 132,3 (2) (CH); 133,3 (C); 143,9 (C)5I4(C); 154,1 (C); 163,6 (C); 192,3 (C).

IR (KBr): 1653; 1605; 1533; 1362; 1298; 1172, 844'%cm
Pf (Hexano/CHCI,): 117-118 °C.

HMRS (m/z): Obtenido 318,0974 (M+H; esperado 318,0978 {§116NOs").

6. Obtencion de la fenstatina 71

O Zn o}
_0 l ! AcOH o ! ‘
\O O/ CHOQC|2 \O O/
0°C
N02 NH>
70 7

Se disuelven 55 mg (0,17 mmol) d@en 5 ml de CKHCI, y se le afladen 70 mg (1,05 mmol)

de zinc en polvo y 2 gotas de acido acético a @p@rece un color verde que luego pasa a
amarillo. La mezcla se deja agitando 24 h a tenwperaambiente, posteriormente se filtra
sobre celita y se extrae con aguafCH obteniéndose 47 mg (0,16 mmol, 95 %) de crudo de

reaccion.

(3-amino-4,5-dimetoxifenil)(4-metoxifenil)metanond 71):

RMN 'H: 3,85 (3H, s); 3,87 (3H, s); 3,88 (3H, s): 6,76 (8M,6,77 (1H, s): 7,93 (2H, d, 8,8);
7,81 (2H, d, 8,8).

RMN '°C: 56,3 (CH); 56,7 (CH); 60,8 (CH); 104,8 (CH); 111,9 (CH); 114,2 (2) (CH);
131,3 (C); 133,2 (2) (CH); 134,8 (C); 139,7 (C)p®I(C); 153,4 (C); 163,8 (C); 195,9 (C).
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IR (KBr): 3364; 1640; 1594; 1353; 1250; 1172; 1126; 847 cm
HMRS (m/z): Obtenido 288,1234 (M+H; esperado 288,1238 {£E11sNO;").

HPLC: Columna Gs tr: 6,3 min.

7. Obtencion de la isocombretastatina 72

PPh3CH3I
THF ~ -
78 °C (@) @)
O\
70 72

Se disuelven 1,80 g (4,35 mmol) de lakah 30 ml de THF seco y se le afiaden 2,3 ml (3,62
mmol) den-BuLi 1,6 M en hexano a -78°C apareciendo un calmarillo. La mezcla se
mantiene agitando durante 1 h a -78°C en atmédteratrogeno, después se afiaden 460 mg
(1,45 mmol) de la cetonéD disuelta en THF. La reaccion se agita durante @4dmperatura
ambiente, posteriormente se trata con,BlHy AcOEt, se evapora el THF y después de

extraccién liquido-liquido, se obtienen 1,25 g dedo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 8:2), se aislan 327 mg (1,04
mmol, 72%) del compuesi#® en forma de un aceite amarillo.

1.2-dimetoxi-5-(1-(4-metoxifenil)vinil)-3-nitrobeneno (72):

RMN *H: 3,82 (3H,s); 3,85 (3H, s): 3,99 (3H, s); 5,36 (8),5,44 (1H, s); 6,87 (2H, d, 8,4);
7,04 (1H, d, 2,4); 7,24 (2H, d, 8,4); 7,30 (1H2dH).

RMN *3C: 55,3 (CH); 56,4 (CH); 62,0 (CH); 113,8 (2) (CH); 114,3 (Cht 115,7 (CH);
115,8 (CH); 128,4 (C); 129,3 (2) (CH); 132,1 (C3810 (C); 142,2 (C); 147,6 (C); 153,6 (C);
159,7 (C).

IR (pelicula); 1606; 1531; 1458; 1361; 1253; 1179; 838'cm

HMRS (m/z): Obtenido 338,0999 (M+N¥ esperado 338,1004 {f;,NNaG;").
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8. Obtencion de la isocombretastatina 73

- y T
O 79 O 713

A 300 mg (0,95 mmol) del compuesi@ en 30 ml de CkCI, se le afiaden 60@ (10,47
mmol) de AcOH y 375 mg (5,71 mmol) de zinc en pdeotamente, apareciendo un color

verde. La reaccion se agita durante 16 h a temparambiente y en atmdosfera de nitrégeno,
posteriormente se filtra sobre Celita, se evapbdiselvente y se obtienen 360 mg de crudo

de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 7:3), se aislan 210 mg (0,74 mmol,
80 %) del compuestd3 en forma de un aceite naranja.

2.3-dimetoxi-5-(1-(4-metoxifenil)vinil)anilina (73)

RMN H: 4,10 (3H, s); 4,13 (3H, s); 4,18 (3H, s); 5,62 (tH1,2); 5,64 (1H, d, 1,2): 6,66
(1H, d, 2,0); 6,72 (1H, d, 2,0); 7,18 (2H, d, 641 (2H, d, 6,4).

RMN *°C: 55,3 (CH); 55,7 (CH); 59,9 (CH); 103,1 (CH); 109,3 (C}); 112,2 (CH); 113,4
(2) (CH); 129,5 (2) (CH); 133,9 (C); 135,8 (C); 187C); 139,5 (C); 149,5 (C); 152,4 (C);
159,3 (C).

IR (pelicula): 3370; 1607; 1508; 1243; 1126; 839'tm
HMRS (m/z): Obtenido 286,1440 (M+H; esperado 286,1443 {fE,0NOs").

HPLC: Columna Gg tr: 14,6 min.

9. Obtencion de la isocombretastatina 74

CHal

- O O : - O O
Acetona

\O O/ 7000 \O O/

NH, 73 N 74
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Se disuelven 90 mg (0,32 mmol) édéen 5 mL de acetona y se le afiade 2003,15 mmol)
de yodometano. La reaccion se agita durante 2ZM°&€ en tubo sellado, posteriormente se
evapora el disolvente y se obtiene 98 mg (0,31 mé&yots) del compuesios.

N.N-dimetil-2,3-dimetoxi-5-(1-(4-metoxifenil)etenilanlina (74):

RMN *H: (CDsOD): 3,23 (6H, s); 3,76 (3H, s); 3,79 (3H, s); 4,12 (3},5,34 (1H, s); 5,38
(1H, s); 6,81 (2H, d, 8,4); 6,89 (1H, s); 7,15 (B),7,18 (2H, d, 8,4).

RMN 3C: (CD;0D): 47,3 (2) (CH); 55,4 (CH); 56,4 (CH); 62,9 (CH); 111,4 (CH); 113,8
(CH); 129,3 (CH); 132,4 (C); 133,5 (2) (CH); 138,9 (2) (C); 140®); 147,3 (2) (CH); 152,5
(2) (C); 159,6 (C).

IR (pelicula); 1606; 1510; 1343; 1247; 1177; 838'tm
HMRS (m/z): Obtenido 314,1746 (M+H; esperado 314,1756 {§E1,,NOs").

HPLC: Columna Gg tr: 20,1 min.
10. Preparacion de la sal de amonio 75

CHl
~ - Acetona ~ -
(@) @) 70 °C 0 P 0

74 50> 75

Se ponen en un tubo sellado 100 mg (0,32 mmoPddsn 5 ml de acetona y se le afladen 108
mg (0,64 mmol) de AgN®y 400ul (6,38 mmol) de yodometano, apareciendo un predpi
blanco. La reaccién se agita durante 24 h a 70u&gp se filtra, se evapora el disolvente y se
obtiene 90 mg (0,27 mmol, 84%) del compué&dio

Yoduro de N,N-dimetil-2,3-dimetoxi-5-(1-(4-metoxifenil)vinilbencenamonio (75):

RMN H: 3,85 (3H,s); 3,92 (9H, s); 4,21 (3H, s); 5,45 (8M,5,51 (1H, s); 6,90 (2H, d, 8,8);
7,07 (1H, d, 1,6); 7,12 (1H, 1,6); 7,22 (2H, d,)8,8

HMRS (m/z): obtenido 328,1914 (I); esperado 328,1913 £§E,sNOs").
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11. Obtencion del compuesto secundario 76

Br CHO OH OH
o)
LSS SRR ORS
+ -
~o NO, THF o oo 9 ©
78°C | [
&N O NO, \@\
68 69 76 o~

Se disuelven 4,00 g (21,39 mmol) de 4-bromoanisoB@ ml de THF seco, después se le
afiaden 8,9 ml (14,24 mmol) aeBuLi 1,6 M en hexano a -78 °C, apareciendo un rcolo
amarillo. La mezcla se agita durante 1 h a -78°@terosfera de nitrogeno, luego se afiaden
1,5 g (7,10 mmol) del aldehid8, el color cambia de amarillo a marron. La reacG@éragita
durante 24 h a temperatura ambiente, posteriornsenteata con NkCI y ACOEt, se evapora

el THF y se extrae con AcOEt obteniéndose 3,80 gridemezcla del compuest® y del

compuestd@6, que se utiliza directamente para la siguienteciéa de oxidacion.

12. Obtencion de la fenstatina 77

Se disuelven 3,80 g (11,90 mmol) de la med&&a76en 30 ml de CbLl, y se le afladen 4,50
g (11,96 mmol) de dicromato de piridinio a 0°C ag#éndo un color marron. La reaccion se
agita durante 6 h a temperatura ambiente, postegitie se filtra sobre Celita, se eluye con

CH.Cl, y se evapora el disolvente obteniéndose 2,85aqyuitv de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 7:3) y se obtienen 260 mg (1,73
mmol, 37 %) del compuesttO y 170 mg (0,43 mmol, 4%) del compuegio en forma de

aceite naranja.
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(3,4-dimetoxi-5-(4-metoxifenilamino)fenil)(4-metoxienil)metanona (77):

RMN 'H: 3,74 (3H, s); 3,83 (3H, s); 3,90 (3H, s); 3,94 (3},6,19 (1H, s); 6,81 (2H, d, 8,8);
6,89 (2H, d, 8,8): 7,06 (1H, s): 7,09 (2H, d, 8A¥S (2H, d, 8,4).

RMN C: 55,4 (CH); 55,5 (CH); 55,9 (CH); 60,3 (CH); 104,3 (CH); 108,7 (CH); 113,4
(2) (CH); 114,6 (2) (CH); 123,1 (2) (CH); 130,3 (AB2,4 (2) (CH); 133,8 (C); 134,5 (C);
138,9 (C); 139,1 (C); 152,3 (C); 155,7 (C); 163);(195,0 (C).

IR (KBr): 3371; 1647; 1594; 1508; 1349; 1253; 1169; 1033.cm

HMRS (m/z): Obtenido 394,1647 (M+H; esperado 394,1654 £§1,,NOs").
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B. Analogos de combretastatina

1. Preparacion de la nitrocombretastatina 78

PPh3 Br

n-BuLi
T THF
-78°C

Se disuelven 4,80 g (10,36 mmol) de la sal de foesfden 40 ml de THF seco, después se le

afiaden 5,3 ml (8,52 mmol) deBuLi a -78 °C y aparece un color naranja. La neesel agita
durante 1 h, después se afiaden 1,20 g (5,68 mmalddhid®8 disueltos en THF seco. La
reaccion se deja agitar durante 24 h a temperatmiz@iente y en atmosfera de nitrégeno,
luego se trata con Ni@I y se extrae con AcOEt obteniéndose 4,85 @&leomo una mezcla
gue contiene isomer@&E en proporcion 1:2.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 7:3), separdndose 90 mg (0,28
mmol, 5%) del isomerd, 950 mg (3,01 mmol, 53%) del isomdfg/ 650 mg de la mezcla de

ambos.

(2)-2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)nitrobeneno (78):

RMN H: 3,65 (3H, s); 3,82 (3H, s3,83 (3H, s); 6,35 (1H, d, 12,2); 6,61 (1H, d, )26280
(2H, d, 6,6); 6,99 (1H, d, 2,4); 7,17 (2H, d, 6,820 (1H, d, 2,4).

