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1.- Resumen / Abstract:

Resumen:

Actualmente existe una gran necesidad de encontrar farmacos anticancerigenos debido
a los problemas de resistencia a los mismos, la baja selectividad de muchos de ellos y por tanto
los efectos secundarios que producen. Una estrategia es la bdsqueda de compuestos
antitumorales especificos que interaccionen con dianas farmacoldgicas implicadas en los
procesos oncogenicos.

En este trabajo se ha preparado dos familias de compuestos como inhibidores de la
enzima JAK-2 involucrada en diferentes tipos de cancer y enfermedades mieloproliferativas.

Ambas familias de compuestos han sido sintetizadas mediante una reaccion
multicomponente, a partir de la quinona heterociclica, 6-hidroxibenzotiofen-4,7-diona.

La primera de esta familia la constituyen derivados tipo 2-amino-tieno[2,3-
flbenzofuran-4,8-diona, que se han obtenido a partir de la reaccion multicomponente de dicha
quinona con diferentes isonitrilos y aldehidos sustituidos, generando compuestos con dos
puntos de diversidad estructural.

La segunda familia, derivados tipo 2-amino-3-ciano-4H piranos, han sido sintetizados
mediante la reaccién multicomponente de 6-hidroxibenzotiofen-4,7-diona, malononitrilo y
diferentes aldehidos, generando en este caso estructuras con un solo punto de diversidad
estructural.

Las principales interacciones de estos compuestos en el sitio activo de JAK2, han sido

analizados por estudios de modelizacion tipo Docking.

Abstract:

Currently there is a great need to find anticancer drugs due to the problems of
resistance to them, the low selectivity of many of them and therefore the side effects they
produce. One strategy is the search for specific antitumor compounds that interact with
pharmacological targets involved in oncogenic processes.

In this work, two families of compounds have been prepared as JAK-2 inhibitors. This
enzyme is involved in different types of cancer and myeloproliferative diseases.

Both families of compounds have been synthesized by a multicomponent reaction, from
the heterocyclic quinone, 6-hydroxybenzothiophene-4,7-dione.



The first family is formed by 2-amino-thieno [2,3-f] benzofuran-4,8-dione derivatives,
which have been obtained through a multicomponent reaction from the mentioned quinone,
different isonitriles and different substituted aldehydes, generating compounds with two points
of structural diversity.

The second family, Includes 2-amino-3-cyano-4H pyran derivatives, synthesized in
similar way by the multicomponent reaction of 6-hydroxybenzothiophene-4,7-dione,
malononitrile and different aldehydes. In this case, the obtained compounds only have a point
of structural diversity.

The key interactions of these compounds in the active site of JAK2, have been analyzed
by Docking studies.



2.- Introduccion.

El cancer es una de las enfermedades mas comunes en la actualidad. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud, constituye la segunda causa de muerte a nivel mundial, con
9,6 millones de muertes el pasado 2018. Ademas, se estima que esta cifra se eleve a 23,6
millones para el afio 2030.!

Actualmente, los tres principales tratamientos contra el cancer son la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. En cuanto a esta Gltima, la baja selectividad de los farmacos
actuales, para las celulas tumorales frente a las normales, provoca toxicidad y la generacion de
mecanismos de resistencia por parte de las células. Esto no sélo disminuye la efectividad del
farmaco frente a esta enfermedad, sino que debido a que también interaccionan con las células
normales del organismo, dan lugar a efectos secundarios muy graves que pueden incluso, causar
la muerte del paciente.? Por este motivo las investigaciones mas recientes se han dirigido hacia
la busqueda de farmacos que actlen en dianas especificas, que intervengan selectivamente en
la funcién de las vias de sefializacion celular de las células cancerigenas.

En este trabajo se persigue la busqueda de nuevos inhibidores selectivos de la ruta
oncogenica JAK-STAT. Se ha observado, en diversos tipos de cancer, una sobreexpresion de
proteinas quinasas que intervienen en esta ruta de sefializacion, como la proteina JAK2, por lo
que resultan dianas muy atractivas® para permitir el descubrimiento de nuevas moléculas

susceptibles de transformarse en farmacos antitumorales.

2.1.- Ruta JAK-STAT

La ruta JAK-STAT es una ruta de sefializacion intracelular que interviene en procesos

celulares como la hematopoyesis, procesos inmunitarios, procesos embriolégicos, entre otros.

! Organizacion mundial de la salud, https://www.who.int/cancer/en/.

2 Chakraborty, S.; Rahman, T. Ecancer 2012, 6, 1-5.

% Recio, C.; Guerra, B.; Guerra-Rodriguez, M.; Aranda-Tavio, H.; Martin-Rodriguez, P., de Mirecki-Garrido,
M.; Brito-Casillas, Y.; Garcia-Castellano, J.M., Estévez-Braun, A., Fernandez-Pérez, L. Oncogen 2019. 38, 4657-
4668.
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Esta ruta regula la expresion genética, que esta involucrada en la proliferacion celular,
la diferenciacion, la migracion celular y la apoptosis.*®

La sefializacion comienza cuando las citocinas, interleucinas o los factores de
transcripcion, hormonas que se encuentran fuera de la célula, se unen a sus respectivos
receptores transmembrana. Cada hormona ligando se une a dos moléculas de receptor, lo que
provoca un cambio conformacional que hace que estos receptores se aproximen y se unan
formando un dimero. Cada uno de los monomeros de receptor tiene asociado una proteina
quinasa JAK que al aproximarse en el espacio, debido a la dimerizacion de los receptores, se
fosforilan la una a la otra, lo cual produce un aumento de la capacidad de fosforilacion de estas
enzimas quinasas, es decir produce su activacion. La activacion de las proteinas JAK, da lugar
a la fosforilacién de residuos de tirosina en la region citoplasmatica del receptor, creando sitios
de union para otras proteinas denominadas STAT, que se encuentran en estado latente en el
citosol de la célula. Entonces las STAT ancladas al receptor son fosforiladas por las enzimas
quinasas JAK, provocando su union a otra proteina STAT y por tanto su dimerizacion. Estos
dimeros denominados pSTAT constituyen los mensajeros que viajan hacia el nucleo celular,
penetran la membrana del nacleo y se unen al ADN, activando la transcripcion de los genes

especificos que regulan la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis de la célula.’

4 Rawlings, J.S.; Rosler, K.M.; Harrison, D.A. J. Cell Sci. 2004, 117, 1281-12

® Luo, N; Balko, J.M. Role of JAK-STAT Pathway in Cancer Signaling. Predictive Biomarkers in Oncology
[Online]; Badve S., Kumar G. (eds), Springer, Cham: 2019; pp 311-3109.
https://link.springer.com/chapter/10.1007%2F978-3-319-95228-4_26#citeas

6 Jatiani, S.S.; Baker, S.J.; Silverman, L.R.; Reddy, E.P. Genes & cancer 2010, 1 (10), 979-993.

" Villarino, A.V.; Kanno, Y.; Ferdinand, J.R.; O'Shea, J.J.; J. Immunol. 2015,194(1), 21-27.
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Figura 1. Mecanismo de la ruta JAK-STAT .8

Por otro lado, la regulacién negativa de una ruta de sefializacion es el mecanismo que
poseen las células para desconectar la cascada de sefializacion, inhibiendo asi la ruta. Es decir,
es la manera de regular la amplitud de la sefializacion y de evitar que esta ruta esté
permanentemente activa en el tiempo. La regulaciéon negativa de la ruta JAK-STAT, esta
mediada por tres mecanismos diferentes que implican proteinas reguladoras. El primero implica
a las proteinas tirosina fosfatasas (PTP), las cuales desfosforilan a las proteinas JAK activadas.
Otro mecanismo de regulacion negativa es el de los supresores de sefializacion de citoquinas
(SOCS), que compiten con las proteinas STAT por el sitio de unién al receptor de citoquinas.
El tercer mecanismo, involucra a los inhibidores de las proteinas STAT activadas (PIAS), los
cuales inhiben la union de los dimeros STATs al ADN.°

En cuanto a los componentes de esta ruta de sefializacidn, encontramos siete proteinas
STAT diferentes en el ser humano: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B y
STATS, cada una de los cuales contiene siete dominios.® Por otro lado, existen cuatro tipos de
proteinas JAK en los seres humanos JAK1, JAK2, JAK3y TYK2,° todas estas proteinas JAK
se caracterizan por poseer cuatro dominios: Un dominio de quinasa (JH1) con actividad tipica

de quinasa, es decir es el encargado de llevar a cabo la fosforilacion del sustrato. Contiguo a

8 Aranda-Abreu, G.M.; Coria Avila, G.A.; Locia-Espinoza, J.; Hernandez-Aguilar, M.E.; Manzo-Denes, J.; Rojas-
Durén, F.; Soto Cid, A.H., Yerena-Aguilar, C.E. Neurobiologia [Online], 2013.
https://www.uv.mx/eneurobiologia/vols/2013/8/Locia/HTML.html

% Kiu, H.; Nicholson, S.E. Growth Factors 2012, 30(2), 88—106.

10 Yamaoka, K.; Saharinen, P.; Pesu, P.; et Holt I11, V.; Silvennoinen, O.; O'Shea, J.J. Genome Biol. 2004, 5: 253.
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JH1 encontramos un dominio de pseudo quinasa (JH2) que es inactivo frente al sustrato, pero
que es capaz de llevar a cabo la fosforilacion de sus residuos Ser °2 y Tyr 57°, que se ha visto
que son sitios de regulacion negativa para la actividad catalitica de la enzima, al inhibir la
actividad del dominio JH1.1* A continuacion, contienen un dominio SH2 y finalmente, en el
extremo amino terminal, encontramos el dominio FERM que interviene en la unién de la

proteina con el receptor transmembrana. '

JH2 JH1

| | |
| I |

Carboxyl

PseudokinaseI Kinase g
terminus

® © @®

Figura 2. Dominios de las proteinas JAKs.1

La activacion aberrante o persistente de la via JAK/STAT se ha encontrado en diferentes
afecciones inflamatorias, cancer y enfermedades autoinmunes.?3

Dentro de la familia JAK, la enzima JAK2 juega un papel importante en el crecimiento
celular y la supervivencia.'? Existen evidencias que sugieren que la sefializacion aberrante de
JAK?2 esta implicada en tumores s6lidos como el cancer colorrectal, cAncer de mama, cancer de
pulmén, cancer de prostata, etc.'2 Por ejemplo, se ha reportado que la inhibicion de la via
JAK2/STAT3 conduce a la apoptosis en las células cancerigenas del cancer colorrectal.* Por
lo que no es de extrafiar que se haya convertido en los ultimos afios en una diana para el
tratamiento del cancer.?

Ademas de esto, en el afio 2005 cuatro grupos de investigacion encontraron casi de

manera simultdnea una mutacién en el dominio de pseudoquinasa (JH2) de la proteina JAK2,

1 Silvennoinen, O.; Ungureanu, D.; Niranjan, Y.; Hammaren, H.; Bandaranayake, R.; Hubbard, S.R.; Biochem.
Soc. Trans. 2013, 41(4)1002-1007.

2 Eight, L.T.; Wei-Chun, H.F.; Min-Wu, C.; Tzu-Ying, S.; Chao-Di, C.; Yi-Ying, C.; Jui-Hua, H.; Huang-Ju, T.;
Han-Li, H.; Shiow-Lin, P.; Kai-Cheng, H. Front. Pharmacol. 2018, 9:1379, 1-14.

13 Banerjee, S.; Biehl, A.; Gadina, M.; Hasni, S.; Schwartz, D.M. Drugs 2017, 77, 521-546.

14 Zhang, X.; Fayong, H.; Geng, L.; Guodong, L.; Yang, X.; Liu, L. Zhang, R.; Zhang, B.; Feng, Y. Cell Death
Dis. 2018, 9:25, 1-13.
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la cual denominaron mutacion JAK2 V617F 1516171819 Esta mutacion surge de la sustitucion
de una valina por una fenilalanina en el codon 617, lo cual interrumpe la actividad inhibitoria
de dicho dominio de pseudoquinasa (JH2) sobre el dominio de quinasa (JH1), provocando asi
una actividad descontrolada e independiente de las citocinas, de la mutante JAK2 V617F.%°

La mutacion JAK2V617F se ha asociado con enfermedades como la trombocitosis,
mielofibrosis, leucemia y linfoma.?

Se ha observado la presencia de dicha mutacién JAK2 V617F en la mayoria de los
pacientes con cancer mieloproliferativos (neoplasias mieloproliferativas), concretamente se ha
encontrado en aproximadamente el 90% de los pacientes con policitemia vera y cerca del 50%
de los pacientes con trombocitosis esencial y mielofibrosis primaria,1*20:2122.23.

Sin embargo, aunque JAK2 V617F es la mutacion mas comun en estas enfermedades,

se han encontrado otras mutaciones de esta enzima dentro del axén 12.2*

15 Baxter, E.J.; Scott, L.M.; Campbell, P.J.; East, C.;Fourouclas, N.;Swanton. S; Vassiliou, G.S.; Bench,
A.J.; Boyd, E.M.; Curtin, N.; Scott, M.A.; Erber, W.N.; Green, A.R. Lancet 2005, 365, 1054-1061.

16 James, C.; Ugo, V.; Le Couedic, J.P.; Staerk, J.; Delhommeau, F.; Lacout, C.; Garcon, L.; Raslova, H.; Berger,
R.; Bennaceur-Griscelli, A.; Villeval, J.L.; Constantinescu, S.N.; Casadevall, N.; Vainchenker, W. Nature 2005,
434, 1144-1148.

17 Kralovics, R.; Passamonti, F.; Buser, A.S.; Teo, S.S.; Tiedt, R.; Passweg, J.R.; Tichelli, A.; Cazzola, M.; Skoda,
R.C. N. Engl. J. Med. 2005, 352, 1779-1790.

18 Levine, R.L.; Wadleigh, M.; Cools, J.; Ebert, B.L.; Wernig, G.; Huntly, B.J.P.; Boggon, T.J.; Wlodarska,
I.; Clark, J.J.; Moore, S.; Adelsperger, J.; Koo, S.; Lee, J.C.; Gabriel, S.; Mercher, T.; D'Andrea, A.; Frohling, S.;
Déhner, K.; Gilliland, D.G. Cancer Cell 2005, 7, 387-397.

19 Zhao, R.; Xing, S.; Li, Z.; Fu, X.; Li, Q.; Krantz, S.B.; Zhao, Z.J. J. Biol. Chem. 2005, 280, 22788-22792.
DJelinek, J.; Oki, Y.;Gharibyan, V.; Bueso-Ramos, C.; Prchal, J.T.; Verstovsek, S.;Beran, M.; Estey,
E.; Kantarjian, H.M.; Issa, J.P. Blood 2005; 106, 3370-3373.

21 | evine, R.L.; Loriaux, M.; Huntly, B.J.P.; Loh, M.L.; Beran, M.; Stoffregen, E.; Berger, R.; Clark, J.J.; Willis,
S.G.; Nguyen, K.M.; Flores, N.J.; Estey, E.; Gattermann, N.; Armstrong, S.; Look, A.T.; Griffin, J.D.; Bernard,
O.A.; Heinrich, M.C.; Gilliland, D.G.; Druker, B.; Deininger, M.W.N. Levine R.L. et col. Blood 2005, 106, 3377-
3379.

22 | evine, R.L.; Pardanani, A.; Tefferi, A.; Gary Gilliland, D. Nat. Rev. Cancer. 2007, 7, 673-683.

23 Seott, L.M.; Scott, M.A.; Campbell, P.J.; Green, A.R. Scott L.M. et col. Blood 2006, 108, 2435-2437.

24 Verstovsek S. American Society of Hematology. Education Program, 2009, 636-642.
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2.2.- Inhibidores de JAK?2.

Como se ha comentado anteriormente, la sobreexpresion de JAK2 en diversos
canceres,’? la ha convertido en una excelente diana oncogénica. Lo cual unido al
descubrimiento de la mutacion JAK2 V617F y su presencia en las enfermedades
mieloproliferativas, ha fomentado la busqueda de inhibidores de esta quinasa, como posibles
farmacos para el tratamiento de estas enfermedades.®

Algunos ejemplos de inhibidores de JAK2 que han conseguido pasar a fase clinica para
el tratamiento de las enfermedades mieloproliferativas son los siguientes:

El ruxolitinib (Figura 3), que presenta un valor de 1Cso de 2,8 nM para JAK2 y de 3,3
nM para JAKL. Fue el primer inhibidor de JAK2 en entrar en fase clinica y de momento el
unico inhibidor de JAK1 y JAK2, utilizado como farmaco para el tratamiento de estas
enfermedades. Este farmaco permite paliar y controlar los efectos hiperproliferativos de estas
enfermedades, pero no elimina la enfermedad.®

Otro ejemplo, lo constituye lestaurtinib, que presenta un valor de ICso de 1 nM para
JAK2 y que entro en fase clinica 1 y 2 pero fue retirado, debido a los efectos adversos que
provocaba, en los que se incluye trombocitopenia (recuento bajo de plaquetas), anemia, diarrea
y nauseas.?

