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Resumen

La Caulerpina (1a) es un alcaloide bis-inddlico aislado del alga Caulerpa racemosay C.

serrulata en cantidades muy pequefias, de la cual Unicamente se ha descrito una sintesis con
bajo rendimiento. También se ha informado que tiene diversas actividades biologicas y que
es de baja toxicidad.

El presente trabajo describe la sintesis de la en tres pasos, con un rendimiento global
del 25%, y seis analogos (1b—1g) con rendimientos globales entre 5 y 17%, mediante una
secuencia que involucra una reaccion de Vilsmeier-Haack, una reaccion de sustitucion
radical oxidativa aromdtica, descarboxilacion y transesterificacion y finalmente una
condensacién alddlica. EI compuesto bis-indélico 1h se prepard mediante la desmetilacion

del analogo metoxilado 1g.

1a,R;=H 1le,R;=1
1b,R,=F 1f,R;=Me
1c,R;=Cl 1g, R;=OMe
1d, R,=Br 1h, R,= OH

También se evaluo la actividad anti-inflamatoria de 1a y de sus analogos (1b—1h); no
obstante, Unicamente 1a provocd una inhibicion de la inflamacion del 50% en modelo de
edema inducido por TPA en oreja de raton.

Asimismo, se realiz6 el estudio de la actividad antituberculosa de los compuestos
la—1h sobre la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis. La I1Cso de 1a, 1b, 1d y le
esta en el intervalo de 0.24 uM a 3.98 uM, resultando la Caulerpina dos veces més activo

(ICs0 = 0.24 uM) que el farmaco de referencia rifampicina (ICso = 0.55 pM).




Abstract

Caulerpin (1a) is a bis-indolic alkaloid isolated from Caulerpa racemosa and C.
serrulata in small quantities. Only one synthesis has been reported in low yield, also it was
reported to have many biological activities and low toxicity.

In this work, 1a was synthesized in three steps sequence with an overall yield of 25%.
Similarly, its analogues (1b—1g) were prepared with overall yields between 5 and 17%; the
synthetic pathway started from the Vilsmeier-Haack reaction, followed by a radical
oxidative aromatic substitution reaction, decarboxylation and transesterification and an
aldolic condensation. On the other hand, the bis-indolic compound 1h was prepared from

analogue 1g through a demethylation reaction.

1a,Rj=H 1e¢,R=1
1b,R;=F 1f,R;=Me
1¢,R;=CI 1g,R;=OMe
1d, R;= Br 1h, R;= OH

Furthermore, the anti-inflammatory activity of la and its analogues (1b-1g) was
evaluated; nevertheless only la reduced the inflammation in a 50 percent by the TPA-
induced ear edema in mice.

Likewise, in this work the first evaluation of anti-tuberculosis activity in la—1h was
informed against Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv. Compounds 1a, 1b, 1d and 1e
displayed ICsy values ranging from 0.24 uM to 3.98 uM. The compound la showed the
best result (ICso = 0.24 uM) being twice more potent than rifampin (ICso = 0.55 pM).
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l. Introduccion

El desarrollo de cepas resistentes y los efectos secundarios de los farmacos actualmente
disponibles para el tratamiento de las enfermedades, han hecho necesaria la busqueda de
nuevos farmacos que eventualmente pudieran tener una mayor eficacia. En este contexto,
desde tiempos remotos los productos naturales han sido utilizados como una fuente para la
obtencion de compuestos para tratar diferentes enfermedades, un ejemplo bien conocido es
el aislamiento de salicina a partir de la corteza de Salix alba L., cuya modificacion sintética
generod el &cido acetilsalicilico (aspirina), actualmente utilizado como un anti-inflamatorio.*

Como ejemplo de un producto natural de origen marino se puede mencionar a la
Caulerpina (1a), la cual posee diversas actividades bioldgicas, entre ellas actividad
antiviral; > no obstante, Gnicamente se ha descrito una sintesis de ella, en bajos
rendimientos.® Actualmente, 1a es extraida del alga Caulerpa sp para lo cual son necesarias

grandes cantidades de esta para sélo obtenerla en cantidades pequefias (Figura 1).

Figura 1. Estructura de la Caulerpina (1a).

Por otra parte, la tuberculosis (TB) es una enfermedad declarada, desde 1993, por la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un problema de salud emergente a nivel

! Dias, D. A.; Urban. S.; Roessner, U. Metabolites. 2012, 2, 303-336.

2 a) Porto Vieira Macedo, N. R.; Ribeiro, M. S.; Villaca, R. C.; Ferreira, W.; Pinto, A. M.; Teixeira,
V. L.; Cirne-Santos, C.; Paixao, I. C. N. P.; Giongo, V. Braz. J. Pharmacogn. 2012, 22, 861-867. b)
Pinto, A. M.; Leite, J. P. G.; Ferreira, W. J.; Diana N.; Cavalcanti, D. N.; Villa¢a, R. C.; Giongo, V.;
Teixeira, V. L.; Paixdo I. C. N. P. Braz. J. Pharmacogn. 2012, 22, 813-817.

% a) Maiti, B. C.; Thomson, R. H.; Mahendran, M. J. Chem. Res. Synop. 1978, 4, 126-127. b) Maiti,
B. C.; Thomson, R. H.; Mahendran, M. J. Chem. Res. (M). 1978, 1682-1690.
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mundial. Esta enfermedad ocasiona anualmente la muerte de millones de personas. Uno de
sus principales problemas es el desarrollo de cepas resistentes a los farmacos de primera y
segunda linea utilizados para su tratamiento, lo que hace necesario la administracion a dosis
mayores asi como del uso de farmacos con mayor toxicidad. Adicionalmente, esta es una
enfermedad presente en pacientes co-infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), lo que hace complicado el tratamiento de la TB.*

Por otro lado, los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) son utilizados
para inhibir la inflamacién, la cual es una forma en que se manifiestan diversas
enfermedades como la artritis reumatoide, la osteoartritis, el asma, la aterosclerosis.
Algunos mediadores de la inflamacion han sido relacionados con diferentes tipos de
canceres, con enfermedades del sistema nervioso central; no obstante, el uso prolongado de
los AINEs pueden llegar a ocasionar problemas gastricos, toxicidad renal o problemas
cardiovasculares, entre otros, lo que genera la necesidad de encontrar nuevos compuestos
que minimicen estos efectos colaterales.”

Por lo anterior, la basqueda de farmacos que pudieran ser utilizados para tratar estas
enfermedades representa una necesidad.

El presente trabajo describe la sintesis de la Caulerpina (1a) y sus analogos (1b—1h),
usando como paso clave una reaccion de sustitucion radical oxidativa aromatica. También,
se describe la evaluacion de su actividad anti-inflamatoria y su actividad antituberculosa

sobre la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis.

* Global Tuberculosis Report 2013. Disponible en linea:
http://www.who.int/tb/publications/global_report/en/ (Consultado el 19 de marzo de 2014).

° a) Praveen Rao, P. N.; Knaus, E. E. J. Pharm. Pharmaceut. Sci. 2008, 11, 81s-110s. b) Harrak, Y.;
Casula, G.; Basset, J.; Rosell, G.; Plescia, S.; Raffa, D.; Cusimano, M. G.; Pouplana, R.; Pujol, M.
D. J. Med. Chem. 2010, 53, 6560-6571.




Il.  Antecedentes
1. Un producto natural marino: la Caulerpina

Una fuente alternativa para la busqueda de compuestos con actividad biol6gica son los
productos naturales de origen marino. Hasta la fecha, la FDA (por sus siglas en inglés:
Food and Drug Administration, Agencia de Alimentos y Drogas,) Unicamente ha aprobado
tres farmacos derivados de productos naturales marinos: cytarabine, ziconotide y vidarabine
empleados para el tratamiento del cancer, analgésico y antiviral, respectivamente.®

Por otra parte, entre los compuestos que han sido aislados de productos naturales
marinos estan los alcaloides inddlicos o bis-indélicos, los cuales han atraido la atencidn ya
que exhiben diversas actividades biolégicas como la antiviral o la antibacteriana.’