RMN C: 55,3 (CH); 56,1 (CH); 62,1 (CH); 113,8 (2) (CH); 116,2 (2) (CH); 116,4 (C);
126,3 (CH); 130,1 (2) (CH); 130,5 (C); 131,5 (CH¥1,4 (C); 153,4 (2) (C); 159,1 (C).

(E)-2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)nitrobeneno (78):

RMN 'H: 3,84 (3H, s): 3,97 (3H, s); 3,98 (3H, s); 6,82 (1H16,0); 6,89 (2H, d, 7); 6,99
(1H, d, 16,0); 7,17 (1H, d, 2,0); 7,42 (2H, d, 7,066 (1H, d, 2,0).
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RMN C: 55,3 (CH); 56,4 (CH); 62,0 (CH); 113,2 (CH); 113,5 (C); 114,0 (CH); 114,5 (2)
(CH); 123,9 (CH); 127,9 (2) (CH); 127,9 (C); 13@2H); 133,0 (C); 141,7 (C); 154,1 (C);
159,8 (C).

IR (pelicula): 1600; 1508; 1236; 1127 ¢m
Pf (Hexano/CHCI,): 139-140 °C

HMRS (m/z): Obtenido 316,1184 (M+H; esperado 316,1185 {f1:sNOs").

2. Preparacion de la combretastatina 79

~ ~
R
78 -° 79 O~
Se disuelven 500 mg (1,58 mmol) de la mezcla dmésés del compuesté8 en 15 ml de
CH.Cl, y se le afiaden 630 mg (9,51 mmol) de Zinc y 2,0dmlacido acético a 0°C,
apareciendo un color marron. La mezcla se agitande4 h a temperatura ambiente, luego se

filtra sobre celita y se obtienen 836 mg de unaalaeZE del compuest@9 en proporcion
1:3.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo®@%t 1:1) y se aislan 88 mg (0,31 mmol,
20 %) del isébmer, 154 mg (0,54 mmol, 34 %) del isomefoy se recuperan 200 mg de

mezcla.

(2)-2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)anilina 79):

RMN H: 3,64 (3H, s); 3,78 (3H, s); 3,81 (3H, 6)30 (1H, d, 12,0); 6,32 (1H, s); 6,38 (1H,
s): 6,44 (1H, d, 12,0); 6,77 (2H, d, 8,6); 7,24 (2H8,6).

RMN 3C: 54,7 (CH); 55,2 (CH); 59,5 (CH); 100,0 (CH); 106,4 (CH); 113,6 (2) (CH);
126,2 (CH); 126,8 (CH); 127,1 (2) (CH)29,7 (C); 133,3 (C); 135,1 (C); 140,1 (C); 152,5
(C); 158,7 (C).
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(E)-2.3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)anilina 79):

RMN H: 3,82 (3H, s): 3,84 (3H, s); 3,89 (3H, §)29 (1H, d, 2,0); 6,55 (1H, d, 2,0); 6,80
(1H, d, 16,2): 6,88 (2H, d, 8,6): 6,98 (1H, d, 36241 (1H, d, 8,6).

RMN *3C: 55,6 (2) (CH); 60,0 (CH); 100,5 (CH); 106,8 (CH); 114,1 (2) (CH); 127,0 (2
(CH); 127,5 (2) (CH); 130,2 (C%35,5 (2) (C); 152,9 (C); 159,1 (2) (C).

IR (pelicula): 3470; 1604; 1507; 1245; 1125 ¢m
HMRS (m/z): Obtenido 286,1427 (M+H; esperado 286,1443 {fE1,0NOs").

HPLC: Columna Gg tr: 14,9 min; k: 15,6 min.

3. Preparacién de la combretastatina 80 por metilaciénle 79

70°C

HeN N CHl N X

I R
79 O~ 80 O

Se disuelven 110 mg (0,39 mmol) d@en 10 ml de acetona y se le afiaden 1,2 ml (19 jnmol

de yodometano, apareciendo un color marrén. Laci@ace agita durante 24 h a 70 °C en

un tubo sellado, posteriormente se evapora la maetcse obtienen 172 mg de una mezcla

Z/E del compuest80 en proporcion 1:3.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 1:1), se aislan 15 mg (0,05 mmol,
13%) del isomer& puro, 17 mg (0,06 mmol, 14 %) del isom&qy 74 mg (0,24 mmol, 61

%) de la mezcl&/E en proporcion 1:1.
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4. Preparacion de la combretastatina 81

® o o
CHO PPh Cl 2 N
n-BuLi o
—hE o)
~o NO, e >
/O AN - N ~
68 8 81

Se disuelven 2,70 g (5,64 mmol) de la sal de fasf8ren 50 ml de THF seo y se le afiaden
3,3 ml (5,23 mmol) d&-BuLi 1,6 M en hexano apareciendo un color nardmgamezcla se
agita durante 1 h a -78°C en atmosfera de nitrgggegpués se afladen 850 mg (4,03 mmol)
del aldehido68 disuelto en THF seco también y el color pasa danjara amarillo. La
reaccion se agita durante 24 h a temperatura atebieego se trata con NEI y AcOEt, y

por el procedimiento habitual se obtienen 1,80rga@mezcla de isbmeros Z/E en proporcion
1:3.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 9:1) aislandose 163 mg (0,50 mol,
12 %) del isbmer@ como aceite naranja y 464 mg (1,41 mmol, 35 %)sdeneroE como

un sélido de color naranja, que se cristaliza ex/€ld,Cl..

(2)-N,N-dimetil-4-(2-(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)etenil)anilina (81):

RMN H: 2,92 (6H, s); 3,67 (3H, s); 3,94 (3H, s): 6,24 (1H12,4): 6,55 (1H, d, 12,4); 6,59
(2H, d, 8,8); 7,08 (1H, d, 2,0); 7,13 (2H, d, 8;B26 (1H, d, 2,0).

RMN *3C: 40,3 (2) (CH); 56,1 (CH); 62,0 (CH); 111,9 (2) (CH); 116,2 (2) (CH); 123,9
(C); 124,1 (CH); 129,9 (2) (CH); 132,2 (CH); 134@); 141,2 (C); 144,8 (C); 149,9 (C);
153,4 (C).

(E)-N,N-dimetil-4-(2-(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)etenil)anilina (81):

RMN H: 2,95 (6H, s); 3,69 (3H, s); 3,97 (3H, s); 6,70 (2418,8); 6,78 (1H, d, 16,0); 6,98
(1H, d, 16,0); 7,16 (1H, s); 7,39 (2H, d, 8,8);Z7(dH, s).

RMN C: 39,5 (2) (CH); 55,6 (CH); 61,2 (CH); 111,5 (2) (CH); 112,1 (CH); 120,7 (2)
(CH); 123,7 (C); 127,1 (2) (CH); 130,0 (CH); 133®); 140,3 (C); 144,2 (C); 149,7 (C);
153,3 (C).
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IR (pelicula): 1604; 1532; 1453; 1358; 1287; 1167 tm
Pf (Hexano/CHCI,): 84-85 °C

HMRS (m/z): Obtenido 329,1499 (M+H; esperado 329,1501 {£E,:N,O,").

5. Preparaciéon de la combretastatina 82

O,N N 2 H,N N
~o @ AcOH/CH,Cl, ~o @
81 NS 82 No
Se disuelven 120 mg (0,36 mmol) del compuekten 15 ml de CkCl,, después se le
afiaden 145 mg (2,22 mmol) de zinc y 4 gotas de Aaphreciendo un color verde. La

mezcla se agita durante 16 h a temperatura ampgdeeriormente se evapora el disolvente
obteniéndose 120 mg de una mezcla de ison®Eodel compuest82 en proporcién 3:1.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 7:3) y se aislan 63 mg (0,21 mmol,
59 %) del compuest®2 de configuraciorZ y 11 mg de isomerb.

(2)-N,N-dimetil-4-(2-(3-amino-4,5-dimetoxifenil)etenilaniina (82):

RMN H: 2,93 (6H, s); 3,68 (3H, s): 3,83 (3H, s); 6,27 (tH12,0); 6,34 (1H, d, 2,0); 6,38
(1H, d, 2,0): 6,39 (1H, d, 12,0); 6,63 (2H, d, 8BR2 (2H, d, 8,8).

RMN *°C: 40,7 (2) (CH); 55,6 (CH); 59,9 (CH); 100,3 (CH); 106,6 (CH); 112,8 (2) (CH);
124,8 (C); 127,2 (2) (CH); 127,4 (2) (CH); 134,3;(€35,0 (C); 140,5 (C); 149,3 (C); 153,0
(C).

(E)-N,N-dimetil-4-(2-(3-amino-4,5-dimetoxifenil)etenil)aniina (82):

RMN *H: 2,98 (6H, s); 3,68 (3H, s); 3,89 (3H, s); 6,48 (12,0); 6,53 (1H, d, 2,0); 6,74
(2H, d, 6,8); 6,76 (1H, d, 16,0); 6,89 (1H, d, 36738 (2H, d, 6,8).
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Parte experimental

RMN 3C: 40,7 (2) (CH); 55,7 (CH); 60,0 (CH); 103,1 (CH); 109,2 (CH); 112,7 (2) (CH);
127,8 (C); 129,5 (2) (CH); 130,1 (2) (CH); 134,0:(C34,8 (C); 140,1 (C); 149,2 (C); 152,5
(C).

IR (pelicula): 3365; 1607; 1517; 1231; 1128 ¢m
HMRS (m/z): Obtenido 299,1758 (M+H; esperado 299,1760 {§E123N-0,").

HPLC: Columna Gg tr: 15,9 min.

6. Proteccion del aldehido 68 en diclorometano

N\
CHO Oy °
HO(CH,),OH
TMSCI
o o CH,Cl, ON o
- /O
68 83

Se disuelven 800 mg (3,79 mmol) de aldel68@n 20 ml de ChkLCl,, después se le afiade 1
ml (7,6 mmol) de cloruro de trimetilsililo y 700 (11,4 mmol) de etilénglicol. La reaccion
se agita durante 24 h a temperatura ambiente, desmuextrae con agua y £Hp, se seca

con NaSQ,, se filtra y se evapora el disolvente obteniéndg2@ g de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 7:3) y se aislan 505 mg (1,98 mmol,

52 %) del compuest®3 como un aceite naranja.

2-(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)-1,3-dioxolano (83):

RMN *H: 3,92 (3H, s); 3,97 (3H, s); 4,02 (2H, m); 4,08 (2#); 5,75 (1H, s); 7,20 (1H, d,
2,0; 7,42 (1H, d, 2,0).

RMN 3C: 56,4 (CH); 62,2 (CH); 65,3 (2) (CH); 102,1 (CH); 113,7 (CH); 114,0 (CH);
119,3 (C): 134,2 (C); 143,1 (C); 154,1 (C).

IR (pelicula); 1608; 1537; 1287; 1149 ¢m
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Parte experimental

7. Proteccion del aldehido 68 en tolueno

CHO o °
HO(CH,),0OH
TsOH
—_—
Tolueno
O.N o~ 120 °C O.N o~
_0O Dean-Stark _0
68 83

Se disuelven 8,50 g (40,2 mmol) de aldetG8@n 200 ml de tolueno seco y se le afiaden 7,0
ml (125 mmol) de etilénglicol y 1,10 g (6,40 mmdgl acidop-toluensulfénico. La reaccion
se agita durante 24 h a reflujo, después se toatdNaHCQ anhidro, se evapora el tolueno y
se extrae con agua/AcOEt, se seca conSNa se filtra y se evapora el disolvente

obteniéndose 9,88 g (38,7 mmol, 96 %) del compuSem forma de aceite naranja.

8. Reduccion del nitroderivado 8

Zn/AcOH
CH,Cl,

Se disuelven 500 mg (1,96 mmol) 88 en 20 ml de CkCl, y se le afiaden 770 mg (11,75
mmol) de zinc en polvo y 4 gotas de acido acétmareciendo un color marrén. La reaccion
se agita durante 15 h a temperatura ambiente, Isegxtrae con agua/@El,, se seca con
NaSO, y se evapora el disolvente obteniéndose 404 Mm@ (hmol; 92 %) del compuesto
84.