El compuesto denominado XL019 es un potente inhibidor de JAK2, muy selectivo, con
un valor de 1Cso de 2 nM. También entro en fase clinica 1, sin embargo, fue retirado debido a
su neurotoxicidad.?®

Momelotinib es un inhibidor de JAK1 y JAK2, que poseen un valor de 1Cso de 11y 18
nM para JAKL1 y JAK2 respectivamente. Continta en la etapa 3 de la fase clinica, para el
tratamiento de las enfermedades mieloproliferativas.®

Pacritinib es otro de los inhibidores de JAK2, que contintia en fase clinica para el
tratamiento de estas mismas enfermedades y posee un valor de ICso de 23 nM para JAK2, siendo
bastante selectivo.®

Fedratinib también es un inhibidor muy selectivo de JAK2 y presenta un valor de ICso

de 3 nM para esta enzima. Aunque llego a la etapa Il de la fase clinica para el tratamiento de

25 Luo, N.; Balko, J.M. Role of JAK-STAT Pathway in Cancer Signaling. En Predictive Biomarkers in Oncology
[Online]. Badve, S.; Kumar, G., Ed. Springer: Cham, 2019; pp 311-319.
https://link.springer.com/chapter/10.1007%2F978-3-319-95228-4 26t#citeas
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las enfermedades mieloproliferativas, también fue retirado ya que provocaba trombocitopenia,

elevacidn de las transaminasas, anemia, entre otros efectos secundarios.?®
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Figura 3. Estructura de algunos inhibidores de JAK2 que han entrado en fase clinica.?®

Todos los inhibidores de JAK2 que han conseguido pasar a fase clinica hasta el
momento, son competitivos del ATP. Sin embargo, el bolsillo de unién del ATP en la enzima,
se encuentra en el dominio de quinasa JH1 y no en el de pseudoquinasa, que es en el que se
encuentra la mutacion JAK2 V617F. Esto hace que los actuales inhibidores de JAK2 no sean
especificos para la JAK2 mutante, sino que también inhiban la actividad de la JAK2 normal.

Ademas, debido a la estructura similar del sitio de unién de ATP en las enzimas de la familia
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JAK, en algunos casos también inhiben la actividad de otras JAK, como hemos visto en algunos
ejemplos anteriores. Todo ello tiene consecuencias negativas en la hematopoyesis normal,
dando lugar a efectos secundarios como trombocitopenia.?®?

Estudios de modelizacion molecular, de diferentes inhibidores conocidos en el bolsillo
de union al ATP de la enzima,*? han determinado algunas interacciones comunes para la
mayoria de estos inhibidores y la enzima, y por tanto claves desde el punto de vista
farmacoldgico. Estas interacciones se dieron con una frecuencia de mas del 50% e incluyen 4
interacciones hidrofobicas con los residuos Leu983, Ala880, Val863, Leu855 del bolsillo? y
dos enlaces de hidrogeno. La gran mayoria de inhibidores forman enlaces de hidrégeno con el
residuo Leu932 de la region bisagra de la enzima, mientras que otra buena parte lo forman con
el residuo Asp994. Por otro lado, aunque no supera el 50% y por tanto no debe ser considerado
una interaccion caracteristica, muchos inhibidores también forman enlaces de hidrogeno con el
residuo de GIu930. Por otro lado, cabe destacar que cuando el ATP se une al sitio de unién en
la enzima, no forma enlaces de hidrégeno con la Asp994, como en el caso de la mayoria de

inhibidores de JAK2, sino que forma un enlace de hidrogeno con la Lys882.1?

2.3.- Quinonas y la ruta JAK-STAT.

El nGcleo quindnico es considerado una estructura privilegiada, ya que esta presente en
multitud de productos naturales tanto de origen animal como vegetal que presentan una gran
variedad de actividades bioldgicas, por ejemplo como anticancerigenos?®, antibacterianos,?® y
antifingicos.*

El grupo de investigacion Quibionat®® en los Gltimos afios, ha encontrado diversos

compuestos quinonicos, capaces de modular la actividad de la ruta JAK-STAT. Entre ellos cabe

% Hernandez Boluda, J.C.; Gdmez, M.; Pérez, A. Medicina Clinica (English Edition) 2016, 147 (2), 70-75.

2T Verstovsek S. Am. Soc. Hematol. Educ. 2009, 636-642. doi: 10.1182 / asheducation-2009.1.636.

28 Jiménez-Alonso, S.; Chavez, H.; Estévez-Braun, A.; Ravelo, A. G.; Pérez-Sacau, E.; Machin, F. J. Med. Chem.
2008, 51, 6761-6772.

2 Haraguchi, H.; Yokohama, K.; Oike, S.; Ito, M.; Nozaki. H. Arch. Microbiol. 1997, 167, 6-10.

%0 Perez-Sacau, E.; Estevez-Braun, A.; Ravelo, A. G.; Yapu, D. G.; Turba, A. G. Chem. Biodiversity. 2005, 2, 264-
274.

31 Grupo de investigacion Quibionat. https://www.ull.es/grupoinvestigacion/quibionat/
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destacar la familia de compuestos quindnico fusionados a heterociclos, cuya estructura general

podemos visualizar en la Figura 4. 3

Figura 4. Estructura general de compuestos quindnicos fusionados a heterociclos inhibidores de la ruta JAK-
STAT.*

Un ejemplo, es la naftoquinona 4-(1,6,11-trioxo-2,3,4,6,11,12-hexahidro-1H-
benzo[b]xanteno-12-il) benzonitrilo (CM363)*® que ha demostrado ser un inhibidor de la ruta
BCR-ABL1-JAK2-STATS5 en las células de leucemia mieldgena crénica (K562), provocando
asi su apoptosis.

Otro tipo de compuesto quindnico encontrado, activo frente a esta ruta de sefializacion,
es el hibrido de naftoquinona-cumarina 7-(3,4-dimetoxifenil)-6 H,7 H-benzo [h] cromeno
[4,3- b] cromeno-6,8,9-triona (NPQ-C6).3* El cual también actiia inhibiendo las rutas BCR-
ABL1/ STAT5 y JAK2-STAT5 en dichas células de leucemia, de nuevo este compuesto

provoca el bloqueo del ciclo celular de las células cancerigenas e induce asi su apoptosis.

%2 McNaughton-Smith, G.; Estévez-Braun, A.; Jiménez-Alonso, S.; Gutiérrez-Ravelo, A.D.; Fernandez-Pérez, L.;
Diaz-Chico, B.N. Fused quinonic compounds. US20150175585A1.

3 Guerra, B.; Martin-Rodriguez, P.; Diaz-Chico, J.C.; McNaughton-Smith, G.; Jiménez-Alonso, S.; Hueso-
Falcon, 1.; Montero, J.C.; Blanco, R.; Ledn, J.; Rodriguez-Gonzalez, G.; Estévez-Braun, A.; Pandiella, A.; Diaz-
Chico, B.N.; Fernandez-Pérez, L. Oncotarget 2017, 8, 29679-29698.

34 Martin-Rodriguez, P.; Guerra, B.; Hueso-Falcon, I.; Aranda-Tavio, H.; Diaz-Chico, J.C.; Quintana, J. Estévez
Regidor, F.; Diaz Chico, B.; Amesty, A.; Estévez-Braun, A.; Fernandez-Pérez, L. Frontiers in Pharmacology
2019, 9, 1-17.
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4-(1,6,11-trioxo-2,3,4,6,11,12-hexahidro-1H- 7- (3,4-dimetoxifenil) -6 H,7 H benzo [h] cromeno [4,3- b]
benzo[b]xanteno-12-il) benzonitrilo (CM363) cromeno-6,8,9-triona (NPQ-C6)

Figura 5. Estructuras de inhibidores quinonicos de la ruta JAK-STAT 323

Los estudios de modelizacion molecular realizados con NPQ-C6, sugieren que su papel
en la modulacion de la ruta, podria estar provocada por la inhibicion de las proteinas BCR-
ABL1y JAK2. En el caso de JAK2, se observd la posible formacién de un enlace de hidrégeno
entre el carbonilo de la naftoquinona y el residuo Leu932 del bolsillo de la enzima, entre otras
interacciones (Figura 6).2

Figura 6. Docking del compuesto NPQ-C6 en el sitio activo de JAK2. 33
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En base a estos antecedentes, nos hemos propuesto la preparacion de dos nuevas
familias de quinonas heterociclicas, las cuales se ilustran en la Figura 7 y que en estudios de
modelizacion molecular tipo Docking previos, han mostrado buenas interacciones en el bolsillo
de la quinasa JAK2.

NH2

Familia 1 Familia 2

Figura 7. Esqueletos de las familias a sintetizar en este trabajo.
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3.- Objetivo y alcance del trabajo:
Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Preparacion de dos familias de compuestos quinénicos como potenciales inhibidores de
la diana oncogénica JAK-2, haciendo uso de reacciones multicomponentes.

2. Sintesis de compuestos 2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona mediante la reaccion
multicomponente de la quinona heterociclica 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona con
diferentes isonitrilos y aldehidos.

3. Sintesis de compuestos tipo 6-amino-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-
carbonitrilo a partir de la reaccion multicomponente entre la quinona heterociclica 5-
hidroxi benzotiofeno-4,7-diona, malonitrilo y diferentes aldehidos.

4. Purificacion y caracterizacion de todos los compuestos sintetizados.

5. Estudio de modelado molecular tipo Docking, con el fin de predecir las posibles
interacciones de los compuestos sintetizado con el bolsillo activo de la enzima JAK2.

6. Determinacion de algunas propiedades fisico-quimicas de los derivados sintetizados,

con el objetivo de analizar su potencial como posibles farmacos (“druggability”).
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4. Resultados y discusion:

El acceso a las familias de compuestos quindnicos descritas anteriormente (apartado 2.3
Quinonas y la ruta JAK-STAT) se realizara a partir de la quinéna heterociclica 5-hidroxi

benzotiofeno-4,7-diona, segun se ilustra en el Esquema 1, generando asi una pequefia

quimioteca de compuestos.

OH NH,

/ R'CHO
s N///\\\N cN
0
Familia 1 1) Familia 2

Esquema 1. Preparacion de quinonas heterociclicas a partir de 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona (1).

El uso de una hidroxiquinona fusionada a un anillo heterociclico de tiofeno, es de
especial interés debido a que el anillo de tiofeno es un agrupamiento que se encuentra con
frecuencia en muchos farmacos y compuestos biolégicamente activos. Se han encontrado
compuestos con actividad antibidtica,® antinflamatoria,®® anticancerigena,®” anticonvulsiva,®
anticoagulantes,®® ansioliticas, antisicoticas®® y anestesicas.>®> A continuacion se muestran

algunos ejemplos.

% Hameed, TK; Robinson, J.L. Can J. Infect. Dis.2002, 13, 253-258.

% Kumar, S.K.J.; Amer, Y.; Mishra, R. Journal of Pharmacy Research 2012, 5, 560-566.

8" Horton, T.M.; Blaney, S.M.; Langevin, A.M.; Kuhn, J.; Kamen, B.; Berg, S. L.; Bernstein, M.; Weitman, S.
Clin. Cancer Res. 2005; 11; 1884-1889.

3% Kamboj, A. Randhawa, H. Journal of Pharmacy Research 2012, 5, 2676-2682.

% Yurtlu, D.A.;Kaya, K. Rev Bras Anestesiol. 2013; 63, 85-91.
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Figura 8. Farmacos con un anillo de tiofeno en su estructura y actividad de los mismos.

Las dos familias de quinonas se prepararan a partir de reacciones multicomponentes,
gue son aquellas reacciones donde tres 0 mas reactivos generan un producto final a través de
un Unico mecanismo de reaccion, incorporando en su estructura la mayoria de los atomos de

cada uno de los reactivos de partida.*

40 Biggs-Houck, J.E.; Younai, A.; Shaw, J.T. Curr. Op. Chem. Biol. 2010, 14, 371-382.
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Esquema 2. Reaccion multicomponente.

Este tipo de reacciones presentan varias ventajas frente a la sintesis convencional, la
primera es que, dado que las reacciones multicomponente implican una sola etapa de reaccion,
en general dan lugar a rendimientos globales mayores. Por otro lado, son procesos “one-pot”
(en un solo recipiente) evitando la separacion y purificacion de intermedios de reaccion, con el
consiguiente ahorro de tiempo, recursos y mejora de los rendimientos. 4°

Dado el caracter modular de las reacciones multicomponentes, se puede acceder a un

buen niimero de compuestos con diversidad estructural.*°

4.1.- Sintesis de 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona:

La sintesis de la quinona heterociclica de partida (1) en la reaccion multicomponente,
se llevo a cabo en 3 etapas de reaccion, partiendo de la cetona comercial 1-(tiofen-2-il) etan-1-

onay dietil carbonato, segln se ilustra en el Esquema 3.

0

/ \ Eto)I\OEt , NaH / \ AICl; (COCI) oH
S - N\ OEt 3 2 _ /
THF, A, 95 % Nitrometano, 80°C, 3h, 95% 'S OEt
°o o .

o

HCLI0% ACN 1) 7 OH

Et A, 30 min, 67 % s

o 1

1b

0
o
OH
/
s (o]
0 o
Esquema 3. Sintesis de 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona (1).

Asi el B-ceto éster, 3-oxo-3(tiofen-2-il)propanoato de etilo (1a) se sintetizo a partir de
una condensacion tipo Claisen entre la cetona de partida y dietilcarbonato, utilizandose NaH

como base para formar el enolato de la 1-(2-tienil) etanona'y THF como disolvente, siguiendo
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el procedimiento experimental descrito por Park y colaboradores,** obteniéndose el producto

1a como un liquido aceitoso de color marrén, con un rendimiento del 95 %.

El compuesto 5-hidroxi-4,7-dioxo-benzotiofeno-6-carboxilato de etilo (1b), se obtuvo
a partir del B-cetoester anterior como un sélido amorfo de color amarillo anaranjado con un
rendimiento del 95%, siguiendo la metodologia descrita por Sartori y colaboradores.*? Dicha
metodologia consiste en la condensacion del B-cetoester y cloruro de oxalilo en presencia de
AICl3, seguida de una acilacion de Friedel-Crafts. EI AICl; actia como acido de Lewis,
produciendo la enolizacion del B-ceto ester y dando lugar al intermedio (I). A continuacion, se
produce la condensacidn entre este intermedio y el cloruro de oxalilo, generando el intermedio
(11). Finalmente, se produce una acilacion de Friedel-Crafts intramolecular, que da lugar a la

formacion del producto de reaccion 1b.*

\ OEt
/ \ s 7
s o8t AICI |
o .0
) o 1'd
1a Cl/ \CI I

1

Esquema 4. Reaccion de formacién del compuesto 1b.

La hidrolisis y descarboxilacion del éster anterior da lugar a la formacion de la quinona
heterociclica, 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona (1). En este caso las condiciones
experimentales utilizadas fueron una variacion de la metodologia descrita por Sartori y col.*?
La hidrolisis se llevd a cabo en una mezcla 2:1 de acido clorhidrico al 10% y acetonitrilo, a

reflujo, durante 30 minutos, dando lugar al producto 1 con un rendimiento del 67 %.

4 Loy, N.S.Y.; Choi, S.; Kima, S.; Park, C. Chem. Commun. 2016, 52, 7336-7339.
4 Bigi, F.; Canali, G.; Casnati, G.; Maggi, R.; Sartori, G; Tao, X. J. Org. Chem. 1993, 58, 840-843.
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4.2.- Sintesis de compuestos 2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona:

La sintesis de los compuestos 2-amino-tieno[2,3-flbenzofuran-4,8-dionas, se llevo a
cabo por medio de una reaccién multicomponente, utilizando como reactivos de partida la
quinona heterociclica, 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona (1), diferentes aldehidos e isonitrilos,

mediante una variacion de la metodologia descrita previamente en el grupo de investigacion.*

Esquema 5. Sintesis de los derivados 2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-dionas.

Un mecanismo de reaccion plausible para la formacién de estos derivados quinénicos,
implica la formacion inicial de un intermedio a-p insaturado (A) a través de una condensacion
de Knoevenagel entre la 5-hidroxibenzotiofeno-4,7-diona y el aldehido. Un siguiente paso de
este mecanismo, podria suponer una reaccion de cicloadicion [4 + 1], entre el heterodieno
deficiente en electrones formado en el intermedio (A) y el isonitrilo, dando lugar un intermedio
tipo iminolactona (B), cuya isomerizacion da lugar a los derivados quinénicos deseados
(Esquema 6).%3

o) o o o
OH o -=N-R, o) Ri o Ry
/ + H\ — | /] — > =N — )—NH
S R, S X S S
R R
o o 2
@w ° R (B)

Esquema 6. Posible mecanismo de la reaccion basado en una cicloadicion [4+1].

Otro posible mecanismo de reaccion podria suponer una adicion de Michael del
isonitrilo al intermedio a-f insaturado (A), dando lugar al intermedio (B”), que posteriormente
sufre una ciclacion intramolecular, formando asi el mismo intermedio (B) que en la propuesta

anterior, que finalmente tautomeriza, dando lugar al producto de reaccion (Esquema 7).

