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ABREVIATURAS

6: Desplazamiento quimico en un espectro
pL: Microlitros

Ala: Alanina

ATP: Trifosfato de adenosina

CCF: Cromatografia en capa fina

CCP: Cromatografia en capa preparativa
DCM: Diclorometano

DDQ: 2,3-dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona.
EtOH: Etanol

ESI: Electrospray

Gln: Glutamina

Gly: Glicina

HMBC: Correlacion de enlaces multiples heteronucleares.
HSQCed: Correlacion heteronuclear a un enlace
J: Constante de acoplamiento

JAK-2: Janus kinasa 2

Leu: Leucina

MCR: Reaccién multicomponente

MeOH: Metanol

Met: Metionina

MHz: Megahertzios

mmol: Milimol

MW: Microondas

min: Minutos

mg: Miligramos

mL: Mililitros

m/z: Relaciéon masa/carga

PDB: Protein Data Bank

ppm: Partes por millén

RMN: Resonancia magnética nuclear

Rto: Rendimiento

Ser: Serina

STAT: Transductores y activadores de sefiales de transcripcion
Tyr: Tirosina

Val: Valina




RESUMEN

La enzima JAK-2 es una proteina tirosina kinasa que interviene en procesos tumorales,
inflamatorios e inmunitarios. Una mutacion en esta enzima provoca enfermedades
raras como la mielofibrosis y la policitemia vera que, a pesar de presentar una
incidencia muy baja en la poblacién, provoca alteraciones en el organismo que
conlleva a una discapacidad grave, pudiendo poner en peligro la vida del paciente. En
este trabajo una serie de catorce hexahidroquinolinas funcionalizadas se han
sintetizado mediante una reaccion multicomponente a partir de 4-hidroxi-6-metil-2-
pirona, diferentes aldehidos sustituidos y 3-amino-2-ciclohexen-1-ona. Dichas
hexahidroquinolinas en un estudio de modelizacion molecular tipo docking han
presentado buenas interacciones en el sitio activo de la enzima JAK-2.

ABSTRACT

JAK-2 enzyme is a protein tirosine kinase that is involved in tumor cell, inflammatory
and inmune processes. A mutation in this enzyme causes diseases such as
myelofibrosis and polycythemia vera in spite of a very low incidence in the population,
causes alterations in the organism that leads to severe disability, which can
compromise the patient’s life. In this work a series of fourteen hexahydroquinolines
has been synthesized by a multicomponent reaction from 4-hydroxy-3-methyl-2-
pyrone, different substituted aldehydes and 3-amine-2-cyclohexen-1-one. These
compounds in molecular docking simulation presented good interactions in the active
site of the JAK-2.




INTRODUCCION

1. QUIMICA MEDICA

La quimica médica tiene como objetivo el estudio quimico de los farmacos para
determinar la relacidn existente entre la estructura quimica, las propiedades
fisicoquimicas, la reactividad y la respuesta bioldgica, con el fin Gltimo de proporcionar
los conocimientos necesarios para la creacién de nuevos farmacos.

En sus origenes, la quimica médica se centré fundamentalmente en las modificaciones
quimicas simples de moléculas de origen natural, aunque actualmente estan
orientadas hacia el estudio de las interacciones de los fdrmacos con sus estructuras
dianas a nivel molecular. Ello se debe al desarrollo de la biologia molecular y de la
ingenieria genética que ha permitido el estudio detallado de muchas moléculas diana
en la accién de los fdrmacos, tales como enzimas, receptores de membrana y acidos
nucleicos. También se han determinado caracteristicas tridimensionales del centro
activo sobre el que ejercen su accién muchos farmacos conocidos. Por este motivo, en
la actualidad, una parte del disefio de nuevos farmacos se basa en los resultados de
modelizacion tridimensional derivados del estudio de la interacciéon farmaco-
receptor(®,

Una de las dreas de interés de la quimica médica es la busqueda de compuestos
antitumorales, debido a la alta incidencia del cancer en la poblacidn. Segun la OMS, en
2018 los tumores mas frecuentes a nivel mundial fueron los de pulmén, mama y
colorrectal(?,

Una de las maneras de abordar el cancer es mediante el uso de compuestos
antitumorales que interactien de manera eficiente en dianas biolégicas con actividad
terapéutica como pueden ser las enzimas JAK-2G),

2. PROTEINA JAK-2

Las proteinas Janus Kinasas (JAKs) son las Unicas clases de proteinas con actividad
tirosina kinasa que se asocian con receptores de citocinas y que activan las proteinas
STAT, transductores y activadores de sefiales de transcripcion. Debido al papel que
tienen en la inflamacién e inmunidad, podria suponerse que la activacion de las JAKs
puede contribuir a los desérdenes hematopoyéticos y a las enfermedades
inflamatorias y de autoinmunidad®).

