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“Freedom of thought is best promoted by the gradual illumination of
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1. INTRODUCCION

Las magnificas propiedades biolégicas que presentan muchos de los
compuestos organicos y las espléndidas oportunidades que ofrecen para
responder diversas demandas cientificas, son los principales argumentos que
motivan su estudio. A partir de fuentes naturales o preparados mediante
diversos métodos sintéticos, se conocen mas de 5 millones de compuestos
organicos y cada afo se integran a las bases de datos 600 mil nuevos
compuestos. In sillico, se ha estimado un espacio quimico que excede las 10%°

estructuras quimicas con probable actividad biolégica.

La sintesis orientada a la diversidad es una de las estrategias para la
preparacidn de una gran variedad de compuestos con posible actividad
biolégica, teniendo como objetivo principal abarcar un espacio quimico grande y
de ésta manera incrementar las posibilidades para el descubrimiento de un

nuevo compuesto con propiedades farmacolégicas.

Una de las metodologias principales para conseguir diversidad
estructural se basa en el uso de las reacciones de multicomponentes. Dentro de

las cuales la mas sobresaliente ha sido la reaccion de multicomponentes con
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isonitrilos desarrollada por Ugi hace 55 anos y su impacto dentro de la quimica

organica ha sido considerable.

El desarrollo de diversos farmacos se ha facilitado gracias a la
introduccién de las reacciones de multicomponentes. Desde la simple
construccidon de aminoacidos, hasta productos complejos y activos
bioldgicamente, la reaccion de Ugi ha tenido una notable evolucion a través de

su historia.

A partir de que la reaccién de Ugi fue dada a conocer, se han descrito
muchas sintesis, principalmente de heterociclos. La mayoria de estas
metodologias se basan en la combinacién de la reaccion de Ugi con post-
condensaciones que usualmente incluyen la ciclacion de los productos de Ugi,

lo cual incrementa considerablemente la versatilidad de esta reaccion.

Diversos heterociclos son considerados esqueletos moleculares
especialmente importantes en quimica medicinal. Ademas, de que muchos
farmacos incluyen estos nudcleos en su estructura, nuevas actividades

biolégicas han sido descubiertas para nuevos compuestos heterociclicos.

Las indenopirrolidinas son una clase especial de heterociclos que no han
sido encontradas en compuestos naturales, pero recientemente han sido

descritas como nuevos agentes hipoglucémicos orales.
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Por lo anterior, este trabajo describe el desarrollo de una metodologia
basada en la combinaciéon de dos procesos quimicos para la preparacion de
heterociclos del tipo indenopirrolidina y su evaluacidbn como potenciales agentes
anti-diabéticos mediante la evaluacioén in vitro de la inhibicion de dos enzimas
involucradas en la disminucién de la glucosa en sangre: a-amilasa y a-

glucosidasa.
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2. ANTECEDENTES

2.1 La Sintesis Organica

La sintesis organica ha contribuido al descubrimiento de nuevos
compuestos biolégicamente activos principalmente al generar diversas
estructuras quimicas mediante el desarrollo de nuevas y muy eficientes

metodologias.

El descubrimiento de nuevos compuestos biolégicamente activos
mediante métodos sintéticos, ha sido el resultado de la produccion de
compuestos estructuralmente diversos que posean caracteristicas adecuadas
para la unién a receptores biologicos definidos, la identificacion de un
compuesto lider mediante su evaluacién biologica, y la preparacion de variantes
0 anéalogos optimizados en combinacion con el estudio de la relacién estructura-
actividad. En todos los casos es esencial una sintesis eficiente para la

aplicacion practica del desarrollo de nuevos medicamentos.
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2.2 Reacciones multicomponentes

Las reacciones de multicomponentes (RMC) son procesos en los que se
combinan de tres o0 mas materiales de partida para formar un producto final
mediante un unico mecanismo de reaccién. Presentan caracteristicas basicas
de una sintesis ideal ya que son altamente convergentes, eficientes y sencillas
de realizar. Armonizan con los principios de la quimica verde ya que al formarse
mas de dos enlaces en un paso de reaccion favorecen la economia atomica y la

complejidad estructural con minima produccion de residuos.

Existen diversas metodologias de importancia en sintesis organica
basadas en el uso de RMC (Figura 1), por ejemplo la sintesis de aminoacidos
de Stecker en 1850, de dihidropiridinas de Hantzsch en 1882, de
dihidropirimidinas en 1891, la reaccion de Mannich en 1912, entre otras, todas
estas han sido ampliamente explotadas en la quimica combinatoria y medicinal;
y a pesar de que fueron descubiertas hace mas de un siglo, representan
actualmente la metodologia de eleccion para la preparacion de estos
compuestos. En los dltimos anos, las RMC mas usadas han sido las que se
basan en el uso de isonitrilos ya que son especialmente inigualables en las

estrategias de la sintesis orientada a la diversidad.

18



NC

CHO
Strecker + HCN + NHg —— NHz

R
0 0 o F«zzoc:rczftcoom2
Hantzsch 2 NH3 —
R)LH + RIMORZ + 3 | y |
H

R! R1

R

S S S rau
Biginelli R H * HoN NH, + R1JK/COEEt —_— A\ |
07 "N” "R!
H
o o]
Mannich R\)LR' + CHO + R3NH, —- Rj)'LR.

R2N

Figura 1. Ejemplos de diversas RMC

2.3 Isonitrilos y su papel en las RMC

El descubrimiento de los isonitrilos ocurrio al aislar la “xantocilina” de un
cultivo de Penicillium notatum, por Rothe en 1950, el cual fue utilizado como
antibiotico. A partir de este momento, diversos isonitrilos de origen natural
fueron aislados de diferentes fuentes. En contraste, el primer isonitrilo sintético
fue preparado accidentalmente por Lieke en 1859, el cual presentaba como

caracteristica el tener un olor penetrante y desagradable.

No fue sino hasta 1920 cuando Passerini descubre la primera reaccion

de multicomponentes con isonitrilos al hacerlos interaccionar con derivados
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carbonilicos y acidos carboxilicos. Cuarenta afos mas tarde, Ugi introdujo una
de las reacciones mas importantes y ampliamente utilizadas dentro del ambito
de la quimica de los multicomponentes, basada en isonitrilos, al anadir aminas
como cuarto componente de la reaccion y asi facilitar la generacion de
heterociclos. Donde una de sus aportaciones mas significativas y notables ha
sido la sintesis de xilocaina a partir de un isonitrilo, formaldehido y una amina

(Figura 2).

NC

o NH e
e — &0
3 4 5 60

Figura 2. Sintesis de xilocaina

La versatilidad de estas reacciones se debe en gran parte a las
caracteristicas del isonitrilo, ya que estos poseen una estructura parecida a los
carbenos con un atomo de carbono divalente, su estructura electrénica de
resonancia puede ser representada como se muestra en la Figura 3. La
propiedad sintética mas importante de los isonitrilos es su reaccion con
nucledfilos y electréfilos.

® o
R-N=C =—> R-N=CC

Figura 3. Hibridos de resonancia de los isonitrilos

A partir de las contribuciones a dicha area por Passerini y Ugi, se han

realizado una inmensa cantidad de reacciones que conservan esa idea original.
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2.4 La reaccion de Ugi

Durante el comienzo de la década de los 90’s, la naturaleza
multicomponente, junto con el desarrollo de la quimica combinatoria en la
industria farmacéutica, establecieron la reaccidén de Ugi como lider en la
tendencia creciente de la quimica organica, favoreciendo asi la popularidad del

uso de isonitrilos en las RMC.

Por lo que tan solo al involucrar cuatro componentes, la reaccién de Ugi,
conocida por su abreviacion U-4CR, ofrece una extensa gama de derivados

peptidicos (Figura 4).

o
NH e
Ry © g™ Ry O
3 |
Ra.. _N C Rs
0 — " g o “}c(’ SN
I 1 o R Ry 4

Figura 4. Esquema de la reaccion de Ugi

En los ultimos 20 afos, esta reaccion ha demostrado su potencial para la
preparacién de una gran variedad de compuestos heterociclicos privilegiados

con actividad medicinal como los que se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Compuestos con propiedades farmacolédgicas

preparados mediante U-4CR.

Se describe a continuacién el mecanismo de la reaccion de Ugi (Figura 6):

El mecanismo involucra la formacién previa de la imina, lo cual se
produce por la condensacién entre la amina y el aldehido.

Las iminas que usualmente son electréfilos débiles para reaccionar con
los isonitrilos (moderadamente nucledfilos) en la reacciones de Ugi de 4
componentes, deben ser activados por el intercambio de un protdén del
acido carboxilico dando como resultado el ion iminio.

Posteriormente el ion iminio es atacado por el isonitrilo para formar el ion
nitrilio mediante una adicion nucleofilica.

A continuacién ocurre una segunda adicién nucleofilica al reaccionar con
el &cido carboxilico.

Por dltimo, la molécula sufre un rearreglo tipo Mumm o transferencia de

acilo para dar como producto final una a-acilaminoamida.
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Figura 6. Esquema del mecanismo general de la reaccion de Ugi

2.5 Combinacién de RMC de Ugi y post-condensaciones

La versatilidad de las reacciones de Ugi se atribuye a la gran facilidad
con la que se pueden combinar con alquilaciones en C, O y N, o diversas post-
condensaciones para generar estructuras heterociclicas nitrogenadas en un
minimo de pasos de una manera eficiente (Figura 7). Esta gran ventaja se debe
en gran parte a que la reaccion permite incluir diferentes sustituyentes y un
namero considerable de grupos funcionales que no son faciles de obtener

mediante metodologias convencionales.

generar

—_—

ciclos
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En el presente trabajo se describe una metodologia novedosa, Gtil para la
sintesis de heterociclos del tipo indenopirrolidina. La estrategia propuesta para
la ruta de sintesis se basa en la combinacibn de una reaccion de

multicomponentes de Ugi con una reaccion de ciclacion.