5-(1,3-dioxolan-2-il)-2,3-dimetoxianilina (84):

RMN *H: 3,79 (3H, s); 3,84 (3H, s); 4,00 (2H, m); 4,09 (2#); 5,72 (1H, s); 6,46 (1H, d,
2,0); 6,51 (1H, d, 2,0).

RMN 3C: 56,4 (CH,); 60,5 (CH); 65,9 (2) (CH); 100,7 (CH); 104,4 (CH); 107,7 (CH);
130,7 (C): 134,5 (C); 141,4 (C); 153,6 (C).
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Parte experimental

IR (pelicula): 3368; 1597; 1457; 1350; 1232; 1143tm

9. Metilacién del compuesto 84

o b CHyl 0.0 CHO
Et,N
MeOH o P
~o NH, o N~ o N
| _0O
- -~
84 85 86

Se disuelven 1,70 g (7,55 mmol) 8&en 30 ml de MeOH vy se le afiaden 7,0 ml (113 mmol)
de yodometano y 2,7 ml (19 mmol) de trietilamirdquriendo un color marrén. La reaccion
se agita durante 24 h a temperatura ambiente eosBtra de nitrdgeno. Posteriormente se
evapora el metanol y se extrae con agua/AcOEt,esa son Ng5O, y se evapora el
disolvente, obteniéndose 1,80 g (7,11 mmol; 94 &luda mezcla d85 y 86. El crudo de

esta reaccion se pone a hidrolizar en medio acido.

5-(1,3-dioxolan-2-il)-2,3-dimetoxiN,N-dimetilanilina (85):

Datos obtenidos de la mezcla:

RMN *H: 2,84 (6H, s); 3,75 (3H, s); 3,82 (3H, s); 4,00-448, m); 5,65 (1H, s); 6,75 (1H,
d, 2,0); 6,81 (1H, d, 2,0).

IR (pelicula); 1599; 1458; 1144; 1006 ¢m

10. Desproteccion del dioxolano 85:

o_0 cHO CHO
+ HCIH,0
- N, -
~0 Ng ~o N~ MeOH O ’f
o
0 ! O ! -
85 86 86
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Parte experimental

Se disuelven 1,8 g (7,11 mmol) de la me88a86en 20 ml de MeOH vy se le afiaden 4 ml de
agua y 6 gotas de acido clorhidrico concentrad8G Qa mezcla se agita durante 8 h a
temperatura ambiente, luego se evapora el metsmaxtrae con agua/GEl, y después de

la evaporacién del disolvente se obtienen 980 n&g(Fmol, 66%) del compuessé puro.

3-(dimetilamino)-4,5-dimetoxibenzaldehido (86):

RMN H: 2,90 (6H, s); 3,87 (3H, s); 3,90 (3H, s); 6,81 (#H2,0); 6,86 (1H, d, 2,0); 9,84
(1H, s).

RMN C: 42,5 (2) (CH); 55,8 (CH); 59,9 (CH); 102,4 (CH); 105,3 (CH); 123,9 (C); 132,4
(C); 143,7 (C); 152,3 (C); 192,0 (CH).

IR (pelicula): 1679; 1602; 1509; 1245; 1140 ¢m

11. Preparacion de la combretastatina 80 por reaccionalWittig

® o
PPh;Br 0. H _0O N
n-BuLi \Om
THF N
~o N~ -78°C 7N
0 o | O
5 86 80

A una suspension de 3,58 g (7,74 mmol) de la sébsfenio5 en 40 ml de THF seco, se le
afiaden 4,1 ml (6,5 mmol) a¢eBuLi 1,6 M de hexano a -78°C en atmosfera de génd. La
reaccion se agita durante 1 h y luego se le afddeng (4,30 mmol) del aldehid@® disuelto

en 10 ml de THF, pasando de color naranja a matrarmezcla se agita durante 24 h a
temperatura ambiente, posteriormente se trata d&4CINACOELt, se evapora el THF y se
extrae con agua/AcOEt y se obtienen 3,30 g del cestp80 como una mezcla de los

isomero<Z/E en proporcion 1:1.

La mezcla se separa por cromatografia flash (H&QH®:4) y se aislan 150 mg (0,48 mmol,

11 %) del isbmer@ y 700 mg de la mezcl&E en proporcion 1:1.

(2)-N,N-dimetil-2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)anlina (80):
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Parte experimental

RMN H: 2,72 (6H, s); 3,65 (3H, s); 3,84 (3H, s); 3,90 (3}4,6,40 (1H, d, 12,0); 6,48 (1H,
d, 12,0); 6,51 (2H, s); 6,79 (2H, d, 8,8); 7,24 (2H8,8).

RMN *°C: 42,9 (2) (CH); 55,2 (CH); 55,7 (CH); 59,5 (CH); 106,4 (CH); 111,7 (CH):
113,5 (2) (CH); 128,8 (C); 129,1 (2) (CH); 129,9;(€30,2 (2) (CH); 132,5 (C); 140,2 (C);
152,9 (C); 158,6 (C).

HPLC: Columna Gstr: 19,8 min.

(E)-N.N-dimetil-2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)anlina (80):

RMN H: 2,88 (6H, s): 3,80 (3H, s); 3,85 (3H, s): 3,91 (3M,6,27 (1H, d, 16,4); 6,38 (1H,
d, 16,4); 6,48 (1H, d, 16,4); 6,75 (2H, d, 8,68%B(1H, d, 16,4); 7,47 (2H, d, 8,6).

RMN *°C: 43,0 (2) (CH); 55,3 (CH); 56,1 (CH); 59,5 (CH); 103,3 (CH); 109,2 (CH):
114,1 (2) (CH); 126,9 (C); 129,1 (2) (CH); 127,§ (ZH); 130 (C); 133,1 (C); 140,6 (C);
153,5 (C); 159,2 (C).

IR (pelicula); 1576; 1458; 1253; 1175; 1086 ¢m

HMRS (m/z): Obtenido 336,1564 (M+N¥ esperado 336,1576 {§E,sNNaGs").

12. Preparacién de la sal de amonio de la combretastat 80
AgNO

0 SN CHl :

\O% Acetona

8o O~ I~ g7 Ox

Se disuelven 200 mg (0,63 mmol) de una mezcladedsosZ/E del compuest80 en 15 ml
de acetona, después se le afiaden 320 mg (1,85 mendliyNQ y 600 ul (9,25 mmol) de
yodometano, apareciendo un precipitado amarillomezcla se deja agitando en un tubo
sellado 24 h a temperatura ambiente, posteriormsatBltra sobre celita y se evapora el

disolvente, obteniéndose 100 mg (0,31 mmol, 49 éb)sbmeraZ del compuest87.
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Parte experimental

Yoduro de (Z)-N,N-dimetil -2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)lbencenamonio (87):

RMN *H: 3,59 (9H, s); 3,67 (3H, s): 3,70 (3H, s); 3,74 (3)4,6,50 (1H, d, 12,0); 6,70 (1H,
d, 12,0); 6,87 (2H, d, 8,4); 7,15 (1H, s): 7,18 (8} 7,21 (2H, d, 8,4).

RMN *°C: 55,5 (CH); 57,6 (CH); 58,0 (3) (CH); 61,8 (CH); 113,4 (CH); 113,9 (2) (CH);
115,2 (CH); 127,1 (CH); 128,8 (C); 130,1 (2) (CHZR1,7 (CH); 133,5 (C); 137,8 (C); 140,8
(C); 153,7 (C); 159,0 (C).

IR (pelicula); 1603; 1508; 1459; 1252; 1177; 1060tm
HMRS (m/z): Obtenido 328,1911 (K); esperado 328,1913 £§E,sNOs").

HPLC: Columna Gg tr: 7,1 min.

13. Obtencion de 89

o_ 0O
CHO Ac,0 GHO
HCI/H,O piridina
MeOH CH,CI ~
~o NH, ~0 NH, oLl (6) NHAc
O O &N
84 88 89

La desproteccion de 320 mg (1,42 mmol) del compuBdt siguiendo el método de la
reaccionlO produce 250 mg (1,38 mmol, 97 %) de 3-amino-dngetbxibenzaldehido8g),
que se disuelven en 20 ml de £, se le afladen 260 (2,76 mmol) de anhidrido acético y
230yl (2,77 mmol) de piridina. La mezcla se deja 2teraperatura ambiente, posteriormente
se aflade agua y extrae con,CH. Se obtienen 223 mg (1,00 mmol, 72 %) del compuest
acetilado89.

3-amino-4,5-dimetoxibenzaldehido (88):

RMN *H: 3,87 (3H, s); 3,89 (3H, s); 6,92 (1H, d, 2,0); 8,(2H, d, 2,0); 9,78 (1H, s).
IR (pelicula); 3362; 1688; 1582; 1458; 1088 ¢m

N-(5-formil-2,3-dimetoxifenil)acetamida (89):
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Parte experimental

RMN *H: 2,21 (3H, s); 3,85 (3H, s); 3,95 (3H, s); 7,20 (8)4,8,52 (1H, s); 9,84 (1H, s).

14.Preparacion de la combretastatina 90

® O

PPh,Br CHO 0 N
n-BuLi
~o
THF _NH
~o NH 78°C Ac
O O Ac (ONg
5 89 20

A 950 mg (2,04 mmol) de la sal de fosfoBien 30 ml de THF seco se le afiaden 1,1 ml (1,61
mmol) den-BuLi 1,6 M en hexano a -78 °C en atmésfera deédgéno, apareciendo un color

naranja, la mezcla se agita 1 h a -78 °C, despuasaden 240 mg (1,07 mmol) del aldehido
89 disuelto en 10 ml de THF y el color pasa de naranparron. La reaccion se deja agitando
24 h a temperatura ambiente y siguiendo el prodedim habitual se obtienen 926 mg de una

mezcla de isémerddE del compuest80 en proporcion 1:3.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@%kt 7:3) y se separan 20 mg (0,06 mmaol,
6 %) del isémer, 33 mg (0,1 mmol, 10 %) del isomdeioy 137 mg (0,42 mmol, 39 %) de

la mezclaZz/E en proporcion 1:1

(2)-N-(2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)acetamidd90):

RMN H: 2,19 (3H, s): 3,55 (3H, s); 3,78 (3H, s): 3,89 (3M,6,45 (1H, d, 12,0); 6,49 (1H,
d, 12,0);: 6,59 (1H, d, 1,6); 6,78 (2H, d, 9,2):17(2H, d, 9,2); 7,90 (1H, d, 1,6).

RMN '3C: 25,0 (CH); 55,2 (CH); 55,5 (CH); 60,8 (CH); 107,7 (CH); 113,5 (2) (CH);
114,1 (CH); 127,6 (C); 128,8 (CH); 129,5 (CH); I2¢C); 130,2 (2) (CH); 131,7 (C); 133,5
(C); 151,1 (C); 158,6 (C); 168,2 (C).

HPLC: Columna Gs tr: 14,8 min.

(E)-N-(2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)acetamidd90)

RMN H: 2,22 (3H, s); 3,84 (3H, s); 3,87 (3H, s); 3,91 (3},6,78 (1H, d, 1,6); 6,87 (2H, d,
8,8); 6,89 (1H, d, 16,0); 6,97 (1H, d, 16,0); 7(2R, d, 8,8); 8,17 (1H, d, 1,6).

IR (pelicula); 3326; 1684; 1591; 1248; 1105 ¢m
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Parte experimental

HMRS (m/z): Obtenido 328,1543 (M+H; esperado 328,1549 {§1,,NOy").