43 Jiménez-Alonso, S.; Guasch, J.; Estévez-Braun, A.; Ratera, |.; Veciana, J.; Ravelo A.G. J. Org. Chem. 2011, 76,
1634-1643.
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Esquema 7. Otro posible mecanismo de la reaccién multicomponente basado en una adicién de Michael.

Para la optimizacion de las condiciones de reaccion tomamos como modelo la reaccién

entre la 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona (1), el 4-clorobenzaldehido (2a) y el t-butil isonitrilo

(3a). Se evaluaron diferentes disolventes, catalizadores tanto acidos y bases de Bronsted (EtsN,

piperidina, DBU, EDDA 'y pTSA) asi como &cidos de Lewis (InCl3) y temperaturas de reaccion.

Tabla 1. Optimizacion de las condiciones de reaccion.

[o}

CHO
OH

/ + ¥ %—Né— —
S

o cl

1 2a 3a

Entrada Catalizador (10 %) Condiciones de reaccion Rto. (%)

1 EDDA DCE, MW120 °C, 15 min 28
2 EDDA DCM, MW 120 °C, 15 min 54
3 EDDA ACN, MW 120 °C, 15 min 58
4 EDDA C7Hs, MW 120 °C, 15 min 63
5 EDDA H>0, MW 120 °C, 15 min 62
6 EDDA EtOH, MW 120 °C, 15 min 77
7 EDDA EtOH, MW 150 °C, 5 min 42
8 EDDA EtOH, MW 100 °C, 30 min 75
9 EtsN EtOH MW 120 °C, 15 min 11
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10 DBU EtOH, MW 120°C, 15min 31

11 Piperidina EtOH, MW 120°C, 15min 39
12 pTSA EtOH, MW 120 °C, 15 min 26
13 InCl3 EtOH, MW 120°C, 30 min 19

Inicialmente se evalud el efecto del disolvente sobre la reaccion. Entre los disolventes
polares apréticos que se probaron, fue con el acetonitrilo ACN (58 %) con el que se obtuvo un
mejor resultado (entrada 3), seguido del DCM con un 54 % de rendimiento (entrada 2) y por
ultimo el DCE (39 %) (entrada 1). En cuanto a los disolventes apolares, se probd llevar a cabo
la reaccion en tolueno, consiguiendo un mayor rendimiento que en los casos anteriores (63 %)
(entrada 4). Mejores resultados se obtuvieron cuando se emplearon disolventes polares praticos,
como el EtOH (77 %) (entrada 6), que fue el que dio lugar a un rendimiento més alto, mientras
que en agua se obtuvo un menor rendimiento (62 %) (entrada 5).

Seleccionado el disolvente, se probé a llevar a cabo la reaccion a diferentes
temperaturas. Al aumentar la temperatura a 150 °C la reaccion se complet6 en tan sélo en 5
minutos, sin embargo el rendimiento cay6 a un 42 % (entrada 7). Por otro lado, disminuir la
temperatura a 100 °C, no implicé una gran pérdida del rendimiento (75 %) (entrada 8), pero la
reaccion tardo el doble de tiempo en completarse (30 minutos).

Finalmente se estudi6 el efecto del catalizador, afiadiéndose en todos los casos un 10%
del mismo. Se probaron diferentes catalizadores basicos como trietilamina (EtsN), 1,8-
diazabicicloundec-7-eno (DBU) y piperidina, dando lugar a bajos rendimientos (Tabla 1,
entradas 9-11) siendo la piperidina la que mejores resultados proporcion6 (39 %). Entre los
catalizadores acidos que se probaron se utilizd un acido de Bronsted, el acido para
toluensulfonico (pTSA) con el que se obtuvo un bajo rendimiento (26 %) (entrada 12), un acido
de Lewis, el InClz (19 %) (entrada 13), con el que la reaccion tardd 30 minutos en completarse
y se obtuvo otro producto mayoritario. El uso de EDDA, catalizador bifuncional, que puede
actuar como acido o como base, mejor6 notablemente el rendimiento, de entre todos los
catalizadores probados fue el Gnico que dié un rendimiento alto, siendo éste de un 77 %. Con
todo ello, se concluyé que las mejores condiciones de reaccion eran calentamiento por
irradiacion de microondas a 150°C durante 15 minutos, usando EtOH como disolvente y EDDA
como catalizador (10 % mol).

Las condiciones anteriormente descritas fueron utilizadas para evaluar el alcance de la
reaccion con respecto al aldehido. Se utilizaron distintos aldehidos aromaticos sustituidos con

grupos electrén-atractores y electron-donadores, heteroaromaticos y alifaticos. Todos los
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productos se obtuvieron con rendimientos entre moderados y buenos, por lo que las condiciones
de reaccidn resultaron bastante robustas con respecto a la naturaleza del aldehido utilizado en

la condensacion de Knoevenagel.

Tabla 2. Estructura y rendimiento de los derivados quinénicos obtenidos utilizando diferentes aldehidos y t-

butilisonitrilo.
SERIE 1
Entrada Aldehido Producto Rto. Entrada  Aldehido Producto Rio.
(%) (%)
1 77 7 70

c 2a cr, 28

CHO

55 9 ] 82

Br 2¢

El cambio del 4-clorobenzaldehido, por aldehidos aromaticos sustituidos por otros
haldgenos, como el 4-Ph-F y el 4-Ph-Br, condujo a una pérdida en el rendimiento de la reaccion
con respecto al primero, siendo con el 4-bromobenzaldehido con un 55 % con el que peores
resultados se obtuvieron.
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Por otro lado, aldehidos aromaticos sustituidos con grupos tanto electro-donadores (4-
Ph-OMe) como electro-atractores (4-Ph-NO2, 3-Ph-NO2 y 4-Ph-CFz) dieron lugar a la
formacion de los productos con rendimientos entre un 47% para el 3-nitrobenzaldehido a un
77% para el 4-clorobenzaldehido. La no sustitucion del anillo de benzaldehido, dio lugar a un
rendimiento moderado del 63%. Uno de los mejores rendimientos obtenidos fue utilizando
aldehidos heteroaromaticos como el 3-piridincarboxaldehido, con el que se obtuvo el producto
4i con un rendimiento del 82%. Sin embargo, otros aldehidos heteroaromaticos, como el 3-
tiofenocarboxaldehido dio lugar a un rendimiento no tan bueno del 67%.

El uso de aldehidos alifaticos como el butanal y ciclohexilcarboxaldehidos, nos lleva
también a la formacién de los correspondientes productos con rendimientos que van desde
moderados con un 58 %, en el caso del butanal, a muy buenos, como es el caso del
ciclohexilcarboxaldehido, con el que se consigue el producto 4l con un rendimiento del 82 %.

Con el objetivo de introducir diversidad estructural en la preparacion de los derivados
2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-dionas, se utilizaron otros isonitrilos como el ciclohexil
(3b) y bencilisonitrilo (3c). La reaccién con cada uno de ellos constituye una serie diferente
(Esquema 8). Asi, la serie 1 la forman aquellos productos de reaccion entre la quinona
heterociclica, el t-butil isonitrilo y los diferentes aldehidos utilizados, dando lugar a una serie
de 12 compuestos.

/

bs) R

o o
OH o o
/ + )J\ + CEN@ —_— / Y, NH
R H S
5 3b

o R Serie 2

C=N :
e / ° NH
/
S
3¢

o R Serie 3

/ /7 %
X

3a Serie 1

(7]

Esquema 8. Clasificacion de los productos de reaccion en funcion del isonitrilo de partida (series).
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Por otro lado, el uso del ciclohexilisonitrilo da lugar a la serie 2 mientras que el
bencilisonitrilo a la serie 3, constituidas cada una de ellas por 4 productos.

Tabla 3. Estructura y rendimiento de reaccion de los productos de la serie 2

SERIE 2
Entrada Aldehido Producto Rio.
(%)
CHO
1 © 64
NO,
2e
CHO
2 © 73
2h
CHO
3 @ 58
OMe
2d
a4 H 70

Tanto en la serie 2 como en la 3, se utilizaron Gnicamente cuatro aldehidos. Tres de ellos
aromaticos: el benzaldehido, el 4-nitrobenzaldehido (con un grupo electron-atrayente) y el 4-
metoxibezaldehido (con un grupo electrén-dador), y un aldehido alifatico, el butiraldehido.

Para la serie 2, se obtuvieron rendimientos de moderados a altos. En general son
mayores que para los compuestos obtenidos en la serie 1. EI mejor rendimiento de esta serie se
obtuvo a partir del aldehido alifatico para el compuesto 4n (73%), mientras que a partir del
benzaldehido se obtuvo el producto 4p con un rendimiento del 58%, que constituye el mas bajo

de la serie.

Tabla 4. Estructura y rendimiento de reaccion de los productos de la serie 3.
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SERIE 3

Entrada Aldehido Producto 'E‘:;:)))
1 48
2 80
3 61
3 72

El uso del bencilisonitrilo en la reaccion (serie 3), también da lugar a los derivados
quindnicos deseados con buenos y moderados rendimientos. ElI mas alto de todos se obtuvo
para el compuesto 4r (80 %) cuando se empled benzaldehido, el compuesto 4t también se
obtuvo con un buen rendimiento (72 %). El compuesto 4q (48 %) por el contrario es el que se
alcanza el rendimiento mas bajo cuando se emplea el 4-NO2-Ph-CHO.

Los derivados 2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona fueron aislados como solidos
amorfos coloreados, mayoritariamente azules, verde oscuro y violeta. Sin embargo, algunos de
los productos como el 4c¢ pudo ser cristalizado en DCM.

Todos los compuestos fueron caracterizados por *H-RMN, *C-RMN vy espectrometria
de masas de baja y alta resolucion. Ademaés, se confirmd la estructura del compuesto 4c por
difraccion de rayos-x.

A continuacién, a modo de ejemplo se presenta una interpretacion de los espectros de
'H-RMN, BC-RMN y DEPT 135 obtenidos para el compuesto 4c. Asi como la confirmacion

de la estructura de la molécula por rayos-x.
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Figura 9. Espectro de 'H-RMN (CDCls, 500 MHz) del compuesto 4c

En el espectro de 'H-RMN podemos observar que a desplazamientos quimicos (8) entre
7,32y 7,59 ppm aparecen las sefiales de los protones enlazados a los carbonos CH aromaticos.
Si ampliamos esa zona, se puede ver que a & 7,59 ppm existe un doblete que integra para un
proton y que esta acoplado a otra sefial observada a & 7,54 ppm, con una constante de
acoplamiento de J =5,0 Hz. Estas dos sefiales, pertenecen a los protones del anillo de tiofeno
de la molécula 4c.

Por otro lado, en la misma zona, a campo bajo, se observan otras dos sefiales dobletes a
desplazamientos quimicos de 6 7,56 y 7,33 ppm respectivamente, con una constante de J =8,5
Hz. Estas sefiales que integran para dos protones cada una, pertenecen a los protones del 4-
bromofenilo, que son equivalentes dos a dos. En la zona opuesta del espectro, a campo alto, se
observa una sefal singlete a 6 1,47 ppm que integra para 9 protones. Esta senal es producida
por los protones de grupo t-butilo, ya que son equivalentes. El proton del grupo amino, se
observa a un desplazamiento quimico de 6 4,81 ppm y se presenta como un singlete ancho,

caracteristica tipica de estos protones.
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Figura 10. Espectro de **C-RMN (CDCls, 125 MHz) del compuesto 4c.

En el espectro de 3C-RMN, se observan 12 sefiales de carbonos aromaticos, entre § 100-160
ppm, mientras que a 6 166,5y & 176,4 ppm se observan las sefiales de los carbonilos de la
quinona. Las 12 sefiales que se observan en la zona de carbonos aromaticos, concuerdan
perfectamente con la estructura prevista de la molécula, ya que existen dos pares de carbonos
equivalentes (los del agrupamiento 4-bromofenilo), cuyas sefiales aparecen en el espectro como

un solo pico de mayor intensidad con respecto a otros picos CH de la molécula.
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Figura 11. DEPT 135 del compuesto 4c

1332
132.0
\ 1309
\ 126.2
—300

/

Con ayuda del DEPT 135, hemos podido identificar que picos del espectro, pertenecen
a estos carbonos CH del anillo aromatico, y que otras dos sefiales pertenecen a los carbonos CH
del anillo de tiofeno. Los primeros, aparecen a 6 130,9y 6 132,0 ppm, mientras que los segundos
aparecen a 6 126,2 y 133,2 ppm, probablemente el carbono CH con mayor desplazamiento
guimico sea el que se encuentra mas cerca del atomo de azufre en la molécula. Finalmente,
observamos una sefial, a un desplazamiento quimico tipico de carbonos unidos a heterodtomo
(6 54,1 ppm), que corresponde al carbono cuaternario del t-butilo. A 6 30,0 ppm se encuentra

la sefial de los tres carbonos CHs equivalentes de este grupo.
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La estructura de la molécula 4c fue confirmada por difraccion de rayos-x. Donde se
pudo concluir que la molécula presenta mayoritariamente una estructura tridimensional plana,
formada por los tres anillos aromatico, de tiofeno, benzoquinona y furano, unidos entre si. El
anillo de benzofurano formado por estos dos Gltimos nucleos, se encuentra sustituido en la
posicion 2 por el grupo t-butilamino, proveniente del isocianuro, y en la posicion 3 por el 4-
bromofenil del aldehido. Este Gltimo grupo, se encuentra girado respecto al plano que forma la
molécula, un angulo de 41,71° y se dispone hacia al lado contrario que el grupo amino (Figura
12).

Brl N

c13

cé

c20

cis

Figura 12. Estructura tridimensional del compuesto 4c

4.3.- Eliminacion del grupo t-butilo, sintesis de 2-amino-3-(4

clorofenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona:

Con el fin de introducir algo mas de diversidad estructural en la familia de derivados
2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona, se ha realizado una transformacion posterior en la
que se elimina el grupo t-butilo, pasando de una amina secundaria a una amina primaria. Dicha
transformacion puede ser favorable de cara a las posibles interacciones de estas moléculas con
el bolsillo de la proteina quinasa JAK2.

Para llevar a cabo dicha transformacion, se selecciono el producto 4a, y siguiendo una
variacion del procedimiento descrito por Sharada y colaboradores,* el compuesto 4a se tratd

con un exceso de triflato de yterbio en dicloroetano, y se sometié a irradiacién con microondas

4 Arepally, S.; Baravkar, M.D.; Sharada, D.S.; Shinde, A.H. Strategy. J. Org. Chem. 2017, 82, 331-342.
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a 120°C, durante 6 h a una potencia de 150 W, obteniéndose el producto 5a con un rendimiento
del 75% (Esquema 9).

> Yb(OTf)3

DCE, MW 120°C, 6h

4a

cl cl 5a

Esquema 9. Obtencién de 2-amino-3-(4 clorofenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona.

Para determinar su estructura se utilizaron las técnicas de *H-RMN, *C-RMN y
espectrometria de masas. Se observé que dicho compuesto presentaba un marcado efecto
solvatocromico, siendo violeta las disoluciones de este compuesto en disolventes clorados
como DCM, DCE y CDCls. Mientras que en disolventes polares proticos como el metanol

presenta un color azul marino intenso.

4.4.- Sintesis de compuestos tipo 6-amino-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-

tieno[2,3-g]cromeno-7-carbonitrilo:

Dado que el agrupamiento 2-amino-3-ciano-4H piranos, se encuentra presente en una
gran variedad de compuestos con actividades anticancerigenas,*#®47 antibacterianas*®*’ y
antirreumaticas,*® como los que se ilustran en la Figura 13, nos parecié interesante fusionar

dicho nucleo a la quinona heterociclica 1.

4 Amr, A.E.; Mohamed, A.M.; Mohamed, S.F.; Abdel-Hafez, N.A.; Hammam, A.G. Bioorg. Med. Chem. 20086,
14, 5481-5488.

* Abdelrazeka, F.M.; Metz, P.; Farrag, E.K. Arch. Pharm. Med. Chem. 2004, 337, 482-485.

47 Kemnitzer, W.; Drewe, J.; Jiang, S.; Zhang, H.; Zhao, J.; Crogan-Grundy, C.; Xu, L.; Lamothe, S.; Gourdeau,
H.; Denis, D.; Tseng, B.; Kasibhatla, S.; Xiong Cai, S. J. Med. Chem. 2007, 50, 2858-2864.

48 Smith, C.W. Bailey, J.M.; Billingham, M.E.J.; Chandrasekhar, S.; Dell, C.P.; Harvey, A.K.; Hicks,

C.A,; Kingston, A.E.; Wishart, G.N. Bioorg. Med. Chem. 1995, 5, 2783-2788.
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Figura 13. Estructura de algunos compuestos tipo 2-amino-3-ciano-4H piranos con actividad biolégica.

Asi en este trabajo se ha sintetizado una serie de compuestos tipo 2-amino-3-ciano-4H
piranos, a partir de la reaccién multicomponente entre la quinona heterociclica 5-hidroxi

benzotiofeno-4,7-diona (1c), malonitrilo y diferentes aldehidos.