2.6 La naturaleza heterociclica de las moléculas

y su bioactividad

Los heterociclos son estructuras quimicas privilegiadas. Entre ellas
destacan las benzodiacepinas e indoles (Figura 8), que son especies

reconocidas por poseer actividades biologicas significativas.

co¥rafey
ie

4

Figura 8. Benzodiacepinas 1y 2, Indol 3

Algunas de las actividades mas importantes de las benzodiacepinas se
deben al efecto potencializador del neurotransmisor acido gamma-aminobutirico
sobre su receptor, resultando en propiedades sedativas, hipnéticas, ansioliticas,
anticonvulsivantes y relajantes musculares. Por otra parte, las moléculas de tipo

indol y sus derivados tienen una amplia gama de actividades, se ha descrito su
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uso como agentes antimicrobianos, farmacos anti-cancer, antihipertensivos,
antidepresivos, antipsicéticos, antieméticos, antiarritmicos, analgésicos, por

mencionar algunas.

Debido a las magnificas propiedades biologicas de varios heterociclos,
en la quimica medicinal, es comun la busqueda de nuevos métodos sintéticos
eficientes que generen un acceso rapido a este tipo de estructuras heterociclica
para el descubrimiento y desarrollo de nuevos compuestos con actividad

farmacoldgica.

2.7 Actividad biolégica de las indenopirrolidinas

Hasta la fecha existen al menos dos referencias en las que se detalla la
preparaciéon de diferentes indenopirrolidinas (Figura 9) en donde se reporta que
varios de estos compuestos presentaron actividad como agentes
hipoglucemiantes orales en modelos animales, en especial aquellos dos que

contenian la porcidén n-butil y n-propil como sustituyente.

N

/
R

7
R = alquil

Figura 9. Indenopirrolidina
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2.8 Aproximaciones sintéticas de las indenopirrolidinas

Hasta el limite de nuestro conocimiento, existen pocos reportes en la
literatura referentes a la sintesis de indenopirrolidinas. Las metodologias
descritas presentan la desventaja comun que involucran varios pasos de
reaccion para la formacién del policiclo (Figura 10), ademas de ser reacciones

complicadas y se requieren tiempos de reaccion prolongados.

mcozme 3 pasos
—_—
Z—N N~ ~CO.H

" co,me H
9
(o] CO,1Bu
5 pasos
10 1 12 H

Figura 10. Sintesis multipasos para la obtencion de indenopirrolidinas

Al menos un reporte demuestra la eficiencia en la obtencién de

indenopirrolidinas mediante la oxidacidon mediada por paladio de N-arilpéptidos,

obtenidos a partir de una reaccién Ugi-Smiles (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de sintesis para la obtencion de indenopirrolidinas

via Ugi-Smiles / ciclacion promovida por paladio

En este trabajo, para la obtencidén de los N-arilpéptidos fue necesaria la
preparacién de la imina previamente mediante una reaccién SN, seguida de
una Aza-Staudinger. Posteriormente a la formacion de la imina se llevé a cabo
una reaccion multicomponente tipo Ugi-Smiles. Después, el N-arilpéptido
obtenido se hace reaccionar en condiciones oxidativas de paladio para llevar a
cabo la ciclacién y obtener finalmente la indenopirrolidina en un solo paso de

reaccion.

Dada la capacidad del paladio para la preparacion de nuevos nucleos de
indenopirrolidina y que la reaccién de Ugi permite la incorporacion de
heterociclos  biolégicamente importantes como  dicetopiperazinas vy
benzodiazepinonas, la combinacién de ambos procesos permitira incrementar la

complejidad de las indenopirrolidinas.
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2.9 Enfoques farmacolégicos de la medicina moderna

La investigacion farmacolégica se inicié en Europa en la segunda mitad
del siglo 19, cuando sus fundadores investigaron la accion de los farmacos
existentes en experimentos con animales. Con el surgimiento de la quimica
sintética en el siglo XX se hizo necesaria la evaluacion farmacolédgica de estos

nuevos productos para su indicacidn terapéutica.

La forma clasica para la seleccién farmacoldgica involucra pruebas
secuenciales de los nuevos compuestos quimicos o extractos bioldgicos en
organos aislados seguidos por pruebas en animales, en su mayoria ratas y
ratones. El desarrollo de nuevas tecnologias y la evoluciéon en las estrategias
sintéticas han permitido producir una amplia variedad de compuestos, los
cuales han sido evaluados biol6gicamente mediante pruebas in vitro en
periodos mas cortos de tiempo y reduciendo los costos. Por lo que las pruebas

in vivo ya no son la unica opcidn viable para realizar un cribado preliminar.
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2.10 Bioensayos en la evaluacién biolégica

Los bioensayos existen como una forma alternativa para la evaluacién
bioldgica de compuestos tanto sintéticos como naturales ya que proveen una
metodologia fiable para determinar una o mas actividades bioldgicas. Entre los
numerosos bioensayos que existen se encuentran aquellos basados en la
inhibicion enzimatica, ya que se ha demostrado su relacion con diferentes
procesos patoldgicos. Estos métodos actualmente son utilizados en el

desarrollo y descubrimiento de farmacos.

Las evaluaciones biolégicas basadas en el uso de enzimas ofrecen
claras ventajas debido a la medicion de una actividad enzimatica definida. De
esta forma se puede desarrollar una relacion estructura-actividad de una
manera mas sencilla debido a la facilidad de manipulacién de los ensayos, al
contrario a aquellos en donde se utilizan células completas, ya que presentaran
factores extras que interfieren en el ensayo, como lo son las membranas
celulares, permeabilidad, transportadores activos, etc., que pueden arrojar

falsos resultados.

Los sistemas in vitro permiten la manipulaciéon independiente de las

condiciones para ajustar la “sensibilidad” de un ensayo y asi detectar clases
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especificas de inhibidores. Estas opciones definiran el seguimiento de
inhibidores potenciales. Adicionalmente, estos sistemas en donde no se utilizan
células permiten la posibilidad de preparar un uUnico lote de enzimas vy
almacenar alicuotas para futuros ensayos, en lugar de depender de la viabilidad
y el crecimiento de células en medios de cultivos o de la obtencion de lotes

relativamente pequefios de algun tejido.

Sin embargo, los ensayos in vitro son sistemas inherentemente
artificiales que solo podran imitar un estado fisiologico de una manera
aproximada. Existe la posibilidad que falten mecanismos de regulacién o de
retroalimentacion que sean claves y por lo tanto puedan afectar la union a la
enzima. Ademas que éstas requieren de cierto nivel de asilamiento vy
purificacion ya sea que provengan de fuente natural o recombinante, y esto
siempre eleva la posibilidad que algun componente critico sea removido durante
la purificacion o que algun contaminante sea afadido y pueda dar como

resultado una actividad no deseada o enmascarar la actividad esperada.

2.11 Ensayos actividad antidiabética

Existen diversos bioensayos para determinar la actividad antidiabética de

un compuesto, entre los que se encuentran los siguientes estudios:
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Estudios in vivo — Modelos animales de Diabetes Mellitus

Induccion farmacologica.
Modelos quirurgicos.
Modelos genéticos.
— Lineas animales que espontdneamente desarrollan
diabetes.
— Ratones diabéticos por ingenieria genética.
Otros modelos de DM2 para evaluar la reducciéon de la masa de

células B del pancreas.

Estudios in vitro

o

Estudios de secrecidn de insulina.

Estudios que utilizan lineas celulares aisladas de los islotes
pancreaticos.

Estudios que utilizan lineas celulares secretoras de insulina.
Estudios in vitro sobre la captacion de glucosa.

Estudios in vitro sobre la inhibicidn enzimatica.

De los ensayos enlistados previamente, aquellos basados en la inhibicién

enzimatica, constituyen las pruebas de primera eleccién para la evaluacion
general de compuestos con posible actividad biolégica, ya que ademas de las
ventajas mencionadas en la seccion anterior, éstos son econémicos, de facil

acceso, no se requiere equipo especializado ni personal altamente capacitado.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

3.1 Justificacion

En la actualidad existe una tendencia creciente en el desarrollo de nuevas
estrategias sintéticas, cortas y eficientes, encaminadas a la obtencién de
nuevos compuestos que incluyan estructuras diversas y complejas que

aumenten la probabilidad de presentar una actividad biolégica importante.

Debido al antecedente de estructuras de tipo indenopirrolidina que han
presentado actividad hipoglucemiante in vivo, y que hasta el momento solo se
ha reportado una ruta sintética compleja y poco eficiente; es necesario el
desarrollo de una nueva estrategia sintética que permita la produccién de este
tipo de compuestos y sus variantes estructurales para la exploraciéon de su

potencial uso biologico.
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3.2 Objetivo General

Sintetizar una pequena coleccion que consista de 4 compuestos tipo
indenopirrolidina mediante la ciclacion de aductos de Ugi y evaluar su actividad

bioldgica.

3.3 Objetivos Especificos

1. Obtencion de aductos de Ugi para la preparacibn de las
indenopirrolidinas.

2. Preparacion de indenopirrolidinas.

3. Evaluar la actividad in vitro de las indenopirrolidinas obtenidas mediante

ensayos de inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Estrategia sintética

De acuerdo a lo encontrado en la literatura, se propuso el método
sintético para la obtencién de las indenopirrolidinas que consistio en la
combinacién de la reaccion de multicomponentes de Ugi con un proceso
oxidativo de ciclacién en cascada asistido por paladio. La formacién del nucleo
indenopirrolidina requiere que el aducto de Ugi la funcion homoalilica
proveniente de la amina y un anillo aromatico del componente aldehido (Figura

12).