Las citocinas son un grupo de proteinas producidas por diversos tipos celulares y que
actian como reguladores sistémicos de la respuesta inmunitaria e inflamatoria,
ademas de intervenir como factor de crecimiento de distintos tipos de células como las
hematopoyéticas. Su actuacién bioldgica se produce por la interaccién con receptores
especificos y la célula diana determinando de esta manera su accién bioldgica. Sin




embargo, también pueden conducir a una desregulacion de la respuesta inmune
cuando se encuentran en elevadas concentraciones®.

Esta desregulacion se traduce en la aparicion de citocinas proinflamatorias a nivel local
y sistémico, las cuales estimulan la produccién y liberacion de otros mediadores
proinflamatorios como puede ser el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1 beta (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6), interferon gamma (IFN-y) y el factor
inhibitorio de la migracién del macréfago (FIM)®©),

Muchas citocinas implicadas en enfermedades inflamatorias, autoinmunes y distintos
tipos de cancer usan la ruta JAK-STAT para transducir las sefiales intracelulares. Esta
ruta da lugar a conexiones mas directas entre receptores de factores de crecimiento y
de transcripcién. Cuando se estimulan los receptores de citocinas, las proteinas STATs
se agrupan y se unen a través de los dominios SH; a los receptores con secuencias de
fosfotirosinas. Tras esta unidn, las STATs son fosforiladas por las JAKs, se translocan al
nucleo, donde se unen a regiones promotoras del DNA y activan la transcripcion del
gen diana'®”) (Figura 1).
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Figura 1: Ruta JAK/STAT®),

La ruta interviene en muchos procesos celulares vitales como el crecimiento celular,
diferenciacion, proliferacién y funciones inmunitarias reguladoras, ademas de regular
numerosos genes, pero una alteracién en la regulacidn estd asociada con la aparicién




de varias enfermedades como neoplasia mieloproliferativa crénica, obesidad, diabetes
mellitus tipo 2, enfermedad inflamatoria intestinal, y otros tipos de cancer(®210.11),

También existen enfermedades asociadas a una mutaciéon en JAK-2 como son los
trastornos mieloproliferativos. En esta mutacién conocida como V617F hay una
sustitucion de valina por fenilalanina (Figura 2) que provoca que la proteina esté
activada continuamente y haya una produccién descontrolada de células de la sangre,
dando lugar a policitemia vera, mielofibrosis idiopatica y trombocitemia esencial,
ademas de una hipersensibilidad al factor de crecimiento!113),

inactive

Figura 2: Localizacion de la mutacion V617F*2),

Estas enfermedades son de tipo maligno donde las células de la sangre adquieren un
defecto genético produciendo células de estirpe mieloide de manera descontrolada.
En la mielofibrosis aparece tejido fibroso en la médula dsea, agrandamiento de
érganos como el bazo e higado y anemia‘*4.

Esta enfermedad es muy poco frecuente y se desconoce su causa, pero puede
aparecer de manera secundaria a otros sindromes mieloproliferativos. Afecta sobre
todo a pacientes varones de 50 a 65 afios!*>).

Para el tratamiento de estos sindromes se usa la quimioterapia, radioterapia y el
trasplante de células madres y desde hace pocos afios se han desarrollado inhibidores
de JAK-2, los jakinibs, como el ruxolitinib(®>16),

3. INHIBIDORES DE JAK2

La proteina JAK-2 comprende varios dominios en su estructura. Dos de ellos son
dominios C-terminales llamados JH1 y JH2, dominio quinasa y dominio pseudoquinasa
respectivamente, que son cruciales para la funcién y regulaciéon de la proteina. El
dominio SH, compuesto por JH4 y JH3 que estabiliza la conformacidn estructural de la
enzima. Por ultimo, se encuentran los dominios FERM unidos al extremo N-terminal al




gue pertenecen JH5-JH7 que son claves para la asociacion con los receptores (Figura
3)7,

JH7-JHS  JH4-JH3 JH2 JH1

NH3

Figura 3: Dominios estructurales de JAK-2.