(o}
OH
/ o
+ + NZ \\N—>
s &
o

Esquema 10. Sintesis de los derivados 6-amino-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-carbonitrilo.

El mecanismo de esta reaccion® se ilustra en el Esquema 11, en el que el primer paso
es la condensacion de Knovenagel entre la quinona (1) y el aldehido (2), formando el intermedio
a,B-insaturado (C). A continuacidn, se produce una reaccion de Michaels entre el malononitrilo
(6) y dicho intermedio (C), generando un nuevo intermedio (D) que sufre una ciclacion

intramolecular (E) y posterior tautomerizacion para dar lugar a los productos (7 a-i).

49 Martin-Acosta, P.; Haider, S.; Amesty, A.; Aichele, D.; Jose, J.; Estévez-Braun, A. Eur. J. Med. Chem. 2018,
144, 410-423.
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Esquema 11. Posible mecanismo de reaccidn para la formacion de los derivados de dihidropirano.

Para determinar las condiciones Optimas de la reaccion se utilizd6 como modelo, la
reaccion entre la quinona heterociclica 1, malononitrilo y 4-clorobenzaldehido, empleandose
diferentes condiciones de reaccion descritas en la bibliografia, para la formacion del

agrupamiento 2-amino-3-ciano-4H pirano.49:50:51,52,53,54.55,56.

50 Magedov, 1.V.; Kireev, A.S.; Jenkins, A.R.; Evdokimov, N.M.; Lima, D.T.; Tongwa, P.; Altig, J.; Steelant,
W.F.A.; Van Slambrouck, S.; Antipin, M.Y.; Kornienko, A. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2012, 22, 5195-5198.

> Khurana, J.M.; Nand, B.; Saluja, P. Tetrahedron 2010, 66, 5637-5641.

%2 Shaabani, A.; Ghadari, R.; Ghasemi, S.; Pedarpour, M.; Rezayan, A.H.; Sarvary, A.; Ng, S.W.
J. Comb. Chem. 2009, 11, 956-959

53 Khan, M.N.; Pal, S.; Karamthulla, S.; Choudhury, L.H. RSC Advances 2014, 4, 3732-3741.

54 Wang, X.; Zhang, X.; Tu, S.; Shi, F.; Zou, X.; Yan, S.; Han, Z.; Hao, W.; Cao, X.; Wu, S. J.
Heterocyclic Chem. 2009, 46, 832-836.

% Wang, X.; Zhang, X.; Tu, S.; Shi, F.; Zou, X.; Yan, S.; Han, Z.; Hao, W.; Cao, X.; Wu, S. J. Heterocyclic Chem.
2009, 46, 832-836.

% Brahmachari, G.; Banerjee, B. ACS Sustainable Chem. Ing. 2014, 2, 411-422.
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Tabla 5. Optimizacion de las condiciones de reaccion.

o
CHO
OH
/ N . N///\\\N -
S
o cl
1c 2a 6

Entrada 1/2a/6 Catalizador Condiciones de reacciéon I(:ijoo)
1 1.0/1.0/1.0 EtsN (10 %) EtOH, reflujo, 2h 32
2 1.0/1.0/1.5 DBU (10%) H20, reflujo, 30 min. -
3 1.0/1.0/1.0 EtsN (10 %) CH3CN, ta, 5h 49
4 1.0/1.0/1.0 Imidazol (20%) EtOH, reflujo, 1h 24

DMF:AcOH (2:1), MW,

5 1.0/1.0/1.0 - 130°C, 10 min. 35
6 1.0/1.0/1.0 Glicina (20%) H»0, 60 °C, 2h. -
7 1.0/1.0/1.1 Urea (10 %) EtOH/ H.0O (1:1), ta -
8 1.0/1.0/1.0 EtsN (10 %) EtOH, MW,120 °C, 10 min. 57

En vista de que los rendimientos obtenidos con las condiciones de reaccion anteriores
no fueron del todo favorables (entradas 1-7), se decidi6 probar a llevar a cabo la reaccion bajo
irradiacion de microondas, con cantidades equimolares de los tres reactivos de partida,
utilizando etanol como disolvente y EtsN como catalizador, ya que fue el catalizador que
mejores resultados habia dado en las condiciones evaluadas anteriores. La reaccién se llevo a
cabo a 120 °C durante 10 minutos (entrada 8), tras los cuales se observo la desaparicion de la
quinona heterociclica (1) de partida, obteniendo el producto deseado (7a) con un 57 % de
rendimiento.

Estas Gltimas condiciones descritas, fueron utilizadas para evaluar el alcance de la
reaccion con respecto al aldehido. Se utilizaron diferentes aldehidos tanto aromaticos como
alifaticos, entre los aldehidos aromaticos utilizados, se emplearon principalmente aldehidos
sustituidos en la posicion para-, tanto por grupos activantes como desactivantes, también se
empled el aldehido heterociclico 4-piridincarboxaldehido. En cuanto a los aldehidos alifaticos
utilizados, la reaccién se llevo a cabo con un aldehido lineal, el butiraldehido y con un aldehido

alifatico ciclico, el ciclohexanocarbaldehido.
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Tabla 6. Estructura y rendimiento de los derivados quinénicos, 6-amino-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-

g]cromeno-7-carbonitrilo.

SERIE 1
Entrada Aldehido Producto

Rto.
(%)
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7 | 26
AN
2g
8 H 15
2k
9 32

2h

La sustitucion del 4-clorobenzaldehido por cualquiera de estos aldehidos, trajo consigo
una disminucion del rendimiento de la reaccion, obteniéndose en todos los casos, rendimientos
moderados que van desde el 15 % para el compuesto 7h hasta el 57 % alcanzado cuando se
utilizo el 4-clorobenzaldehido.

Se ha de destacar, que la mayoria de estos compuestos son parcialmente solubles en
disolventes como el EtOH, MeOH o el DCM, por lo que esta caracteristica de algunos de los
productos de esta familia de compuestos, se aprovecho para su purificacion por precipitacion
en agua. Sin embargo, hubo algunas excepciones como los compuestos 7g y 7h, que o bien su
solubilidad o bien la cantidad de producto, impidid su precipitacion en dicha mezcla de
disolventes.

La estructura de los compuestos se confirmé mediante técnicas espectroscopicas de
resonancia magnética nuclear (RMN), tales como *H-RMN, *C-RMN y DEPT 135. Ademas,
también se realiz6 un experimento bidimensional de HMBC para el compuesto 7b.

Asi a modo ilustrativo pasaré a comentar las caracteristicas espectroscopicas de esta
familia, tomando como ejemplo el producto 7b. Comenzaremos por describir el espectro de H-
RMN (DMSOQ) de dicho compuesto (Figura 14).

A campo bajo, se observan las sefiales correspondientes a los protones aromaticos y del
grupo amino de la molécula. Los dos dobletes que aparecen a 8,1y 7,6 ppm respectivamente,
con una constante de acoplamiento de 5,0 Hz, corresponden a los protones H-2 y H-3 del anillo

de tiofeno, ambas sefiales integran cada una para un proton.
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A desplazamientos quimicos menores, pero ain en la zona aromatica del espectro, se
observan las sefiales correspondientes a los CH del anillo 4-metoxifenil de la molécula, estas
sefiales aparecen como dos dobletes a 7,21 y 6,87 ppm, que integran para dos protones cada
una, con una constante de acoplamiento de 8,7 Hz. La sefial a 6,87 ppm corresponde a los
hidrégenos H-3* y H-5" del anillo, ya que son los hidrégenos mas cercanos al grupo metoxi,
que es un activante del anillo de benceno. Ademas, esto se confirma por las correlaciones en el

experimento bidimensional HMBC.

A 7,27 ppm se observa un singlete, algo ancho en la base, que integra para dos protones,
esta sefial corresponde a los dos protones equivalentes del grupo amino.

Por otro lado, a campo alto, se observan dos singletes. Uno de ellos a 4,51 ppm que
integra para un proton y corresponde al hidrégeno H-8 situado en el anillo de pirano, mientras

que el otro singlete a 3,72 ppm corresponde a los tres protones del grupo metoxi.

50 DMSO
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Figura 14. Espectro 1H-RMN (DMSO) del compuesto 7b.

En cuanto al espectro de 3C-RMN, las sefiales de los carbonos carbonilicos C-4 y C-9
de la quinona, se observan en todos los compuestos de la familia entre 172,0 y 178,0 ppm. En

el espectro de **C-RMN del compuesto 7b, estas sefiales se observan a 173,2 y 177,8 ppm.
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Figura 15. Espectro **C-RMN del compuesto 7b.

Gracias al espectro de DEPT 135 se han podido asignar las sefiales correspondientes a
los carbonos CH y al grupo metilo de la molécula. Las dos sefiales mas intensas que se observan
en la region aromatica del espectro, corresponden a los carbonos CH del anillo 4-metoxifenil,
mientras que las sefiales aromaticas a 135,2 y 125,8 ppm corresponden a los carbonos CH del
anillo de tiofeno. A campo alto, se observa una sefial méas intensa a 55,0 ppm, que dado el
desplazamiento quimico corresponde al carbono del grupo -OCHzs, y una sefial a 35,6 ppm que

corresponde al carbono CH (C-8) del anillo de pirano.
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Figura 16. DEPT 135 del compuesto 7b.

Para la asignacion del resto de sefiales del espectro de carbono y confirmacion de la

estructura, se recurrid al analisis del espectro bidimensional HMBC (Figura 17).
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Figura 17. Espectro HMBC del compuesto 7b.

En el espectro HMBC, podemos observar algunas correlaciones que nos proporcionan
informacion importante para llevar a cabo dichas asignaciones, como la correlacion a tres
enlaces entre la sefial del carbono cuaternario a 57,6 ppm en el espectro de 3C-RMN vy la sefial
de los protones del grupo amino. Este mismo carbono, ademas correlaciona con el protén H-8
del anillo de pirano, por lo que dicha sefial a 57,6 ppm en el espectro de carbono puede
corresponder al carbono C-7. Esto se confirma, dado el desplazamiento quimico, mas bajo de
lo normal para un carbono sp?, que se explica debido al efecto de anisotropia magnética
producido por el grupo ciano, al cual se encuentra enlazado. Otra correlacion interesante de este
proton H-8, es la correlacion a tres enlaces con la sefial del carbono cuaternario a 177,8 ppm en
el 3C-RMN, que como hemos comentado anteriormente, corresponde a uno de los carbonos
carbonilicos de quinona. Por tanto, esta sefial es la del C-9 y por descarte, la sefial a 172,0 ppm
corresponde al carbono C-4 de la quinona. El resto de las interacciones dadas se ilustran en la

figura 18.
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@ Correlacion de H-8 y NH, con C-7.
Correlacion de H-8 y C-9.
Correlacion de H-2’ y H-6’ con C-8.
Correlacion de H-2°, H-3”, H-5" y H-6" con C-4’.
. Correlacién de NH; con C-6.
@ Correlacion de H-2’, H-3°, H-5’ y H-6" y H-8 con C-1.
Correlacion de H-2 con C-3, C3ay C9a.

@ Correlacion de H-3 cony C-2, C3ay C9a.

Figura 18. Correlaciones mas relevantes observadas en el espectro de HMBC del compuesto 7b.

4.5.- Estudio de modelizacion molecular (Docking).

La modelizacién molecular o Docking es un método, dentro del campo de la quimica
computacional, que predice la conformacion que preferiblemente adopta una molécula, cuando
interacciona con otra, formando un complejo estable. Por lo general una molécula pequefia y
una proteina, o dos proteinas.®’

Este método computacional, permite colocar a esta pequefia molécula (ligando) en el
sitio activo de su diana molecular (por ejemplo, una proteina), de la cual se conoce su estructura
tridimensional, y explorar las distintas conformaciones y orientaciones (poses) que el ligando
puede adoptar en dicho lugar, asi como las interacciones que se producen en cada una de estas
poses, entre el ligando y la proteina. Todo ello con el fin de evaluar la geometria de enlace mas
estable entre el ligando y esta diana molecular, en funcién del valor de energia libre de cada
una de estas poses.®’

Para llevar a cabo dicha evaluacién el método combina un algoritmo de bdsqueda, que explora
cada uno de los grados de libertad de la molécula para identificar la conformacion que mejor se
adapte al sitio activo de la proteina, y un algoritmo de evaluacion, que debe representar las

contribuciones termodindmicas (entalpicas y entrdpicas) de todos los tipos de interacciones que

5" Amesty Arrieta, Angel. Blsqueda de compuestos fendlicos como moduladores de los receptores de estrégenos.

Tesis doctoral, Universidad de La Laguna, Tenerife, 2015.
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tienen lugar en cada pose. Con el fin de predecir el modo de unidn del ligando en el sitio activo
de la proteina.®’

Todo ello puede orientarnos, sobre la interaccion que tendra dicho ligando con una determinada
diana molecular. Es por ello que esta técnica es bastante usada en el disefio y descubrimiento

de nuevos farmacos.®’

4.5.1.- Seleccién de la diana y preparacion para el docking: Entre las diferentes

estructuras cristalinas de la subunidad catalitica de JAK2, disponibles en la base de datos
Protein Data Bank (PDB), se ha seleccionado como modelo para nuestro estudio la 5CF4.

Una vez descargada la proteina de PDB e importada al programa Maestro 11.1, la
proteina se prepard para poder ser utilizada. Se adicionaron los hidrégenos, se asignaron los
ordenes de enlace, se eliminaron las moléculas de agua y sales presentes en la proteina, asi
como la molécula de ligando. Por ultimo, se repararon las cadenas y “loops” incompletos y se
procedid a optimizar la geometria de la proteina usando el campo de fuerza OPLSS3.

Por otro lado, se dibujaron las estructuras de los compuestos sintetizados en este trabajo,
utilizando el programa ChemDraw 18.0 y a continuacion, fueron importadas al programa
Maestro 11.1, donde también fueron preparados para su evaluacion. Se utilizd el médulo
LigPred para obtener la conformacion de minima energia de cada molécula mediante el campo

de fuerza OPLS3, generando los estados de ionizacién mas probables a pH 7 + 1.

4.5.2.- Célculos y resultados del Docking:

Tras la optimizacién de todos los parametros necesarios para el docking, los ligandos
fueron acoplados al sitio activo de la enzima usando el programa Glide v6.8. Durante la
evaluacion de los compuestos, se dio flexibilidad a las moléculas de ligando, mientras que por
el contrario el sitio activo de la proteina se mantuvo rigido, con el fin de acortar el tiempo de
calculo del programa.

Se utilizo el algoritmo “Xtra precision” para hallar las conformaciones o poses de
minima energia de cada compuesto, en el sitio activo de la enzima. Estas conformaciones, se
ordenaron de acuerdo a su valor en la funcién de puntuacion GlideScore (GScore), valor que
representa la energia libre de formacion (AG) de dicho complejo ligando-enzima, por lo que
valores negativos de esta funcion implica una mayor afinidad de la molécula por el sitio activo

de la proteina, que podria traducirse en una mayor actividad del compuesto.
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A) Resultados del docking para la familia de compuestos 2-amino-tieno[2,3-
flbenzofuran-4,8-diona:
Entre los 21 compuestos que forman parte de esta familia, los derivados 4d y 4i son
los que presentan mejores valores de glide score, siendo dichos valores -8,23 'y -8,53
Kcal/mol respectivamente, valores de afinidad bastante buenos.
Los resultados del docking para el compuesto 4d, muestran que esta molécula podria
formar un enlace de hidrégeno con la Leu-855 del sitio activo de la enzima, a través
del grupo amino introducido con el t-butilisonitrilo. Mientras que el compuesto 4i,
formaria un enlace de hidrégeno con la Leu-392, por medio del nitrégeno del anillo
de piridina de la molécula, introducido en la estructura con el aldehido. Por lo cual,
ambos puntos de diversidad estructural, han resultado interesantes de modular, de

cara a las posibles interacciones en el sitio activo de la enzima.

ARG980

Figura 19. Prediccion del modo de unidn del compuesto 4d a la
enzima JAK2 (PDB 5CF4).

5_-/59

Figura 20. Prediccion del modo de unidn del compuesto 4i a la enzima JAK2 (PDB 5CF4).
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B) Resultados del docking para la familia de compuestos tipo 6-amino-4,9-dioxo-4,9-
dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-carbonitrilo:
En este caso los compuestos de esta familia, presentan valores de glide score mas
moderados, que van desde -5,93 Kcal/mol para el derivado 7e a -7,37 Kcal/mol para
el derivado 7f.
Para el compuesto 7f, se han analizado las interacciones que esta molécula podria
tener en el sitio activo de la enzima'y por las cuales se obtiene el mencionado valor
de glide score, que puede ser considerado como bueno.
Segln los resultados del docking, esta molécula presentaria interacciones
hidrofébicas con los aminoacidos Leu 855, Ala 880, Tyr 931, Met 929, Val 863, Gly
935, Leu 983, Val, 911, Gly 993, Asp 994, Arg 980, Asn 981 y ademas formaria un
enlace de hidrégeno con la Leu 932 a través de uno de los carbonilos del anillo

quindnico de su estructura.