15. Obtencion de la combretastatina 91

/OJQ/\% HNa 0 X
Mel
© THF N @
Se disuelven 140 mg (0,42 mmol) de una mezcladrasosZ/E del compuest®0en 10 ml
de THF y se le afiaden poco a poco 31 mg (1,28 nuotedhjdruro sodio y 140l (2,13 mmol)
de yodometano a 0°C. La mezcla se deja agitandod femperatura ambiente en atmdsfera

de nitrégeno, posteriormente se evapora el THF gxé@me con agua/AcOEt, obteniéndose
145 mg del compuesfil como una mezcla de isome& en proporcion 2:1.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 6:4), se aislan 60 mg (0,18 mmol,

43 %) del is6bmerd y 44 mg de la mezcla de los dos isémeros.

(2)-N-metil-[2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)]la@tamida (91):

RMN 'H: 1,81 (3H, s); 3,13 (3H, s): 3,72 (3H, s): 3,78 (3},3,81 (3H, s); 6,38 (1H, d,
12,0); 6,54 (1H, d, 12,0); 6,64 (1H, d, 2,0): 6(25, d, 8,8); 6,81 (1H, d, 2,0); 7,17 (2H, d,
8,8).

RMN C: 21,4 (CH); 36,1 (CH); 54,8 (CH); 55,4 (CH); 60,6 (CH); 111,9 (CH); 113,3
(2) (CH); 120,6 (CH); 127,0 (CH); 128,8 (C); 1292} (CH); 130,0 (CH); 133,3 (C); 137,2
(C); 143,3 (C); 152,7 (C); 158,5 (C); 170,6 (C).

HPLC: Columna Gg tr: 17,4 min.

(E)-N-metil-[2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)Ja@tamida (91):

RMN 'H: 1,87 (3H, s); 3,21 (3H, s); 3,72 (3H, s); 3,78 (3, 3,81 (3H, s); 6,85 (1H, d,
16,0); 6,86 (2H, d, 8,8); 6,87 (1H, d, 2,4); 6,94 d, 16,0) 7,00 (1H, d, 2,4): 7,40 (2H, d,
8,8).
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Parte experimental

RMN C: 21,8 (CH); 36,6 (CH); 55,3 (CH); 56,0 (CH); 61,1 (CH); 109,3 (CH); 114,2
(2) (CH); 125,1 (CH); 127,4 (2) (CH); 129,5 (C);Q18 (2) (CH); 134,2 (C); 138,0 (C); 143,7
(C); 153,1 (C); 159,5 (C); 171,0 (C).

IR (pelicula): 1661; 1596; 1572; 1511; 1254; 1063tm
HMRS (m/z): Obtenido 364,1522 (M+N¥ esperado 364,1525 {&E,5NNaQy").

16. Proteccion de 84 comdN-Boc

) [\

o_ 0 o_ 0
Boc,0 . CHO
0L Sk
60°C J< ~
o NH, ~o NJ\O © N ©
H O\
O O
84 92 93

Se disuelven 2,80 g (12,43 mmol) del compu@dten 60 ml THF seco, después se le afladen
4,10 g (18,65 mmol) de BgD. La reaccion se deja agitando 48 h a 60 °C eldsiéra de
nitrégeno, posteriormente se evapora el THF y sm@xon agua y AcOEt, después de secar
con NaSQ,, filtrar y evaporar el disolvente, se obtienen03¢2(9,85 mmol, 80 %) de un
aceite naranja de una mezcladfy 93 en proporcion 3:1. Por cristalizacion en L se

aisla92 en forma cristales amarillos.

(5-(1,3-dioxolan-2-il)-2,3-dimetoxifenil)carbamatode terc-butilo (92):

RMN *H: 1,52 (9H, s); 3,84 (3H, s); 3,88 (3H, s); 4,01 (2h); 4,13 (2H, m); 5,72 (1H, s);
6,75 (1H, d, 2,0); 7,17 (1H, d, 2,0).

RMN 3C: 28,2 (3) (CH); 55,7 (CH); 60,5 (CH); 65,2 (2) (CH); 80,4 (C); 103,6 (CH);
103,7 (CH): 109,2 (CH): 132,4 (C); 133,7 (C); 13({C); 151,9 (C); 152,4 (C).

IR (pelicula): 3425; 1731; 1533; 1240; 1152; 1002'tm
Pf (CH.CIy): 97-98 °C

(5-formil-2,3-dimetoxifenil)carbamato deterc-butilo (93):
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Parte experimental

RMN H: 1,54 (9H, s); 3,92 (3H, s); 3,95 (3H, s); 7,17 (1H1,6); 7,20 (1H, d, 1,6); 9,88
(1H, s).

RMN *°C: 28,8 (3) (CH); 56,4 (CH); 61,3 (CH); 81,6 (C); 104,4 (CH); 116,4 (CH); 132,7
(C); 133,9 (C); 141,9 (C); 152,9 (C); 153,0 (C)21®(CH).

IR (pelicula): 3432; 1727; 1604; 1534; 1242; 1156; 1048'cm

17.Metilacién de 92 y 93

@ @ 15 @

Se disuelven 1,70 g (5,23 mmol) de la mezcl®2lg 93 en 30 ml THF seco, después se le
afiaden 380 mg (15,70 mmol) de hidruro sédico a,0&@ezcla se agita durante 30 min y se
le afiaden 1,7 ml (26 mmol) de yodometano. La réacee agita 15 h a temperatura ambiente
en presencia de atmosfera de nitrégeno, postenderse evapora el THF y se extrae con
agua y AcOEt, después de secar cosB®y, filtrar y evaporar el disolvente, se obtiene 1g60
de la mezcl®4+95 en proporcion 6:4.

El crudo se cromatografia flash eluyendole con Be®kEt 8:2, se aislan 800 mg (2,36 mmol,
45 %) del compuest®4 como aceite amarillo y 600 mg (2,03 mmol, 39 %)adenpuest®5

como aceitaaranja.

(5-(1,3-dioxolan-2-il)-2,3-dimetoxifenil)(metil)cabamato deterc-butilo (94):

RMN *H: 1,47 (9H, s); 3,14 (3H, s); 3,82 (3H, s); 3,88 (3},4,01 (2H, m); 4,13 (2H, m);
5,73 (1H, s); 6,84 (1H, d, 2,0); 6,95 (1H, d, 2,0).

RMN 3C: 27,8 (CH); 28,3 (3) (CH); 55,9 (CH); 60,5 (CH); 65,2 (2) (CH); 79,9 (C);
103,2 (CH); 108,6 (CH); 119,2 (CH); 133,0 (C); 1IB{G); 145,8 (C); 153,3 (C); 155,1 (C).

IR (pelicula); 1786; 1591; 1256; 1152; 1074 ¢m
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Parte experimental

(5-formil-2,3-dimetoxifenil)(metil)carbamato de terc-butilo (95):

RMN H: 1,25 (9H, s); 2,91 (3H, s); 3,88 (3H, s); 3,91 (3}4,6,81 (1H, d, 1,6); 6,87 (1H, d,
1,6); 9,85 (1H, s).

RMN '3C: 28,1 (CH); 28,6 (3) (CH); 56,5 (CH); 61,1 (CH); 80,7 (C); 109,6 (CH); 125,7
(CH); 130,0 (C); 132,1 (C); 137,8 (C); 154,2 (C35610 (C); 190,9 (CH).

IR (pelicula): 1730; 1697; 1582; 1256; 1152; 1073tm

18. Metilacion de 92

o__0O o_ O
HNa
Mel
.B P
\O N ocC g \O 'i‘ Boc
- 0°C O
92 94

Se disuelven 6,60 g (20,30 mmol) del compu&ten 100 ml de DMF, después se le afiaden
975 mg (40,6 mmol) de hidruro sodico a 0 °C, lacteze agita durante 30 min y se le afiade
4,0 ml (64 mmol) de yodometano. La reaccion se imaat4 h a temperatura ambiente en
atmosfera de nitrogeno, luego se trata con agualy 1 se extrae con AcOEt, se seca con
NaSQ,, se filtra y se evapora, obteniéndose 6,20 g {18 &hol, 90 %) d®4 como un aceite

de color naranja.

19. Preparacion de la combretastatina 96
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Parte experimental

Se disuelven 630 mg (1,36 mmol) de la sal de fasféren 20 ml de THF seco y se le afiaden
640 ul (1,02 mmol) den-BuLi 1,6 M en hexano a -78 °C en atmésfera dedgéno, el color
pasa de blanco a naranja, la mezcla se agita 178 &C, después se afiaden 200 mg (0,67
mmol) del aldehid®5 disuelto en 10 ml de THF seco y el color pasaatama a amarillo.

La reaccion se deja agitando 24 h a temperaturéeatebluego se trata con WEl y AcOEt,

se evapora el THF, se extrae con agua/AcOEt, se=etNaSQO,, se filtra y se evapora el
disolvente, obteniéndose 930 mg del compu8$t@omo una mezcla de isbmergi en

proporcion 1:2.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 8:2) separandose 76 mg (0,19 mmol,
28 %) del isémerd, 142 mg (0,35 mmol, 53 %) del isbmdtg/ 42 mg de la mezcldE en
proporcion 3:1

(2)-2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)(N-metiltarbamato deterc-butilo (96):

RMN 'H: 1,43 (9H, s); 3,07 (3H, s); 3,64 (3H, s): 3,76 (3},3,80 (3H, s); 6,36 (1H, d,
12,0): 6,46 (1H, d, 12,0); 6,72 (1H, d, 2,0); 6(28, d, 8,0); 7,77 (1H, d, 2,0); 7,21 (2H, d,
8,0).

RMN 13C: 27,9 (CH); 28,3 (3) (CH); 55,2 (CH); 55,7 (CH); 60,6 (CH); 79,8 (C); 111,4
(CH); 113,5 (2) (CH); 114,3 (CH); 127,8 (C); 12&@®H); 129,4 (CH); 129,6 (C); 130,1 (2)
(CH); 132,8 (C); 137,0 (C); 152,7 (C); 155,1 (C3817 (C).

HPLC: Columna Gs tr: 21,1 min.

(E)-2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenil)(N-metiltarbamato deterc-butilo (96):

RMN H: 1,40 (9H, s); 3,15 (3H, s); 3,81 (6H, s); 3,89 (3},6,85 (1H, d, 16,4); 6,88 (2H,
d, 8,4); 6,90 (1H, d, 2,0); 6,93 (1H, d, 16,4):3B(&H, d, 2,0); 7,42 (2H, d, 8,4).

RMN 3C: 28,1 (CH): 28,1 (3) (CH); 55,1 (CH): 55,7 (CH); 60,5 (CH); 79,7 (C); 108,1
(CH): 113,3 (CH): 113,9 (2) (CH); 118,8 (C): 12%@H): 127,4 (2) (CH): 127,6 (CH); 129,7
(C); 130,0 (C); 137,2 (C); 152,7 (C); 155,0 (C)915(C).

IR (pelicula): 1700; 1606; 1511; 1367; 1254; 1153tm

HMRS (m/z): Obtenido 400,2123 (M+H; esperado 400,2124 £§130NOs").
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20. Desproteccion del grupd\-Boc del isomeraZ de 96

Se disuelven 70 mg (0,17 mmol) @{combretastatin@6 en 3 ml de MeOH seco y se le
afiaden 67l (0,53 mmol) del cloruro de trimetilsililo, pasamél color de amarillo a violeta.
La mezcla se mantiene agitando durante 24 h a tatopa ambiente, luego se evapora el
MeOH y se extrae con NaHGBCcOEt y se obtiene 100 mg de la mezZI& en proporcion
6:4. El crudo se purifica por cromatografia flagteX/AcOEt 8:2), se aislan 25 mg (0,08

mmol, 49 %) del isémerd y 30 mg de la mezcl@E en proporcion 3:1.

(2)-N-metil-[2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenilJanilina (97):

RMN *H: 2,61 (3H, s); 3,55 (3H, s); 3,68 (6H, s); 6,15 (BH2,8); 6,33 (1H, d, 12,0); 6,35
(1H, d, 2,8); 6,37 (1H, d, 12,0); 6,67 (2H, d, 87416 (2H, d, 8,4).