Figura 4: Estructura cristalina de JAK-2 (PDB 5CF4)

El mecanismo de accion de los inhibidores de JAK-2 en los sindromes
mieloproliferativos cromosoma Philadelphia negativo no estd muy claro, ya que la
respuesta se observa tanto en pacientes con mutacién como sin ella (8,

El primer jakinib conocido de primera generacién es el ruxolitinib (Figura 5),
considerado como agente antineopldsico. Es un farmaco de diagndstico hospitalario,
inhibidor de las proteinas kinasas JAK2 y JAK1 que inhibe la transduccidn de sefales de
JAK-STAT vy la proliferaciéon celular dependiente de citocinas y de células Ba/F3 en
procesos hematoldgicos malignos, disminuyendo asi los marcadores inflamatorios. Se
une al dominio quinasa para inhibir la actividad enzimdtica en la mutaciéon JAK-
V617F®2021) (Figura 6).
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Figura 5: Estructura de ruxolitinib (INCB018424).
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Figura 6: Mecanismo de accidn de ruxolitinib@.

Se usa como tratamiento no paliativo de primera linea en la mielofibrosis, es
administrado por via oral para tratar la esplenomegalia y el alivio de los sintomas
debilitantes relacionados con la enfermedad. La administracién del farmaco también
se asocia a una reduccion de la proteina STAT3 fosforilada(??).

Otro inhibidor de JAK-2 es el fedratinib (Figura 7), que también se usa en pacientes con
riesgo elevado de mielofibrosis y policitemia vera. Mejora los sintomas fatigosos, la
respuesta del bazo y la normalizacion de los recuentos sanguineos, ademas produce
una disminucién de la carga de los alelos correspondientes a la mutacién (1823),

N
N,S

H

H
N N\ NH
C\N \/\o/©/ WNT\/I

Figura 7: Estructura de fedratinib (TG101348).

Con estos antecedentes y dado que no existen muchos inhibidores conocidos de JAK-2,
en este trabajo nos hemos propuesto la preparacién de una serie de compuestos
biciclicos polifuncionalizados que en estudios de modelizacidon tipo docking han
mostrado buenas interacciones en el sitio de unién de JAK-2.
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OBIJETIVOS

Preparacion de hexahidroquinolinas sustituidas mediante una reaccion
multicomponente a partir de 4-hidroxi-6-metil-2-pirona, aldehidos y 3-amino-
2-ciclohexen-1-ona.

Purificacién mediante técnicas cromatograficas y caracterizacién mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de los productos obtenidos.

Realizacion de transformaciones selectivas sobre alguno de los productos
obtenidos al objeto de diversificar las estructuras resultantes.

Estudios de modelizacién molecular tipo Docking de los productos obtenidos en
el bolsillo de unidn al ATP de la proteina JAK-2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. SINTESIS

Los compuestos a sintetizar se obtienen mediante una reaccién multicomponente
(MCR), a partir de 4-hidroxi-6-metil-2-pirona, 3-amino-2-ciclohexen-1-ona y aldehidos,
todos ellos comerciales.

Las reacciones multicomponentes son reacciones convergentes en las que tres o mas
productos de partida reaccionan para formar un producto final a partir de una
secuencia multietapa, y cuyo resultado final depende de las condiciones de reaccion,
en las que intervienen los disolventes, la temperatura, la concentracién, el tipo de
producto de partida y los grupos funcionales que presentan(?4.

Este tipo de reacciones presentan muchas ventajas frente a la sintesis tradicional ya
gue implican una sola etapa de reaccién y sigue un proceso “one-pot”, que requiere
un solo recipiente y un Unico proceso de purificaciéon, dando lugar a un ahorro en el
tiempo y a la obtenciéon de rendimientos mayores en comparacion con la sintesis
convencional. Ademas, dado su caracter modular se puede acceder a un gran nimero
de compuestos mas complejos(242>2%),

2CR 2R 2-CR

>+[] o D_<> : H 80%_ H O — % D_Q_H_O rendimicnio gotal

>

4CR
t
|:| Sﬁ“/n [: i : H_O |E|1(||m|e|1t0 global
O

a

Figura 8: Sintesis Tradicional vs Sintesis Multicomponente(??),

Hay que tener en cuenta que en las reacciones multicomponentes la coexistencia de
varios componentes en el seno de la reaccién da lugar a una gran variabilidad de
interacciones entre los reactivos, pudiendo dar resultados diferentes a los esperados y
mas si se varian las condiciones de reaccién, es decir, la temperatura, el tiempo, la
presencia o no de catalizadores, solventes, etc.

12



Los distintos derivados de hexahidroquinolinas se obtuvieron usando condiciones ya
optimizadas en el grupo de investigacion, tal y como se ilustra en el esquema 1.

o (0] (0] R (0]
MeOH
(@) + R-CHO + |

| 0
_ NH, MW, 30'- 100°C

OH

Iz

HO
OH

1 2 3 4
Esquema 1: Sintesis de hexahidroquinolinas.

El mejor resultado de optimizacién se obtuvo utilizando como disolvente MeOH, bajo
irradiacion de microondas a 100°C durante 30 minutos y en ausencia de catalizador.