Por lo tanto, a partir de diversos isonitrilos, &cidos benzoicos,
benzaldehidos y homoalilamina comerciales se obtendran los compuestos de
Ugi necesarios para que en una segunda reaccion oxidativa mediada por
paladio se produzcan los poliheterociclos del tipo indenopirrolidina. Es
importante resaltar que la combinacion de estos dos procesos brindard mayor
economia atémica para la generacién, en solo dos pasos, de un poliheterociclo
nitrogenado bioactivo poco descrito en la literatura ya que se formaran 5

enlaces.
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Figura 12. Propuesta sintética para la preparacion

de indenopirrolidinas

4.2 Procedimientos generales

4.2.1 Preparacion de Aductos de Ugi

Procedimiento A. Una solucion del aldehido (1.1 Eq.) y la homoalilamina

(1.0 Eq.) se agit6 de manera constante en metanol seco (0.5 M) durante 15 min

a temperatura ambiente. Después se anadié el componente acido (1.0 Eq.) y

enseguida el isonitrilo (1.0 Eq.). La mezcla se agit6 a velocidad constante a

temperatura ambiente en atmoésfera inerte por 3 dias hasta observar la

desaparicion de los materiales de partida por CCF. Se eliminaron los
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componentes volatiles a presion reducida y el sélido resultante se cromatografio

(SiO2, OACcEt/Hex) para obtener el producto deseado.

Procedimiento B. Una solucién de aldehido (1.1 Eq.), clorhidrato de
homoalilamina (0.7 Eq.) y trietilamina (1.5 Eq.), se agit6 de manera constante
en diclorometano seco (0.22 M) durante 30 min a temperatura ambiente.
Después se anadié InCl; (0.07 Eqg.) y se mantuvo en agitacion a velocidad
constante por 10 min. Posteriormente se agreg6 el componente acido (1.0 Eq.)
y enseguida el isonitrilo (1.0 Eq.). La mezcla se agit6 de manera constante a
temperatura ambiente en atmosfera inerte por 3 dias hasta observar la
desaparicion de los materiales de partida por CCF. Se eliminaron los
componentes volatiles a presidon reducida y el solido resultante se cromatografio

(SiO2, OACcEt/Hex) para obtener el producto deseado.

4.2.2 Preparacion de Indenopirrolidinas

Procedimiento C. A una solucién 0.2 M del aducto de Ugi (1.0 Eq.) en
DMF se le afadié Pd(OAc). (0.05 Eq.) y KoCOs3 (2 Eq.). La mezcla resultante se
agitdé a velocidad constante a 110°C en atmésfera de O, hasta por 4 horas
hasta observar la desaparicion total del aducto de Ugi (indicada por CCF), la
mezcla se concentré a presion reducida. El crudo se cromatografié (SiO,,

OACcEt/Hex) para obtener el producto deseado.
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4.2.3 Ensayo de inhibicion de a-amilasa

Se realiz6 segun el procedimiento reportado por Subramanian con
algunas modificaciones, mediante el cual se determind la concentracion
inhibitoria maxima media (Clsp) de las indenopirrolidinas sintetizadas para inhibir
la enzima a-amilasa por medio de espectrofotometria UV-Vis. Los grupos
reductores liberados de la hidrélisis del almidon por la a-amilasa, reducen el
acido 3,5-dinitrosalicilico, resultando en la formacion de un producto coloreado
que absorbe a 540 nm. Si el inhibidor de a-amilasa esta presente en el sistema
de ensayo habra menos liberacion de grupos reductores traduciéndose en una

disminucién en la absorbancia a la longitud de onda antes mencionada.

Para el blanco se colocé en el tubo 500 L de la solucién ASB y 1000 uL
de PBS-NaCl, se tomaron 500 pL de esta mezcla y se colocaron en un tubo de
reaccion, se ajusto el espectrofotometro a cero de absorbancia en 540 nm y se
tomo la primera lectura de todos los tubos restantes. Posteriormente se agregd
500 pL de la solucion de almidén y se dej6 incubando 3 min a 25 °C, enseguida
se afadié 1 mL de DNSA y se colocé en bano de agua en ebullicién por 5 min
mas, trascurrido el tiempo se retir6 del bano, se dejé enfriar y se diluydé con 10
mL de agua destilada. Se ajustd nuevamente a cero de absorbancia a 540 nm

para proseguir a tomar la segunda lectura de todos los tubos restantes.
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Para el ensayo del 100 % de actividad (control enzimatico) se coloc6 en
un tubo 500 uL de solucion de Albumina Sérica Bovina (ASB) 3 mg/mL, 250 pL
de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.02 M a pH 6 y 750 pyL de
solucion de PBS con NaCl 6 mM (PBS-NaCl); posteriormente se tomaron 500
ML de esta mezcla y se colocaron en un tubo de reaccion de vidrio al cual se le
midi6 la absorbancia a 540 nm (blanco). Se afnadi6 al tubo de reacciéon 500 pL
de almidon 1 % p/v y se dejé incubando por 3 min a 25 °C y una vez
transcurrido el tiempo se agregd 1 mL de solucion de acido 3,5-dinitrosalicilico
3.65 mM (DNSA). Se colocé el tubo de reaccién en un bafo de agua en
ebullicion e incubd por 5 min. Una vez enfriado el tubo, se diluyé con 10 mL de

agua destilada y se mididé una vez mas la absorbancia a 540 nm (final).

Para el ensayo de las muestras (concentracién final de 2.08, 4.16, 6.25,
8.33 y 10.41 pg/mL) se colocaron cinco tubos con 750 pL de solucién PBS-
NaCl, al primer tubo se agregd un volumen de 750 pL de muestra disuelta (1
mg/mL) y se mezclo, posteriormente se tomaron 750 uL del primer tubo y se
agregaron al segundo haciendo una dilucion seriada 1:2, esto se repitio
sucesivamente hasta el quinto tubo, del cual se tomaron 750 pL y se
desecharon. A continuacion se tomaron 500 pL de esta mezcla y se colocaron
en un tubo de reaccion de vidrio al cual se le midi6 la absorbancia a 540 nm
(blanco). Se afiadié al tubo de reaccion 500 pyL de almidén 1 % y se dejé
incubando por 3 min a 25 °C y una vez transcurrido el tiempo se agregd 1 mL

de solucion de DNSA. Se colocé el tubo de reaccion en un bano de agua en
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ebullicion e incubd por 5 min. Una vez enfriado el tubo, se diluyé con 10 mL de

agua destilada y se mididé una vez mas la absorbancia a 540 nm (final).

Para el ensayo del control positivo (concentracion final de 2.5, 2.0, 1.5,
1.0 y 0.5 pg/mL) se colocaron cinco tubos (con sus respectivos blancos) a los
cuales se les anadié 25, 50, 75, 100 y 125 yL de acarbosa respectivamente,
250 pL de enzima, 500 pL de albumina y la cantidad necesaria de solucion
PBS-NaCl para completar un volumen final de 1500 pyL. Se tomd la primera
lectura a 540 nm (blanco) y posteriormente se tomaron 500 uL de cada tubo y
se colocaron en un nuevo tubo de vidrio respectivamente rotulado. A partir de
este punto se continu6 como se describe en el procedimiento del ensayo del

100 % de actividad.

4.2.4 Ensayo de inhibicion de a-glucosidasa

Se realizd segun el procedimiento reportado por Subramanian con
algunas modificaciones, mediante el cual se determiné la concentracion
inhibitoria maxima media (Clsg) de las indenopirrolidinas sintetizadas para inhibir
la enzima a-amilasa por medio de espectrofotometria UV-Vis. Los grupos
p-nitrofenol liberados de la hidrdlisis del p-nitrofenil-a-glucopiranosido por la

a-glucosidasa, causaran un cambio de coloracion en la solucién el cual se mide
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a 400 nm. Si el inhibidor de a-glucosidasa esta presente en el sistema de
ensayo habra menos liberacibn de estos grupos traduciéndose en una

disminucién en la absorbancia a la longitud de onda antes mencionada.

Para el blanco se coloco en el tubo de reaccion 500 pyL de la solucién
ASB y 250 pL de p-NPG y se dej6 incubando durante 5 min a temperatura
ambiente, se ajusto el espectrofotometro a cero de absorbancia en 400 nm y se
tomo la primera lectura de todos los tubos restantes. Posteriormente se agreg6
250 pL de solucion ASB y 2 mL de Na,COs3 (133.3 mM) y se ajusté nuevamente
a cero de absorbancia a 400 nm para proseguir a tomar la segunda lectura de

todos los tubos restantes.