RMN C: 30,4 (CH); 55,2 (CH); 55,7 (CH); 60,0 (CH); 102,0 (CH); 104,5 (CH); 113,4
(2) (CH); 128,8 (CH); 129,4 (CH); 130,0 (C); 133 (CH); 133,5 (C); 134,3 (C); 143,0
(C); 151,7 (C); 158,5 (C).

IR (KBr): 3387; 1590; 1512; 1459; 1254; 1176'tm
HMRS (m/z): Obtenido 300,1583 (M+H; esperado 300,1600 {§E1,,NOs").

HPLC: Columna Gs tr: 18,2 min.

21. Desproteccion del grupdN-Boc del isomeroE de 96

98 B
O O X p-TsOH _0 AN O
o THE ~ O

70°C o

Boc” ™ HN._ 97
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Se disuelven 140 mg (0,35 mmol) B){combretastatin®6 en 5 ml de THF seco y se le
afaden 121 mg (0,70 mmol) de acido p-toluensul@npasando el color de amarillo a
violeta. La mezcla se mantiene agitando durantk 8470 °C, luego se evapora el THF y se

extrae con NaHCECH,CI, y se obtiene 120 mg de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hes@%&t 9:1), se aislan 60 mg (0,20 mmol, 57

%) del compuest®7 como isémerdrans en forma de un sélido amarillo

(E)-N-metil-[2,3-dimetoxi-5-(2-(4-metoxifenil)etenilJanilina (97):

RMN H: 2,90 (3H, s); 3,80 (3H, s); 3,83 (3H, s); 3,90 (3M 6,44 (1H, d, 2,0); 6,47 (1H, d,
2,0); 6,88 (2H, d, 8,4); 6,92 (1H, d, 16,4); 6,35i(d, 16,4); 7,43 (2H, d, 8,4).

RMN 3C: 29,6 (CH); 54,4 (CH); 54,9 (CH); 59,1 (CH); 98,5 (CH); 100,8 (CH); 113,2 (2)
(CH); 126,4 (CH); 126,6 (CH); 127,3 (2) (CH); 129@); 133,1 (C); 134,0 (C); 142,5 (C);
151,3 (C); 158,2 (C).

IR (KBr): 3387; 1590; 1512; 1459; 1254; 1176'tm

HMRS (m/z): Obtenido 300,1583 (M+N¥ esperado 300,1600 {§i,;NNaQ;").
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C. Compuestos con indol como anillo B

1. Metilacion de 5-bromo-IH-indol

CHgl
NaOH
N CH,CI
H 212 N

98 |

Se disuelven 2,00 g (10,2 mmol) de 5-brobibindol en 50 ml de CKCl, y se le afiaden 820
mg de NaOH triturada, 35 mg (0,10 mmol) de bisali# tetrabutilamonio y 2 ml (30 mmol)
de yodometano. La mezcla se pone de color rosagdecion se agita durante 72 h a

temperatura ambiente controlandose por capa fina.

Al final se extrae con una disolucion saturada d€MNhasta pH neutro y se obtienen 2,10 g
(10,00 mmol, 98 %) de producés.

5-bromo-1-metil-1H-indol (98)

RMN *H: 3,67 (3H, s); 6,58 (1H, d, 3,2); 7,09 (1H, d, 326 (1H, d, 8,4); 7,45 (1H, dd,
8,4, 2,0); 7,95 (1H, d, 2,0).

RMN C: 33,0 (CH); 100,7 (CH); 111,1 (CH); 112,8 (C); 123,4 (CHR4I3 (CH); 130,3
(CH); 130,4 (C); 135,5 (C).

IR (pelicula): 1607; 1561; 1511; 1276; 896 ¢m

2. Preparacion del alcohol 99

CHO n-BuLi o OH
Br
D e SO
THF -
o NO, N 784G o) N
(o) NO,
“68 98 99
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Se disuelven 4,20 g (19,90 mmol) @& en 50 ml de THF seco y se le afladen 12,8 ml (20,5
mmol) den-BuLi 1,6 M en hexano a -78 °C, apareciendo unrcobyanja. Después de una
hora de reaccion a -78°C en atmosfera de nitrogseocafiaden 1,50 g (7,11 mmol) de
aldehido68 disuelto en 10 ml de THF y el color pasa de rjarammarron. La mezcla se agita
durante 24 h a temperatura ambiente, luego sedoatd\H,CI/AcOEt, se evapora el THF y
se extrae con agua/AcOEt y se obtienen 4,20 g adupto de reaccion, que se utiliza en la

oxidacion sin purificar.

(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)(1-metil-1H-indol-5-i)metanol (99):

RMN 'H: 3,63 (3H, s): 3,68 (3H, s); 3,73 (3H, s); 5,76 (8}4,6,32 (1H, d, 3,2); 6,78 (1H, d,
8,8); 7,03 (1H, s); 7,06 (1H, d, 3,2): 7,60 (LH8E®): 7,75 (1H, s); 8,11 (1H, s).

3. Obtencion de la fenstatina 100

OH o)
o} PDC o
g g
N CH2C|2 ~, N
0 N 0°C © \
NO, NO,
99

100

Se disuelven 4,00 g (11,68 mmol) de la mezcla queiene el alcohoB9 en 100 ml de
CH.Cl, y se le afiaden 4,50 g (11,68 mmol) de dicromatpidéinio a 0 °C. La mezcla se
agita 24 h a temperatura ambiente, posteriormenegxgae con agua/Gal, y se obtienen

2,00 g de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo®@kt 7:3) obteniéndose 50 mg (0,15
mmol, 2%) del00

(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)(1-metil-1H-indol-5-i)metanona (100):

RMN 'H: 3,83 (3H, s); 3,96 (3H, s); 4,06 (3H, s): 6,60 (tH3,2); 7,14 (1H, d, 3,2); 7,38
(1H, d, 8,8); 7,63 (1H, s); 7,71 (1H, s); 7,73 (1H8,8): 8,09 (1H, s).

RMN %3C: 33,1 (CH); 56,6 (CH); 62,2 (CH); 103,1 (CH); 109,4 (CH); 116,6 (CH); 118,2
(CH); 123,5 (CH); 125,1 (CH); 128,0 (C); 130,8 (CH}4,3 (C); 138,6 (C); 143,9 (C); 145,5
(C); 154,0 (2) (C); 194,1 (C).
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IR (pelicula): 1647; 1603; 1535; 1288:; 1164 ¢m

HMRS (m/z): Obtenido 341,1131 (M+H; esperado 341,1137 {§1:/N,Os").

4. Obtencién de la isocombretastatina 101

©
PPthHs

ey e Sen
T
-78°C

NO: 109 NO2 401

Se disuelven 150 mg (0,35 mmol) de la sal de fasfben 15 ml de THF seco y se le afiaden
200 pl (0,29 mmol) de-BuLi 1,6 M en hexano a -78°C, apareciendo un catoarillo. La
mezcla se mantiene en agitacion durante 1 h ademantemperatura, luego se le afiaden 40
mg (0,11 mmol) de cetoriD0disuelta en 10 ml de THF. La reaccion se dejaadid 24 h a
temperatura ambiente, posteriormente se trata ddsCINACOEL, se evapora el THF y se

extrae con agua/AcOEt, obteniéndose 70 mg de aadeaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@%kt 8:2) y se aislan 10 mg (0,03 mmol,
27 %) del compuestbOl

5-(1-(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)etenil)-1-metil-1H-indol (101):

RMN *H: 3,74 (3H, s); 3,77 (3H, s); 3,94 (3H, s); 5,34 ($M,5,44 (1H, s); 6,41 (1H, d, 3,2);
7,02 (1H, d, 3,2); 7,03 (1H, d, 2,0); 7,10 (1H8d); 7,22 (1H, d, 8,4); 7,29 (1H, d, 2,0); 7,50
(1H, s).

IR (pelicula); 1605; 1534; 1340; 1259; 1061; 870tm
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5. Preparacion del alcohol 102

CHO OH
B n-BulLi o)
AN —— JU UL
N o N L7 ~o N
\ 5 | N \
98 “ 95

Boc” ™ 102

Se disuelven 1,30 g (5,72 mmol) del compueécen 30 ml de THF seco, después se le
afiaden 3,1 ml (4,85 mmol) aeBuLi a -78 °C, apareciendo un color naranja. Lactese
agita durante 1 h a -78°C y en atmésfera de nitrdgeiego se afiade 1,20 g (4,40 mmol) de
aldehido95 disuelto en 10 ml de THF y de color pasa de naranjnarrén. La reaccion se
agita durante 24 h a temperatura ambiente, postegite se trata con NBI y AcOEt, se

evapora el THF y se extrae con AcOEt obteniéndd¥2@de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 7:3) y se aislan 420 mg (0,98 mmol,

22 %) del compuestb02 como un aceite naranja.

(5-(hidroxi(1-metil-1 H-indol-5-ilYmetil)-2,3-dimetoxifenil)(metil) carbamato de terc-

butilo (102)

RMN *H: 1,47 (9H, s); 3,16 (3H, s); 3,76 (3H, s); 3,82 (815,73 (1H, s); 6,58 (1H, d, 3,2);
6,96 (1H, d, 2,0); 7,14 (1H, d, 3,2); 7,38 (1H2d):; 7,39 (1H, d, 8,4); 7,77 (1H, d, 8,4); 8,11
(1H, s).

RMN *3C: 28,7 (3) (CH); 33,4 (CH); 37,1 (CH); 56,5 (CH); 61,1 (CH); 65,7 (CH); 80,4
(C); 103,2 (CH); 108,9 (CH); 113,8 (CH); 119,5 (CHP4,1 (C); 124,5 (CH); 125,4 (CH);
127,9 (C); 129,5 (C); 130,3 (C); 130,8 (CH); 13&); 137,5 (C); 153,4 (C); 155,4 (C).

IR (pelicula): 3419; 1697; 1590; 1367; 1256; 1152tm
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6. Oxidacion del alcohol 102

OH o
CH,CI
~ N 2Ll ~ N
© \ 0°C © \

Boc N~ 102 Boc”\~ 103

Se disuelven 300 mg (0,71 mmol) del compudsi®en 20 ml de CLKCl, y se le afiade 318
mg (0,84 mmol) de dicromato piridinio a O °C. Lazda se agita 4 h a temperatura ambiente,

posteriormente se extrae con agua/Clhly se obtienen 352 mg de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 7:3) y se aislan 250 mg (0,59 mmol,
83 %) del compuestb03

(2,3-dimetoxi-5-(1-metil-1H-indol-5-carbonil)fenil)(metil)carbamato de terc-butilo (103):

RMN H: 1,43 (9H, s); 3,13 (3H, s); 3,74 (3H, s); 3,84 (8} 6,57 (1H, d, 3,2); 7,14 (1H, d,
3,2); 7,24 (1H, d, 2,0); 7,38 (1H, d, 8,8); 7,38i(H, 2,0); 7,76 (1H, d, 8,8); 8,11 (1H, s).

RMN 3C: 28,3 (3) (CH); 30,2 (CH); 33,1 (CH); 56,1 (CH); 60,7 (CH): 80,1 (C); 102,8
(CH); 108,8 (CH); 112,1 (CH); 123,7 (CH); 123,9 {@p4,2 (CH); 125,2 (CH); 127,6 (C);
129,1 (C): 130,3 (C); 130,5 (CH); 133,9 (C); 13638; 153,1 (C): 154,9 (C); 195,8 (C).

IR (KBr): 1694; 1644; 1581; 1253; 1154; 1073tm

HMRS (m/z): Obtenido 425,2076 (M+H; esperado 425,2076 £§E1,0N>0s").