A continuacién, se propone el siguiente mecanismo de reaccién para la formacién de

los mismos:

i i . HO

Esquema 2: Mecanismo de la reaccion multicomponente.
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En la reaccién multicomponente, se produce una condensacién entre el aldehido (2) y
la pirona (1), generando un intermedio carbonilico a,B- insaturado (A). La reaccién de
la enaminona primaria (3) con A genera un segundo intermedio (B) que se encuentra
en equilibrio con C. Con el par de electrones desapareados del nitrégeno, se produce el
ataque hacia el carbonilo dando lugar al compuesto ciclado (D). A continuacion, el
anillo lacténico sufre el ataque de una molécula de agua, lo que conlleva a su apertura
y a la formacién del derivado deseado.

Para sintetizar la quimioteca se siguieron las condiciones de optimizacion mencionadas
anteriormente y se utilizaron los aldehidos mostrados en la tabla 1.

Tabla 1: Aldehidos usados en la reaccion

Aromadticos
CHO CHO CHO
Br CF3 CN
4-bromobenzaldehido 4-trifluorometilbenzaldehido 4-cianobenzaldehido
CHO CHO CHO
Cl ] NO, Benzaldehido
4-clorobenzaldehido 4-nitrobenzaldehido
CHO CHO
NS O
4- (dimetilamino)benzaldehido 4-metoxibenzaldehido
Alifdticos
)
NSNS
CHO HJ\H CHO
Heptaldehido formaldehido Butiraldehido
Heteroaromadticos
H. 0 H__O

0]

e =P $
— — N~

tiofeno-3- carbaldehido 2-furaldehido 3-piridincarboxaldehido
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En la siguiente tabla, se muestran las estructuras de los compuestos obtenidos, asi
como los correspondientes rendimientos.

Tabla 2: Estructura y rendimiento de los compuestos 4 (a-n) obtenidos.

Entrada Estructura Nombre del compuesto Rendimiento

Acido (2)-4-(4-
clorofenil)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
oxo-1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

42

Acido (2)-4-(4-
cianofenil)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
oxo-1,4,5,6,7,8- 57
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

Acido (2)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
oxo-4-fenil-1,4,5,6,7,8- 27
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

Acido (2)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
0x0-4-
(trifluorometil)fenil)- 66
1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.
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Acido (2)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-4-
(4-metixofenil)5-oxo-
1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

Acido (2)-4-(4-
dimetilamino)fenil)2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-

oxo-1,4,5,6,7,8-

hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

Acido (2)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
oxo-4-(tiofen-3-il)-
1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

Acido (E)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
oxo-4-propil-1,4,5,6,7,8-

hexahidroquinolina-3-
carboxilico

Acido (2)-4-heptil-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
oxo-1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-
carboxilico

49

62

38

49

45

16



Acido (2)-2-(2-
B OH  hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
oxo-1,4,5,6,7,8- 58
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

10

Acido (2)-4-(furan-2-il)-
2-(2-hidroxiprop-1-en-1-
il)-5-ox0-1,4,5,6,7,8- 24
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

11

Acido (2)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
ox0-4-(piridin-3-il)-
1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

12 71

Acido (2)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-4-
(4-nitrofenil)-5-oxo--
1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

13 64

Acido (2)-4-(4-
bromofenil)-2-(2-
hidroxiprop-1-en-1-il)-5-
oxo-1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-
carboxilico.

14 67

Como podemos observar, en general se obtuvieron rendimientos de buenos a
moderados. Con respecto a los sustituyentes aromaticos, la mayoria presenta un
rendimiento de mds de un 57 %, sin embargo, con el compuesto 4c se obtuvo el peor
rendimiento (27%).

17



Con los aldehidos alifaticos el rendimiento fue moderadamente bueno, de mas de un
40%. Por ultimo, con los aldehidos heteroaromaticos se obtuvieron rendimientos bajos
excepto con el 3-piridincarboxaldehido (4l) con el que conseguimos un 71%.

2. CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS

Una vez obtenido el producto, se confirma su estructura mediante resonancia
magnética nuclear de H-RMN y 13C-RMN. A continuacion, se muestran a modo de
ejemplo los espectros del compuesto 4b.

13.2534
M 7.2604
= 7.2301
— 7.2141
—5.9159
M 5.6821
—5.4120
~ 2.5056
/-M2.4913
f— M 2.4511
M 2.4171
D2 2T
- 2.2324
——1.9754

7.5239
/75073

=

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 10 8 ] 4 2

Figura 9: Espectro de 'H-RMN (CDCl3, 500 MHz) del compuesto 4b.