Para el ensayo del 100 % de actividad (control enzimatico) se coloco en
el tubo de reaccion 500 pL de solucion de Albumina Sérica Bovina (ASB), 2
mg/mL y 250 pL de solucion de p-nitrofenil-a-glucopiranésido (p-NPG), 0.415
mM, se dejé incubando por 5 min a temperatura ambiente y una vez
transcurrido el tiempo se leyé la absorbancia a 400 nm (blanco).
Posteriormente se agregé al tubo de reaccion 250 pyL de a-glucosidasa (a-
Gluasa) 100 mU/mL para proceder a incubar nuevamente durante 15 min a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se agreg6 al tubo de reaccion 2
mL de NaxCOj3 (133.3 mM) y se midié una vez mas la absorbancia a 400 nm

(final).
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Para el ensayo de las muestras (concentracion final de 41.6, 20.8, 10.4,
5.2 y 2.6 yg/mL) se colocaron cinco tubos con 500 yL de solucion ASB, al
primer tubo se agregd un volumen de 500 pL de muestra disuelta (1 mg/mL) y
se mezclod, posteriormente se tomaron 500 pL del primer tubo y se agregaron al
segundo haciendo una dilucién seriada 1:2, esto se repitié sucesivamente hasta
el quinto tubo, del cual se tomaron 500 pL y se desecharon. A continuacion se
afiadieron 500 uL de solucion ASB a cada uno de los cinco tubos y se
mezclaron. De cada tubo se tomaron 500 uL y se traspasaron a otros cinco
tubos limpios, se agregdé 250 pyL de p-NPG y se dej6 incubando por 5 min a
temperatura ambiente para posteriormente leer la absorbancia a 400 nm
(blanco). Se realizaron con sus respectivos blancos de muestras, a las
muestras se anadieron 250 yL de enzima y a los blancos se agregaron 250 uL
de ASB y se dejaron incubando 15 min a temperatura ambiente, transcurrido el
tiempo se afnadio a todos los tubos de reaccion 2 mL de Na,CO; (133.3 mM) y

se tom6 la segunda lectura a 400 nm.

Para el ensayo del control positivo (concentracion final de 250, 125, 62.5,
31.2 y 15.6 yg/mL) se tomaron cinco tubos a los que se les afadieron 500 uL
de solucion ASB. Al primer tubo se le adiciond un volumen de 500 uL de
acarbosa disuelta (3 mg/mL) y se mezcld, posteriormente se tomaron 500 uL de
este tubo y se agregaron al segundo haciendo una dilucién seriada 1:2, esto se
repitié sucesivamente hasta el quinto tubo, del cual se tomaron 500 uL y se
desecharon. A partir de este punto se continu6 como se describe en el

procedimiento del ensayo del 100 % de actividad.
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4.3 Materiales y equipo

Todos los disolventes utilizados: acetato de etilo, acetona, diclorometano,
dimetilformamida, hexano, metanol y tolueno, fueron adquiridos comercialmente

con grado ACS y marca Sigma®.

Los reactivos: acidos benzoicos (y sus derivados), acetato de paladio (II),
benzaldehidos (y sus derivados), clorhidrato de homoalilamina, tricloruro de
indio (InCls), carbonato de potasio (K2COs3), tert-butilisonitrilo, trietilamina, fueron
comprados marca Sigma® con excepcion de la homoalilamina (liquida), marca

Alfa Aesar®.

El curso de las reacciones se siguié por cromatografia en capa fina
utilizando cromatoplacas de gel de silice 60 F.45 marca Merck®. En todos los
experimentos se utiliz6 como revelador una lampara de luz ultravioleta (UVP,
modelo UVGL-15 de 365 y 254 nm). Para las cromatografias en columna se

utilizé gel de silice de malla 230-400 marca Merck®.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrogeno y carbono
13 se obtuvieron en un equipo modelo Bruker Avance DPX400 de 400 MHz,

utiizando como disolvente CDCIs y tetrametilsilano como referencia. El
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desplazamiento quimico (&) se expresa en partes por millon (ppm) y las

constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).
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5. RESULTADOS
5.1 Aductos de Ugi

La primera etapa de la ruta de sintesis propuesta consistid en la
preparacién de los aductos de Ugi (a-acilaminoamidas) 5 que resultaron al
hacer reaccionar la amina 7a o su clorhidrato 1b, los aldehidos 2a y 2b, los

acidos carboxilicos 3a-d'y el isonitrilo 4 (Figura 13).

(o} =z
/—/: O)kH (o}
HzN R PR3
1a 2
+

R N
1 Ugi \n/ NH
—_—
o
e ~R3
)J\ /N
=z
R5 OH R,
3 4 5,a-acilaminoamida
R,=H,Cl

R, = p-nitroPh, o-nitroPh, o-fluorPh,
2-nitro-4-metoxiPh
R, = tert-Bu

Figura 13. Esquema general de la reaccién de Ugi

En condiciones clasicas de la reaccion de Ugi (amina libre, metanol y
temperatura ambiente) se obtuvieron los aductos 5a-c en rendimientos de altos

a casi cuantitativos (Tabla 1). El rendimiento casi cuantitativo se obtuvo con el
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acido 4-nitrobenzéico (ejemplo Il) y el rendimiento mas bajo se observé cuando
se us6 el acido 2-fluorobenzéico (ejemplo Ill), del crudo de reaccidn no se

recupero ningun subproducto ni material de partida.

Tabla 1. Resultados de la reaccion de Ugi utilizando la amina 1a

Amina Aldehido Acido Isonitrilo Ugi
=z
e i 0 J< 0
HoN O)‘\H OH CN N NH)<
NO, O
NO, 2
| 1a 2a 3a 4 5a, 85 %
=z
O,N
/_/: I I )< 2 i
HoN H OH CN N NHX
O,N o
NI 1la 2a 3b 4 5b, 95 %
=z
/_/: o} o )< o
HoN H OH CN N NH)<
F F O
111 1a 2a 3c 4 5¢,72 %

Condiciones de reaccion: 1 equivalente de aldehido, 1 equivalente de amina, 1 equivalente de
acido y un equivalente de isonitrilo en metanol a temperatura ambiente por 48h.

Paralelamente se prepararon algunos aductos de Ugi con el clorhidrato

de la homoalilamina 1b para comprobar la efectividad de la reaccién. Todos los
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clorhidratos son soélidos y ofrecen las bondades de una mejor y amigable
manipulacion para el usuario. Ademas de evitar la posible evaporacion de la

amina en el medio de reaccion.

Para la obtencidén de los productos de Ugi a partir del clorhidrato de la
homoalilamina 71b, se llevé a cabo una optimizacién de condiciones (Tabla 2).
La reaccion de Ugi entre el clorhidrato 1b, benzaldehido 2a, &acido 2-
nitrobenzdico 3a e isonitrilo 4 puede ocurrir sin ningun otro aditivo en
rendimiento bajo (experimento 1) y la adiciébn de un acido de Lewis como el
tricloruro de indio en cantidades cataliticas mejora ligeramente el rendimiento
de la reaccion. Por lo que se decidio incluirlo en los ejemplos posteriores que
incluyen también una base. De acuerdo a la literatura cuando son usados los
clorhidratos en las reacciones de Ugi, en la mayoria de los casos, es necesaria
una base no nucleofilica para aumentar los rendimientos. El carbonato
disminuye drasticamente los rendimientos de 27 % a 8 % y cuando se usa
como disolvente una mezcla agua-diclormetano no se lleva a cabo la reaccion
(experimentos 3 y 4). La trietilamina (TEA) también disminuy6 el rendimiento de
la reaccidon en metanol (experimento 5), ligeramente se aumenté en tolueno
(experimento 6) y se duplico el rendimiento cuando la reaccion se realizé en
diclorometano (DCM, experimento 7). De manera que los rendimientos mas
altos con el clorhidrato de la amina se obtuvieron en una mezcla equimolar de
los cuatros componentes en DCM, equivalentes de TEA vy tricloruro de indio
como catalizador. Estas condiciones fueron usadas para la preparacion de los

aductos de Ugi 5d-f.
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Tabla 2. Optimizacion de condiciones utilizando el clorhidrato de la amina

S

(o]
=
H

HCI » NHo Base 0 k

Catalizador N
1b 2a —_—
+ NH

(o)

dw
NO,
3a 4

Experimento  Solvente  Catalizador Base Rendimiento

Solvente
NO, O

N

AN

5a

1 MeOH — — 24 %
2 MeOH InCl3 — 27 %
3 MeOH InCl3 K2COs 8 %
4 H.O / DCM InCl3 K2COs 0%
5 MeOH InCl3 TEA 14 %
6 Tolueno InCls TEA 37 %
7 DCM InCl3 TEA 50 %

Como se esperaba, los rendimientos de las reacciones para la
preparacién de los aductos de Ugi 5d-f a partir el clorhidrato 7b en general
fueron moderados, (Tabla 3). Aun asi, pudieron obtenerse en buena cantidad
para su posterior modificacién y con grupos sustituyentes como los grupos nitro
o el cloro en los grupos bencilicos, que facilitaran la siguiente reacciéon de
ciclacion. El rendimiento fue ligeramente mas bajo cuando se usé el
p-clorobenzaldehido 2b (ejemplo ), usando el mismo aldehido 2b el

rendimiento mejora un poco con el acido p-nitrobenzoico 3b (ejemplo Il) y
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finalmente, el rendimiento continué siendo ligeramente mas bajo cuando se us6
el acido 2-nitro-5-metoxibenzéico 3d (ejemplo Ill) comparado el &acido

p-nitrobenzoico 3b.

Tabla 3. Resultados de la reaccion de Ugi utilizando el clorhidrato de la amina

Amina Aldehido Acido Isonitrilo Ugi
=z
e i 0 )< 0
cl NO, NO, O
I 1b 2b 3a 4a 5d, 35 %
z
O5N
/_/: I i )< 2 i
HCI-HoN H on ©ON N NH)<
c O,N °
Cl
I 1b 2b 3b 4a 5e, 43 %
MeO =z
/_/: " o )< 0
HCI-H,N H on CON N NH)<
N02 O
MeO NO,
I 1b 2a 3d 4a 5f,39 %

Condiciones de reaccion: 1 equivalente de aldehido, 1 equivalente de amina, 1 equivalente de
acido, un equivalente de isonitrilo, 5 % de InCl; y 2.0 equivalentes de TEA en DCM a
temperatura ambiente por 48 h.
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5.2 Indenopirrolidinas

La segunda etapa en la ruta de sintesis propuesta consistio en la
conversion de los aductos de Ugi 5a-f a las indenopirrolidinas deseadas 6a-f
mediante un proceso de ciclacion oxidativo asistido por paladio. Los aductos de
Ugi 5a-f se mezclaron con carbonato de potasio (Ko.CQOg3) y acetato de paladio
(Pd(OAC),) catalitico en dimetilformamida (DMF) y se calentaron a 110 °C en

presencia de oxigeno. (Figura 14).