7.0Obtencion de la isocombretastatina 104

® S
0 PPhyCH, | o
~ N THF ~o N
0 \ -78°C N \
Boc ™ 103 Boc™ "™ 104

Se disuelven 1,70 g (4,24 mmol) de la sal de fosfdren 30 ml de THF seco y se le afiaden

2,2 ml (3,53 mmol) de-BuLi 1,6 M en hexano a -78°C, apareciendo un catogrillo. La
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mezcla se mantiene agitando durante 1 h a -78°@trmdsfera de nitrégeno, después se
afiaden 600 mg (1,41 mmol) de la cet@f8 disuelta en 10 ml de THF. La reaccién se agita
durante 24h a temperatura ambiente, posteriornsenteata con NkC| y AcOEt, se evapora

el THF y después de extraccion liquido-liquido egna/AcOEt se obtienen 1,10 g de crudo

de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@kt 7:3) y se aislan 278 mg (0,66 mmol,
47 %) del compuestbO4 en forma de aceite naranja.

(2,3-dimetoxi-5-(1-(1-metil-H-indol-5-il)etenil)fenil)(metil) carbamato de terc-butilo
104):

RMN H: 1,40 (9H, s); 3,14 (3H, s); 3,81 (6H,s); 3,85 (3},5,36 (1H, s); 5,42 (1H, s); 6,46
(1H, d, 3,2); 6,78 (1H, d, 2,0); 6,86 (1H, d, 2,096 (1H, d, 3,2); 7,22 (1H, d, 8,4); 7,27 (1H,
d, 8,4); 7,60 (1H, s).

RMN C: 28,7 (3) (CH); 30,8 (CH); 33,1 (CH); 56,3 (CH); 60,7 (CH); 80,1 (C); 101,7
(CH); 109,1 (CH); 111,4 (CH); 112,9 (GH121,2 (CH); 121,6 (CH); 122,7 (CH); 128,7 (2)
(C); 129,6 (C); 129,8 (CH); 132,9 (C); 136,8 (C3712 (C): 150,7 (C); 153,1 (C); 155,5 (C).

IR (pelicula): 1699; 1577; 1495; 1246; 1153; 1075tm
HMRS (m/z): Obtenido 423,2274 (M+H; esperado 423,2284 £§13:N,04").

HPLC: Columna Gs tr: 21,6 min.

8. Obtencion de la fenstatina 105

o) (0]
(0]
/O O O A TMSCI ~ O O N\
N \ HN_
Boc” ™ 102 105

Se disuelven 45 mg (0,11 mmol) de la cetdfd en 4 ml de MeOH vy se le afaden 41
(0,33 mmol) de cloruro de trimetilsililo, pasandocelor de amarillo a rojo. La mezcla se
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mantiene agitando durante 24 h a temperatura atebikrego se evapora el MeOH y se

extrae con NaHCECH,CI,, obteniéndose 48 mg de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 6:4) y se aislan 20 mg (0,06 mmol,
56 %) del compuestbO5en forma de aceite amarillo.

(3,4-dimetoxi-5-(metilamino)fenil)(1-metil-1H-indol-5-iYmetanona (105):

RMN *H: 2,84 (3H, s); 3,85 (2) (3H, s); 3,88 (3H, s); 6(581, d, 3,2); 6,76 (1H, d, 1,6); 6,81
(1H, d, 1,6); 7,13 (1H, d, 3,2); 7,38 (1H, dd, 8AB2 (1H, dd, 8,4, 1,6); 8,17 (1H, d, 1,6).

RMN °C: 30,9 (CH); 33,3 (CH); 56,3 (CH); 60,7 (CH); 101,7 (CH); 104,1 (CH); 106,7
(CH); 109,2 (CH); 120,4 (C); 124,2 (CH); 124,5 (CHP6,8 (C); 128,2 (CH); 129,3 (C);
135,4 (C); 139,9 (C); 143,2 (C); 151,9 (C); 1973.(

IR (pelicula): 3416; 1642; 1590; 1168; 1129 ¢m
HMRS (m/z): Obtenido 325,1552 (M+H; esperado 325,1552 {§E,:N,O3").

HPLC: Columna Gstr: 15,1 min.

9. Obtencion de la isocombretastatina 106

® )

o PPhsCH3 | o
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~ THF ) N
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NH HN__
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Se disuelven 675 mg (1,67 mmol) de la sal de fasfben 20 ml de THF seco y se le afladen
870 uL (1,39 mmol) den-BuLi a -78°C, apareciendo un color amarillo. Lazecla se
mantiene agitando durante 1 h a -78°C en atmédteratrogeno, después se afiaden 180 mg
(0,55 mmol) del crudo de reaccion ties disuelto en 10 ml de el THF. La reaccion se agita
durante 24h a temperatura ambiente, posteriornsenteata con NkC| y AcOEt, se evapora

el THF, después se extrae con agua/AcOEt y senantig20 g de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@%t 7:3) y se aislan 50 mg (0,15 mmol,
27 %) del compuestbO6 en forma solido blanco.
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N-metil-2,3-dimetoxi-5-(1-(1-metil-1H-indol-5-il)etenil)anilina (106):

RMN *H: 2,66 (3H, s): 3,65 (3H, s); 3,69 (3H, s): 3,73 (3} 5,17 (1H, s)5,21 (1H, s);
5,66 (1H, $)6,19 (1H, d, 2,0)6,23 (1H, d, 2,0)7,10 (1H, d, 3,2): 7,37 (1H, d, 3,2): 7,40 (1H,
dd, 8,8, 1,6)7,58 (1H, dd, 8,4; 1,6Y,63 (1H, d, 1,6).

IR (pelicula): 3416; 1586; 1519; 1166; 1119; 1000; 910%cm
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V. Otras combretastatinas modificadas

A. Modificacion en el puente etilénico

1. Modificaciones en el puente de la combretastatine87

Zn(OTf), OH o
o NBS le} B o} o
GO e 0y T O 0
H,0 S S
~o 2 o ~o o O
N02 CH3CN NO2 N02 N02

107 O~ 108 O~ 100 °~

Se disuelven 70 mg (0,22 mmol) de una mezcla dadsds Z/E del compuesto 78 en 4 mL
de acetonitrilo y se afiaden 5 mg (0,01 mmol) d&twi de zinc, 52 mg (0,29 mmol) de N-

bromosuccinimida, 25 mg (0,29 mmol) de bicarborsgidico y 2 gotas de agua, la reaccion
se pone de color verde claro. La mezcla se dejaratgi 48 h controlandose por RMN 1H,

viéndose la formacion inicial de la halohidrib@y.

La reaccién se deja agitando controldndose diaaapdr RMN 1H y se observa la

transformacion d&07 en el epoxidd.08y finalmente la ceton&09.

2-bromo-1-(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)-2-(4-metoxifanil)etanol (107):

RMN *H: 3,79 (3H, s); 3,85 (3H, s); 3,97 (3H, s); 5,02 (1H5,6); 5,15 (1H, d, 5,6); 6,83
(2H, d, 8,4); 7,08 (1H, d, 2,4); 7,16 (2H, d, 8,432 (1H, d, 2,4).

2-(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)-3-(4-metoxifenil)oxirano (108):

RMN H: 3,80 (3H, s); 3,91 (3H, s); 3,96 (3H, s); 4,20 (34,6,88 (2H, d, 8,8); 7,03 (1H, d,
2,0): 7,22 (2H, d, 8,8); 7,30 (1H, d, 2,0).

2-(3,4-dimetoxi-5-nitrofenil)-1-(4-metoxifenil)etarona (109):

RMN *H: 3,78 (3H, s): 3,90 (3H, s); 3,97 (3H, s); 4,18 (8,6,86 (2H, d, 6,8); 7,15 (2H, d,
6,8): 7,72 (1H, d, 2,4): 7,98 (1H, d, 2,4).
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RMN '°C: 44,4 (CH); 55,2 (CH); 56,5 (CH); 62,1 (CH); 114,2 (2) (CH); 114,9 (CH);
117,1 (CH); 125,6 (C); 130,4 (2) (CH); 131,5 (C3616 (C); 154,1 (C); 158,7 (C); 177,9 (C);
195,1 (C).

IR (pelicula): 3260; 2945; 1710; 1535; 1288; 1178'tm

HMRS (m/z): Obtenido 332,1129 (M+H; esperado 332,1134 {f1:sNOs").

2. Obtencioén del compuesto 110:

Zn(OTf),
0 N NBS 0 SN
p-TsOH
~o Tiourea ~o
N CH,Cl N
80 O~ 110 O~

Se disuelven 100 mg (0,32 mmol) de una mezcladeasos Z/E) de80en5 mL de CHCI,
y se le afiade 6 mg (0,02 mmol) de Zn(@T#H0 mg (0,39 mmol) de NBS, 34 mg (0,39

mmol) de NaHC®y 30 mg (0,39 mmol) de tiourea y el color pasadwrillo a violeta. La
reaccion se agita durante 18 h a temperatura ambidespués se extrae con aguap] se

obtienen 120 mg (0,30 mmol, 93 %) del compudsitd como un aceite naranja constituido

por una mezcla de isdmergk en proporcion 1:1.
Datos sacados del espectro de la mezd&

(Z2)-N.N-dimetil-2.3-dimetoxi-4-bromo-5-(2-(4-metoxifenil)éenil)anilina (110):

RMN *H: 2,57 (6H, s); 3,76 (3H, s): 3,88 (6H, s); 6,45 (HH12,0); 6,54 (1H, d, 12,0): 6,58
(1H, s): 6,72 (2H, d, 7,6): 7,12 (2H, d, 7,6).

RMN 3C: 42,7 (2) (CH); 55,2 (CH); 59,7 (CH); 60,7 (CH); 110,6 (CH); 110,7 (C); 113,5
(2) (CH); 127,9 (2) (CH); 129,1 (C); 130,0 (C); 13@2) (CH); 133,2 (C); 145,6 (C); 151,0
(C); 158,7 (C).

(E)-N,N-dimetil-2,3-dimetoxi-4-bromo-5-(2-(4-metoxifenil)éenil)anilina (110):
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RMN *H: 2,86 (6H, s); 3,81 (3H, s); 3,88 (6H, s); 6,89 (2H7,2); 6,91 (1H, d, 15,2); 7,25
(1H, s); 7,27 (1H, d, 15,2); 7,47 (2H, d, 7,2).

RMN *C: 42,9 (2) (CH); 55,3 (CH); 59,8 (CH); 60,8 (CH); 110,7 (C); 114,1 (2) (CH);
115,3 (CH); 125,8 (2) (CH); 129,1 (C); 129,8 (2H)c130,0 (C); 133,0 (C); 145,4 (C); 146,1
(C); 159,5 (C).

IR (pelicula); 1606; 1574; 1252; 1066; 948 ¢m

HMRS (m/z): Obtenido 392,0850 (M+H; esperado 392,0861 {§E1,3BrNOs").
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B. Derivados de isocombretastatina con anillos alifatps

1. Obtencion de la fenstatina 111

Br

n-BuLi ~
o o~ T';S'jc 0
O - e
> ~ v
COOH Y o
HNa O\
— ) 111
THF

2N

Se disuelven 11,7 g (47,4 mmol) de 5-bromo-1,2iBetoxibenceno en 60 ml de THF seco y
después se le afladen 27,3 mL (43,6 mmol) de n-BuL8 °C apareciendo un color amarillo.
La reaccion se deja agitando durante 1 h a bajpdeatura. En paralelo se disuelven en otro
matraz 3,00 g (18,9 mmol) de una mezclag/trans en proporcion 2:1 del acido 4-
metoxiciclohexanocarboxilico en 60 ml de THF se@® e afiaden poco a poco 2,30 g (95,9
mmol) de hidruro sodio a 0 °C. Tras una hora dediéa se mezclan las dos reacciones y se
deja agitando 24 h a temperatura ambiente. SedoatdNH,Cl| y AcOEt, se evapora el THF,
después se extrae con AcOEt, se seca ceB®ase evapora el disolvente y se obtienen 12,5

g del crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 1:1) y se aislan 5,40 g (17,51 mmol,

92 %) del compuestbll como mezclais/trans en proporcion 6:4.

(4-metoxiciclohexil)(3,4,5-trimetoxifenilymetanona(111):

Isbmero mayoritario:

RMN H: 1,25-2,12 (9H, m); 3,20 (1H, m); 3,28 (3H, s);B(8H, s); 3,85 (6H, s); 7,16 (2H,
S).