En el espectro H-RMN del compuesto 4b, se observa un singlete a § 2.28 ppm que
integra para tres hidrégenos asignables al Unico metilo presente en la molécula. Las
sefiales multipletes a 6 1.98 ppm y 2.47 ppm se corresponden a los hidrégenos sobre
los carbonos C-6, C-7 y C-8.

Seguidamente se observan varias senales singletes a & 5.41, atribuible al hidrégeno
vinilico, a 6 5.68 ppm que corresponde al NH y a 6 5.92 ppm asignables al hidrégeno H-
4,

Los protones en posicion 2’,6’ del anillo aromatico aparecen como un doblete con una
constante de acoplamiento de J= 8.1 Hz a § 7.22 ppm, mientras que los protones en
posicion 3’,5’, se detectan a 6 7.52 ppm con una constante de acoplamiento J= 8.4 Hz.

Por ultimo, la sefial singlete a 6 7.92 ppm es atribuible al OH del grupo propenilo,
mientras que el singlete a 6 13.25 ppm es asignable al grupo hidroxilo del carboxilo en
posicién 3.

18
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Figura 10: Espectro de 13C-RMN (CDCl3, 125 MHz) del compuesto 4b.

En el espectro de 3C-RMN observamos que existen sefiales para un CHs, tres CHy, seis
CH vy diez carbonos cuaternarios (Figura 10). Algunas de las sefiales mas significativas
son:

La sefial a 6 19.6 ppm correspondiente al metilo sobre el doble enlace. Las sefiales a 6
20.5,30.5y 35.7 ppm de los CH; en C-8, C-7 y C-6.

El CH del anillo nitrogenado de C-4, aparece a 6 35.8 ppm. Por otra parte, se observa a
6 103.5 ppm la sefial del carbono vinilico, mientras que a 6 110.2 vemos el carbono C-
4’ que soporta al grupo CN.

Con respecto al grupo ciano se observa la sefal a 6 119.1 ppm. Por ultimo, aparecen
sefiales a 6 169.0 ppm del carbono carbonilico del dcido carboxilico (C-3a), y la sefial a
6 197.0 ppm correspondiente a la cetona.

La asignacion inequivoca de cada uno de los carbonos y de los protones se llevé a cabo
mediante el andlisis de los espectros bidimensionales HSQCed y HMBC.
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Figura 11: Ampliacion de una parte del espectro HSQCed (CDCl3, 500 MHz) del
compuesto 4b.

El espectro bidimensional heteronuclear HSQCed nos permitié determinar qué
hidrégenos estaban unidos a qué carbonos (Figura 11), mientras que el espectro
bidimensional HMBC (Figura 12) permitié establecer las correlaciones carbono-
hidrégeno a tres y dos enlaces.
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Figura 12: Espectro HMBC del compuesto 4b
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Figura 13: Correlaciones HMBC.

Ademas, la estructura de 4b se corroboré mediante espectrometria de masas con la
técnica de electrospray.

3. TRANSFORMACIONES

Con uno de los productos sintetizados se decidié realizar una serie de
transformaciones para aumentar la diversidad estructural siguiendo métodos
descritos en la bibliografia.

Una de las transformaciones que se realizd fue la aromatizacién del anillo de
dihidropiridina. Para ello usamos como agente oxidante el 2,3-dicloro-5,6-diciano-
p-benzoquinona (DDQ).

Esta transformacién permitiria evaluar el efecto de la planaridad en la actividad
bioldgica a determinar.

NO, NO,

P “La
() ()
ST % oa [
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o ‘“'-H# l N* \ll

_.-'m

am 5 (10%)

Esquema 3: Transformacion con DDQ.
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La siguiente transformacion que se planted fue la introduccidén de un grupo oxima.
Para ello se realizd la condensacion del grupo carbonilo en posicion 5 con
hidroxilamina en presencia de acetato sddico.

NO,
No; b
“ﬂ ) NH,OH - HCI Y ﬂ“"’#’l o)
oo mowe Ty g
M ,l JI§ CH,COONa A A o

S N T gl - ‘N 3
o ﬁ “l] H JJH
f"'FL"‘DH OH
4m 6 (40%)

Esquema 4: Formacion de la oxima.

4. DOCKING MOLECULAR

El Docking molecular es una herramienta clave en la biologia molecular estructural y
en el disefio de farmacos. Su objetivo es la prediccion del modo de unidn entre
ligando y proteina(2®).

El ligando al ser flexible adopta distintas conformaciones en el sitio activo segun el
modo de unién con los aminodcidos. La afinidad depende de la energia libre de los
enlaces dando lugar a la mejor conformacién, conocida como bioactiva‘??.