LEU 932 |

ey | o
/ ASN 981 ~
o &=

LEU 983, 4
2 b, \\ ARG 980

Figura 21. Prediccién del modo de unién del compuesto 7f a la enzima JAK2 (PDB 5CF4).

Esta interaccion con la Leu 932 es bastante interesante, ya que como hemo visto con
anterioridad, la gran mayoria de inhibidores de JAK2 la presentan. Ademas, este
compuesto también presenta las cuatro interacciones hidrofébicas que con mas
frecuencia de dan entre los inhibidores de JAK2 vy el sitio activo de esta enzima,
interacciones con la Leu983, Ala880, Val863, Leu855. Con todo ello, aunque estos
calculos son meramente predictivos, podriamos considerar al compuesto 7f como

un buen candidato para la inhibicion de JAK2.
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4.6.- Parametros fisico-quimicos de los compuestos obtenidos:

Se han calculado algunos parametros fisico-quimicos de importancia farmacocinética,

de los compuestos sintetizados. Los valores de estos pardmetros dan idea de la capacidad de

transporte de las moléculas utilizadas como farmacos, a través de membranas bioldgicas o de

su distribucién y biodisponibilidad.

Para el céalculo de estas propiedades se ha empleado el programa molinspiration.>® Los

parametros analizados y sus valores, para cada compuesto, se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 7. Parametros fisico-quimicos de algunos de los compuestos sintetizados.

PM ! PTSAS VM’
Entrada Compuesto (g/mol) logP? HBA® HBD* (A?) BS )

1 4a 385,87 5,22 4 1 59,31 3 318,39
2 4b 369,42 4,71 4 1 59,31 3 309,79
3 4c 430,12 5,36 4 1 59,31 3 322,74
4 4d 381,45 4,60 5 1 68,54 4 330,40
5 4e 396,42 4,50 7 1 105,13 4 328,19
6 4f 396,42 4,48 7 1 105,13 4 328,19
7 4q 419,42 5,44 4 1 59,31 4 336,15
8 4h 351,43 4,55 4 1 59,31 3 304,86
9 4i 352,42 3,48 5 1 72,20 3 300,70
10 4 357,46 4,13 4 1 59,31 3 295,57
11 4k 317,41 4,06 4 1 59,31 4 283,61
12 41 357,48 4,64 4 1 59,31 4 323,44
13 4m 422,46 5,22 7 1 105,13 4 352,00
14 4n 377,46 5,27 4 1 59,31 3 328,66
15 40 407,49 5,32 5 1 68,54 4 354,21
16 4p 343,45 4,78 4 1 59,31 4 307,42
17 4q 430,44 472 7 1 105,13 5 350,21
18 4r 385,44 4,76 4 1 59,31 4 326,88
19 4s 415,47 4,82 5 1 68,54 5 352,42
20 4t 351,43 4,27 4 1 59,31 5 305,63
21 5a 329,76 3,67 4 2 73,31 1 251,09
22 7a 368,80 2,81 5 2 93,19 1 284,78
23 7b 413,25 2,94 5 2 93,19 1 289,13
24 7c 364,38 2,19 6 2 102,42 1 296,79
25 7d 379,35 2,09 8 2 139,01 2 294,57
26 Te 402,35 3,03 5 2 93,19 2 302,54
27 7f 334,36 2,13 5 2 93,19 1 271,24
28 79 335,34 0,90 6 2 106,08 1 267,08
29 7h 300,34 1,98 5 2 93,19 2 250,00
30 7i 340,40 2,83 5 2 93,19 1 289,83

%8 Molinspiration, Calculation of Molecular Properties and Bioactivity Score.

https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
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1PM: Masa molecular.

2 Log P: Coeficiente de particion octanol/agua.
3 HBA: N° de aceptores de enlaces de hidrégeno.
4HBD: N° de dadores de enlaces de hidrégeno.
5 PTSA: Area polar superficial.

® RB: N° de enlaces rotables.

”VM: Volumen molecular.

El rango 6ptimo para cada uno de estos parametros es: PM < 500; Log P < 5; HBD <5;
HBA < 10; RB < 5; TPSA < 140.

A la vista de los valores obtenidos, la mayoria de los compuestos de ambas familias,
presentan valores apropiados de “drugabbility”. Solo los compuestos 4a, 4c, 4g, 4m, 4n, 4j
presentan un log p ligeramente superior a 5. Siguiendo la regla empirica de Lipinski,> si estos
derivados llegaran a ser utilizados como farmacos, probablemente podrian ser administrados

por via oral.

% Lipinski, C.A.; Lombardo, F.; Dominy, B.W.; Feeney, P.J. Adv. Drug Deliv. Rev. 1997, 23, 3-25.
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5.- Parte experimental

5.1.- Técnicas instrumentales:

5.1.1.- Resonancia magnética nuclear: La resonancia magnética nuclear (RMN) es una
técnica analitica no destructiva, cuyo fundamento es la interaccion entre los nucleos de atomos
magnéticamente activos, es decir con momento magnético nuclear, y un campo magnético.
Dicha interaccion da lugar a sefiales, cuya forma, posicién y tamafo, representadas en un
espectro, dan informacidn acerca de la estructura de la molécula.

Todos los compuestos obtenidos en este trabajo fueron caracterizados por *H-RMN,
13C-RMN y DEPT 135. Ademas, se llevo a cabo un experimento bidimensional de HMBC del
compuesto 6b. El equipo utilizado para ello fue Bruker AMX 500, empleando una frecuencia
de 500 MHz para la obtencion de los espectros de *H-RMN y 125 MHz para los de *C-RMN.

Para realizar dichos experimentos, las muestras fueron disueltas en cloroformo
deuterado (CDCIs) con tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Excepto en el caso del
compuesto 5a que también se utiliz6 DMSO.

En los espectros, los desplazamientos quimicos (8), tiene unidades de partes por millon
(ppm) y las constantes de acoplamiento (J), unidades de Hertzios (Hz).

La multiplicidad de las sefiales en *H-RMN, atienden a las siguientes abreviaturas:
singlete (s), singlete ancho (sa), doblete (d), triplete (t), cuadruplete (c), multiplete (m), doble
doblete (dd), doble doble doblete (ddd) y doble triplete (dt).

5.1.2.- Espectrometria de masas: La espectrometria de masas (MS), es una técnica
analitica, cuyo fundamento es el generar fragmentos cargados que al atravesar un campo
magnético se separan en funcién de su relacion carga/masa. Generando espectros en los que se
representa intensidad de la sefial frente a dicha relacion carga/masa, y que dan informacion
tanto de la formula molecular del compuesto analizado, como de la relacion isotopica de los
atomos que contiene y la estructura de la molécula.

Los compuestos de la familia 1, preparados en este trabajo, fueron caracterizados por
espectrometria de masas de alta (EMAR) y baja resolucion (EM). Los anélisis se llevaron a
cabo en un espectrometro de masas modelo Micromass AutoSpec de trisector magnético con
geometria EBE, mediante inyeccion directa y utilizando la técnica de impacto electronico (IE).

El potencial de ionizacion utilizado fue en todos los casos de 70 eV.
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5.1.3.- Difraccion de rayos-X: La difraccion de rayos-x es una técnica basada en el
fendmeno de difraccion que tiene lugar en las ondas. Los rayos-x son dispersados por los
electrones de los &tomos debido a que la longitud de onda de esta radiacion es del orden de la
magnitud de los radios atdbmicos. Gracias a la disposicion ordenada de los &tomos en un cristal,
se producen interferencias constructivas de los rayos-x dispersados, que dan lugar a un patron
de difraccion. Dicho patron proporciona informacion acerca de la disposicion espacial y
naturaleza de los atomos en un cristal, asi como distancias y angulos de enlace, etc. Es por tanto
una técnica, mediante la cual se puede determinar la composicion quimica y estructura de
moléculas y cristales.

Las medidas de rayos-x se realizaron en el Servicio de Difraccion de Rayos X de la
Universidad de La Laguna (SIDIX), utilizando el Difractometro Oxford Diffraction SuperNova
equipado con un detector EOS. La longitud de onda de la radiacion empleada fue de A= 1.54184
A. El software CrysAlisPro8 se utilizd para el procesamiento de los datos obtenidos en el
analisis. Para la determinacion y refinamiento de la estructura se utiliz6 el programa SHEXTO.

5.2.- Técnicas cromatograficas:

5.2.1.- Cromatografia liquida en columna (CLC): La cromatografia liquida en columna
es una técnica cromatografica en la que se utiliza una columna vertical de vidrio, la cual se
rellena de un material adsorbente que constituye la fase estacionaria. La muestra a separar se
deposita en la parte superior de la columna, adsorbiéndose en dicha fase estacionaria y a
continuacidn se rellena el resto de la columna con un eluyente adecuado, que por efecto de la
gravedad bajara a través de la fase estacionaria, arrastrando los diferentes compuestos presentes
en la muestra, en funcion de su polaridad, pudiendo asi separarlos.

En este trabajo se ha utilizado dicha técnica cromatografica, para la purificacion del 3-
oxo0-3-(3-tienil)propanoato de etilo (1a), el 6-hidroxi-4,7-dioxo-benzotiofeno-5-carboxilato de
etilo (1b) y el 6-hidroxibenzotiofeno-4,7-diona (1c).

El adsorbente utilizado en todos los casos fue gel de silice de 0,2-0,5 nm de didmetro
de la marca Macherey-Nagel. La compactacion de la columna se hizo en todos los casos por
via seca, aplicando media presion.

En cuanto a la técnica de elucidn, se llevo a cabo a media presion (cromatografia en
columna rapida) y por gravedad. Ademas en todos los casos se hizo un gradiente, empleando
en primer lugar diclorometano (CH2Cl2) como eluyente y a continuacion se aumenté la

polaridad, empleando mezclas de diclorometano:metanol al 2, al 5y al 10 % .
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5.2.2.- Cromatografia en capa fina (CCF): En este tipo de cromatografia la muestra se
coloca en la parte inferior de la placa, sobre el adsorbente polar. La placa se introduce en una
cubeta, en la que hay una pequefa cantidad de un eluyente adecuado. Dicho eluyente sube por
capilaridad a través de la fase estacionaria arrastrando consigo los diferentes compuestos en
funcion de la polaridad. Esta técnica se ha utilizado para determinar el punto final de las
reacciones, para comprobar la pureza de los compuestos obtenidos y como técnica auxiliar, con
el fin de determinar el eluyente adecuado para purificar los compuestos por CLC o por CP.

En todos los casos se utilizaron placas de gel de silice tipo G de la marca Macherey-
Nagel Sil G/UV254 con soporte de pléstico y dimensiones 20x20 cm y 0,25 mm de espesor,
con marcador de fluorescencia a 254 nm.

Dado que todos los compuestos obtenidos son coloreados, su deteccion se llevo a cabo
por luz visible. Unicamente se utilizd luz UV a 254 nm, como técnica de revelado para

comprobar la presencia o ausencia de impurezas no coloreadas.

5.2.3.- Cromatografia en placa preparativa (CP): El fundamento de este tipo de
cromatografia es basicamente el mismo, que el de la cromatografia de capa fina. Sin embargo,
en este caso el soporte empleado es mas resistente (normalmente de vidrio) y el espesor de la
fase estacionaria mayor. Este tipo de cromatografia se utiliza para purificar muestras inferiores
a 100 mg.

Para llevarla a cabo, la muestra se disuelve en un disolvente volatil y se extiende en la
parte inferior de la placa, formando una linea recta. A continuacion, se introduce la placa
preparativa en una cubeta, con el eluyente adecuado para separar los compuestos de la mezcla.
Una vez separados, se seca la placa y se raspa la silice del soporte, en el que se encuentra
adsorbido el compuesto que se desea purificar. A continuacion, se coloca dicha silice, en un
filtro y se hace pasar un disolvente capaz de disolver el compuesto, arrastrandolo con él a través
del filtro, mientras que la silice queda retenida en el mismo.

Esta técnica cromatografica se ha empleado para purificar todos los productos 2-amino-
tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona, excepto el compuesto 4i. Se emplearon cromatoplacas de 20
x 20 cm, de marca la Analtech, constituidas por un soporte de vidrio y gel de silice tipo GF de
1 mm de espesor, como fase estacionaria con indicador de fluorescencia a 254 nm.

Los productos 2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona, dado que son coloreados

fueron detectados por luz visible, inicamente se utiliz6 luz UV como técnica de revelado para
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determinar la presencia o ausencia de impurezas no coloreadas. El eluyente empleado ha sido
en todos los casos diclorometano (CH2Cly).

5.2.4.- Cromatografia de exclusiéon por tamafios: En este tipo de cromatografia, los
distintos compuestos se separan en funcion de su tamafio molecular. Las moléculas de mayor
tamafio salen en primer lugar, mientras que las moléculas de menor tamafio quedan retenidas
en las oquedades de la fase estacionaria, tardando méas en salir de la columna. La fase
estacionaria utilizada esta constituida por el gel Sephadex LH-20, el cual se introduce dentro
de una columna de vidrio. La fase estacionaria debe acondicionarse previamente con un
eluyente adecuado, en funcién del tamafio de poro que se desee que tenga el gel. Una vez
introducida la muestra en la parte superior de la columna, se rellena el resto con el mismo
eluyente y se deja pasar a traves de la fase estacionaria por gravedad. El eluyente utilizado para

dicha purificacion, fue una mezcla hexano:diclorometano:metanol (2:1:1).

5.3.-Reactor de microondas:
Todas las reacciones multicomponentes para la obtencion de los compuestos, se llevaron a cabo
en un reactor de microondas monomodo de la marca Biotage modelo initiator 2.5, en viales

especiales para el uso de este equipo.

5.4.- Técnica de modelizacion molecular:

Para el estudio de Docking se utilizé el programa Glide v6.8. Utilizando la interfaz grafica

Maestro 11.1. de la empresa Schodinger Small Molecule Drug Discovery.

5.5.- Determinacién de punto de fusion:

Se ha determinado el punto de fusion de aquellos productos sélidos obtenidos, para ello se
utiliz6 un aparato BUCHI B-540.

5.6.- Sintesis y caracterizacion de los compuestos obtenidos:

5.6.1.- Sintesis de 3-0x0-3- (tiofen-2-il) propanoato de etilo (1a).

A 800 mg (20 mmol) de NaH en 20 mL de THF seco, se afiadio 2,4 mL (20 mmol) de
carbonato de dietilo y seguidamente 1,5 mL (14 mmol) de 1-(2-tienil) etanona. La mezcla se
agitod a temperatura ambiente hasta que cesé el desprendimiento de hidrogeno. Entonces, fue
calentada a reflujo durante 4h. Tras finalizar la reaccién, la mezcla se enfri6 en un bafio de
agua-hielo y se afiadio una disolucion acuosa de NH4Cl. El crudo se extrajo con Et:O y a

continuacion la fase organica se seco con MgSOQg, se filtro y se concentro. E1 p—ceto éster fué
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purificado por cromatografia liquida en columna, usando una mezcla de Hex: AcOEt al 10%
como eluyente. Se obtuvieron 2,62 g (95%) del producto 1a como un liquido aceitoso de color

marron-negruzco. La estructura se confirmé por *H-RMN y 3C-RMN.*

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCl3): 7.74 (dd, J = 3.7, 1.1 Hz, 1H), 7.69
(dd, J = 4.8, 1.1 Hz, 1H), 7.14 (dd, J = 4.9, 3.8 Hz, 1H), 4.21 (q, J = 7.2
S t
S * Hz, 2H), 3.91 (s, 2H), 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

S

13C-RMN (3, 125 MHz, CDClL): 184.9 (C), 166.9 (C), 143.2 (C), 134.9 (CH), 133.2 (CH),
128.3 (CH), 61.6 (CH2), 46.5 (CH,), 14.02 (CHs).

5.6.2.- Sintesis de 5-hidroxi-4,7-dioxo-benzotiofeno-6-carboxilato de etilo (1b).