En este contexto, la Caulerpina (1a) es un alcaloide de origen marino, que en su
estructura posee dos grupos indolicos unidos por un anillo de ocho miembros, que contiene
dos grupos carboximetilo, este producto fue aislado en 1970 del alga Caulerpa racemosa, C.
serrulata y C. sertularioides con un rendimiento sobre peso seco de 0.55 a 0.63%.°
Adicionalmente, la se ha logrado detectar en otras algas verdes, por ejemplo, Codium
decorticatum y Halimeda incrassate,’ asi como en el alga roja Chondria armata.™

Su sintesis, a partir del 2-(3-formil-1H-indol-2-il) acetato de metilo (2) con un
rendimiento del 5% en un periodo de 2 dias de reaccion,® permitié corregir su estructura

(Esquema 1). Después se informé que la tiene baja toxicidad ! y posteriormente se ha

6 Mayer, A. M. S.; Glaser, K. B.; Cuevas, C.; Jacobs, R. S.; Kem, W.; Little, R. D.; Mcintosh, J. M.;
Newman, D. J.; Potts, B. C.; Shuster, D. E. Trends. Pharmacol. Sci. 2010, 31, 255-265.

7a) Stevenson, C. S.; Capper, E. A.; Roshak, A. K.; Marquez, B.; Grace, K.; Gerwick, W. H.;
Jacobs, R. S.; Marshall, L. A. Inflamm. Res. 2002, 51, 112-114. b) Oh, K. B.; Mar, W.; Kim, S.;
Kim, J. Y.; Oh, M. N.; Kim, J. G.; Shin, D.; Sim, C. J.; Shin, J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15,
4927-4931. ¢) Wu, S. J.; Fotso, S.; Li, F.; Qin, S.; Kelter, G.; Fiebig, H. H.; Laatsch, H. J. Antibiot
(Tokyo). 2006, 59, 331-337. d) McArthur, K. A.; Mitchell, S. S.; Tsueng, G.; Rheingold, A.; White,
D. J.; Grodberg, J.; Lam, K. S.; Potts, B. C. J. Nat. Prod. 2008, 71, 1732-1737. e) Mayer, A. M. S,;
Rodriguez, A. D.; Taglialatela-Scafati, O.; Fusetani, N. Mar. Drugs. 2013, 11, 2510-2573.

® Aguilar-Santos, G. J. Chem. Soc. C. 1970, 842-843.

o a) Anjaneyulu, A. S. R.; Prakash, C. V. S.; Mallavadhani, U. V. J. Indian Chem. Soc. 1991, 68,
480. b) Yan, S.; Su, J.; Wang, Y.; Zeng, L. Trop. Ocean. 1999, 18, 91-94.

19 Govenkar, M. B.; Wahidulla, S. Phytochemistry 2000, 54, 979-981.

1 vidal, J. P.; Laurent, D.; Kabore, A.; Rechencg, E.; Boucard, M.; Girard, J. P.; Escale, R.; Rossi,
J. C. Bot. Mar. 1984, 27, 533-537.
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|,"3 anti-inflamatorio y

notificado que actlia como: regulador de crecimiento,™ antitumora
antinociceptivo, ** insecticida, ** inhibidor de la corrosion,*® antiherpes y antidiarreico.?

Adicionalmente, en el 2013 se report6 su efecto espasmolitico."’
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Esquema 1. Sintesis de 1a reportada por Maiti y colaboradores.?

La simetria C, de 1a y su estructura, aparentemente sencilla, asi como las actividades
bioldgicas informadas, han motivado a los quimicos sintéticos a intentar realizar su sintesis.
La descrita por Talaz utiliza cicloocta-1,5-diona y fenilhidrazina para obtener el esqueleto
base de la Caulerpina (4), mediante una reaccién de Fisher. Posteriormente, 4 fue

transformado al analogo tetrasustituido (6) en dos pasos (Esquema 2).'

2 Raub, M. F.; Cardellina I, J. H.; Schwede, J. G. Phytochemistry. 1987, 26, 619-620.

13 Ayyad, S. E. N.; Badria, F. A. Alex. J. Pharm. Sci. 1994, 8, 217.

 Tenorio de Souza, E.; Pereira de Lira, D.; Cavalcanti de Queiroz, A.; Costa da Silva, D. J.;
Bezerra de Aquino, A.; Campessato-Mella, E. A.; Prates-Lorenzo, V. C.; De Miranda, G. E.;
Araujo-Junior, J. X.; De Oliveira Chaves, M. C.; Barbosa-Filho, J. M.; De Athayde-Filho, P. F.; De
Oliveira-Santos, B. V.; Alexandre-Moreira, M. S. Mar. Drugs. 2009, 7(4), 689-704.

> Walied, M. A.; Zeinab S. A.; Seif-Eldin, N. A.; Sultan, S. A. Clean—Soil. Air. Water. 2010, 38 (5-
6), 548-557.

16 Kamal, C.; Sethuraman, M. G. Ind. Eng. Chem. Res. 2012, 51, 10399-10407.

7 Cavalcante-Silva, L. H. A.; de Carvalho Correia, A. C.; Barbosa-Filho, J. M.; Aradjo da Silva, B.:
de Oliveira Santos, B. V.; Pereira de Lira, D.; Ferreira Sousa, J. C.; de Miranda, G. E. C.; de
Andrade Cavalcante, F.; Alexandre-Moreira, M. S. Mar. Drugs. 2013, 11, 1553-1564.

'8 Talaz,0.; Saracoglu, N. Tetrahedron. 2010, 66, 1902—-1910.
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Esquema 2. Sintesis del esqueleto de la Caulerpina (4) y su analogo tetrasustituido (6).
Condiciones de reaccién: (i) PANHNH,, AcOH-ZnCl; (53%); (ii) DDQ, THF-H,O (90%);
(iii) PANHNH,, ZnCl,, EtOH (82%).

2. Reactividad del indol frente a electrofilos

Los indoles son bases muy débiles. El indol posee un pKa de 16.2. Su quimica es
dominada por la sustitucion electrofilica. De sus dos anillos, el anillo heterociclico es muy
rico en electrones en comparacion con el anillo de benceno, por lo que el ataque de los
electrofilos siempre se lleva a cabo en el anillo de cinco miembros, excepto en
circunstancias especiales. El ataque electrofilico en la posicién o del anillo de indol genera
un intermediario que es estabilizado mediante un cation bencilico; sin embargo, su forma
de resonancia asistida por el atomo de nitrégeno destruye la aromaticidad del ion benzonio.
Por otra parte, el ataque electrofilico en la posicion B del anillo genera un intermediario
mas estable debido a que forma una carga que puede ser estabilizada por los pares de
electrones del &tomo de nitrogeno sin interrumpir la aromaticidad en el anillo de benceno
(Figura 2).*

9 Joule, J. A.; Mills, K. Heterocyclic Chemistry, Fifth Edition, Wiley, United Kingdom, 2010, pp.
369, 370, 373.
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Intermediarios generados por el ataque Intermediarios generados por el ataque
de un electrofilo en la posicion B del de un electréfilo en la posicion a del
anilo de indol. anilo de indol.

Figura 2. Intermediarios generados por ataque de un electrofilo en el anillo de indol.