RMN 3C: 23,8 (2) (CH); 28,7 (2) (CH); 44,3 (CH); 55,4 (CH); 56,2 (2) (CH); 60,8 (CH);
74,4 (CH): 104,6 (2) (CH); 131,5 (C); 137,7 (C)315(2) (C); 202,0 (C).
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Isbmero minoritario:

RMN H: 1,25-2,12 (9H, m); 3,34 (3H, s); 3,45 (1H, m);38(8H, s); 3,87 (6H, s); 7,16 (2H,
S).

RMN *3C: 27,7 (2) (CH); 31,1 (2) (CH); 44,4 (CH); 56,7 (CH); 56,3 (2) (CH); 60,8 (CH);
78,5 (CH); 105,8 (2) (CH); 131,4 (C); 137,5 (C)31%(2) (C); 202,0 (C).

IR (pelicula): 1672; 1580; 1236; 1126; 1005 ¢m
HMRS (m/z): Obtenido 331,1516 (M+N¥} esperado 331,1521 {f,,NaCs").

HPLC: Columna Gs tr: 14,4 min; §: 16,2 min.

2. Preparacion de la isocombretastatina 112

o @ S)

PPh,CHsl
/O 3 3 /O
n-BuLi
o o~ THF "o o~
e} -78°C o)
111 > 112

Se disuelven 670 mg (1,66 mmol) de la sal de fosfbren 40 ml de THF seco y se le afiaden
1,2 ml (1,33 mmol) de-BuLi a -78 °C y aparece un color amarillo. La maze mantiene
agitando durante 1 h a -78 °C en atmoésfera degeitrd y después se afladen 170 mg (0,55
mmol) de la mezclaig/trans de la cetond 11 disuelta en 10 ml de THF. La reaccion se agita
durante 24 h a temperatura ambiente, posteriornsenteata con NkCI y ACOEt, se evapora

el THF, se extrae con agua/AcOEt y se obtienen M§3de crudo de reaccién como una
mezclacis/trans en proporcion 6:4.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 8:2) y se aislan 64 mg (0,21 mmol,
38 %) del isbmero trans y 35 mg (0,11 mmol, 21 &)isbmero cis del compuestd2 como

un soélido blanco.

1,2,3-trimetoxi-5-(1-(4-metoxiciclohexil)etenil)beneno (112):

Isbmerocis:
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RMN *H: 1,43 (4H, m): 1,90 (4H,m); 2,38 (1H, m); 3,29 (34} 3,43 (1H, m); 3,83 (3H, s);
3,85 (6H, s); 5,02 (1H, s); 5,10 (1H, s); 6,51 (&M,

RMN *3C: 30,4 (2) (CH); 32,0 (2) (CH); 42,1 (CH); 55,7 (CH); 56,1 (2) (CH); 60,9 (CH);
79,3 (CH); 103,8 (2) (CH); 110,3 (GH 137,3 (C); 138,7 (C); 152,9 (2) (C); 154,0 (C).

IR (pelicula): 1617; 1578; 1456; 1236; 1123; 1008tm

HMRS (m/z): Obtenido 307,1908 (M+H; esperado 307,1909 {§1,7,04").
HPLC: Columna Gg tr: 18,6 min.

Isbmerotrans:

RMN *H: 1,25 (4H, m); 1,90 (2H, m); 2,14 (2H, m); 2,35 (IH); 3,18 (1H, m); 3,36 (3H,
s); 3,85 (3H, s); 3,87 (6H, s); 4,97 (1H, s); 518, s); 6,51 (2H, s).

3. Preparaciéon de la oxima 113

o Nl,OH
0 NH,OH.HCI 0
~o o~ MeOH ~o o~
o 70°C o
> 111 113

Se disuelven 50 mg (0,16 mmol) de la cetdhd en 5 ml de MeOH y se le afiaden 113 mg
(1,62 mmol) de clorohidrato de hidroxilamina. Laceion se agita durante 24 h a 70 °C. Se
evapora el metanol y se extrae con agua/AcOEt,esa son Ng5O, y se evapora el
disolvente obteniéndose 143 mg del crudo de rea@tmo mezclais/trans 2:1.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Heo@kt 8:2) y se aislan 13 mg (0,04 mmol,
25 %) del isomertrans del compuest@13como un aceite transparente.

Oxima de (4-metoxiciclohexil)(3.4,5-trimetoxifenilinetanona (113):

Isbmero mayoritario: datos sacados de la mezcla
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RMN 'H: 1,24-2,15 (8H, m); 2,45 (1H, m); 3,20 (1H, m); 8,@H, s); 3,85 (3H, s); 3,87
(6H, s); 6,61 (2H, s).

Isbmero minoritario:

RMN H: 1,14 (2H, m); 1,28 (2H, m); 1,87 (2H,m); 2,05 (2H): 2,37 (1H, m); 3,03 (1H,
m): 3,30 (3H, s); 3,80 (3H, s); 3,82 (6H, s); 6(2H, S).

RMN *3C: 28,4 (2) (CH); 31,4 (2) (CH); 43,5 (CH); 55,6 (Ch); 56,2 (2) (CH); 60,8 (CH);
78,8 (CH); 104,6 (2) (CH); 128,9 (C); 138,0 (C)315(2) (C); 162,0 (C).

IR (pelicula): 3442; 1576; 1398; 1236; 1125; 1005tm
HMRS (m/z): Obtenido 324,1812 (M+H; esperado 324,1811 {fE1,6NOs").

HPLC: Columna Gs tr: 4,3 min; k: 5,3 min.

4. Obtencioén del alcohol 114

o HO
NaBH,
MeOH
o o~ 0°C o o~
O\ O\
114

Se disuelven 2,00 g (9,51 mmol) de 3,4,5-trimetwedafenona en 30 ml de MeOH vy se le
afiaden poco a poco 440 mg (11,63 mmol) de boralmidsddico a 0 °C. La mezcla se
mantiene en agitacion 4 h, luego se evapora elnoketase extrae con agua/AcOEt, se seca
con NaSQ,, se evapora el disolvente y se obtienen 1,920 mol, 95 %) del compuesto

114como un aceite transparente.

1-(3,4,5-trimetoxifenil)etanol (114):

RMN *H: 1,48 (3H, d, 6,4); 3,81 (3H, s); 3,86 (6H, S);44(&8H, c, 6,4); 6,61 (2H, ).

RMN *3C: 25,2 (CH); 56,1 (2) (CH); 60,7 (CH); 70,4 (CH); 102,1 (2) (CH); 136,9 (C);
141,8 (C); 153,2 (2) (C).
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IR (pelicula): 3470; 1592; 1234; 1127; 1007 ¢m

5. Bromacion del alcohol 114

HO Br _
PBrj +
THF
o f 0~ Y >0~ 3 o~ o i o~
(o) (ONg 2N

~
114 115 116

Se disuelven 1,92 g (8,95 mmol) 4 en 30 mL de THF y después se afiadeny@5@.0,10
mmol) de tribromuro de fésforo a 0 °C. La reaccéénagita durante 2 h, luego se evapora el
THF, se extrae con agua/AcOEt, se seca caid®a se evapora el disolvente y se obtienen

2,40 g de crudo de reaccion.

El crudo se purifica por cromatografia flash (Hex@%kt 8:2) separandose 2,00 g (7,27 mmol,
81 %) del compuestbl5y 150 mg (0,77 mmol, 9 %) del compueid.

5-(1-bromoetil)-1,2,3-trimetoxibenceno (115):

RMN *H: 2,01 (3H, d, 6,8); 3,83 (3H, s); 3,87 (6H, s);15(1H, ¢, 6,8); 6,64 (2H, ).

RMN 3C: 25,0 (CH); 55,6 (2) (CH); 60,4 (CH); 70,1 (CH); 101,9 (2) (CH); 102,8 (C);
141,6 (C); 152,8 (2) (C).

IR (pelicula); 1591; 1461; 1327; 1235; 1127; 833'tm

1,2 ,3-trimetoxi-5-vinilbenceno (116):

RMN 'H: 3,84 (3H, s); 3,88 (6H, s); 5,20 (1H, d, 11,284%6(1H, d, 17,6); 6,60 (1H, dd,
11,2, 17,6); 6,63 (2H, ).

RMN *3C: 56,0 (2) (CH); 60,8 (CH); 103,2 (2) (CH); 113,2 (C#t 133,3 (C); 136,7 (CH);
139,8 (C): 153,2 (2) (C).

IR (pelicula); 1583; 1505; 1462; 1326; 1238; 1128'tm
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6. Preparacion del compuesto 117

Br
H
o o~ DMF ~o
O reflujo
115

Se disuelven 1,00 g (3,63 mmol) @25 en 15 ml de DMF y después se le afladen 450

(4,55 mmol) de piperidina. La reaccion se agitaadte 48 h a temperatura ambiente
controlandose por cromatografia de capa fina, lssgagalienta a 90 °C, posteriormente se
trata con hielo y agua, se extrae con AcOEt, sa sat NaSQy, se evapora el disolvente y se

obtienen 631 mg (2,26 mmol, 62 %) del compué&dfbcomo un aceite naranja.

1-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)etil)piperidina (117)

RMN *H (MeOD): 1,33 (3H, d, 6,6); 1,39 (4H, m); 1,54 (2H, m);2H, m): 3,23 (1H, c,
6,6); 3,73 (3H, s); 3,81 (6H, s); 6,61 (2H, 3).

RMN C (MeOD): 20,2 (CH); 25,4 (CH); 26,8 (2) (CH); 53,0 (2) (CH); 56,7 (2) (CH);
61,1 (CH); 67,4 (CH); 106,2 (2) (CH); 138,2 (C); 140,6 (T54,4 (2) (C).

IR (pelicula): 1590; 1503; 1125; 1012 ¢m

HMRS (m/z): Obtenido 280,1894 (M+H; esperado 280,1913 {§E,6NOs").

7. Obtencién del compuesto 118

NaCNBH3 :@)\N
1) MEOH/HCI  ~
Q 2) MW OH

Se disuelven 400 mg (1,90 mmol) de 3,4,5-trimetetafenona en 20 ml de MeOH y se le

afiaden 290 mg (2,86 mmol) de 4-piperidinol, 155 ({@®F3 mmol) de cianoborohidruro

sodico y 3 gotas de acido clorhidrico. La reacaéragita durante 1 h a 0 °C y mantiene la
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agitacion durante 24 h a de temperatura ambienttepormente se evapora el MeOH y se
obtiene 420 mg del crudo de reaccion. En la RMNbtse observé evolucion de la reaccion.
El mismo crudo se vuelve a poner en el microondasro durante 3 min utilizando la silice

como soporte y se observo la evolucion de estaitgac

El crudo se purifica por cromatografia flash (HexDkt 6:4) aislandose 230 mg (0,78 mmol,
41 %) del compuestbl8en forma de aceite amarillo.

1-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)etil)piperidin-4-ol (118):

RMN *H: 1,23 (3H, d, 6,4); 1,41 (2H, m); 1,73 (2H, m); 4.@H, m); 2,58 (2H, m); 2,78
(2H, m): 3,18 (1H, m); 3,50 (1H, sa); 3,69 (3H,3)2 (6H, s); 6,42 (2H, ).

RMN 3C: 20,5 (CH); 34,7 (2) (CH); 48,9 (CH); 56,6 (2) (CH}; 61,3 (CH); 65,7 (2) (CH;
68,1 (CH); 104,9 (2) (CH); 137,1 (C); 140,0 (C)315(2) (C).
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V1. Determinacion de la solubilidad acuosa;

Una vez sintetizados los compuestos se han realiksdensayos de la solubilidad acuosa
para completar los objetivos de este trabajo. Pmase decidi6 medir la solubilidad en un
tampon fosfato a pH 7, ya que es el pH fisiolégicmn las condiciones en las que se realizan

los ensayos bioldgicos de estos compuestos.