Los resultados del estudio de modelizacion para los compuestos obtenidos en el sitio
activo de la proteina JAK-2 (PDB 5CF4) revelan que los mejores valores de Docking
score, que se obtiene a partir de los algoritmos de evaluacién y busqueda que nos
indica el valor de las mejores interacciones y poses en el receptor, corresponden a los
reflejados en la Tabla 3:

Tabla 3: Resultados de los mejores valores de Docking score:

Ligando Glide score (Kcal/mol) Glide emodel (Kcal/mol)
Compuesto 4i -7.79 -52.01
Compuesto 4j -7.48 -54.24
Compuesto 4h -7.45 -46.10
Compuesto 4d -7.44 -63.03
Compuesto 4e -6.98 -54.05
Compuesto 4k -6.93 -48.03
Compuesto 4f -6.64 -58.72
Compuesto 4b -6.50 -65.12

Como podemos observar en la figura 14, el estudio de las interacciones presentes en el
docking de la molécula 4i con mejor valor de Docking score, muestra la existencia de
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dos puentes de hidrégeno. El primero se produce en el grupo carboxilo, que hace un
doble puente de hidrégeno con el residuo Leu 932 de la proteina, mientras que el
segundo se realiza con el grupo carbonilo en C-5 y la Ser 936.

Por otro lado, observamos numerosas interacciones hidrofébicas. Una de ellas tiene
lugar en la cadena lateral carbonada con el residuo de Tyr 931, otro con Gln 853.
También se producen otras interacciones con otros residuos, como: Leu 855, Val 863,
Ala 880, Met 929, Gly 935, Leu 983 y por ultimo con Val 911 (Figura 14 y 15).

865
TYR
934

GLY

935

\

SER
936

Figura 15: Interacciones del ligando 4i con los residuos de la enzima JAK-2
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

1. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

La cromatografia se usa para el monitoreo de las reacciones, la purificacién de las
muestras y la identificacion de los compuestos de una mezcla. Para llevar a cabo esta
técnica usamos:

e Cromatografia en capa fina (CCF o TLC): Placas de silicagel. Para la deteccidn
del producto se usan lamparas UV de 250nm.

e Cromatografia en capa preparativa (CCP o PLC): Placas de silicagel (20x20) con
base de vidrio. Se usan lamparas UV de 250nm o 360nm.

Para ambas cromatografias se utilizé una mezcla de eluyente de tolueno/acetona al
20%.

2. APARATOS

e Reactor Biotage modelo Initiator 2.5

Microondas usado para llevar a cabo las reacciones multicomponentes.
Requiere viales que resistan altas temperaturas y presiones. Permite obtener
las reacciones en corto periodo de tiempo y con un control preciso del proceso.

Figura 16: Reactor Biotage modelo Initiator 2.5
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Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

Para llevar a cabo la caracterizacion de las estructuras de los diferentes
productos obtenidos se usaron aparatos de RMN Bruker Avance 500 (500 MHz
para *H-RMN y 125 MHz para 3C-RMN) y Bruker Avance 600 (600 MHz para ‘H-
RMN y 150 MHz para *C-RMN).

Como disolvente hemos utilizado el cloroformo deuterado (CDCl3). En *H-RMN
las multiplicidades se describen como singlete (s), singlete ancho (sa), doblete
(d), triplete (t) y multiplete (m).

@ , l
Y A1

Figura 17: RMN Bruker 600 Figra 18: RMN Bruker 500

Espectrometria de masas (EMA): Determina la estructura molecular de las
sustancias en funcién de la masa ya que presenta una alta sensibilidad analitica.
Utilizamos el electrospray (ESI) que permite analizar compuestos labiles que en
disolucién generan iones cargados.

Figura 19: Espectrofotometro LCT Premier XE con aceleracion
ortogonal (oa-TOF)

. PROGRAMAS

ChemBioDraw Ultra 12.0: Con este programa se dibujaron todas las estructuras
moleculares.

Bruker TopSpin 3.2: Permite procesar los espectros obtenidos de *H-RMN y 3C-
RMN

Programa Maestro 11.1, interfaz grafica de Schrondinger Small Molecule Drug
Discovery.
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METODOS

PROCEDIMIENTO GENERAL:

Siguiendo las condiciones de optimizacidén ya obtenidos en el laboratorio, en un tubo
de microondas, se afiadieron 50 mg de 4-hidroxi-6-metil-2-pirona (0.404 mmol), 45.8
mg de la 3-amino-2-ciclohexen-1-ona y la cantidad necesaria de aldehido en
proporcién 1:1:1. Esto se disolvid en 2 ml de metanol y la mezcla de reaccién se
sometid a irradiacion de microondas a 100°C, durante 30 minutos con agitacién.