1,0 g (5 mmol) del B-ceto ester (1a) y 2,0 g de AICIz (15 mmol; 3 equiv), fueron
disueltos en 10 mL de nitrometano seco bajo atmosfera de argdn. Después de agitar la mezcla
durante 15 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 0,51 mL (6 mmol; 1,2 equiva.) de
cloruro de oxalilo. A continuacion, se agit6 la mezcla durante otros 15 minutos y posteriormente
se calent6 a 80°C durante 3 horas. Una vez transcurrido este tiempo y con la mezcla de reaccion
a temperatura ambiente, se afiadié una disolucion de &cido oxalico al 10%, lentamente y con
agitacion continua. La mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo, hasta que la fase acuosa
quedo transparente. La fase organica, en la que se encontraba disuelto el producto de la
reaccion, se sec con MgSQOs anhidro, se filtrd y se concentrd. El producto de la reaccion se
purifico por cromatografia liquida en columna, mediante gradiente. Se comenzé utilizando
CH_CI, como eluyente y posteriormente mezclas de CH.Cl,: MeOH al 2%, al 5% y al 10 %.
Se obtuvieron 1,2 g (95 %) del producto 1b como un sélido amorfo de color amarillo-

anaranjado. La estructura se confirmé por *H-RMN y *C-RMN.#?

o IH-RMN (8, 500 MHz, CDCls): 7.65 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J =
J or 5.0 Hz, 1H), 4.50 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.46 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
(o]
s " 13C_RMN (3, 125 MHz, CDCl3): 14.0 (CHs), 63.2 (CHz), 125.8 (CH),

° ° 133.0 (CH), 157.4 (C), 158.8 (C), 175.1 (C), 156.1 (C), 163.5 (C), 182.2
(C), 184.4 (C).
5.6.3.- Sintesis de 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona (1).
200,0 mg (0,8 mmol) del compuesto 1b, se hidrolizaron en una mezcla de 10 mL de
HCl al 10% y 5 mL de acetonitrilo, bajo calentamiento a reflujo durante 30 minutos. La mezcla

resultante, se extrajo con acetato de etilo, hasta que la fase acuosa fuera transparente. La fase
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organica se secO con MgSQOs, se filtrd y se concentré en el rotavapor. El producto de la
hidrélisis, se purificd mediante cromatografia liquida en columna, usando inicialmente CH2Cl:
como eluyente y continuandose con un gradiente, usando mezclas de CH2Cl,: MeOH al 2%, al
5% y al 10%. Se obtuvieron 97 mg (67 %) de la quinona heterociclica 1 como un sélido amorfo

de color amarillo. La estructura se confirmé por *H-RMN y 3C-RMN.2

o

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCl): 7.63 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.56 (d, J =

J ™ 5.0 Hz, 1H), 6.21 (s, 1H), 7,21 (s, 1H, OH).
s 13C-RMN (3, 125 MHz, CDCL): 180.4 (C), 177.1 (C), 156.4 (C),146.6
0 (C), 136.9 (C), 132.4 (CH), 125.6 (CH), 109.0 (CH)

5.6.4- Procedimiento general para la sintesis de compuestos tipo 2-amino-tieno[2,3-
flbenzofuran-4,8-diona.

En un tubo de microondas de 5 ml, 20 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-
diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equivalentes (0,13 mmol) de aldehido, 1,2
equivalentes (0,13 mmol) de isonitrilo y cantidades cataliticas de EDDA (0,01 mmol, 10%). La
mezcla se sometio a radiacion con microondas a 120°C, durante 15 minutos. Una vez finalizada
la reaccion, se evapord el etanol y el crudo fue purificado por cromatografia de placa
preparativa, usandose como eluyente CH>Cl,. Excepto en el caso del producto 4i, el cual se

purificd por cromatografia de exclusion de tamafios usando sephadex LH-20.4

SERIE |

2-(tert -butilamino)-3-(4-chlorofenil)tieno[2,3-f]lbenzofuran-4,8-diona (4a).

Siguiendo el procedimiento general descrito, 20 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 ml de EtOH, se trataron con 1,2 equiv (0,13 mmol, 18,7 mg) de 4-
clorobenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 ul) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas de
EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometio a radiacién con microondas a 120°C, durante
15 minutos. El producto fué purificado mediante cromatografia de placa preparativa, usando
CH2Cl, como eluyente. Se obtuvieron 33 mg (77 %) del producto 4a como un so6lido amorfo

de color azul oscuro (pf: 232 °C).
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IH-RMN (3, 500 MHz, CDCls): 7.59 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.56
(d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 8.5
Hz, 2H), 4.75 (sa, 1H, NH), 1.47 (s, 9H).

13C-RMN (8, 125 MHz, CDCl3): 176.5 (C), 166.6 (C), 159.0
(C), 143.4 (C), 142.6 (C), 141.7 (C), 133.6 (C), 133.2 (CH),
130.7 (CH x 2), 130.3 (C), 129.1 (CH x 2), 128.5 (C), 126.3
(CH), 100.1 (C), 54.1 (C), 30.0 (CHz x 3).

EM-EI m/z (%): 385 ([M*], (65)); 386 (30); 387 (46); 332 (35); 331 (77); 330 (58); 329 (100);
295 (27); 294 (73); 273 (23); 163 (30); 110 (20); 57 (58).

EMAR: 387,0522 (Calculado para C20H1sNOsS®’Cl 387,0510); 385,0529 (Calculado para
C20H16NO3S**CI [M*] 385,0539)

2-(tert-butilamino)-3-(4-fluorofenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4b)

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,1 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, se trataron con 1,2 equiv (0,13 mmol, 16,51 mg) de
4-fluorobenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 pl) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas
de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se irradié con microondas a 120°C, durante 15
minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa, usando
CH:CI> como eluyente. Se obtuvieron 27,8 mg (67%) del producto 4b como un sélido de color
azul oscuro (pf: 234 °C).

LH-RMN (3, 500 MHz, CDCls): 7.58 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.54
(d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.7, 5.4 Hz, 2H), 7.13 (t, J =
8.7 Hz, 2H), 4.76 (s, 1H, NH), 1.47 (s, 9H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCL): 176.5 (C), 166.5 (C), 161.7
(C, Wc.r = 246 Hz), 159.1 (C), 143.3 (C), 142.5 (C), 141.8 (C),
133.2 (CH), 131.2 (CH x 2, 3Jcr = 7.9 Hz), 1305 (C), 126.2
(CH), 125.8 (C, “Jc-r = 2.9 Hz), 115.09 (CH x 2, 2Jc.¢ = 21.3 Hz), 100.5 (C), 54.0 (C), 30.0
(CHs3 x 3).

EM-EI m/z (%): 369 ([M*], 50); 315 (29); 314 (49); 313 (100); 312 (28); 257 (21); 57 (50).
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EMAR: 369.0829 (calculado para C NO,SF [M™] 369.0835)

20H16

3-(4-bromofenil)-2-(tert-butilamino)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4c).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,3 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 24,61 mg)
de 4-bromobenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 ul) de t-butil isonitrilo y cantidades
cataliticas de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se someti6 a irradiacién de microondas a
120°C, durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa
preparativa, usando CH.Cl, como eluyente. Se obtuvieron 26,7 mg (55%) del producto 4c como
un solido cristalino de color azul oscuro. La estructura se confirmo por *H-RMN, **C-RMN,
EM-EI m/z, EMAR y espectroscopia de rayos-x (pf: 237 °C).

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCl3): 7.59 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 7.56
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.54 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 85
Hz, 2H), 4.81 (s, 1H, NH), 1.47 (s, 9H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCL3): 176.4 (C), 166.5 (C), 158.9
(C), 143.4 (C), 142.5 (C), 141.7 (C), 133.2 (CH), 132.0 (CH X
2), 131.0 (CH X 2), 130.2 (C), 129.0 (C), 126.2 (CH), 121.7 (C),
100.1 (C), 54.1 (C), 30.0 (CHs X 3).

EM-EI m/z (%): 431 ([M*], 40); 429 (40); 376 (43); 375 (76); 374 (44); 373 (89); 294 (100);
266 (21); 239 (21); 209 (29); 57 (66).

EMAR: 431.0011 (calculado para C,,H,,NO,S*Br 431.0014); 429.0038 (calculado para

C,,H,sNO,S7Br 429.0034)
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Datos del cristal: sistema monoclinico, grupo espacial
P21/n, a=12.0231(6) A, b =13.5263(7) A, = 106.531(5)",
a=1vy=90", V=1910.64(18) A%, pcaiculada = 1.496 gcm3.
indice R finales: WR2=0.1175 y R1=0.0434 para las 1841
reflexiones observadas de las 3722 independientes y 7561
reflexiones medidas (Omax = 73.457°, (I > 2(1)). u(CuK,) =
4117 mm™ a esta longitud de onda (A= 1.542A) vy las

2-(tert-butilamino)-3-(4-metoxifenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4d).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, se tratan con 1,2 equiv (0,13 mmol, 17 ul) de 4-
metoxibenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 ul) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas
de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometio a irradiacion con microondas a 120°C,
durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa,
usando CH2Cl, como eluyente. Se obtuvieron 26,9 mg (64%) del producto 4d como un s6lido

amorfo azul oscuro (pf: 174 °C).

LH-RMN (3, 500 MHz, CDCls): 7.57 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.54
(d, J=5.0 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 4.82 (sa, 1H, NH), 3.84 (s, 3H), 1.47 (s, 9H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCls): 176.6 (C), 166.2 (C), 159.3
(C), 159.2 (C), 143.1 (C), 142.5 (C), 142.0 (C), 133.0 (CH),
130.6 (CH x 2), 130.6 (C), 126.2 (CH), 122.0 (C), 114.4 (CH X
2), 101.6 (C), 55.3 (CHs), 54.0 (C), 30.0 (CHs).

EM-EI m/z (%):381 ([M*], (100)); 327 (64); 326 (56); 325 (100); 324 (58); 310 (70); 394
(100); 159 (40).

EMAR: 381.1038 (calculado para C,,H,,NO,S [M*] 381.1035).
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2- (tert-butilamino)-3-(4-nitrofenil)tieno[2,3-f] benzofuran-4,8-diona (4e).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,3 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 20,1 mg)
de 4-nitrobenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 ul) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas
de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se someti6 a irradiacion con microondas a 120°C,
durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa,
usando CH2Cl, como eluyente. Se obtuvieron 27,6 mg (62%) del producto 4e como un sélido

amorfo de color verde oscuro (pf: 272 °C).

0 IH-RMN (3, 500 MHz, CDCL): 8.29 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.66
>L (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 5.0
NH Hz, 1H), 4.92 (sa, 1H, NH), 1.51 (s, 9H).

13C-RMN (8, 125 MHz, CDCL): 176.2 (C), 166.9 (C), 158.9
(C), 146.6 (C), 144.0 (C), 142.7 (C), 141.4 (C), 1375 (C),
133.49 (CH), 129.87 (CH x 2), 129.8 (C), 126.3 (CH), 124.1
(CH x 2), 98.6 (C), 54.4 (C), 30.0 (CHs X 3).

NO,

EM-IE m/z (%): 396 ([M*], 43); 342 (28); 341 (61); 340 (100); 294 (38); 293 (34).

EMAR: 396,0779 (calculado para C20H16N20sS [M*] 396,0780).

2-(tert-butilamino)-3-(3-nitrofenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4f).
Siguiendo el procedimiento general descrito, 19,9 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi

benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 20,3 mg)
de 3-nitrobenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 pl) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas
de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometio a irradiacion con microondas a 120°C,
durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa,
usando CH2Cl> como eluyente. Se obtuvieron 20,4 mg (47%) del producto 4f como un sélido

amorfo de color violeta (pf: 198 °C).
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LH-RMN (3, 500 MHz, CDCls): 8.31 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 8.15
(ddd, J = 8.3, 2.3, 1.0 Hz, 1H), 7.82 (dt, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H),
7.63-7.57 (M, 2H), 7.54 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 4.86 (sa, 1H, NH),
1.50 (s, 9H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCls): 176.3 (C), 166.8 (C), 158.9
(C), 1485 (C), 143.6 (C), 142.5 (C), 1415 (C), 135.6 (CH),
133.5 (CH), 132.0 (C), 130.0 (C), 129.7 (CH), 126.3 (CH), 124.0 (CH), 122.4 (CH), 98.6 (C),
54.4 (C) , 30.0 (CHs x 3).

EM-EI m/z (%): 396 ([M+], 15); 341 (21); 340 (100); 57 (52).

EMAR: 396.0783 (Calculado para C N,O.S [M+] 396.0780).

20H16

2-(tert-butilamino)-3-[4-(trifluorometil)fenil]tieno[2,3-f]benzofuran-4,8 diona (4g).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,4 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv de 4-
(trifluorometil)benzaldehido (0,13 mmol, 19 ul), 1,2 equiv de t-butil isonitrilo (0,13 mmol, 15
ul) y cantidades cataliticas de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometié a irradiacion
con microondas a 120°C, durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante
cromatografia de placa preparativa, usando CH2Cl> como eluyente. Se obtuvieron 33,3 mg (70

%) del producto 4g como un sélido amorfo de color azul-violaceo (pf: 233 °C).

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCl): 7.70 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.61
(d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 5.0
Hz, 1H), 4.82 (sa, 1H, NH), 1.49 (s, 9H).

13C-RMN (8, 500 MHz, CDCls): 176.3 (C), 166.7 (C), 159.0
(C), 143.6 (C), 141.6 (C), 134.0 (C), 133.3 (CH), 130.2 (C),
129.6 (CH x 2, “Jcr = 1Hz), 129.5 (C, 2Jcr = 32.5 Hz), 126.2
(CH), 125.8 (CH x 2, 3Jcr =3.7 Hz), 124.1 (C, 1Jce =270.3Hz), 99.6 (C), 54.2 (C), 30.0 (CH3
X 3).

EM-EI m/z (%): 419 ([M*], 14); 364 (23); 363 (100); 294 (18); 69 (32).
EMAR: 419.0780 (Calculado para C21H1sNOsFsS [M*] 419.0803)
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2-(tert-butilamino)-3-fenil-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4h).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,3 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, se trataron con 1,2 equiv (0,13 mmol, 14 ul) de
benzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 ul) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas de
EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometio a irradiacion con microondas a 120°C, durante
15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa, usando
CH:CI> como eluyente. Se obtuvieron 25 mg (63%) del producto 4h como un sélido amorfo de

color azul oscuro (pf: 207 °C).

IH-RMN (8, 500 MHz, CDCls): 7.58 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.55
(d, 3 =5.0 Hz, 1H), 7.48-7.44 (m, 4H), 7.36 (m, 1H), 4.87 (sa,
1H, NH), 1.47 (s, 9H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCL): 176.5 (C), 166.5 (C), 159.2
(C), 143.3 (C), 142.6 (C), 141.8 (C), 133.0 (CH), 130.6 (C),
130.0 (C), 129.3 (CH x 2), 128.9 (CH x 2), 127.8 (CH), 126.2
(CH), 1015 (C), 54.0 (C), 30.0 (CHs x 3).

EM-EI m/z (%): 351 ([M*],(100)); 278 (63); 277 (22); 269 (21); 268 (62): 267 (46); 266 (26):
240 (21); 239 (78); 238 (37); 211 (47); 210 (58); 184 (34); 139 (53); 129 (73); 111 (22); 110
(24); 57 (100).

EMAR: 351.0931 (calculado para C,,H,,NO,S [M*] 351.0929).

2-(tert-butilamino)-3-(3-piridil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4i).

Siguiendo el procedimiento general descrito, 20,7 mg (0,12 mmol) de 5-hidroxi

benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, se trataron con 1,2 equiv (0,13 mmol, 13 ul) de 3-
piridincarboxaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 pl) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas
de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometio a irradiacion con microondas a 120°C,
durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de exclusion, usando
una mezcla Hex:CH2Cl>:MeOH 2:1:1 como eluyente. Se obtuvieron 33,1 mg (82 %) del
producto 4i como un sélido amorfo azul. (pf: 185 °C).
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IH-RMN (3, 500 MHz, CDCls): 8.66 (sa, 1H), 8.54 (sa, 1H),
7.85(d, J=7.7 Hz, 1H), 7.65-7.51 (m, 2H), 7.38 (s, 1H), 4.97
(s, 1H, NH), 1.48 (s, 9H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCls): 176.4 (C), 166.6 (C), 159.1
(C), 149.4 (CH), 148.5 (CH), 143.6 (C), 142.5 (C), 141.7 (C),
137.7 (CH), 133.3 (CH), 130.5 (C), 126.7 (C), 126.3 (CH),
123.6 (CH), 97.3 (C), 54.3 (C), 30.0 (CHs x 3).

EM-EI m/z (%): 352 ([M*], 14); 297 (20); 296 (100); 57 (41); 55 (19).

EMAR: 352.0896 (calculado para C, H,,N,0,S [M*] 352.0882).

2-(tert-butilamino)-3-(3-tiofenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4J)

Siguiendo el procedimiento general descrito, se disolvieron 20,1 mg (0,11 mmol) de 5-

hidroxi benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, y fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol,
12 ul) de tiofeno-3-carbaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 ul) de t-butil isonitrilo y cantidades
cataliticas de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometid a irradiacién con microondas a
120°C, durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia en placa
preparativa, usando CH2>Cl> como eluyente. Se obtuvieron 26,7 mg (67%) del producto 4j como

un s6lido amorfo de color azul (Pf: 181°C).

'H-RMN (8, 500 MHz, CDCly): 7.59 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.56
(d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 2.9, 1.3 Hz, 1H), 7.44 (dd, J =
4.9,2.9 Hz, 1H), 7.34 (dd, J=5.0, 1.3 Hz, 1H), 4.94 (sa, 1H, NH),
1.50 (s, 9H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCL): 176.6 (C), 166.4 (C),
159.3 (C), 143.0 (C), 142.6 (C), 141.8 (C), 133.1 (CH),
130.3 (C), 130.1 (C), 128.4 (CH), 126.2 (CH), 126.0 (CH),
123.4 (CH), 96.9 (C), 54.1 (C), 30.0 (CHs x 3).

EM-EI m/z (%): 357 ([M*], 20): 302 (20); 301 (100); 57(18).

EMAR: 357.0483 (Calculado para C,;H,.NO,S, [M*] 357.0493).
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2-(tert-butilamino)-3-propil-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4k).