Para la realizacion de los ensayos de la solublilsgautilizé espectrofotometro Helios Alpha
Thermo Spectronic para medir la absorbancia dedogpuestos.

En primer lugar se realiza un barrido en el esp@atimetro desde 270 a 400 nm para
determinar lah de absorbancia maxima de cada compuesto. A cawciim se realizan las

rectas de calibrado para cada compuesto.

Para la realizacion de la recta de calibrado segpaeuna disolucion del compuesto en DMSO
con una concentracion de 1Q@/mL, a partir de la cual se preparan 6 cubetas de
concentraciones que van desde 1 hastagl®L. Las cubetas se preparan con un volumen
final de 300uL, de los cuéales 270 seran de DMSO, disolventenicganuy polar utilizado
por ser miscible con agua ademas de por su elesaoicidad para disolver compuestos
organicos, y 3@L de tampon fosfato que va a mantener el pH déslaution entorno a 7, a

pH fisioldgico.

Una vez preparadas las cubetas, se toma la mwestnaenor concentraciony@mL) y se
lleva a cabo un scan o barrido entre los 270 ytd(Qpara conocer la longitud de onda a la
gue el compuesto presenta un maximo de absorbgpigia sera la longitud de onda a la que
se realizaran el resto de medidas. En la mayoriasdeasos ésta suele estar entorno a los 300
nm, caracteristica de compuestos aromaticos colesl@nlaces conjugados. Después, a la
longitud seleccionada, se mide la absorbancia die gaa de las cubetas, la cual se representa
frente a la concentracion de cada una. Los puritenmlos se ajustan a una recta, que es la
recta patron o de calibrado que posteriormentaragrara determinar la concentracion de las
muestras de estudio.

Para los ensayos de solubilidad se pesaron mueirastre uno y dos miligramos de cada
compuesto y se le afiade 300 pL del tampon fosfate yone en agitacion 48 horas. Para
saber la cantidad de compuesto que se ha disueibtampon, se mide la absorbancia a una
determinada longitud de onda que presenta el costpaiésuelto en el tampdn y se compara

con las absorbancias de una recta patron o recalibeado realizada previamente.
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Se han determinado la solubilidad acuosa de vamwspuestos sintetizados, familia de
combretastatinas, fenstatinas e isocombretasta®ban detallado los resultados obtenidos

en la tabla siguiente:

Compuesto Solubilidad Compuesto Solubilidad
(pg/ml) (ng/ml)

12 48 52 65
13 30 54 11
14 9 55 21
15 11 57 153
16 107 61 4,4 mg/ml
17 123 62 1,0 mg/ml
18 84 66 >5 mg/ml
20 2,5 mg/ml 71 110
21 74 73 102
22 1,5 mg/ml 80 71
33 34 82 7
34 583 87 1,0 mg/ml
35 136 90 48
36 10 91 44
37 13 97 52
40 62 104 6
50 44 105 10
51 679

Tabla 21: valores de solubilidad en un tamp6n demlDNaPi a pH 7 de los compuestos sintetizados.

240




Parte experimental

VII. Actividad biologica

Para realizar los ensayos de inhibicion de la paimacion de la tubulina se han seguido los

tres pasos siguientes:

- Aislamiento de la proteina microtubular a partir de cerebros de ternero.

- Ensayos de inhibicion de polimerizacion de la tubia, en el cual se hace un
cribado con el fin de seleccionar los compuest@sdun mejores resultados.

- Determinacién de la 1Gy, de los compuestos que presentan una inhibicion de

polimerizacién de la tubulina mayor del 50 % a ooacentracion de 5 M.

1. Aislamiento de la proteina:

Partiendo de cerebros de ternero sacrificados ghmidia del aislamiento, se extrae en una
camara fria a 4 °C la sustancia gris, rica en pratmicrotubular o tubulina, evitando en la
medida de lo posible tomar restos de otros teji@esafiade tampdn de extraccién (EB) en
una relacion de 1 mL por gramo de cortex pesados(@60 g) y se homogeniza con mucho
cuidado con el potter, ain en la camara fria.
A partir de este punto, se realizan una serie dgb@ciones y centrifugaciones a 4 °C y 37 °C,
alternativamente, que permiten aislar la proteiesedda, gracias a su capacidad de
polimerizar y formar microtibulos a 37 °C y desp@rizar a 4 °C. Asi, cuando se lleva a
cabo la centrifugacion a 4 °C la proteina se ertcaigtespolimerizada y permanece en el
sobrenadante, mientras que a 37 °C, la tubulinensaentra en forma de microtibulos y
forma parte del precipitado resultante.
En primer lugar, se centrifuga a 4 °C y 31k rpmadte una hora. Después de este primer
centrifugado el resultado es un precipitado muyndbate, homogéneo y de color crema que
contiene restos celulares y de tejido, pero solatéieara el sobrenadante, que contiene la
tubulina en forma de subunidades. A este sobretadarle aflade lo necesario para que en el
siguiente paso la tubulina sea capaz de formaniotubulos:

- Tampon de ensamblaje (que contiene iones magng@sinercaptoetanol).

- Glicerol hasta una concentracion de 3,5 M

- GTP (hasta una concentracion de 0,5 mM)

- PMSF (hasta una concentracion de 1 mM)
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El volumen resultante se mantiene a una temperdeu8¥ °C durante 45 minutos para que la
proteina polimerice durante 45 minutos y despué&estifuga a 37 °C durante 90 minutos a
31k rpm.
Después de este segundo centrifugado, al contopr@ antes, se escoge el precipitado
(gelatinoso) que contiene la proteina polimerizaada resuspende en:

- TampOn de ensamblaje

- 1mM GTP (200 pL de 0,1 M stock por cada 20 mL dewen afiadido)
Esta suspension se homogeniza, se enfria en tasdogpe despolimerice durante 30 minutos
Yy, posteriormente, se centrifuga a 32k rpm durdftminutos a 4 °C.
Al igual que antes, al sobrenadante obtenido (btestdaro), se le afiade lo necesario para una
nueva formacion de microtubulos:

- GTP (hasta 0,5 mM)

-  PMSF (hasta 1 mM)
Se polimeriza a 37 °C durante 30 minutos y se itegéra 32k rpm durante 45 minutos y a 37
°C.
Se recoge el precipitado de aspecto gelatinosodegeenfriar en hielo durante 5 minutos
para después afadir el tampon 1XAB y el GTP (0,5).nBéte precipitado resuspendido
proveniente del segundo ciclo de polimerizaciorgdiserizacion se alicuota en volimenes
de 250 pL (obteniendo un volumen total entre 2BmglL), que se congelan rapidamente en
nitrogeno liquido y se guardan en un congelad80&€, hasta su posterior uso.
De esta forma, se obtiene MTP o proteina microarbabnstituida por tubuling tubulinap
y MAPs o proteinas asociadas a microtubulos. Elineiento promedio de cada purificacién
(utilizando como material de partida 300 g de ®jidue de 0,3-0,5 mg de proteina

microtubular (MTP) por gramo de tejido.

2. Ensayo de actividad:

Las alicuotas de proteina microtubular (MTP) sed®gelan rapidamente en un bafio de agua
a 20 °C y se resuspenden en 1 mL de tampdn de blagamor alicuota. La suspensiéon se
somete, cuidadosamente, a agitacion magnética seavéielo durante 30 miutos, se
centrifuga 30 minutos a 4 °C y 50000 rpm (para detap el segundo ciclo de
polimerizacién/despolimerizacion). Se recoge elrso@dante y se realiza el ensayo de
Bradford para determinar la concentracion de pmatédtal; tipicamente 4,0 mg/mL (valor
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medio por preparacion). Para esta concentracigmateina, se toma 125 pL de MTP, 5 pl de
disolucion 2 mM de los ligandos en DMSO (para uoacentracion de compuesto 20 uM),
15 pL de DMSO y 355 ul de tampdn (ensamblaje +dVb GTP), hasta completar los 500
pL del volumen final.

Las muestras se incuban a 20 °C durante 30 minperspitiendo la interaccion de los
ligandos con la proteina microtubular. A contindacise enfrian en un bafio de hielo durante
10 minutos y se introducen en el espectrofotdmeteoabsorbancia se registra a 450 nm
durante todo el proceso. Tras un periodo de estatibn a 4 °C, aproximadamente 5
minutos, la temperatura se eleva a 37 °C. Cuandidarbancia se estabiliza, se vuelve a

cambiar la temperatura a 4 °C y la absorbanciarewsedisminuir.

3. Determinacion de la 1G, de la inhibicion de la polimerizacién de la

tubulina:

La ICsp es la concentracion a la cual el compuesto inlailpolimerizacion de la proteina en
un 50 %.

El procedimiento seguido en el ensayo de IPT esctaxeente igual al explicado

anteriormente, variando Unicamente la concentradéh ligando para el que se quiere
calcular la IG,. Generalmente cada ligando se ensaya al menascanaentraciones 0,5, 2,

4,6y 10 uM, aunque pueden variar en funcién delportamiento de cada compuesto.
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En la tabla siguiente se resumen los ensayos d@didm de la polimerizacion de la tubulina
y se indican la concentracién probada y el por¢gerda inhibicién producida. Todos los

resultados son para una concentracion final dejpr@tl mg/mL.

CONC CONC
comp % INHIB ICs, | comp % INHIB | ICs,
(1M) (uM)
0,5 16 2 20
1 28 4 36
13 ’ > 1,9 79 ° 40 6,2
4 84 6 40
5 90 10 74
20 100 20 83
2 22 0,5 20
4 45 % 1 43 11
50 > > 5,1 2 9
10 65 5 92
15 85 0,5 43
20 92 1 49
2 39 97z 2 79 0,8
4 70 4 84
73 5 63,5 2,5 c g5
10 76 0,5 20
20 80 1 36
2 9 105 2 37 1,2
4 36 4 78
74 5 47 6,0 5 97
10 64
20 78

Tabla 22: Valores de inhibicion de la polimerizacie la tubulina de los compuestos seleccionadistiatas

concentraciones e gobtenidas.
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CONCLUSIONES

En este trabajo de Tesis Doctoral se ha llevadab® ¢a sintesis y evaluacion de nuevos

analogos nitrogenados de combretastatinas. Asars@btenido y evaluado compuestos que

incorporan modificaciones tanto en el anillo A coemoel anillo B como en el puente.

Los resultados obtenidos se resumen en las stgaieanclusiones:

>

La reaccion de Wittig y el empleo de derivados oogaetélicos constituyen la
metodologia sintética empleada para la obtencidn lreenos rendimientos de los

derivados de combretastatina, fenstatina e isoceiadiatina.

Se han sintetizado 52 compuestos que incorporgrupo nitrogenado en el anillo B

y 30 compuestos que lo hacen en el anillo A.

Los resultados de los ensayos de solubilidad acoassstran que, en general, los
compuestos sintetizados son mas solubles que elpumsto de referencia,

Combretastatina A-4.

Los compuestos en forma de sal de amonio han adsuster los mas solubles que se
han obtenido. Sin embargo, estos compuestos nmbatrado una elevada inhibicién

de la polimerizacion de tubulina a las concentraesoensayadas.

De las modificaciones llevadas a cabo en el aBiJlsolamente la isocombretastatina

con un anillo de p-dimetilaminofenilo tiene unaiddad comparable a la de la CA-4.

La sustitucién de uno de los metoxilos del anillpd un grupo amino, metilamino o
dimetilamino, ha dado lugar a compuestos a compsiegte inhiben la polimerizacion
de tubulina con una potencia semejante a la de (s# implica que, a pesar de la
importancia que tiene el anillo de 3,4,5-trimetewrifo para la actividad, es posible

introducir algunas modificaciones.

Se han combinado el anillo A de 3,4,5-trimetoxii@ny el anillo B de piridina
sustituida con dimetilamino, pirrolidina o sin ststentes, unidos por puentes de
combrestastatina, fenstatina o isocombretastefiedhan obtenido compuestos menos

potentes pero muy solubles en agua.
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