A pesar de que la posicion tres del anillo de indol es la favorecida en las reacciones de
sustitucion electrofilica, se ha reportado que el C-2 reacciona regioselectivamente mediante
acoplamientos cruzados tanto en indoles activados o desactivados, utilizando diferentes

catalizadores como Cu, Pd, Rh o Sn.%°

3. Reactividad del indol frente a los radicales libres

Los indoles reaccionan frente a los radicales libres de diferentes maneras, entre las que
destacan las adiciones radicalarias intramoleculares y ciclaciones via radicales. Con
respecto a las adiciones intermoleculares para la creacion de enlaces C-C en la posicion C-2
0 C-3 del anillo de indol, existen algunos métodos que utilizan BusSnH y AIBN, y otros
oxidantes con Mn(lll), Fe(ll), Cu (II) o Ce (IV); no obstante, la mayoria presentan
inconvenientes como el uso de metales toxicos, exceso de reactivos y los productos se

generan en bajos rendimientos.?

20 Boorman, T. C.; Larrosa, |. Progress in Heterocyclic Chemistry. 2011, 22, 1-20.

2 3) Moody, C. J.; Norton, C. L. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 9051. b) Flanagan, S. R.; Harrowven,
D. C.; Bradley, M. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 1795-1798. c) Bennasar, M. L.; Roca, T.; Ferrando,
F. Tetrahedron Lett. 2004, 45, 5605-5609. d) Chuang, C. P.; Wu, Y. L. Tetrahedron. 2004, 60,
1841-1847. e) Androsov, D. A.; Kishbaugh, T. L. S.; Gribble, G. W. Tetrahedron Lett. 2008, 49,
6621-6623. f) Pan, X. Q.; Lei, M. Y.; Zou, J. P.; Zhang, W. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 347-349.
g) Badenock, J. C. Heterocyclic Scaffolds Il: Reactions and Applications of Indoles. Topics in
Heterocyclic Chemistry, ed. Gribble, G. W., Springer. 2010, 26, pp, 235, 236. h) Wu, W.; Su, W. J.
Am. Chem. Soc. 2011, 133, 11924. i) Lopchuk, J. M.; Montgomery, W. L.; Jasinski, J. P.; Gorjifard,
S.: Gribble, G. W. Tetrahedron Lett. 2013, 54, 6142-6145.



Antecedentes

Una alternativa para la creacién de enlaces C-C mediante reacciones intermoleculares
utilizando alquenos no activados, o en ciclaciones para generar diversos heterociclos
aromaticos, es el uso de los xantatos y sus derivados. Estos compuestos han abierto el
camino para la sintesis de nuevas estructuras aromaticas en rutas cortas de sintesis. Esta
diversidad es consecuencia del amplio nimero de grupos funcionales que pueden estar
presentes tanto en el xantato como en el sistema aromatico y debido a que las condiciones
de reaccion son neutras y suaves. Adicionalmente, otra ventaja de los xantatos es que son
accesibles econdmicamente.?

La sal de potasio de ditiocarbonato de O-etilo, comercialmente disponible, es un
excelente nucleofilo y una gran variedad de xantatos pueden ser preparados mediante el
desplazamiento de un grupo saliente apropiado (por ejemplo haluros de alquilo, tosilatos,

metilsulfonato, etc).?

4. Formacion de enlaces C-C mediante el uso de los xantatos

La quimica radicalaria de los xantatos ofrece una alternativa al uso de estafio para la
formacion de enlaces C-C mediante radicales libres y fue originalmente reportado por
Zard.?® La mayor ventaja en el uso de los xantatos es la adicién-fragmentacion reversible
del radical alquilo del xantato, asi como de otros tiocarbonilos relacionados, como se
muestra en el mecanismo general (Esquema 3). Un iniciador produce el radical alquilo (8),
el cual tiene tres posibles destinos, en la ruta A el radical 8 puede adicionarse a una segunda
molécula del xantato 7 para dar el radical estabilizado 9, este radical esta demasiado
impedido para dimerizarse, asi que este paso puede ser reversible. Posteriormente, 9 puede
fragmentarse tanto en el enlace C-S como en C-O, sin embargo, este ultimo es raro debido a
la fuerza del enlace C-O, asi como la inestabilidad del radical etilo resultante. Por lo tanto,
la ruptura homolitica del enlace C-S es la Unica ruta viable y en consecuencia, la formacion
de 9 es reversible y degenerativa. En la ruta B, la adicion del radical 8 a un aceptor produce
el radical 10 y la subsecuente adicién de otro equivalente de 7 resulta en la generacién del
aducto 12, este paso también puede ser reversible o bien puede formar el aducto 13 y el

22 E] Qacemi, M.; Petit, L.; Quiclet-Sire, B.; Zard, S. Z. Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 5707-5719.
28 Zard, S. Z. Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1997, 36, 672-685.
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radical 8. Para que la reaccién en cadena tenga éxito, el radical 8 debe ser mas estable que
el aducto 10 a fin de que el equilibrio sea desplazado hacia la formacion de 13. Si el aducto
10 es menos estable, entonces la reaccion puede ser forzada a continuar utilizando
cantidades estequiometricas del iniciador. Adicionalmente, en la ruta C el radical 10 puede
ser oxidado mediante la transferencia de electrones hacia un oxidante, pasando de un
radical a una especie catidnica (11). Esta ruta es favorecida cuando el grupo G es una

entidad que estabiliza al carbocation formado y hay una especie oxidante en el medio.

S
R M =

7 Ruta 7’
Iniciador ‘
R

\S 7

R Et —

~ - * > . —_— / <
S°-0 Ruta A Ruta B Y

"
P S
- N

Esquema 3. Mecanismo de reaccién propuesto para la adicién de los xantatos sobre
olefinas.

De acuerdo al mecanismo propuesto en el esquema 3, la aparente prolongacion del
tiempo de vida del radical alquilo permite que sucedan las reacciones que son lentas o
dificiles de llevar a cabo, incluyendo las adiciones intermoleculares, las cuales podrian
proceder sin reacciones secundarias. Aunque los perdxidos orgdnicos son generalmente

empleados como iniciadores, también pueden ser usados otros iniciadores como los
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diazocompuestos, una combinacién de trietilborano (EtsB) y oxigeno, y

fotoquimicamente.?

5. Sustitucién radical-oxidativa aromatica

Un método atractivo para la generacion de enlaces C-C en heterociclos aromaticos es la
reaccion denominada sustitucién radical oxidativa aromatica, que es un proceso radical-
i6nico; en donde se forma un radical centrado en un atomo de carbono promovida por la
fragmentacion homolitica de un perdxido, la posterior transferencia de electrones hacia el
perdxido genera una especie cationica, la cual finaliza con la formacion de sistemas
aromaticos.

Este tipo de reaccion fue reportada por Miranda y colaboradores, quienes llevaron a
cabo la alquilacién radical oxidativa intermolecular sobre diferentes sistemas heterociclos
como el indol, el pirrol, el furano y el tiofeno usando diversos xantatos. Cuando los indoles
14a y 14b se hicieron reaccionar con los xantatos 15a y 15b, utilizando el peroxido de
dilauroilo (DLP) como agente iniciador de radicales libres y como un agente oxidante, se
generaron los indoles 16a y 16b sustituidos en la posicién C-2 con buena regioselectividad

(Esquema 4).

+
#R3 DCE Rs

N N
| SC(S)OEt  Reflujo ,
Ry 12h Ry
14a: R|=H; R,=H 15a: R;= OEt 16a: R ;= H; R,= H; R;= OEt (60%)
14b: R,= CH,Ph; 15b: R,= CH,4 16b: R,= CH,Ph; R,= CHO;
R,= CHO R;= CHj; (44%)

Esquema 4. Ejemplos de la sustitucion radical oxidativa aromatica en indoles.

24 3) Quiclet-Sire, B.; Zard, S. Z. Chem. Eur. J. 2006, 12, 6002 — 6016. b) Rowlands, G. J.
Tetrahedron. 2009, 65, 8603-8655.