Siguiendo el procedimiento general descrito 19,6 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, se trataron con 1,2 equiv (0,13 mmol, 13 ul) de
butiraldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 ul) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas de
EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometio a irradiacion con microondas a 120°C, durante
15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa, usando
CH:CI> como eluyente. Se obtuvieron 20,0 mg (58 %) del producto 4k como un solido amorfo
de color azul (pf: 181°C).

IH-RMN (8, 500 MHz, CDCL): 7.57 (d, J = 5.0 Hz, 1H),
7.54 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 4.15 (sa, 1H, NH), 2.51 (t, J = 7.4
Hz, 2H), 1.58 (m, 2H), 1.45 (s, 9H), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCL): 1775 (C), 166.1 (C),
159.4 (C), 143.1 (C), 142.4 (C), 142.1 (C), 132.8 (CH), 132.0
(C), 126.3 (CH), 103.4 (C), 53.9 (C), 30.2 (CHs X 3), 24.6

(CH2), 22.6 (CH), 13.9 (CHs).

EM-EI m/z (%):317 ([M*], 50); 263 (22); 262 (49); 261 (100); 234 (22); 233 (42); 232 (85);
219 (28); 57 (71).

EMAR: 317.1096 (calculado para C NO,S [M*] 317.1086).

17H19

2-(tert-butilamino)-3-ciclohexil-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4l).

Siguiendo el procedimiento general descrito, 20,5 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, se trataron con 1,2 equiv (0,13 mmol, 17 pl) de
ciclohexanaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 15 ul) de t-butil isonitrilo y cantidades cataliticas
de EDDA (0,01 mmol, 2 mg). La mezcla se sometio a irradiacion con microondas a 120°C,
durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa,
usando CH2Cl> como eluyente. Se obtuvieron 33,3 mg (82%) del producto 4l como un s6lido

amorfo de color azul (pf: 216 °C).
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IH-RMN (3, 500 MHz, CDCL3): 7.56 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.52
(d, J = 5.0 Hz, 1H), 4.17 (sa, 1H, NH), 2.65 (it, J = 12.2, 3.6
Hz, 1H), 1.88-1.64 (m, 8H), 1.44 (s, 9H), 1.36 (t, J = 9.1 Hz,
2H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCI3): 177.3 (C), 166.6 (C), 158.1
(C), 143.9 (C), 142.9 (C), 141.7 (C), 132.8 (CH), 131.3 (C), 126.1 (CH), 109.4 (C), 54.0 (C),
34.4 (CH), 31.0 (C), 31.0 (CH2 x 2), 30.3 (CHs x 3), 26.8 (CH2 X 2), 25.8 (CH2).

EM-EI m/z (%): 357 ([M*], 43); 303 (24); 302 (53); 301 (100); 258 (32); 233 (32); 232 (63);
57 (52).

EMAR: 357.1393 (calculado para C20H23NO3S [M*] 357.1399).

SERIE I

2-(ciclohexilamino)-3-(4-nitrofenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4m).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona, en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 16,37
mg) de 4-nitrobenzaldehido, 1,2 equiv de ciclohexilisocianuro (0,13 mmol, 17 ul) y cantidades
cataliticas (0,01 mmol, 2 mg) de EDDA. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas
a 120°C, durante 15 minutos. El producto de la reaccion fue purificado mediante cromatografia
de placa preparativa usando CH2Cl> como eluyente. Se obtuvieron 30,1 mg (64%) del producto

4m como un solido amorfo de color verde oscuro (pf: 219 °C).

1H-RMN (3, 500 MHz, CDCI3): 8.29 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.66 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.57 (d, J
= 5.0 Hz, 1H), 4.85 (d, J = 8.2 Hz, 1H, NH), 3.85 (m, 1H),
2.08 (m, 2H), 1.77 (dt, J = 13.5, 3.4 Hz, 2H), 1.67 (dt, J =
12.5, 3.5 Hz, 1H), 1.44 (m, 2H), 1.25 (m, 3H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCI3): 176.3(C), 166.9 (C),

o, 158.7 (C), 146.6 (C), 143.2(C), 142.6 (C), 141.4 (C), 137.4
(C), 133.5(CH), 130.5 (C), 129.8 (CH x 2), 126.3 (CH), 124.1 (CH x 2), 97.2 (C), 52.5 (C),
33.9 (CH2 x 2), 25.3 (CHy), 24.7(CH2 X 2).
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EM-EI m/z (%): 422 ([M*], 78): 341 (30); 340 (100); 69 (25); 55 (24).

EMAR: 422.0934 (Calculado para C,,H,;,N,0.S [M*] 422.0936)

2-(ciclohexilamino)-3-feniltieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4n).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,2 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 14 ul) de
benzaldehido, 1,2 equiv de ciclohexilisonitrilo (0,13 mmol, 17 ul) y cantidades cataliticas (0,01
mmol, 2 mg) de EDDA. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a 120°C, durante
15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa, usando
CH:ClI> como eluyente. Se obtuvieron 31 mg (73%) del producto 4n como un sélido amorfo de
color azul (pf: 207 °C).

IH-RMN (8, 500 MHz, CDCL): 7.59 (d, J = 5.0 Hz, 1H),
7.56 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.50 — 7.42 (m, 4H), 7.35 (tt, J =
6.5, 1.8 Hz, 1H), 4.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH), 3.82 (m,
1H), 2.06 (dd, J = 12.5, 3.4 Hz, 2H), 1.75 (dt, J = 13.5, 3.6
Hz, 2H), 1.65 (dt, J = 12.9, 3.7 Hz, 1H), 1.42 (m, 2H), 1.21
(m, 3H).

13C-RMN (8, 125 MHz, CDCl3): 176.5 (C), 166.4 (C), 158.9 (C), 142.5 (C), 142.5 (C), 141.9
(C), 133.1 (CH), 131.3 (C), 129.9 (C), 129.3 (CH x 2), 128.8 (CH x 2), 127.7 (CH), 126.3 (CH),
100,0 (C), 52.27 (CH), 33.9 (CH2 X 2), 25.3 (CH2), 24.7 (CH2 X 2).

EM-EI m/z (%): 377 (IM*], 69); 296 (23); 295 (100); 69 (21).

EMAR: 377.1092 (Calculado para C22H1gNOsS [M*] 377.1086).

2-(ciclohexilamino)-3-(4-metoxifenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (40).

Siguiendo el procedimiento general descrito, 20,4 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 17 ul) de
4-metoxibenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 17 ul) de ciclohexilisonitrilo y cantidades
cataliticas (0,01 mmol, 2 mg) de EDDA. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas
a 120°C, durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa
preparativa, usando CH.>Cl, como eluyente. Se obtuvieron 26,7 mg (58%) del producto 40 como

un s6lido amorfo de color azul (pf: 155 °C).
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IH-RMN (3, 500 MHz, CDCls): 7.58 (d, J = 5.0 Hz, 1H),
7.55 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.97 (d, J
= 8.8 Hz, 2H), 4.78 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH), 3.84 (s, 3H),
3.80 (m, 1H), 2.05 (dd, J = 12.5, 3.3 Hz, 2H), 1.74 (dt, J =
135, 3.5 Hz, 2H), 1.64 (dt, J = 13.1, 3.8 Hz, 1H), 1.41 (m,
2H), 1.29-1.12 (m, 3H).

13C-RMN (8, 125 MHz, CDCl): 176.7 (C), 166.1 (C), 159.1
(C), 159.0 (C), 142.3 (C), 142.2 (C), 142.1 (C), 133.0 (CH),
131.4 (C), 130.5 (CH), 126.3 (CH), 121.9 (C), 114.3 (CH), 100.1 (C), 55.3 (CH3), 52.3 (CH),
33.9 (CH2 X 2), 25.4 (CHy), 24.7 (CH2 X 2).

OMe

EM-EI m/z (%): 407 ([M*] 100), 407 (100), 326 (57); 325 (100): 324 (26); 324 (26); 310 (29):
296 (21); 294 (56); 135 (44); 55 (45).

EMAR: 407.1188 (Calculado para C23H21:NO4S [M*] 407.1191).

2-(ciclohexilamino)-3-propiltieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4p).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,3 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv. (0,13 mmol, 13 ul) de
butiraldehido, 1,2 equiv. (0,13 mmol, 17 ul) de ciclohexilisonitrilo y cantidades cataliticas (0,01
mmol, 2 mg) de EDDA. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a 120°C, durante
15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa, usando
CH.CI> como eluyente. Se obtuvieron 27,2 mg (70%) del producto 4p como un sélido amorfo
de color azul (pf: 179 °C).

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCL3): 7.58 (d, J = 5.0 Hz, 1H),
7.54 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 4.34 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NH), 3.77
(m, 1H), 2.54 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.07 (dd, J = 12.5, 3.4 Hz,
2H), 1.77 (dt, J = 13.5, 3.6 Hz, 2H), 1.66 (dt, J = 12.9, 3.6
Hz, 1H), 1.58 (m, 2H), 1.43 (m, 2H), 1.29-1.16 (m, 3H), 0.95
(t, J = 7.3 Hz, 3H).
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13C-RMN (3, 125 MHz, CDCls): 177.6 (C), 165.5 (C), 159.5 (C), 142.6 (C), 141.7 (C), 141.7
(C), 133.1 (CH), 132.9 (C), 126.4 (CH), 100.9 (C), 52.5 (CH), 34.1 (CH2x 2), 25.4 (CH,), 24.8
(CHa), 24.4 (CH2x 2), 22.6 (CH2), 13.9 (CHa).

EM-EI m/z (%): 343 ([M*] 100); 343 (100); 314 (36); 262 (49); 261 (100); 261(100); 234
(21); 233(48); 232 (100); 232 (100); 219 (30); 55 (64).

EMAR: 343.1243 (Calculado para C19H21NOsS [M*] 343.1242).

SERIE 11

2-(benzilamino)-3-(4-nitrofenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4q).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,3 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 20,1 mg)
de 4-nitrobenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 17 ul) de bencilisonitrilo y cantidades cataliticas
(0,01 mmol, 2 mg) de EDDA. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a 120 °C,
durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa,
usando CH.Cl, como eluyente. Se obtuvieron 23,2 mg (48%) del producto 4g como un solido

amorfo de color verde oscuro (pf: 234 °C).

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCLs): 8.26 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 7.68 ~7.62 (m, 3H), 7.57 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.41
~7.31(m, 5H), 5.22 (t, J = 5.9 Hz, 1H, NH), 4.68 (d, J
= 5.9 Hz, 2H).

1BC-RMN (8, 125 MHz, CDCl3): 176.2 (C), 167.2 (C),
158.6 (C), 146.6 (C), 143.5 (C), 142.8 (C), 141.2 (C),

Noz 137.0 (C), 136.7 (C), 133.6 (CH), 130.4 (C), 129.8 (CH
X 2),129.1 (CH x 2), 128.4 (CH), 127.9 (CH x 2), 126.3 (CH), 124.0 (CH x 2), 97.5 (C), 47.6
(CH2).

EM-EI m/z (%): 430 ([M*], 100); 428 (40): 92 (34): 91 (100); 65 (20).
EMAR: 430.0620 (Calculado para C2sH14N20sS [M*] 430.0623).

2-(benzilamino)-3-feniltieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4r).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,2 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi

benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 14 ul) de
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benzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 17 ul) de bencilisonitrilo y cantidades cataliticas (0,01
mmol, 2 mg) de EDDA. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a 120 °C, durante

15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa, usando

CH:CI> como eluyente. Se obtuvieron 34,4 mg (80%) del producto 4r como un sélido amorfo
de color azul (pf: 140 °C).

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCls): 7.59 (d, J = 5.0 Hz,
1H), 7.55 (dt, J = 5.0, 1.7 Hz, 1H), 7.48 — 7.44 (m, 2H),
7.41 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.38-7.28 (m, 6H), 5.22 (sa,
1H, NH), 4.64 (d, J = 6.1 Hz, 2H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCL): 176.4 (C), 166.7
(C), 158.8 (C), 142.8 (C), 142.7 (C), 141.7 (C), 137.3
(C), 133.1 (CH), 131.2 (C), 129.6 (C), 129.3 (CH x 2), 129.0 (CH x 2), 128.8 (CH x 2), 128.1
(CH), 127.8 (CH), 127.8 (CH x 2), 126.2 (CH), 100.2 (C), 47.4 (CH2).

EM-EI m/z (%): 385 ([M*], 83); 266 (30); 129 (19); 91 (100).

EMAR: 385.0768 (Calculado para CosHisNOsS [M*] 385.0773).

2-(benzilamino)-3-(4-metoxifenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4s).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,1 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol; 17 pul) de
4-metoxibenzaldehido, 1,2 equiv (0,13 mmol, 17 ul) de bencilisonitrilo y cantidades cataliticas
(0,01 mmol, 2 mg) de EDDA. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a 120°C,
durante 15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa,
usando CH2Cl> como eluyente. Se obtuvieron 28,5 mg (61%) del producto 4s como un solido

amorfo de color azul verdoso (pf: 168 °C).

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCls): 7.59 (d, J = 5.0 Hz,
1H), 7.55 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.43-7.28 (m, 7H), 6.94
(d, J = 8.8 Hz, 2H), 5.15 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 4.64
(d, J = 6.1 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCls): 176.5 (C), 166.5
(C), 159.2 (C), 158.8 (C), 142.6 (C), 142.6 (C), 141.8
(C), 137.3 (C), 133.1 (CH), 131.3 (C), 130.5 (CH x 2),
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129.0 (CH x 2), 128.1 (CH), 127.8 (CH x 2), 126.22 (CH), 121.50 (C), 114.3 (CH x 2), 100.23
(C), 55.3 (CH3), 47.4 (CHy).

EM-EI m/z (%): 415 ([M*], 100); 413 (20); 324 (41); 297 (40); 296 (95); 269 (23); 241 (22);
159 (33); 91 (75).

EMAR: 415.0889 (Calculado para C2sH17NO4S [M*] 415.0878).

2-(benzilamino)-3-propiltieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (4t).

Siguiendo el procedimiento general descrito 19,9 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona en 2 mL de EtOH, fueron tratados con 1,2 equiv (0,13 mmol, 13 ul) de
butiraldehido, 1,2 equiv de (0,13 mmol, 17 ul) de bencilisonitrilo y cantidades cataliticas (0,01
mmol, 2 mg) de EDDA. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a 120°C, durante
15 minutos. El producto fue purificado mediante cromatografia de placa preparativa, usando
CH:ClI> como eluyente. Se obtuvieron 27,9 mg (72%) del producto 4t como un solido amorfo
de color azul (pf: 166 °C).

IH-RMN (8, 500 MHz, CDCls): 7.59 (d, J = 5.0 Hz,
1H), 7.54 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.40-7.29 (m, 5H), 4.64
(m, 3H), 2.53 (t, J = 14.7 Hz, 2H), 1.57 (m, 2H), 0.93
(t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C-RMN (3, 125 MHz, CDCls): 177.5 (C), 166.1
(C), 159.3 (C), 142.3 (C), 142.2 (C), 142.0 (C), 137.6
(C), 133.0 (CH), 132.99, 129.0 (CH), 128.1 (CH), 127.8 (CH), 126.3 (CH), 100.8 (C), 47.7
(CH>), 24.3 (CH2), 22.6 (CH>), 13.8 (CHy).

EM-EI m/z (%): 351 ([M*], 50); 322 (28): 92 (29); 91 (100).

EMAR: 351.0932 (Calculado para CxH:7NOsS [M*] 351.0929).

5.6.5.- Sintesis de 2-amino-3-(4-clorofenil)tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona (5a).
Para la preparacion de este compuesto, 12,3 mg (0,03 mmol) del derivado 5a se trataron con
1,2 equiv. (0,04 mmol, 23,7 mg) de triflato de yterbio (I11). La mezcla se someti6 a irradiacion
con microondas a 120°C durante 6h. A continuacién, el producto se purificd por cromatografia

de placa preparativa, haciendo un doble recorrido del disolvente. Primero se eluyé con CH2Cl»
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y a continuacion con una mezcla de CH2Cl2:MeOH al 5%. Se obtuvieron 7,9 mg (75 %) del

producto 5a como un sélido amorfo de color verde claro (pf: 260 °C).

IH-RMN (8, 500 MHz, CDCls): 7.62 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.57 (d,
J=5.0 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8.6 Hz, 2H),
4.79 (sa, 2H, NH>).

IH-RMN (3, 500 MHz, DMSO): 8.05 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.58 (sa,
2H, NHy), 7.52 — 7.47 (m, 3H), 7.45 (d, J = 8.7 Hz, 2H).

¢ BC-RMN (8, 125 MHz, DMSO): 176.1 (C), 165.3 (C), 160.7 (C),
141.8 (C), 141.2 (C), 141.0 (C), 135.0 (CH), 131.4 (C), 131.3 (CH x 2), 130.7 (C), 128.8 (C),
128.0 (CH x 2), 125.6 (CH), 96.8 (C).

EM-EI m/z (%): 330 (([M*], 31); 329 (100); 294 (42); 147 (20).