N (\)
7 Ry Pd(OAc), S N
Wy L iy (B

|
N N 0,/K,CO0, Vi
DMF, 110 °C NH
(o]
o NH
R4
5 ,a-acilaminoamida 6, indenopirrolidina
R,=H,Cl

R, = o-nitro, p-nitro, o-fluor,
4-metoxi-2-nitro

Figura 14. Esquema general de la reaccion de

ciclacion asistida por Pd

Los resultados de la ciclacion de paladio de los aductos de Ugi 5a-b y
5d-e se muestran en la Tabla 4. Sin ninguna optimizacién en las condiciones de
reaccion las indenopirrolidinas 6a-d fueron obtenidas en rendimientos bajos. La

incorporacion de grupos atractores de electrones como el cloro en los
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aromaticos ligeramente mejoran el rendimiento (ejemplo Ill'y 1V). El rendimiento

de la reaccién de los aductos de Ugi 5by 5e (ejemplo Il 'y 1V) que contienen un

grupo nitro en posicién para ligeramente es mayor a los que lo tiene en la

posicion orto. Cuando los aductos de Ugi 5c y 5f fueron sometidos a las

condiciones de reaccidn previamente descritas no se observd la formacion de

su respectiva indenopirrolidina 6e y 6f (ejemplo V y VI), aparentemente el

producto de Ugi no reacciond.

Tabla 4. Resultados de la reaccion de ciclacion asistida por paladio

Aducto Ugi

Producto de ciclacién

/

%
f

Cl
6c, 18 %
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O,N

=z
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! A
NH
Cl
Se

(0]
/@/“\N

O,N o
)<NH

cl
IV 6d, 23%
=z E o
(o] k
N
N
E “NH o
F o]
)<NH
A\ 5c 6e, 0 %
MeO
€ Z NO2 0
l I N
N
NH o
MeO
N02 0
)<NH
VI 5f 6f, 0 %

Condiciones de reaccion: 2.0 equivalentes de K,COj3, 5 % de Pd(OAc),, aire a

110 2C en dimetilformamida.
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5.3 Evaluacion de la actividad anti-hiperglicemiante

5.3.1 Ensayo de a-amilasa

Se determind la inhibicibn enzimatica de a-amilasa en un rango de

concentraciones de 2.08 a 10.41 yg/mL de cada uno de los compuestos. Las

cuatro indenopirrolidinas sintetizadas 6a-d no mostraron actividad como

inhibidores de la enzima a-amilasa incluso a las maximas concentraciones

evaluadas (Tabla 5).

Tabla 5. Ensayo de inhibicién de a-amilasa por las indenopirrolidinas.

Compuesto  Clso (ug/mL)
6a >10.41
6b >10.41
6C >10.41
6d >10.41

Acarbosa (+) 1.39
n=3

N
O,N o
)<NH )<NH

6a 6b

N N
o 0N o
)<NH )<NH

6c 6d
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5.3.2 Ensayo de a-glucosidasa

Se determiné la inhibicion enzimatica de a-amilasa en un rango de
concentraciones de 2.6 a 41.06 yg/mL de cada uno de los compuestos. Las
cuatro indenopirrolidinas sintetizadas 6a-d no mostraron actividad como
inhibidores de la enzima a-amilasa incluso a las maximas concentraciones

evaluadas (Tabla 6).

Tabla 6. Ensayo de inhibicion de a-glucosidasa por las indenopirrolidinas.
Compuesto  Cls (ug/mL) @)i\N /Q/ELN
O 0.
6a > 41.06 %
)<NH
6b

6b > 41.06

6C > 41.06 oN o o
N, N
6d > 41.06 ©/\i\ 02N/©)i\
Acarbosa (+) 188.1 )< )<

Cl Cl
n=13 6c 6d
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6. DISCUSION

6.1 Aductos de Ugi

Desde 1959, Ugi reportd que los isonitrilos en presencia de una amina,
un aldehido y un nucledfilo llevan a cabo reacciones de condensacion para la
generacion de un solo producto. Los nucleodfilos mas comunes de esta reaccion
son los &cidos carboxilicos, los cuales juegan doble papel. Primero, protonan la
imina resultante de la condensacion entre el aldehido y la amina para facilitar la
adicién del isonitrilo y dar origen al ion nitrilo. Segundo, el carboxilato del 4cido
hace su funcion de nucledfilo y se adiciona al ion nitrilio para después de una

transposicién del grupo acilo (Mumm) generar el producto de Ugi.

Los &cidos carboxilicos aromaticos, en la reaccion de Ugi, permiten
generar una mayor diversidad de heterociclos mediante post-condensaciones
conocidas. Por ejemplo, sustituciones nucleofilicas aromaticas con aductos de
Ugi derivados del acido o-fluorobenzoico o reduccién/acilacion de grupos nitro
de los aductos de Ugi derivados del acido o-nitrobenzoico para la preparacion

de quinoxalinas o benzodiazepinonas.
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En el presente trabajo se prepararon aductos de Ugi con los acido p-
nitrobenzoico 3b, o-nitrobenzoico 3a, acido o-fluorobenzoico 3¢, y acido 2-nitro-
4-metoxibenzoico 3d. Los tres ultimos fueron seleccionados en base a su
habilidad para formar benzodiazepindionas y que potencialmente pueden ser
preparadas indenopirrolidinas unidas a este farmacoéforo. Los productos de la
reaccion de Ugi con la homoalilamina 7a, benzaldehido 2a, &cido benzoico 3a-c
e isonitrilo 4 fueron obtenidos en rendimientos que van de acuerdo a los
reportados en la literatura con materiales y condiciones similares (Tabla 1). El
rendimiento de la reaccidén es ligeramente mas alto cuando el grupo nitro se
encuentra en posicion para, lo cual nos indica que un efecto diferente a la
acidez es el determinante en la reaccidén ya que no existe una relacién con el
pK, de los acidos usados. En general, los rendimientos de la reaccién de Ugi
fueron mejores con la amina libre 7a en comparacion con el hidrocloruro de la
homoalilamina 1b (Tabla 2, experimento 1). Los reportes que existen en la
literatura sobre el uso de aminas en forma de sal refieren que en la reaccién de
Ugi no alteraran la obtencion del producto deseado aunque diversas

publicaciones reportan rendimientos menores.

Debido a los buenos resultados obtenidos en nuestro laboratorio con la
adicién catalitica de tricloruro de indio (InCl3) a reacciones de Ugi, se adicion6
un poco (0.1 equivalentes) a la reaccion con el hidrocloruro 7by el rendimiento
mejord ligeramente (Tabla 2 — experimento 2). Aunque existen pocos reportes
que describen el uso del tricloruro de indio en reacciones de Ugi, en la literatura

se menciona la adicion de varios acidos de Brgnsted y Lewis con buenos
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resultados ya que mejoran los tiempos de reaccién y los rendimientos de la
reaccion. En dichos reportes se establecié que los acidos de Lewis en
cantidades cataliticas ayudan a estabilizar el ion iminio, el cual es fundamental
durante el mecanismo de reaccion del aducto de Ugi. Por otro lado, existe la
hipotesis que este tipo de acidos de Lewis activan al aldehido para la formacion

de la imina mejorando asi la reaccién.

Otros reportes encontrados en la literatura describen el uso de mas de un
equivalente de bases organicas o inorganicas en el medio de reaccidn con el fin
de liberar la amina del hidrocloruro para que facilmente reaccione con los
demas componentes. Particularmente, en los experimentos del presente trabajo
el uso de una base inorganica como el carbonato de potasio (Tabla 2,
experimento 3) disminuyen el rendimiento de la reaccion de 27% a 8%.
Inclusive la incorporacién de agua para facilitar la disolucién de carbonato
reduce a cero el rendimiento de la reaccion. Aunque el carbonato de potasio en
la mezcla agua-diclorometano es ampliamente usado para la liberacién del
grupo amino de los hidrocloruros derivados de los aminoacidos en reacciones
de acoplamiento, estas condiciones no favorecen las reacciones de
multicomponentes de Ugi. Aparentemente, la trietilamina no mejora el
rendimiento cuando la reaccion se llevo a cabo en metanol, pero un cambio del
disolvente eleva el rendimiento de 14 % a 37 % en tolueno y 50 % en
diclormetano (Tabla 2, experimento 6 y 7). Usualmente, el éxito de la
trietilamina en procesos similares depende del solvente en que se lleva a cabo

la reaccion (efecto disolvente).
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Tres nuevos aductos de Ugi (Tabla 3) preparados a partir del clorhidrato
1b, usando trietilamina en diclorometano fueron preparados en rendimientos
relativamente bajos si se comparan con los rendimientos obtenidos de los Ugi
preparados a partir de la amina libre 7a. La reaccién de Ugi esta clasificada
como un proceso eficiente principalmente porque involucra la formacion de
cuatro enlaces con la minima generacion de residuos. De manera que la
obtencién de los aductos 5d-f, aunque sea en rendimientos moderadamente

bajos representa un buen resultado la obtencion del aducto de Ugi.

Se muestran solo los espectros de RMN 'H y *C de un aducto de Ugi

(Figuras 15y 16); en éstos se evidencian la formacioén del compuesto 5d.