2% Osornio, Y. M.; Cruz-Almanza, R.; Jiménez-Montafio, V.; Miranda, L. D. Chem. Commun. 2003,
2316-2317.
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También, en nuestro grupo de trabajo se prepararon diversas indoloazepinonas
utilizando como materia prima la triptamina protegida (17), y cuando se usoé el xantato (18)
se obtuvo el indol C-2 alquilado (19) en un 74% de rendimiento, cuya posterior

desproteccién y ciclacion generd la azepinona 20, en excelente rendimiento (Esquema 5).%°

NHBoc NHBoc
S 1) TFA,
(0] OEt (0]
{ Y DLP { CH2C12
+ o S —_—
TI\T DCE TI\T 2) K,COs;, T'\I
H H MeOH H OH
18
17
74% 93%

Esquema 5. Obtencion de una azepinona 20 partiendo de la triptamina protegida (17)

mediante la sustitucion radical oxidativa aromatica.

Otro ejemplo de la sintesis de una molécula compleja, llevada a cabo mediante la
sustitucion radicalaria, es la formacion de 23, cuya estructura contiene una S-lactama unida

a la posicién C-2 de un indol (Esquema 6).

CN EtO CN
S
S \A\ Ac
By NNR S 5 O
N Eto - DCE N o
11 2 TBSO/\
23
44%

Esquema 6. Obtencion de una p-lactama (23) partiendo del indol (21) mediante la

sustitucién radicalaria.

26 Reyes-Gutiérrez, P. E.; Torres-Ochoa, R. O.; Martinez, R.; Miranda, L. D. Org. Biomol. Chem.
2009, 7, 1388-1396.
2T Quiclet-Sire, B.; Zard, S. Z. Heterocycles. 2010, 82, 263.
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6. La tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad cronica ocasionada principalmente por
Mycobacterium tuberculosis que causa la muerte de millones de personas cada afio y es la
segunda causa de muerte a nivel mundial ocasionado por un solo agente infeccioso, después
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En el 2012, la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) informé que alrededor de 8.6 millones de personas fueron infectadas
con el bacilo de TB, de los cuales 1.3 millones fueron muertes ocasionadas por TB y
320 000 fueron muertes resultantes de la co-infeccion del VIHy TB.*

Los farmacos que se utilizan para el tratamiento de TB se han clasificado: en farmacos
de primera, segunda Yy tercera linea. Los farmacos de primera linea son: la estreptomicina,
la rifampicina, la pirazinamida, el etambutol y la isoniazida; entre sus efectos colaterales se
pueden mencionar intolerancia o toxicidad, dando como resultado la interrupciéon del
tratamiento o cambios en el régimen.?® Los farmacos de segunda linea son menos efectivos
que los de primera linea y se han clasificado en seis tipos: 1) los aminoglicésidos
inyectables: amikacina y kanamicina, 2) polipéptidos inyectables: capreomicina, viomicina,
y enviomicina, 3) fluoroquinolonas orales o inyectables: ciprofloxacino, moxifloxacino y
levofloxacino, 4) tioamidas de aplicacién oral (protionamida, etionamida), 5) cicloserina, y
6) acido p-aminosalicilico de uso oral. Los farmacos de tercera linea se consideran no muy
eficientes 0 cuya eficacia ain no esta bien establecida. Entre éstos se encuentran el
linezolid, la rifabutina, la claritromicina, la vitamina D, la tioacetazona, la tioridazina y la

arginina (Figura 3).%

28 Zumla, A.; Nahid, P.; Cole, S. T. Nature Reviews: Drug Discovery. 2013, 12, 388-404.
*® Rawat, B.; Rawat, D. S. Med. Res. Rev. 2013, 33, 693-764.
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| Farmacos de 1ra linea
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Figura 3. Ejemplos de farmacos de primera, segunda y tercera linea utilizados para el

tratamiento de la TB.
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Cabe mencionar que uno de los principales problemas para el tratamiento de esta
enfermedad es la generacion de cepas multi-resistentes a los farmacos de primera linea
(MDR-TB). En el 2012, la OMS reporto que a nivel mundial aproximadamente 450 000
personas desarrollaron MDR-TB, mientras que 170 000 fueron muertes ocasionadas por
MDR-TB.* Adicionalmente, han surgido cepas que son extremadamente resistentes (XDR-
TB) a la isoniazida, la rifampicina y al menos tres de los seis tipos de farmacos clasificados
como los de segunda linea.®® Asimismo, recientemente se ha reportado la resistencia total
de las cepas de M. tuberculosis hacia todos los fArmacos de primera y segunda linea (TDR-
TB) que actualmente se encuentran disponibles.®

Aunado a esto, en el 2013 Muhammaad y colaboradores reportaron que los farmacos de
primera linea contra M. tuberculosis son potencialmente citotoxicos y mutagénicos,
principalmente si son administrados en combinacién.*

Para el control global de esta epidemia, hay una urgente necesidad del desarrollo de
nuevos farmacos, las cuales permitan un tiempo corto de tratamiento, que tengan como
blanco a las cepas MDR-TB o XDR-TB, ademéas de que simplifiquen el tratamiento
mediante la reduccion de la cantidad de farmaco administrado y que puedan ser co-

administrados con los medicamentos anti-retrovirales.

% Kumar, P.; Rawat, P.; Singh, P. Int. J. Pharma. Sci. Res. 2013, 4, 2080-2093.

31 Udwadia, Z. F.; Amale, R. A.; Ajbani, K. K.; Rodrigues, C. Clin. Infect. Dis. 2012, 54, 579-581.
%2 Riffat, F.; Muhammad, A.; Sohail, E.; Muhammad, A. R.; Imran, A.; Misbah, A.; Zainab, B.;
Umber, S.; Khaleeg, A. Environ. Toxic. Pharma. 2013, 36, 501-513.
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7. La inflamacion

La inflamacién es una respuesta defensiva fisiologica, a través del cual un tejido
vascularizado responde a los estimulos internos o externos que han lesionado su integridad.
Esta respuesta puede ser provocada por muchas y variadas causas. Las mas comunes son
todos aquellos factores externos o internos, que pueden dafiar las células del cuerpo. Se
pueden clasificar en varios grupos: 1) las infecciones por virus, hongos, bacterias o
parésitos, 2) los golpes y las fracturas, 3) el calor excesivo, 4) las heridas, 5) las radiaciones,
6) el dafio tisular causado por sustancias quimicas o las cirugias y 7) numerosas
enfermedades degenerativas o autoinmunes, por ejemplo, la artritis reumatoide.

En el curso de las reacciones inflamatorias participan un conjunto pequefio de
mediadores lipidicos, entre estos se encuentran las prostaglandinas (PG), los tromboxanos
(TX) o los leucotrienos (LT). Los PG y TX se forman por accion de las isoenzimas
conocidas como las ciclooxigenasas (COX).*

Para el tratamiento de la inflamacion generalmente se utilizan farmacos esteroidales, no
esteroidales, o una combinacién de ambos.? Entre los farmacos antiinflamatorios no
esteroidales (AINEs o NSAIDs en inglés) se encuentran la aspirina, la indometacina, el
diclofenaco, entre otros. Estos producen su efecto terapéutico por la inhibicion de la COX,
la cual cataliza la conversion del &cido araquiddnico en PG. Entre los inconvenientes de los
AINEs se pueden mencionar que la mayoria de ellos tienen una vida media corta, lo cual
induce a su administracion a elevadas dosis, mientras que algunos de ellos son
hepatotéxicos o pueden ocasionar problemas gastricos.*

Por otra parte, a principios de 1990’s se reporto la presencia de una forma inducible de
la enzima ciclooxigenasa, actualmente conocida como la COX-2; este descubrimiento guio
a la hipétesis de que los efectos secundarios de los AINEs tales como irritacion, ulceras 'y
perforacion géstrica son debidas a la inhibicion no selectiva de la COX-1, la cual es una

33a) Rosenberg, H. F.; Gallin, J. J.; Inflammation, In: Paul, W. E. Fundamental Immunology. 4"
Lippincott Willliams & Wilkins, 1996. Chap. 32. b) Reyes Garcia, M. G.; lzquierdo Sanchez T.;
Garcia Tamayo, F. Inflamacion: Mecanismos bioquimicos e inmunoldgicos del dafio tisular y bases
farmacoldgicas de su tratamiento. Serie académicos CBS. Talleres Gréficos del Departamento de
Publicaciones de Rectoria General de la Universidad Autonoma Metropolitana. 2006, pp. 11-17. ¢)
Iwasaki, A.; Medzhitov, R. Science. 2010, 327, 291-295.