EMAR: 328.9913 (Calculado para CisHsNO3sS**Cl 328.9913); 330.9893 (Calculado para
C16HsNO3S*'Cl 330.9884).

5.6.6.- Procedimiento general para la sintesis de compuestos tipo 6-amino-4,9-

dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-carbonitrilo.

En un tubo de microondas 20 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi benzotiofeno-4,7-diona se
disolvieron en 2 mL de EtOH y fueron tratados con 1,0 equiv. (0,11 mmol) de aldehido, 1,0
equiv. (0,11 mmol) de malononitrilo y cantidades cataliticas de EtsN (0,01 mmol, 10%). La
mezcla se sometié a irradiacion con microondas a 120°C, durante 10 minutos. Una vez
finalizada la reaccion, en algunos casos el producto se pudo obtener puro tras precipitar en agua,
mientras que en otros se purificaron por placa preparativa, utilizando en todos los casos
DCM:MeOH al 10 % como eluyente.*

6-amino-8-(4-clorofenil)-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-

carbonitrilo (7a)

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 mL de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,
15,6 mg) de 4-cloro-benzaldehido, 1,0 equiv de (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y

cantidades cataliticas (0,01 mmol, 1 pl) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacion con
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microondas a 120°C, durante 10 minutos. Finalizada la reaccion se afiadieron 2 ml de agua
destilada al tubo de microondas y este se sumergi6 en un bafio agua hielo para favorecer la
precipitacion del producto. A continuacion, el producto se filtrdé a vacio y se lavo con una
pequefia cantidad de la mezcla etanol:agua 1:1, obteniendo un solido puro. El filtrado contenia
parte disuelta del producto, por lo que este se llevd a sequedad y se purifico mediante
cromatografia de placa preparativa, utilizando DCM:MeOH al 10 % como eluyente. En total se

obtuvieron 22,1 mg (54 %) de 7a como un sélido de color naranja. (pf: 231 °C).

IH-RMN (8, 600 MHz, DMSO): 8.11 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 7.61 (d,
N = 5.0 Hz, 1H), 7.44 — 7.26 (m, 6H), 4.60 (s, 1H).

o 1BC-RMN (5, 151 MHz, DMSO): 178.0 (C), 173.5 (C), 158.9 (C),
149.0 (C), 143.0 (C), 142.7 (C), 139.6 (C), 135.7 (CH), 132.2 (C),
130.1 (CH x 2), 129.0 (CH x 2), 126.3 (CH), 120.9 (C), 119.6 (C),
57.5 (C), 36.4 (CH).

6-amino-8-(4-bromofenil)-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-
carbonitrilo (7b).

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 mL de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,
20,5 mg) de 4-bromo-benzaldehido, 1,0 equiv (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y
cantidades cataliticas (0,01 mmol, 1 pl) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacion con
microondas a 120°C, durante 10 minutos. Finalizada la reaccion se afiadieron 2 ml de agua
destilada al tubo de microondas y éste se sumergié en un bafio agua hielo para favorecer la
precipitacion del producto. A continuacion, el producto se filtr6 a vacio y se lavé con una
pequefia cantidad de la mezcla etanol:agua 1:1 obteniéndo un sélido puro. El filtrado contenia
parte disuelta del producto, por lo que este se llevd a sequedad y se purificO mediante
cromatografia de placa preparativa, utilizando DCM:MeOH al 10 % como eluyente. En total se
obtuvieron 14,5 mg (32 %) de 7b como un solido de color naranja (pf: 242 °C).
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IH-RMN (8, 500 MHz, DMSO): 8.12 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.62 (d,
ni, J =5.0 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.37 (sa, 2H, NH>), 7.30
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.58 (s, 1H).

BBC-RMN (8, 151 MHz, DMSO): 177.7 (C), 173.0 (C), 158.3 (C),
1485 (C), 143.0 (C), 142.2 (C), 139.1 (C), 135.2 (CH), 131.4 (CH x
2), 130.0 (CH x 2), 125.78 (CH), 120.3 (C), 120.2 (C), 119.1 (C),

56.9 (C), 36.0 (CH).

6-amino-8-(4-metoxifenil)-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-

carbonitrilo (7¢)

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 mL de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,
13 pl) de 4-metoxibenzaldehido, 1,0 equiv (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y cantidades
cataliticas (0,01 mmol, 1 pl) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a
120°C, durante 10 minutos. Finalizada la reaccion se afiadieron 2 ml de agua destilada al tubo
de microondas y éste se sumergié en un bafio agua hielo para favorecer la precipitacion del
producto. A continuacién, el producto se filtr6 a vacio y se lavé con una pequefia cantidad de
la mezcla etanol:agua 1:1 obteniéndo un solido puro. El filtrado contenia parte disuelta del
producto, por lo que este se llevo a sequedad y se purifico mediante cromatografia de placa
preparativa, utilizando DCM:MeOH al 10 % como eluyente. En total se obtuvieron 7,68 mg
(19 %) de 7c como un sélido de color naranja (pf: 219 °C).

1H-RMN (8, 500 MHz, DMSO): 8.10 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 7.60 (d,
NH: 3= 5.0 Hz, 1H), 7.27 (sa, 2H, NH2), 7.21 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.87
(d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.51 (s, 1H), 3.72 (s, 3H).

13C-RMN (8, 126 MHz, DMSO): 177.8 (C), 173.2 (C), 158.3 (C),
158.3 (C), 148.0 (C), 142.3 (C), 139.0 (C), 135.6 (C), 135.2 (CH),
128.8 (CH x 2), 125.8 (CH), 121.1 (C), 119.3 (C), 113.9 (CH x 2),
57.6 (C), 55.0 (CH3), 35.6 (CH).
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6-amino-8-(4-nitrofenil)-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-
carbonitrilo (7d)

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 ml de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,
16,8 mg) de 4-nitrobenzaldehido, 1,0 equiv de (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y
cantidades cataliticas (0,01 mmol, 1 pl) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacién con
microondas a 120°C, durante 10 minutos. A continuacion, la mezcla se reaccion se concentro y
se purifico mediante cromatografia de placa preparativa, utilizando DCM:MeOH al 10 % como

eluyente. Se obtuvieron 15,4 mg (37 %) de 7d como un sélido de color naranja (pf: 214 °C).

IH-RMN (5, 500 MHz, DMSO) 8.19 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.12 (d, J
" =5.0Hz, 1H), 7.67 — 7.61 (m, 3H), 7.46 (sa, 2H, NH>), 4.78 (s, 1H).

o 1BC-RMN (3, 126 MHz, DMSO) 177.6 (C), 172.9 (C), 158.4 (C),
150.9 (C), 148.9 (C), 146.6 (C), 142.1 (C), 139.1 (C), 135.3 (CH),
129.1 (CH x 2), 125.8 (CH), 123.7 (CH x 2), 119.6 (C), 118.9 (C),
56.3 (C), 54.9 (C), 36.4 (CH).

NO,

6-amino-4,9-dioxo-8-(4-(trifluorometil)fenil)-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-q]cromeno-7-

carbonitrilo (7e)

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 mL de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,
15 ul) de 4-trifluorometi-benzaldehido, 1,0 equiv de (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y
cantidades cataliticas (0,01 mmol, 1 pl) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacion con
microondas a 120°C, durante 10 minutos. Finalizada la reaccion se afiadieron 2 ml de agua
destilada al tubo de microondas y este se sumergié en un bafio agua hielo para favorecer la
precipitacion del producto. A continuacion, el producto se filtrdé a vacio y se lavo con una
pequefia cantidad de la mezcla etanol:agua (1:1), obteniendo un sélido puro. El filtrado contenia
parte del producto disuelto, por lo que este se llevo a sequedad y se purifico mediante
cromatografia de placa preparativa, utilizando DCM:MeOH al 10 % como eluyente. En total se

obtuvieron 20,5 mg (45 %) de 7e como un solido de color naranja (pf: 240 °C).
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e IH-RMN (8, 500 MHz, DMSO): 8.12 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.70 (d,
J O™ J=8.1Hz, 2H), 7.63 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
- | 7.42 (s, 2H, NHy), 4.71 (s, 1H).

CN

° 13C-RMN (3, 126 MHz, DMSO): 182.9 (C), 178.2 (C), 163.6 (C),
. | 154.0 (C), 153.3 (C), 147.4 (C), 144.3 (C), 140.5 (CH), 133.8 (CH x
Y 2, %cr = 0.9 Hz), 132.9 (C, Zcr = 31.5 Hz), 131.0 (CH), 130,7

(CHx 2,3 =3.7 Hz), 129.4 (C, Y = 272.0 Hz), 125.2 (C),
124.3 (C), 61.9 (C), 41.6 (CH).

6-amino-4,9-dioxo-8-fenil-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromene-7-carbonitrilo (7f)

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 mL de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,
11 pl) de benzaldehido, 1,0 equiv de (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y cantidades
cataliticas (0,01 mmol, 1 ul) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacién con microondas a
120°C, durante 10 minutos. Finalizada la reaccion se afiadieron 2 ml de agua destilada al tubo
de microondas y éste se sumergié en un bafio agua hielo para favorecer la precipitacion del
producto. A continuacion, el precipitado se centrifugd y el sobrenadante se desecho.
Posteriormente, el sélido se lavo con una pequefia cantidad de la mezcla etanol:agua (1:1)
obteniendo 16,1 mg (43 %) del producto 7f como un sélido puro de color naranja (pf: 258 °C).

IH-RMN (3, 500 MHz, DMSO): 8.10 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.61 (d,
M 3= 5.0 Hz, 1H), 7.35 — 7.28 (m, 6H), 7.26 — 7.21 (m, 1H), 4.55 (s,
1H).

13C-RMN (3, 126 MHz, DMSO): 177.7 (C), 173.1 (C), 158.4 (C),
148.4 (C), 143.5 (C), 142.2 (C), 139.0 (C), 135.2 (CH), 128.6 (CH
x 2), 127.6 (CH x 2), 127.1 (CH), 125.8 (CH), 120.9 (C), 119,3 (C),

57.4 (C), 36.4 (CH).

6-amino-4,9-dioxo-8-(pyridin-3-il)-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-

carbonitrilo (79g)
Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 mL de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,

11 pl) de 3-piridincarboxaldehido, 1,0 equiv de (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y
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cantidades cataliticas (0,01 mmol, 1 pl) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacion con
microondas a 120°C, durante 10 minutos. A continuacion, la mezcla de reaccion se concentrd
y se purifico mediante cromatografia de placa preparativa, utilizando DCM:MeOH al 10 %
como eluyente. Se obtuvieron 9,7 mg (26 %) de 7g como un sélido de color naranja (pf: 211
°C).

IH-RMN (3, 500 MHz, DMSO) 8.57 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.46 (dd,
" 3=4.7,1.6 Hz, 1H), 8.11 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.75 (dt, J = 7.9, 2.0
Hz, 1H), 7.62 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.41 (s, 2H, NHy), 7.36 (dd, J =

7.9, 4.7 Hz, 1H), 4.66 (s, 1H).

13C-RMN (3, 151 MHz, DMSO) 177.7 (C), 172.9 (C), 158.4 (C),
148.9 (C), 148.8 (CH x 2), 148.2 (CH), 142.1 (C), 139.1 (C), 139.1
(C), 135.4 (CH x 2), 135.2 (CH), 125.8 (CH), 123.8 (CH), 119.7 (C), 119.1 (C), 56.6 (C), 34.3
(CH).

6-amino-4,9-dioxo-8-propil-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-carbonitrilo (7h)

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 mL de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,
10 ul) de butiraldehido, 1,0 equiv de (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y cantidades
cataliticas (0,01 mmol, 1 ul) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a
120°C, durante 10 minutos. A continuacidn, la mezcla de reaccién se concentrd y se purifico
mediante cromatografia de placa preparativa, utilizando DCM:MeOH al 10 % como eluyente.

Se obtuvieron 5,0 mg (15 %) de 7h como una cera de color marrén oscuro.

IH-RMN (3, 500 MHz, CDCl3): 7.68 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.56 (d,
MM J = 5.0 Hz, 1H), 4.91 (s, 2H), 3.71 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 1.46 — 1.20
(m, 4H), 0.92 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

3C-RMN (8, 126 MHz, CDCls): 177.8 (C), 173.0 (C), 159.1 (C),
148.9 (C), 143.4 (C), 138.7 (C), 133.6 (CH), 126.0 (CH), 124.0 (C),
118.7 (C), 59.7 (C), 38.0 (CH2), 30.5 (CH), 18.4 (CH,), 13.9 (CHs).
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6-amino-8-ciclohexil-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-g]cromene-7-carbonitrilo

(71)

Siguiendo el procedimiento general descrito 20,0 mg (0,11 mmol) de 5-hidroxi
benzotiofeno-4,7-diona fueron disueltos en 2 mL de EtOH y tratados con 1,0 equiv (0,11 mmol,
13 ul) de ciclohexanaldehido, 1,0 equiv de (0,11 mmol, 7,3 mg) de malononitrilo y cantidades
cataliticas (0,01 mmol, 1 ul) de EtsN. La mezcla fue sometida a irradiacion con microondas a
120°C, durante 10 minutos. A continuacion, la mezcla de reaccion se concentro y se purificd
mediante cromatografia en placa preparativa, utilizando DCM:MeOH al 10 % como eluyente.

Se obtuvieron 12,2 mg (32 %) de 7i como un s6lido de color naranja (pf: 216 °C).

IH-RMN (3, 500 MHz, DMSO) 8.13 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 7.59 (d,
N J = 5,0 Hz, 1H), 7.29 (s, 2H, NHy), 3.34 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 1.73
(m, 1H), 1.66 (m, 1H), 1.59 (m, 2H), 1.55 — 1.42 (m, 2H), 1.36 —
" 1.21 (m, 1H), 1.21—0.99 (m, 3H), 0.88 (m, 1H).
3.C-RMN (8, 126 MHz, DMSO) 178.0 (C), 173.0 (C), 161.2 (C),
149.5 (C), 142.5 (C), 139.0 (C), 135.1 (CH), 125.7 (CH), 122.6 (C), 120.7 (C), 51.8 (C), 44.2
(CH), 35.9 (CH), 30.3 (CH2), 27.0 (CHz), 26.1 (CHz), 25.8 (CH2), 25.5 (CH2).
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6.- Conclusiones:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

A partir de la quinona heterociclica 5-hidroxi-benzotiofeno-4,7-diona y mediante
reacciones multicomponentes se sintetizaron dos familias de compuestos como
potenciales inhibidores de la diana oncogénica JAK-2.

El acceso a la familia de compuestos 2-amino-tieno[2,3-f|benzofuran-4,8-diona se
realizd mediante la reaccion multicomponente de la quinona heterociclica, 5-hidroxi-
benzotiofeno-4,7-diona, diferentes isonitrilos (t-butil-, ciclohexil- y bencilisonitrilo) y
diferentes aldehidos tanto aromaticos como alifaticos. Se obtuvieron 21 compuestos de
esta familia, con dos puntos de diversidad estructural y con rendimientos de moderados
a buenos.

A partir de los derivados tipo 2-amino-tieno[2,3-f]lbenzofuran-4,8-diona, sintetizados
con un grupo t-butilamino, es posible obtener nuevos analogos en los que el grupo
amino se encuentra libre, como amina primaria.

Mediante también una reaccion multicomponente a partir de la quinona heterociclica,
5-hidroxi-benzotiofeno-4,7-diona, malononitrilo y diferentes aldehidos aromaticos y
alifaticos, se sintetizaron un total de 9 derivados tipo 6-amino-4,9-dioxo-4,9-dihidro-
8H-tieno[2,3-g]cromeno-7-carbonitrilo con rendimientos moderados.

Todos los compuestos obtenidos, fueron caracterizados por *H-RMN y 3C-RMN,
ademas se llevo a cabo un experimento bidimensional de HMBC para el compuesto 7b.
En el caso de los derivados 2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona, estos también
fueron caracterizaron por espectrometria de masas. ElI compuesto 4c pudo ser
cristalizado y su estructura tridimensional se pudo confirmar por difraccion de rayos-x.
Ademas, se determind el punto de fision de todos los derivaos solidos sélidos.

Los compuestos obtenidos fueron sometidos a estudios de modelizacion molecular tipo
Docking. Algunos de los compuestos sintetizados, como el 4d, 4i o el 6f entre otros,
podrian tener buena actividad frente a la enzima JAK2, ya que poseen buenos valores
de la funcion de Score.

Gran namero de compuestos de ambas familias presentaron valores apropiados de
parametros fisicoquimicos lo cual es indicativo de una buena administracion como

posibles farmaco de dichos derivados.
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8.- Anexo de espectros seleccionados.

8.1.- Compuestos 2-amino-tieno[2,3-f]benzofuran-4,8-diona:
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8.2.- Compuestos tipo  6-amino-4,9-dioxo-4,9-dihidro-8H-tieno[2,3-

g]cromeno-7-carbonitrilo.
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Espectro de *H-RMN (DMSO, 500 MHz) del compuesto 7a.
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Espectro de 'H-RMN (DMSO, 500 MHz) del compuesto 7b.
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Espectro de *H-RMN (DMSO, 500 MHz) del compuesto 7e.
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