El espectro de 'H (Figura 15) presenta todas las sefales
correspondientes al aducto de Ugi. En campos bajos se observan las sefales
de los grupos aromaticos con sus respectivos patrones de sustitucién en orto 'y
para. Las sefales del aromatico orto sustituido son las primeras en aparecer.
Primero aparece un doblete en 8.24 ppm con una constante de acoplamiento de
8.2 Hz que integra para un hidrégeno, se asigndé al proton H1. El siguiente
protén aromatico H4 aparentemente se observa como doble de triplete en 7.75
ppm con las constantes de acoplamiento de 7.5 y 1 Hz y la integracion de la
senal corresponde a un hidrogeno. Probablemente existe solapamiento que
evita determinar su tercera constante de acoplamiento. La siguiente senal
nuevamente aparece como un aparente doble triplete en 7.6 ppm con las

constantes de acoplamiento de 8.5 Hz y 1.3 Hz que integra para un hidrégeno y
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se designo para el tercer protén H3. Finalmente, existe un doble de dobles en
7.48 ppm con las constantes de acoplamiento de 7.6 y 1.2 Hz que integra para
un hidrégeno y corresponde a H2. Todas estas sefiales en conjunto describen
un sistema aromatico orto sustituido ya que todas las constantes de
acoplamiento concuerdan con lo reportado en la literatura. Las sefiales del
sistema aromatico para se observan en 7.52 y 7.40 ppm con una constante de
acoplamiento de 8.4 Hz, similar a lo reportado en la literatura. Ambas sefnales
integran para 2 hidrégenos cada una y se asignaron a H5 y H6
respectivamente. Posteriormente aparece un singulete ancho de baja intensidad
que corresponde al hidrogeno del NH. El siguiente singulete que aparece en
5.76 ppm que integra para 1 hidrégeno, dado su desplazamiento, se relaciona
con el protdn alfa de los aductos de Ugi. La aparicion de esta sefal justifica la
obtencion del producto de Ugi. En la zona de 5.34 a 5.24 ppm aparece una
sefal multiple que integra para un hidrégeno y que corresponde al H8 de la
olefina terminal. La siguiente sefal que aparece como doble de dobles en 4.75
ppm con las constantes de acoplamiento de 9.8 y 17.1 Hz las cuales integra
para un hidrégeno cada una y se asigno al H9. Cada sefial se relaciona con el
acoplamiento cis y trans con el proton H8. Los protones del primer metileno,
H10 aparecen como dos sefales debido a que son diasterotépicos unidos a la
amida terciaria. El primer hidrégeno de H10 aparece como una sefial de doble
de dobles de dobles en 3.76 ppm con las constantes de acoplamiento de 16.2,
11.2 y 5.1 Hz que integra para un hidrégeno. El segundo hidrégeno de H10
aparece como una sefial multiple de 3.21 a 3.15 ppm que integra para un

hidrégeno. A campos mas altos aparecen dos sefales multiples de 2.12 a 2.03
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ppm y 1.89 a 1.80 ppm que corresponden a los protones del segundo metileno
que también es diasterotdpico. Finalmente, los 9 protones del grupo tert-butilo

aparecen como singulete en 1.40 ppm.

Figura 15. RMN "H del aducto de Ugi 5d
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El espectro de '*C (Figura 16) muestra todas la sefiales esperadas para
el compuesto de Ugi 5d. A campos bajos aparecen los carbonos de los grupos
carbonilicos de amidas en 168.6 y 167.2 ppm asignados como Cp y Cg
respectivamente. Posteriormente aparecen 12 sefiales de los carbonos
aromaticos y olefinicos de 144.9 a 117.2 ppm. El carbono alfa caracteristico de
los aductos de Ugi aparece en 63.0 ppm. Ademas se observan las sefales en
48.1, 33.2, 31.9 y 28.6 ppm asignadas para Cg, C1o, C11 y Ci2 respectivamente.
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Figura 16. RMN *C del aducto de Ugi 5d
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6.2 Indenopirrolidinas

Las reacciones de multicomponentes con isonitrilos como las de Ugi son
procesos sintéticamente muy poderosos para la preparacion de compuestos
estructuralmente diversos. El gran potencial de estas reacciones puede
extenderse exponencialmente mediante transformaciones posteriores que

deben su éxito a la elaboracibn de compuestos que contienen grupos
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funcionales en posiciones adecuadas para que reaccionen con la adicion de

mas reactivos.

Los aductos de Ugi 5a-f preparados en este trabajo fueron disefiados
para llevar a cabo una reaccion de ciclacion oxidativa en cascada asistida por
paladio en la cual se forman dos nuevos enlaces mas y dan origen al
poliheterociclo del tipo indenopirrolidina. Las porciones claves en estos aductos
de Ugi es un grupo homoalil proveniente de la amina y aromatico del grupo

aldehido.

Los aductos de Ugi 5a-f fueron sometidos a las condiciones iniciales de
reaccion: 2.0 equivalentes de K,COs, 5 % de Pd(OAc),, aire a 110 °C en
dimetilformamida (DMF) que no fueron optimizadas. Cuatro indenopirrolidinas
6a-d fueron obtenidas en rendimientos relativamente bajos, los mas altos
provienen de los aductos de Ugi que contienen aromaticos con grupos
deficientes de electrones. Aparentemente los grupos electroactractores como el
grupo nitro y cloro favorecen esta reaccion. Se observé un ligero aumento en el
rendimiento de reaccién cuando se usaron los aductos 5d 'y 5e que contienen el
cloro en el segundo aromatico. De acuerdo al mecanismo probable, los grupos
electroactractores pueden aumentar la acidez del protdén alfa facilitando la

generacioén del enolato de paladio de los aductos de Ugi.

Los aductos de Ugi 5¢ y 5f en las condiciones antes mencionadas no

sufren ninguna transformacién, se recupera Unicamente la materia prima del
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crudo de reaccién. El grupo fluor del aducto de Ugi 5¢ no es lo suficientemente
electronegativo para provocar la desprotonacion del hidrogeno alfa y causar la
ciclacion. En el caso del Ugi 5f el grupo metoxilo puede estar contrarrestando el

efecto electroatractor del grupo nitro.

Se muestran los espectros tipicos de 'H 'y '*C (Figuras 17y 18) de una

indenopirrolidina; en éstos se demuestra la formacion del compuesto 6d.

El espectro de 'H (Figura 17) presenta todas las sefales esperadas para
el compuesto 6d. A campos bajos se observan las sefales que corresponden a
los protones de los grupos aromaticos. Primero aparece un doblete a 8.25 ppm
con una constante de acoplamiento de 8.7 Hz que integra para dos hidrégenos
asignado a H1 y por su valor se asume que se acopla con el doblete en 7.66
ppm que integra para el mismo numero de hidrégenos asignado a H2. La senal
doble que se encuentra en 8.08 ppm con una constante de acoplamiento de 8.9
Hz que integra para un hidrogeno se asignoé al proton H3. Los protones H4 y H5
aparecen como un par de sefiales anchas muy juntas en 7.31 y 7.29 ppm, cada
una integra para un hidrogeno. La evidencia en la formaciéon de la
indenopirrolidina se demuestra con la desaparicién de las sefnales del protén
alfa del producto de Ugi, la ausencia de senales olefinicas y la modificaciéon en
el sistema aromatico para cloro. A campos mas altos aparecen las sefales que
componen el nucleo de la indenopirrolidina. EI metileno diasterotépico del
proton H6 se observa como dos sefiales multiples en 3.69-3.63 ppm y 3.47-3.42

ppm. ElI metino H8 importante para determinacién de la indenopirrolidina
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aparece como sefnal multiple de 3.28 a 3.23 ppm. El metileno de los protones
H7 se divide en dos sefiales dobles en 3.19 y 2.80 ppm con constantes de
acoplamiento de 16.3 Hz que integran cada una para un hidrogeno. El metileno
de los hidrogenos H9 aparece como dos sefales multiples (2.31 - 2.23 ppm y
1.70 - 1.61 ppm) que integra para un hidrégeno cada uno. Finalmente en 1.30
ppm aparece un singulete que integra para 9 hidrégenos correspondiente al

grupo tert-butilo.

Figura 17. RMN "H de la indenopirrolidina 6d
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Todas las sefales que se esperan para la indenopirrolidina 6d aparecen
en el espectro de '*C (Figura 18). Primeramente aparecen en 167.6 y 169.9
ppm los carbonos carbonilicos de las amidas Ca y Cg respectivamente.

Después aparecen los 5 carbonos aromaticos sustituidos de 148.3 a 135.7 ppm,
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aqui se incluye el nuevo carbono sustituido durante la reaccién Cp. De 129.3 a
123.7 ppm aparecen 5 senales de los carbonos aromaticos restantes, Ca, Cs,
Co, Cs y Cq. En el espectro aparece una sefal que corresponde por
desplazamiento al carbono cuaternario (C;) en 81.6 ppm, la cual permite
confirmar la formacién del policiclo. El segundo carbono cuaternario del grupo
tert-butilo Cy aparece en 51.7 ppm. Las sefales en 51.3, 50.3, 35.0 y 31.0 ppm
se asignaron a los carbonos Cg, Cg, C7 y Co del nacleo indenopirrolidina. Por

ultimo estéa la senal originada de los carbonos terbutilicos presente a 28.6 ppm.

Figura 18. RMN 'C de la indenopirrolidina 6d

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)
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6.3 Evaluacion biolégica

Los bioensayos existen como una forma alternativa para la evaluacion
biolégica de compuestos. Estos nos proveen de una metodologia fiable para
asignar determinada actividad biol6égica de acuerdo a los objetivos planteados o
el problema a resolver. En este trabajo se realizaron estudios in vitro basdndose
en la inhibicion enzimatica de a-amilasa y a-glucosidasa que pueden indicar

actividad antidiabética de las moléculas sintetizadas.