* Rainsford, K. D. Sub-cellular Biochemistry. 2007, 42, 3-27.

% a) Vane, J. R.; Botting, R. M. Am. J. Med. 1998, 104, 2s-8s. b) Praveen, P. N. R.; Saad, N. K.
Tarek, M. Pharmaceuticals. 2010, 3, 1530-1549.

14



Antecedentes

isoenzima constitutiva. La expresién de la COX-2, la cual es inducida en los procesos
inflamatorios, ha llevado a la basqueda de nuevos inhibidores selectivos con la finalidad de
evitar los efectos colaterales gastricos. Entre los inhibidores selectivos de la COX-2 mas
relevantes se encuentran el celecoxib, el rofecoxib y valdecoxib (Figura 4).% No obstante,
en 2004 y posteriormente en 2005, rofecoxib y valdecoxib fueron retirados del mercado

debido a que éstos incrementan el riesgo de eventos cardiovaculares trombéticos.”*’

OH
—0 cl
O
O«__OH Z 2 N\; @NH
0) Cl OH
e 0
0 o
.. Cl .
Aspirina Indometacina Diclofenaco
CF, o
O
\

O-N
\
/ N N N
N
SO,NH, SO,Me SO,NH,

Celecoxib Rofecoxib Valdecoxib

Figura 4. Ejemplos de farmacos antiinflamatorios.

Es oportuno mencionar que en 2003 se reportd la sintesis de los derivados del indol
sustituidos en la posicion 5 (24a—24e y 25a—25d), a los cuales se le determind su ICsq in
vitro contra la COX-1y 2, observando una selectividad hacia la COX-2 para algunos de los
compuestos sintetizados, siendo 24a el méas activo comparado con el farmaco de referencia

celecoxib; demostrando con esto que el anillo del indol puede ser considerado una

% a) Raz, A.; Wyche, A.; Siegel, N.; Needleman, P. J. Biol. Chem. 1988, 263, 3022-3028. b) Fu, J.
Y.; Masferrer, J. L.; Siebert, K.; Raz, A.; Needleman, P. J. Biol. Chem. 1990, 265, 16737-16740. c)
Kurumbail, R. G.; Stevens, A. M.; Gierse, J. K.; McDonald, J. J.; Stegeman, R. A.; Pak, J. Y.;
Gildehaus, D.; Miyashiro, J. M.; Penning, T. D.; Seibert, K.; Isakson, P. C.; Stallings, W. C. Nature.
1996, 384, 644-648. d) Vane, J. R.; Bakhle, Y. S.; Botting, R. M. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.
1998, 38, 97-120. e) Garavito, R. M.; Mulichak, A. M. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 2003,
32, 183-206. f) Smith, W. L; Urade, Y.; Jakobsson, Per-Johan. Chem. Rev. 2011, 111, 5821-5865.

37 Oitate, M.; Hirota, T.; Murai, T.; Miura, S.; Ikeda, T. Drug. Metab. Dispos. 2007, 35, 1846-1852.
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estructura clave para una nueva clase de inhibidores potenciales selectivos de la COX-2
(Tabla 1).*8 Adicionalmente, el nicleo del indol ha sido considerado como una estructura
privilegiada ya que forma parte de diversos compuestos que poseen una amplia gama de

actividades bioldgicas.*

24a-24e 25a-25d

Tabla 1. ICs de los derivados del indol contra la COX-1y 2.

Compuesto Sustituyentes ICs0 (NM)  1Csp (LM)
R, R, = COX-2 COX-1

24a H CHs; 5-Cl 0.27 >10
24b 2-F CH; 5-Cl 1.76 >10
24c 4-CHjs CHs; 5-Cl 1.68 >10
24d 4-OCH; CHz 5-Cl 2.81 >10
24e 4-SO,CH; CH; 5-Cl 1.48 >10
25a CHs 5-F 5 >10
25b NH, 5-Cl 0.14 >10
25¢ CHs 5-Cl 0.36 >10
25d CH; 5-CH; 0.28 >10

Celecoxib 0.52 >10

¥ 3a) Hu, W.; Guo, Z.; Yi, X.; Guo, C.; Chu, F.; Cheng, G. Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 5539
5544. b) Hu, W.; Guo, Z.; Chu, F.; Bai, A.; Yi, X.; Cheng, G.; Li, J. Bioorg. Med. Chem. 2003, 11,
1153-1160.

% a) Rodrigues de Sé& Alves, F.; Barreiro, E. J.; Manssour Fraga, C. A. Mini-Review. Med. Chem.

2009, 9, 782-793. b) Sharma, V.; Kumar, P.; Pathak, D. J. Heterocyclic Chem. 2010, 47, 491-502.
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I11. Hipotesis

Es posible encontrar un método de sintesis que permita obtener la Caulerpina (1a) y sus
analogos (1b—1i) en buenos rendimientos y entonces realizar la evaluacion de su actividad

antiinflamatoria y antituberculosa.

IV. Objetivo

1. Objetivo general

Desarrollar una metodologia para la sintesis de la Caulerpina (1a) y sus analogos

(1b-1i), y realizar la evaluacion de su actividad antiinflamatoria y antituberculosa.

la, R =H
1b,R;=F 1f, R;=Me
1c, R;=Cl 1g, R,= OMe
1d, R;=Br 1h, R;=OH
le, R, =1 1i,R;=NO,

2. Objetivos especificos

1) Sintetizar la Caulerpina (1a) y sus anélogos (1b-1i) de una manera eficiente
partiendo de materias primas comercialmente asequibles.

2) Evaluar la actividad antiinflamatoria de la y sus analogos (1b—1i) mediante el
método del edema inducido por acetato de tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de
raton.

3) Evaluar la actividad antituberculosa de la y sus analogos (1b-1i) sobre la cepa

H37Rv de Mycobacterium tuberculosis.

17



V. Analisis retrosintético

El siguiente esquema retrosintético para la obtencion de la Caulerpina (1a), y sus
anadlogos (1b-1i), se basa en la simetria C, que poseen los compuestos. Asi, la
condensacién alddlica de los indoles 26, generaria los compuestos 1a-1i. Por otra parte, los
indoles 26 podrian obtenerse del compuesto 27 por medio de una descarboxilacion y
transesterificacion; estos ultimos provendrian de una reaccion de sustitucion radical
oxidativa aromética en C-2 sobre los indoles 29 utilizando el xantato 28. Los
carboxialdehidos 29 podrian ser preparados mediante una reaccion de Vilsmeier-Haack
sobre los indoles sustituidos 30. El xantato 28 podria generarse del cloromalonato de dietilo

(31) mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica (Esquema 7).