Posteriormente se realizé una cromatografia en capa fina para observar la ausencia del
aldehido y luego se purificé la reacciéon por cromatografia en placa preparativa usando
como disolvente tolueno/acetona al 20%.

Por ultimo, tras concentrar los productos, se observd y verificéd la estructura de éstos
mediante espectroscopia.

Aunque se realizé el andlisis espectroscépico de todos los compuestos, sélo
mostraremos por limitacién de niumero de palabras, la caracterizacién de algunos de
ellos a modo de ejemplo.

e Acido (Z)-4-(4-cianofenil)-2-(2-hidroxiprop-1-en-1-il)-5-oxo-1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-carboxilico (4b).

Siguiendo el procedimiento general,
en un tubo de microondas, se
disolvieron 50.0 mg de pirona (0.404
mmoles), 45.8 mg de enaminona vy
52.45 mg de p-cianobenzaldehido en 2
mL de metanol. Se obtuvieron 80.8 mg
de un soélido con un rendimiento de
57%.

1H-RMN (500 MHz, CDCl3): 6 2.00 (m, 2H); 2.25 (s, 3H); 2.52 (m, 4H); 5.40 (s,
1H); 5.78 (s, 1H); 5.91 (s, 1H); 7.22 (d, J= 8.15 Hz, 2H); 7.51 (d, J= 8.4 Hz, 2H);
7.92 (s, 1H); 13.27 (s, 1H).

13C-RMN (125 MHz, CDCl3): § 19.6 (CHs); 20.5 (CH>); 30.5 (CH,); 35.7 (CH.); 35.8
(CH); 101.1 (C); 103.5 (CH); 109.4 (C); 110.2 (C); 119.1 (C); 127.3 (2xCH); 132.0
(2xCH); 145.10 (C); 161.2 (C); 169.05 (C); 169.72 (C); 169.85 (C); 197.0 (C).
EMAR-ES (+): 373.1167 (Calculado para CoH1804N2Na 373.1164).
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e Acido (Z)-4-(4-dimetilamino)fenil)2-(2-hidroxiprop-1-en-1-il)-5-oxo-
1,4,5,6,7,8-hexahidroquinolina-3-carboxilico (4f).

Siguiendo el procedimiento general, en
un tubo de microondas, se disolvieron
50.0 mg de pirona (0.404 mmoles),
45.8 mg de enaminona y 60.27 mg de
dimetilaminobenzaldehido en 2 mL de
metanol. Se obtuvieron 93.0 mg de un
solido con un rendimiento de 62%.

1H-RMN (500 MHz, CDCls): & 2.00 (m, 2H); 2.25 (s, 3H); 2.50 (m, 4H); 2.90 (s,
6H); 5.25 (s, 1H); 5.40 (s, 1H); 5,95 (s, 1H); 6.67 (d, J= 8.8 Hz, 2H); 7.00 (d, J= 8.1
Hz, 2H).

13C-RMN (125 MHz, CDCl3): § 19.6 (CH3); 20.7 (CH2); 30.7 (CHa); 34.5 (CH); 36.0
(CH.), 40.8 (2XCHs); 102.7 (C); 103.6 (CH); 112.7 (CH); 125.3 (CH); 127.1 (CH);
128.2 (2xCH); 129.0 (2xCH); 148.8 (C); 160.4 (C); 168.4 (C); 169.7 (C); 171.2 (C);
197.1 (C).

e Acido (Z)-4-(4-bromofenil)-2-(2-hidroxiprop-1-en-1-il)-5-oxo-1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-carboxilico (4n).

Siguiendo las condiciones optimizadas
en el laboratorio, en un tubo de
microondas, se disolvieron 50.0 mg de
pirona (0.404 mmoles), 45.8 mg de
enaminona y 755 mg de p-
bromobenzaldehido en 2 mL de
metanol. Se obtuvieron 109.0 mg de
un sélido con un rendimiento de 67%.

1H-RMN (500 MHz, CDCl3): & 1.96 (m, 2H); 2.24 (s, 3H); 2.46 (m, 2H); 5.38 (s,
1H); 5.73 (sa, 1H); 5.92 (s, 1H); 7.01 (m, 2H); 7.35 (d, J= 7.9 Hz, 2H); 7.95 (s, 1H);
13.43 (s, 1H).