Las indenopirrolidinas sintetizadas fueron purificadas mediante una
cromatografia preparativa. Para confirmar la pureza de las mismas se verificd
mediante la limpieza de las sefales en los espectros de RMN de hidrégeno y

carbono 13.

En el ensayo de inhibicion de a-amilasa, los compuestos 6a-d no
mostraron actividad en el rango de concentraciones probadas (2.08 a 10.41
Mg/mL). Asimismo, en el ensayo de inhibicion de a-glucosidasa los compuestos
no mostraron actividad biolégica en el rango de concentraciones evaluadas (2.6
a 41.06 pg/mL). Por lo que las ICsy de los compuestos son mayores a 10.41
Mg/mL y a 41.06 yg/mL para cada los ensayos de a-amilasa y a-glucosidasa

respectivamente.
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Idealmente las ICsp deben ser igual o menor que los valores encontrados
del control positivo, 1.39 pg/mL para el ensayo de a-amilasa y de 188.1 uyg/mL
para el de a-glucosidasa. En ambos ensayos se utilizé la acarbosa como control
positivo ya que se éste compuesto se refiere como estandar al evaluar la
actividad antidiabética de un nuevo compuesto. Se pueden garantizar los
resultados de las muestras al comparar los resultados obtenidos del control
positivo con los valores reportados en la literatura. En este caso 4.89 + 0.397
pMg/mL para el ensayo de a-amilasa 'y 193 + 0.281 pg/mL para el ensayo de a-
glucosidasa. En general, un compuesto puro podria considerarse atractivo

cuando muestre valores de ICsy semejantes al farmaco en uso.

La inhibicidn de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa disminuyen la
concentracion de glucosa en sangre ya que los carbohidratos de la dieta no
pueden ser metabolizados. Por tanto, su inhibicion esta relacionada con la
actividad antihiperglicémica. Los resultados obtenidos no descartan su posible
uso como agentes antidiabéticos en general, sino que solo desechan esta via
de accion ya que la actividad antidiabética de un farmaco puede involucrar otros
mecanismos o procesos totalmente diferentes. Solo se ha demostrado el efecto
anti-hiperglicemiante en modelos animales por via oral y no se han realizado
mas ensayos que orienten a un posible mecanismo por el cual presentaron
dicha actividad. Por lo que el excluir esta via es un inicio en el camino de la
evaluacion de este tipo de compuestos para logar identificar el blanco biolégico

responsable de la actividad.
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1 Conclusiones

Los rendimientos de la reaccion de Ugi fueron mejores con la amina libre

(liquida) que con el clorhidrato de la misma.

El uso de un catalizador (InCls) en la reaccion de Ugi aumenta los

rendimientos de la reaccion.

La adicion de trietilamina en la reacciéon de Ugi con el clorhidrato de la
amina, aumenta moderadamente los rendimientos cuando se usa diclorometano

como disolvente.

La reaccion de ciclacion asistida por paladio se favorece cuando los
grupos aromaticos del aducto de Ugi presentan al menos un grupo
electroatractor fuerte que estabilice el intermediario en la formacién del policiclo.

Un segundo grupo electroatractor mejora ligeramente los rendimientos.
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Las indenopirrolidinas 6a-d no mostraron actividad in vitro como
inhibidores de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa a las concentraciones

probadas.

7.2 Perspectivas

Llevar a cabo la optimizacion de condiciones para mejorar los
rendimientos obtenidos en la reaccién de ciclacion asistida por Pd, evaluando
diferentes bases, agentes oxidantes y solventes, asi como el uso de radiacién

microondas como forma alternativa de calentamiento de la reaccion.

Llevar a cabo una tercera reaccion para lograr la incorporacion de grupos
farmacoforos a la estructura de la indenopirrolidina e incrementar la complejidad

de la misma.

Evaluar las indenopirrolidinas en otros ensayos indicadores de actividad
antidiabética, tanto in vitro e in vivo que orienten al posible mecanismo por el
cual este tipo de compuestos presentaron actividad hipoglucemiante oral en
modelos animales. Asi como explorar su potencial bioldgico de una forma mas

amplia mediante otros ensayos indicadores de actividad biolégica.
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APENDICE

Contenido:
- Compuestos sintetizados

- Propiedades fisicas y datos espectroscopicos

73



Compuestos sintetizados
Aductos de Ugi preparados:

QYJ" & @ng %éi"x

N
NO, O

5a

NO, O

QG "k @ng

5d 5e 5f

Indenopirrolidinas preparadas:

Cl Cl
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Propiedades fisicas y datos espectroscépicos

Aductos de Ugi

5a. N-terc-butil-2-(N-(3-butenil)2-(2-nitrofenil)acetamido)-2-fenilacetamida

Solido blanco. Tiempo de reaccion 1 dia. 85 % de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) § 8.22 (d, 1H, J=8.2 Hz, H), 7.73 (dd, 1H, J;=7.5
Hz, J»=0.9, Hu), 7.61-7.52 (m, 2H, Hos), 7.45-7.36 (m, 5H, Ha,), 6.06 (sa, 1H,
NH), 5.84 (s, 1H, Hs), 5.30-5.19 (m, 1H, He), 4.77-4.75 (d, J=9.9, 1H, H-), 4.63-
4.59 (d, 1H, J=17.1 H;), 3.84-3.77 (m, 1H, Hg), 3.24-3.16 (m, 1H, Hg), 2.42-2.36

(m, 1H, Hy), 2.05-1.97 (m, 1H, Ho), 1.40 (s, 9H, Hio).

RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 168.5 (Cg), 144.9 (Cc), 135.0 (Cp), 134.3 (Cg),
133.9 (Cg), 132.8 (C3), 130.1 (Cy), 129.9 (Ca), 129.8 (Car), 129.5 (Ca,), 129.1
(Car), 128.8 (Ca), 128.5 (C4), 124.8 (C4), 116.8 (C7), 63.5 (Cs), 51.7 (CF), 47.9

(Cg), 33.2 (Cy), 28.5 (C1o).
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5b. N-terc-butil-2-(N-(3-butenil)2-(4-nitrofenil)acetamido)-2-fenilacetamida

Solido blanco. Tiempo de reaccion 1 dia. 95 % de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.30 (d, 2H, J=8.3 Hz, H;), 7.68 (d, 2H, J=7.9 Hz,
Ho), 7.48-7.37 (m, 5H, Ha), 6.10 (sa, 1H, NH), 5.83 (s, 1H, Hg), 5.33-5.21 (m,
1H, H,), 4.80-4.76 (d, J=9.6, 1H, Hs), 4.65-4.60 (d, 1H, J=16.8 Hs), 3.89-3.78 (m,
1H, He), 3.28-3.20 (m, 1H, Hg), 2.44-2.39 (m, 1H, H-), 2.10-2.02 (m, 1H, Hy),

1.38 (s, 9H, Ho).

RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 171.2 (Ca), 169.6 (Cg), 147.9 (Cc), 143.6 (Cp),

135.9 (Cg), 129.7 (Car), 129.6 (Car), 129.3 (Car), 129.0 (Cay), 128.6 (Cay), 128.2

(Ca), 127.6 (C»), 123.5 (C1), 64.3 (Cs), 52.1 (C), 48.1 (Cg), 34.3 (C-), 29.1 (Cs).
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5c. N-terc-butil-2-(N-(3-butenil)2-(2-fluorofenil)acetamido)-2-fenilacetamida

Solido amarillento. Tiempo de reaccion 1 dia. 72 % de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5 7.49 (d, 1H, J=7.2 Hz, H4), 7.41-7.34 (m, 6H, Ho.
A7), 7.26-7.24 (M, 2H, Hp) 7.22-7.18 (m, 1H, Ha), 7.14-7.09 (m, 1H, H1), 6.19 (S,
1H, NH), 5.95 (s, 1H, Hs), 5.28-5.17 (m, 1H, He), 4.77-4.74 (d, J=10.1, 1H, Hy),
4.62-4.58 (d, J=17.1, 1H, Hy), 3.26 (t, J=8, 2H, Hg), 2.01-1.92 (m, 1H, Hy), 1.67-

1.58 (m, 1H, Hg), 1.38 (s, 9H, Hyo).

RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 168.4 (Cp), 167.9 (Cg), 157.9 (Cc), 135.2 (Cg),
134.0 (Cg), 131.2 (Cp), 129.4 (Ca,), 128.9 (C4), 128.8 (Ca), 128.4 (Ca), 124.8
(Cs), 124.6 (Cp), 116.9 (C7), 115.9 (C4), 63.3 (Cs), 51.6 (Cf), 47.7 (Cg), 33.8 (Co),

28.6 (C1o).
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5d. N-terc-butil-2-(N-(3-butenil)2-(2-nitrofenil)acetamido)-2-(4-clorofenil)

acetamida. Sélido blanco. Tiempo de reaccion 3 dias. 35 % de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.24 (d, 1H, J=8.2 Hz, Hy), 7.75 (dd, 1H, J;=7.5
Hz, J=1.0, Ha), 7.61 (dd, 1H, J:=8.5 Hz, J-=1.3, Hs), 7.52 (d, 1H,J;=8.0 Hz, Hs),
7.48 (dd, 2H, J;=7.6 Hz, J=1.2, Hy), 7.4 (d, 2H, J;=8.5 Hz, He), 6.18 (sa, 1H,
NH), 5.76 (s, 1H, Hy), 5.34-5.24 (m, 1H, Hs), 4.82-4.79 (m, 1H, He), 4.70-4.65
(m, 1H, He), 3.80-3.73 (m, 1H, Hy), 3.21-3.15 (m, 1H, Hyo), 2.12-2.03 (m, 1H,

H11), 1.89-1.80 (m, 1H, H11), 1.40 (S, 9H, H12).

RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 168.6 (Ca), 167.2 (Cg), 144.9 (Cc), 134.6 (Cp),
134.4 (Cg), 133.7 (Cg), 132.6 (C3), 131.5 (Cf), 130.9 (Cg), 130.2 (Cy), 129.1 (Cs),
128.5 (C4), 124.9 (C1), 117.2 (Cy), 63.0 (C7), 48.1 (Cg), 33.2 (Cy), 31.9 (C11),

28.6 (C12).
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5e. N-terc-butil-2-(N-(3-butenil)2-(4-nitrofenil)acetamido)-2-(4-clorofenil)

acetamida. Sélido blanco. Tiempo de reaccidn 3 dias. 43 % de rendimiento.

RMN "H (400 MHz, CDCls) § 8.24 (d, 2H, J=8.5 Hz, Hy), 7.61 (d, 2H, J=7.5 Hz,
Hz), 7.40 (s, 4H, Ha.4), 5.88 (sa, 1H, NH), 5.74 (s, 1H, Hs), 5.20-5.09 (m, 1H, He),
4.80-4.71 (m, 1H, Hy), 4.61-4.53 (m, 1H, Hy), 3.33-3.23 (m, 2H, Hg), 1.91-1.80

(m, 1H, Hg), 1.60-1.49 (m, 1H, Hg), 1.34 (s, 9H, H1o).
RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 170.5 (Ca), 168.2 (Cg), 148.1 (Cc), 142.9 (Cp),

135.0 (Ck), 133.7 (Ce), 129.6 (Ce), 129.1 (Cs), 129.1 (C4), 127.7 (C»), 123.8 (C1),

117.1 (C7), 63.3 (Cs), 51.8 (Cg), 47.7 (Csg), 34.1 (Co), 28.6 (C1o).
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5f. N-terc-butil-2-(N-(3-butenil)2-(5-metoxi-2-nitrofenil)acetamido)-2-fenil

acetamida. Sélido blanco. Tiempo de reaccion 3 dias. 39 % de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.08 (d, 1H, J=7.0 Hz, H), 7.69 (d, 1H, J=2.5 Hz,
Ha), 7.55 (d, 1H, J=7.3 Hz, Hy), 7.45-7.35 (m, 4H, Ha,), 7.22 (dd, 1H, J,=8.5 Hz,
J=2.5, Hs), 6.12 (s, 1H, Hs), 5.83 (Sa, 1H, NH), 5.31-5.21 (m, 1H, H), 4.79-4.76
(d, 1H, J=9.6 Hz, H;), 4.66-4.62 (dd, 1H, J;=17.1 Hz, J=1.2, H7), 3.91 (s, 3H,
Hs), 3.25-3.10 (m, 2H, He), 2.07-1.98 (m, 1H, Hio), 1.79-1.69 (m, 1H, Hio), 1.40

(S, 9H, H11).

RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 168.7 (Ca), 168.4 (Cg), 160.4 (Cc), 146.1 (Cp),
135.2 (Cg), 134.0 (Cf), 133.3 (Ce), 129.6 (Ca), 128.9 (Ca/), 128.5 (C4), 125.0
(C1), 120.6 (Cy), 116.8 (C7), 109.4 (C3), 63.6 (Cs), 56.1 (Cg), 51.8 (Cg), 48.1 (Cy),

33.3 (C1o), 28.6 (C11).
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Indenopirrolidinas

6a. N-terc-butil-1-(2-nitrobenzoil)-2,3,3a,4-tetrahidroindeno[1,2-b]pirrol-8b
(1H)-carboxamida. Sélido amarillo. Tiempo de reaccion 4 horas. 13 % de

rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.17 (d, 1H, J=8.2 Hz, H1), 8.11-8.09 (m, 1H, Ha),
7.71 (dd, 1H, J;=7.5 Hz, J»=0.8, H3), 7.57-7.52 (m, 2H, Ha.s), 7.37-7.32 (m, 2H,
He.7), 7.28-7.26 (m, 1H, Hg), 5.78 (sa, 1H, NH), 3.52-3.46 (m, 1H, Ho), 3.34-3.25
(m, 2H, Hg11), 3.23-3.17 (m, 1H, Hyo), 2.80-2.75 (dd, 1H, J;=16.2 Hz, J=2.2

H10), 2.22-2.14 (m, 1H, H12), 1.72-1.65 (m, 1H, H12), 1.31 (S, 9H, H13).

RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 170.5 (Ca), 165.9 (Cg), 144.4 (Cc), 143.0 (Cp),
141.3 (Cg), 134.6 (Cf), 133.7 (C3), 129.7 (C4), 129.4 (C»), 128.4 (C;), 128.3 (Cq),
127.9 (Cg), 125.5 (Cs), 124.5 (C4), 82.0 (Cn), 51.5 (Cg), 50.4 (Cy4), 50.1 (Co),

35.1 (C10), 30.7 (C12), 28.5 (Cy3).
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6b. N-terc-butil-1-(4-nitrobenzoil)-2,3,3a,4-tetrahidroindeno[1,2-b]pirrol-8b
(1H)-carboxamida. Sélido amarillo. Tiempo de reaccion 4 horas. 15 % de

rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.24 (dd, 2H, J;=6.9 Hz, J-=1.8, H1), 8.12 (d, 1H,
Ji=7.0 Hz, H), 7.67 (dd, 2H, J;=7.0 Hz, J:=1.9, Hy), 7.38-7.29 (m, 3H, Hass),
5.41 (sa, 1H, NH), 3.70-3.63 (m, 1H, H5), 3.47-3.41 (m, 1H, H-), 3.27-3.17 (m,
2H, Hg.), 2.84-8.80 (m, 1H, Hg), 2.29-2.22 (m, 1H, Hy), 1.71-1.62 (m, 1H, Hio),

1.29 (S, 9H, H11).

RMN '3C (150 MHz, CDCl3) & 170.5 (Ca), 167.6 (Cg), 148.2 (Cc), 143.6 (Cf),
143.4 (Cg), 141.5 (Cp), 129.7 (Cs), 128.1 (Ce), 127.9 (C4), 127.7 (Cy), 125.9 (Cs),
123.7 (C4), 82.1 (Ch), 51.6 (Cg), 51.3 (Cg), 50.1 (C7), 35.1 (Cg), 31.1 (Cy0), 28.6

(C14).
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6c. N-terc-butil-6-cloro-1-(2-nitrobenzoil)-2,3,3a,4-tetrahidroindeno[1,2-b]
pirrol-8b(1H)-carboxamida. Sélido amarillo. Tiempo de reaccidén 4 horas. 18 %

de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § 8.17 (d, 1H, J=7.9 Hz, H,), 8.03 (d, 1H, J=8.3 Hz,
Ha), 7.71 (dd, 1H, J;=7.5 Hz, J=0.8, Hs), 7.55 (dd, 1H, J:=8.6 Hz, J=1.2, Hy),
7.52-7.49 (m, 1H, Hs), 7.32-7.29 (dd, 1H, J;=8.3 Hz, J=1.6, Hg), 7.26 (s, 1H,
Hy), 5.83 (s, 1H, NH), 3.51-3.45 (m, 1H, Hsg), 3.35-3.24 (m, 2H, Hg.10), 3.23-3.17
(m, 1H, He), 2.78-2.73 (dd, 1H, J;=16.4 Hz, J=2.5 Hg), 2.23-2.15 (m, 1H, Hi1),

1.72-1.64 (m, 1H, Hy1), 1.33 (s, 9H, H1y).

RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 170.1 (Ca), 165.9 (Cg), 145.1 (Cc), 144.4 (Cp),
140.0 (Cg), 135.3 (Cf), 134.7 (Cgu3), 133.5 (Cp), 129.8 (C¢), 129.5 (Cs), 128.3
(C4), 125.6 (C7), 124.6 (C4), 81.4 (Cy), 51.7 (Ch), 50.5 (C1g), 50.3 (Cg), 35.1 (Cy),

29.6 (C11), 28.6 (C12).
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6d. N-terc-butil-6-cloro-1-(4-nitrobenzoil)-2,3,3a,4-tetrahidroindeno[1,2-b]
pirrol-8b(1H)-carboxamida. Sdélido amarillo. Tiempo de reaccidén 4 horas. 23 %

de rendimiento.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 8.25 (d, 2H, J=8.7 Hz, H,), 8.08 (d, 1H, J=8.9 Hz,
Ha), 7.66 (d, 2H, J=8.7 Hz, Hy), 7.31 (m, 1H, Ha), 7.29 (s, 1H, Hs), 5.36 (S, 1H,
NH), 3.69-3.63 (m, 1H, He), 3.47-3.42 (m, 1H, He), 3.28-3.16 (m, 2H, H.5), 2.82-
2.77 (dd, 1H, J;=16.3 Hz, J=2.3 H;), 2.31-2.23 (m, 1H, Ho), 1.70-1.61 (m, 1H,

Hg), 1.30 (S, 9H, H10).

RMN '3C (150 MHz, CDCls) & 169.9 (Cg), 167.6 (Ca), 148.3 (Cc), 145.7 (Cp),
143.1 (Cg), 140.0 (Cg), 135.7 (Cg), 129.2 (C4), 128.4 (C3), 127.7 (C2), 126.0
(Cs), 123.7 (C+), 81.6 (Cy), 51.7 (Ch), 51.3 (Cg), 50.3 (Cs), 35.0 (C7), 31.0 (Cy),

28.6 (C1o).
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