Q R, Q
) Q—ﬁ )
\ o > \ fom
N N
] . ., I
H Descarboxilacion y o OEt

Condensacion 1lac10; H
Aldodlica 26 transesterificacion 27
1a,R;=H
1b,R;=F 1f,R;=Me Sustitucion
1¢c, R;=Cl 1g, R;=0OMe radical-oxidativa
1d, R;=Br 1h, R;,= OH aromatica
le, R]: 1 li, R1= N02
R, R, % 0 0
Q_\> <:| Q_\S\ 4 EtO)l\/U\OEt
EtO__S
N N . i
H H Reaccion de S
Vilsmeier-
30 29 Haack 28
Sustitucion
nucleofilica
O O
EtO OFEt
Cl
31

Esquema 7. Analisis retrosintético para obtener los compuestos la—1i.
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VI. Discusion de resultados

1. Sintesis de la Caulerpina (1a)

La parte experimental de este trabajo primero se enfoco en encontrar un método de
sintesis para obtener la Caulerpina (1a). De acuerdo al andlisis retrosintético propuesto, se
pensd que la alquilacion radical oxidativa aromatica, sobre el C-2 del indol correspondiente,
podria ser una reaccion til para acceder al intermediario 26, que sometido a una reaccion
de condensacion aldolica generaria 1a y sus analogos 1b-1i.

Inicialmente, se realiz0 la sintesis del xantato 33, el cual seria utilizado posteriormente
como agente alquilante, mediante la sustitucion nucleofilica del a-cloro éster 32 por el
anion de la sal de potasio del ditiocarbonato de O-etilo, en acetonitrilo a 0 °C, obteniendo

33 en un 96% de rendimiento (Esquema 8).

0 (@]
KSC(S)OEt
~o Cl L, \O/U\/S\[ro\/
32 1h, t.a.
33
96%

Esquema 8. Condiciones de reaccion para la sintesis de 33.

A continuacion, el xantato 33 se hizo a reaccionar con el indolcarbaldehido 29a en
dicloroetano, usando como agente iniciador y oxidante al peroxido de dilauroilo (DLP),
para generar 26a; sin embargo, la reaccion no procedié (Esquema 9), por lo que se
propusieron dos posibles explicaciones: que el hidrégeno unido al nitrégeno 1 del indol de
(29a) influyera en la reactividad de la posicion C-2; o que el xantato 33 no es lo
suficientemente electrofilico para reaccionar con el indol (29a) a pesar de la presencia de

un grupo electroatractor en la posicion C-3, el cual teéricamente favoreceria la alquilacion.

Esquema 9. Condiciones de reaccion para la sintesis del indolcarbardehido (26a).
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Para tratar de probar si la primera explicacion era correcta, se procedié a proteger el
formilindol (29a) con el bromuro de bencilo, usando NaH como base y DMF como

disolvente, obteniendo el indol N-bencilado 14b en un 93% de rendimiento (Esquema 10).

O O
\ 1) BnBr \
NaH
\ \
N DMF N

|
H t.a.
29a 14b
93%

Esquema 10. Condiciones de reaccion para la proteccion de 29a.

Una vez preparados los intermediarios 14b y 33, se llevd a cabo la reaccion de
alquilacién oxidativa aromatica del primero, usando como agente iniciador y oxidante al

DLP, esta reaccion genero6 el compuesto 34 en un 42% de rendimiento (Esquema 11).

O (0)

\ \

0 DLP o
\ ~ )j\/ S o~ DCE \ O/
N + 0 T
S 6h
Reflujo
33

14b 34

42%

Esquema 11. Condiciones de reaccion para la sintesis de 34.

Teniendo en cuenta este resultado, se procedid a realizar la condensacion aldélica del
indol 34, utilizando como bases piperidina o NaH; como disolventes THF o dioxano.

También se vario la temperatura de reaccion, desde ambiente hasta 0 °C. Sin embargo, no

fue posible obtener 35, recuperando en la mayoria de los ensayos la materia prima (Tabla 2).
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O

o
) 0 Base
Disolvente
\ o o
N Temperatura N
34

Tabla 2. Condiciones de reaccion para obtener 35, usando como bases piperidina y NaH.

0
/

35

Ensayo Base Temperatura Tiempode  Disolvente Rendimiento
Rx (h) de 35 (%)
1 Piperidina (2 equiv) t.a. 4 Dioxano 0
2 NaH (6 equiv) t.a. 6 THF 0
3 NaH (3 equiv) 0°C 7 THF 0
4 NaH (6 equiv) 0°C 5 THF 0
5 NaH (9 equiv) 0°C 7 THF 0

La falta de reactividad en el compuesto 34 puede deberse al impedimento estérico que
ocasiona la presencia del sustituyente bencilico en la posicién 1 del anillo del indol, lo cual
impide la aproximacion hacia los centros reactivos. Esto hizo que los esfuerzos se centraran
de nueva cuenta en llevar a cabo la alquilacion del indol 26a, pero ahora utilizando un
xantato que diera lugar a una especie radicalaria mas electrofilica. Fue por ello que se optd
por utilizar el xantato derivado del malonato de etilo (28), el cual ya ha sido empleado en
reacciones de este tipo, aunque con éste, mas adelante se tendria que realizar el proceso de
descarboxilacién y transesterificacion. Para ello, primero se realizd su sintesis a partir del

cloromalonato de dietilo (31), obteniendo 28 con excelentes rendimientos (Esquema 12).

o) o 0 0]
KSC(S)OEt
N 0 o PN - P 0 O/\
Cl CH;CN SC(S)OEt
1h, 0°C
31 28

97%

Esquema 12. Obtencion del xantato 28.
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Una vez sintetizado 28 se le hizo reaccionar con el 3-formilindol (29a), usando las
mismas condiciones de reaccion para obtener 34, generando el compuesto alquilado 27a en
un 30% de rendimiento. Posteriormente, se optimizaron las condiciones de reaccion
haciendo modificaciones tanto en la cantidad de xantato y DLP, como del tiempo de
reaccién, consiguiendo obtener 27a con un 63% de rendimiento, en 6 horas de reaccion;

con un tiempo mayor de reaccidn se observé la formacion de subproductos (Tabla 3).

o) o)
\ e O \
DLP
\ + /\OMO/\ . \ CO,Et

N SC(S)OEt DCE N

H Refly i COEt
28 crigo

29a 27a

Tabla 3. Optimizacion de las condiciones de reaccién para la sintesis de 27a.

Ensayo Equivalentesde Equivalentes Disolvente Tiempo de Rendimiento
xantato (28) de DLP Reaccion (h) 27a (%)
1 1.3 2 DCE 6 30
2 15 1.75 DCE 7 42
3 1.75 2 DCE 8 56
4 1.75 2 DCE 12 55
5 1.8 2.5 DCE 6 63

Una vez producido el indol 27a, se planteé obtener el monoéster 26a en un solo paso,
mediante la secuencia de reacciones de transesterificacion y descarboxilacion utilizando
como base NaOMe y MeOH anhidro como disolvente. En los diversos experimentos
llevados a cabo se variaron la cantidad de la base y el tiempo de reaccion, logrando la
sintesis de 26a con un 64% de rendimiento (Tabla 4).“° Cabe mencionar que entre los

subproductos de esta reaccion se observo la formacion del producto de transesterificacion.

0 Somei, M.; Yamada, F.; Yamamura, G. Chem. Pharm. Bull. 1998, 46, 191-198.
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NaOMe
CO,Et CO,Me

MeOH
‘ CO,Et ‘

27a 26a

Tabla 4: Optimizacion de las condiciones de reaccion para la sintesis de 26a.