13C-RMN (125 MHz, CDCl3): 6 19.6 (CH3); 20.6 (CH2); 30.5 (CHz); 35.1 (CH); 35.8
(CH2); 101.7 (C); 103.6 (CH); 110.7 (C); 119.4 (CH); 128.2 (2xCH); 131.1 (2xCH);
137.9 (C); 160.8 (C); 169.2 (C); 169.3 (C); 169.8 (C); 197.0 (C).
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Acido (Z)-2-(2-hidroxiprop-1-en-1-il)-5-oxo-4-(piridin-3-il)-1,4,5,6,7,8-
hexahidroquinolina-3-carboxilico (4l).

Siguiendo el procedimiento general,
en un tubo de microondas, se
disolvieron 50.0 mg de pirona (0.404
mmoles), 45.8 mg de enaminona vy
37.92 uL de 3-piridincarboxaldehido
en 2 mL de metanol. Se obtuvieron
94.0 mg de un sélido con un
rendimiento de 71%.

'H-RMN (500 MHz, CDCls): 6 1.96 (m,2H); 2.24 (s, 3H); 2.46 (m, 2H), 5.43 (s,
1H); 5.92 (s, 1H); 6.38 (s, 1H); 7.18 (dd, J= 4.9, 7.6 Hz, 1H); 7.43 (d, J= 7.9 Hz,
1H); 7.96 (s, 1H); 8.34 (sa, 2H).

13C-RMN (125 MHz, CDCl3): 6 19.6 (CHs); 20.5 (CH2); 30.4 (CH2); 33.6 (CH); 35.6
(CH2); 101.0 (C); 103.6 (CH); 109.8 (C); 123.0 (CH); 128.2 (C); 129.0 (C); 134.4
(CH); 146.6 (CH); 148.2 (CH); 161.1 (C); 169.0 (C); 170.0 (C); 196.8 (C).

TRANSFORMACIONES

Preparacion del compuesto Acido (Z)-2-(2-hidroxiprop-1-en-1-il)-4-(4-
nitrofenil)-5-oxo0-5,6,7,8-tetrahidroquinolina-3-carboxilico:

A 60mg (0.40 mmoles) del compuesto 4m en 4 mL de DCM se le afiadieron 90.8
mg de DDQ (0.4 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo bajo agitacion a
temperatura ambiente hasta la desaparicion del producto de partida.
Posteriormente se traté con una solucion saturada de NaHCO3 y se extrajo con
DCM, obteniendo 15.4 mg (10%) del derivado piridinico.

MNOs

= IH-RMN (500 MHz, CDCl3): & 1.65 (m, 2H); 2.02 (m, 2H); 2.26 (s, 3H);
2.55 (m, 2H); 5.47 (s, 1H); 5.95 (s, 1H); 7.27 (d, J= 8.5 Hz, 2H); 8.10 (d, J=
8.8 Hz, 2H); 13.15 (s, 1H).
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e Preparacién del compuesto Acido (E)-5-(hidroxiimino)-2-((2)-2-hidroxiprop-1-
en-1-il)-4-(4-nitrofenil)-1,4,5,6,7,8-hexahidroquinolina-3-carboxilico:

A 39.9mg (0.113 mmoles) del compuesto 4m, se aifladen 23.56 mg de cloruro
de hidroxilamina disueltos en 5.14 mL de agua, 15.75 mg (1,7 equivalentes) de
acetato de sodio y 8.20 mL de etanol. La mezcla de reaccién fue calentada a
reflujo durante 20 horas. A continuacidn, fue enfriada a temperatura ambiente
y el EtOH eliminado. La fase acuosa resultante se extrae varias veces con DCM,
las fases organicas reunidas se secan sobre sulfato de magnesio anhidro, se
filtran y el disolvente se elimina en el rotavapor. El residuo resultante se
purifica por CCP, obteniendo 18.3 mg (40%) de la oxima.

= IH-RMN (500 MHz, CDCls): & 1.80 (m, 2H); 2.14 (s, 3H); 2.29 (m, 1H);
2.40 (m, 1H); 2.51 (m, 1H); 2.71 (m, 1H); 4.89 (s, 1H); 5.86 (s, 1H); 6.92
(s, 1H); 7.42 (d, J= 8.7 Hz, 2H); 8.02 (d, J= 8.7 Hz, 2H).
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CONCLUSIONES

e Se ha procedido, mediante una sintesis eficiente, a la preparacion de 14
hexahidroquinolinas altamente funcionalizadas, con rendimientos moderados.

e Dicha sintesis se ha llevado a cabo mediante una reaccién multicomponente a
partir de los compuestos 4-hidroxi-6-metil-2-pirona, 3-amino-2-ciclohexen-1-
ona y aldehidos aromaticos, heteroaromaticos y alifaticos.

e Las caracteristicas estructurales de estos compuestos y los estudios de
modelizacion usando la proteina JAK-2 apuntan a esta enzima como una
posible diana terapéutica.
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