Ensayo Equivalente Disolvente Tiempode Rendimiento

de NaOMe Reaccion (h) 26a (%)
1 2.5 MeOH 30 min 61
2 3.5 MeOH 1 64
3 4 MeOH 1.15 49

El ultimo paso para sintetizar la Caulerpina consistio en someter a 26a a la reaccion de
condensacion aldolica, en primera instancia, siguiendo la metodologia descrita por Maiti y
colaboradores,® utilizando como bases una mezcla de piperidina y dietilamina en reflujo de
metanol, con lo cual se obtuvo 1a con un rendimiento del 2% en un tiempo de reaccion de
dos dias. Posteriormente, considerando que la temperatura podria jugar un papel importante
en la reaccion debido al tiempo requerido para la obtencion de la; asi como por los
primeros experimentos que se realizaron en la condensacion alddlica, se decidid utilizar
xileno como disolvente. También se variaron las concentraciones de las bases utilizando
desde 0.01 hasta 0.23M tanto de piperidina como de dietilamina. En la tabla 5 se puede
observar que no hay un aumento significativo en la formacién de 1a al utilizar una mayor
concentracion de las bases y en un mayor tiempo de reaccién; no obstante, al utilizar
0.023M de las bases en un tiempo de reaccion de 3 horas se logré obtener 1a con un 63%

de rendimiento.

(0]
\
\ CO,Me Base
—_—
ITI Disolvente
H Reflujo
26a
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Tabla 5. Busqueda de las mejores condiciones para la sintesis de 1a.

Ensayo Bases Concentracion  Disolvente Tiempo de Rendimiento
de bases Reaccion (h) la (%)
1 Piperidina, dietilamina 0.01 Metanol 48 2
2 Piperidina,dietilamina 0.01 Xileno 3 24
3 Piperidina,dietilamina 0.023 Xileno 3 63
4 Piperidina,dietilamina 0.038 Xileno 3 61
5 Piperidina,dietilamina 0.076 Xileno 4 63
6 Piperidina,dietilamina 0.230 Xileno 6 30
7 Piperidina,dietilamina 0.076 Tolueno 4.5 48
8 Piperidina,dietilamina 0.230 Tolueno 7.5 24

Por otra parte, al utilizar tolueno como disolvente no se observd una variacion
significativa en los rendimientos de la. Cabe mencionar que tanto para el tolueno como
para el xileno al aumentar la base y el tiempo de reaccion hay una disminucién en la
formacién de 1a. Asimismo, se puede observar que en todos los experimentos realizados, el
tiempo de reaccion para la obtencion de 1a fue menor al reportado, indicando con ello que
la temperatura y el tiempo de reaccion juegan un papel importante en la reaccion.

La identificacion de 1a se realizd6 mediante el analisis de sus espectros de RMN-'H y
BC, IR, EM (IE) y EM AR (FAB) y Difraccion de rayos-X asi como por comparacién con
los datos espectroscopicos reportados para el producto natural. En la figura 5 se puede
observar el espectro de RMN-'H de la Caulerpina, la cual al poseer una simetria C-2 nos
permite identificar la sefial a 3.8 ppm como la correspondiente a los protones de metilo (6H,
O-CH3), entre 7.03 a 7.41 ppm se puede observar la sefiales de los protones
correspondientes a la region aromatica (8H, CH- Ar), en 8.18 ppm se puede observar las
sefiales de los protones de metino (2H, CH=CCO,Me) vy, finalmente, en 10.74 ppm se

observan las sefiales de los protones del NH del indol (2H).
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Figura 5. Espectro de RMN-'H de 1a obtenido mediante su sintesis (300 MHz, CDCl; +
DMSO-dg).

Con la finalidad de mejorar los rendimientos en la obtencion de 1a, se propuso que el

uso de una base con un pKa mayor podria facilitar la formacién del anion o al grupo

carbonilo el cual podria favorecer la condensacién alddlica; con base a esto, se utiliz6 como
base la pirrolidina (pKa= 11) a una concentracion de 0.023M en reflujo de xileno

obteniendo la con un 17% de rendimiento. De igual manera se utilizé el DBU (1,8-

diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno) (pKa= 24); sin embargo, con esta base no se observé la

formacion de 1a, probablemente debido a que la primera reaccion acido-base que ocurre es
la desprotonacion del NH del indol (Tabla 6).

Tabla 6. Uso de otras bases para la sintesis de 1a.

Ensayo Base Concentracion Disolvente Temperatura  Tiempode  Rendimiento
Reaccion (h) la (%)
1 Pirrolidina 0.023 Xileno Reflujo 3 17
2 DBU 0.023 Xileno Reflujo 3 0

Con este ultimo experimento se concluyd la sintesis de 1a.
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2. Sintesis de los anélogos de la Caulerpina (1b—1h)

La siguiente fase de este trabajo se enfoco en realizar la sintesis de los analogos de la
Caulerpina (1b-1i), la cual inici6 con la obtencién de los derivados formilados (29b,
29e—-29i), via la reaccion de los indoles sustituidos (30b, 30e—30i) con POCI; en DMF, con
rendimientos de buenos a excelentes (Esquema 13).** En cuanto a los aldehidos 29¢ y 29d,

éstos fueron adquiridos comercialmente.

(@)
R R, \
POCI,
\ \
ITI DMF I}I
H H
30b, 30¢-30i 29b, R,=F, 83% 29g, R,~OMe, 83%

29¢, R,=1,97% 29h, R,=OH, 90%
29f, R,=Me,74% 29i, R,=NO,, 90%

Esquema 13. Formilacion de los indoles 29b, 29e—209i.

Posteriormente, se realizd la alquilacién aromatica radicélica oxidativa sobre los 3-
carboxaldehidos 29b—29i, usando las mismas condiciones de reaccion para obtener 27a,
generando los indoles 27b-27h con rendimientos de bajos a buenos. En el caso del
aldehido 5-yodo-1H-indol-3-carbaldehido (29¢), debido a su poca solubilidad, fue
necesario utilizar una mezcla de DCE y tolueno como disolvente, obteniendo 27e en un
53% de rendimiento. En cuanto al indol 29h, a pesar de utilizar la misma mezcla de
disolventes, unicamente fue posible obtenerlo en un 8% de rendimiento, recuperando
materia prima. Al intentar alquilar el nitroindol 29i, utilizando las mismas condiciones de

reaccién, no se observo la formacion de 27i (Tabla 7).

1 Coowar, D.; Bouissac, J.; Hanbali, M.; Paschaki, M.; Mohier, E.; Luu, B. J. Med. Chem. 2004, 47,
6270-6282.
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o) o)
Rl \ o) O Rl \
DLP
\} + /\OMO/\ - . \\ CO,Et
DCE

N SC(S)OEt N
‘ 6h, i CO,Et
H 28 reflujo

29b-29i 27b-27i

Tabla 7. Condiciones de reaccion para la sintesis de 27b—-27i.

Compuesto R; Equivalentes Equivalentes Disolvente  Tiempo de Rendimiento

de xantato de DLP Reaccion (%)
(28) (h)
27b F 2.2 2.5 DCE 6 40
27¢ Cl 2.2 2.5 DCE 6 48
27d Br 2.2 2.5 DCE 6 56
27e | 2.2 25 DCE/Tolueno 6 53
27f Me 2.2 2.5 DCE 6 63
279 OMe 2.2 2.5 DCE 6 68
27h OH 2.5 2.5 DCE/Tolueno 6 8
27i NO, 2.2 2.5 DCE 6 0

La nula reactividad del indol 29i en la reaccion de alquilacion podria ser atribuida a su
escasa solubilidad, por lo tanto se realiz6 una revision bibliografica y se encontré que esta
reaccion podria realizarse a elevadas temperaturas, en condiciones libre de disolvente;** no
obstante, cuando 29i fue sometido a estas condiciones tampoco fue posible obtener 27i
(Esquema 14). Por lo que, probablemente la falta de reactividad puede atribuirse a la

presencia del grupo nitro que inhibe alquilacién aromatica radicalica oxidativa.*®

o) o)

O,N \ 0 0 DLP O,N \
Z / \S n /\OMO/\ \ \  CO,Et
K- :

N SC(S)OEt N

110 °C CO,Et
H 28 H
29§ 27i

Esquema 14. Sustitucion radical oxidativa aromatica en condiciones libre de disolvente.

*2 Flérez-Lopez, E.; Gomez-Pérez L. B.; Miranda, L. D. Tetrahedron Lett. 2010, 51, 6000-6002.
8 Zelentsov, S. V.; Simdyanov, 1. V. Russian Chemical Bulletin, International Edition. 2006, 55,

207-211.
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Las condiciones optimizadas para la reaccion de descarboxilacion y transesterificacion
de 27a fueron aplicadas sobre los indoles 27b-27d y 27f-27g utilizando 3.5 equivalentes
de NaOMe en MeOH, lo que permitio generar los intermediarios 26b—26d y 26f—26¢, con
rendimientos de bajos a moderados (Tabla 8). Vale la pena mencionar que para el caso de

27e se observo la hidrélisis completa del diéster.

o) o)
R, \ Ry \
NaOMe
\ CO,Et \ CO,Me
MeOH

N N
) COuEt I
27b-27d y 27f-27g 26b-26d y 26f-26g

Tabla 8. Condiciones de reaccion para la sintesis de 26b—26d y 26f—26g.

Compuesto R, Disolvente  Tiempo de Rendimiento
Reaccion (h) (%)
26b F MeOH 1 52
26¢ Cl MeOH 1 54
26d Br MeOH 1 31
26f Me MeOH 1 23
269 OMe MeOH 1 64

Ya que con la metodologia anterior no fue posible obtener el éster 26e, se decidi6
realizar la hidrolisis directa de 27e utilizando como base KOH (2M) en etanol,
posteriormente, se efectud su descarboxilacion con HCI (2N). Finalmente, se realiz6 su
esterificacion con Mel, logrando obtener 26e con un 60% de rendimiento global.** También
el indol 27d fue sometido a las mismas condiciones de reaccion que 27e, y de esta manera
se logro obtener el monoeéster 26d con un 48% de rendimiento global (Esquema 15).

44 a) Hauck Newman, A.; Grundt, P.; Cyriac, G.; Deschamps, J.R.; Taylor, M.; Kumar, R.; Ho, D.;
Luedtke, R.R. J. Med. Chem. 2009, 52, 2559-2570. b) Shioiri, T.; Sasaki, S.; Hamada, Y.
ARKIVOC 2003, 2003, 103-122.
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o)

Ry \ 1) KOH

Etanol

\ CO.Et — > \ CO,Me
N 2) HCl N

CO,Et 3) KHCO;, I‘J
Mel

27dy 27e DMF 26d, R=Br, 48%
26e, R=1, 60%

Esquema 15. Condiciones de reaccion para la hidrolisis y alquilacion de 27d y 27e.

Una vez que se obtuvieron los monoésteres 26b—26g, se procedié a realizar su
condensacién alddlica utilizando 0.023M de piperidina y 0.023M de dietilamina, en reflujo
de xileno, que fueron las mejores condiciones de reaccion con las que fue posible obtener
la. Cabe mencionar que para 1b y 1g fue necesario un tiempo de reaccién de 10 horas ya
que la materia prima no se consumia en su totalidad (Tabla 9). De esta manera, la
metodologia utilizada para la obtencion de la fue extrapolada para la sintesis de seis

nuevos analogos; obteniéndolas con rendimientos de bajos a moderados.

R, \ e
Dietilamina
\ CO,Me 0.023M
ITI Piperidina
H 0.023M
Xileno
26b-26g Refljo
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Tabla 9. Condiciones de reaccion para la sintesis de 1b-1g.

Compuesto Sustituyente Tiempo Rendimiento

(Ry) (h) (%)
1b F 10 48
1c Cl 3 33
1d Br 3 64
le I 5 20
1f Me 3 48
1g OMe 10 45

Dado que la reaccion de sustitucion radical oxidativa aromatica sobre el indol 27h dio
bajos rendimientos, se procedio a realizar una desmetilacion del analogo dimetoxilado 1g,
utilizando BBr; en DCM obteniendo el compuesto dihidroxilado (1h) en rendimientos
moderados (Esquema 16).%

Esquema 16. Condiciones de reaccion para la sintesis del analogo 1h.

*® Pieroni, M.; Girmay, S.; Sun, D.; Sahu, R.; Tekwani, B. L.; Tan, G. T. Chem. Med. Chem. 2012,
7, 1895 -1900.
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VII1. Pruebas bioldgicas

1. Actividad antiinflamatoria*

La actividad anti-inflamatoria de los compuestos la—1h se determindé mediante la
disminucion de la inflamacion en oreja de raton cuando fue inducida por el acetato de
tetradecanoilforbol (TPA). Para ello se utilizd una concentracion de 0.31 pM, en la mayoria
de los compuestos, en una mezcla de DMSO, acetona y diclorometano como disolvente
debido a su escasa solubilidad, a excepcion de la la cual fue soluble en una mezcla de
acetona y diclorometano (1:1). Los resultados mostraron que la produce un 50% de
inhibicion del edema, mientras que sus analogos (1b—1h) exhibieron una escasa inhibicion
que fluctda entre el 8 al 33%. Como referencia se utilizd la indometacina que a una

concentracion de 0.31 UM produce una inhibicion de la inflamacion del 54% (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de 1a—1h.

Compuesto Sustituyente Dosis Peso de oreja Porcentaje de
(Ry) (umol/oreja)  (MQ)xS.E.M. inhibicion de
edema (%0)
Control (DMSO 10% _ 11.2040.17 _
Acetona:diclometano, 1:1)

la H 0.31 6.15+1.62 50.50
1b F 0.31 10.32+0.18 23.33
1c Cl 0.31 7.20+1.65 33.74
1d Br 1 8.07+1.26 24.61
le I 0.31 9.08+1.35 25.31
1f Me 0.31 6.35+0.26 8.63
1g OMe 0.31 11.48+0.92 14.71
1h OH 0.31 9.08+0.24 18.37
Indometacina 0.31 6.82+1.27 54.53

Cabe resaltar que el DMSO utilizado como disolvente podria tener un papel importante

en la inhibicion de la inflamacion por lo que podria ser necesario convertir los compuestos

*® Realizado por el M. en C. Antonio Nieto Camacho en el laboratorio de pruebas bioldgicas del
Instituto de Quimica, UNAM.
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sintetizados a las sales correspondientes y medir su actividad en otro disolvente para

elucidar el efecto que éstos tendrian en dicha actividad.

2. Actividad antituberculosa®’

La Caulerpina (1a) y sus analogos (1b—1h) fueron evaluados contra el bacilo de
Mycobacterium tuberculosis en la cepa H37Rv a una concentracion de 50 uM como un
ensayo primario. Los compuestos 1a, 1b, 1d y 1e inhibieron el crecimiento del bacilo en un
porcentaje mayor al 75%, mientras que 1c, 1f, 1g y 1h lo hicieron en un porcentaje menor
al 50% (Figura 6).

Paorcentaje de inhibicion

N

Compuestos

Figura 6. Porcentaje de inhibicion del crecimiento en M. tuberculosis cepa H37Rv por los
compuestos 1a—1h, a una concentracion de 50 puM.

Posteriormente, los compuestos que mostraron una inhibicion del crecimiento bacilar
mayor al 50%, se les determind la concentracién inhibitoria 50 (ICsp), que revel6 que la
Caulerpina (1a) es el compuesto con mayor actividad con un ICsp = 0.24 uM, mientras que
1b reportd un ICsy =1.68 uM, 1d de ICso= 1.98 y 1le de ICso= 3.89 uM, lo cual parece
indicar que la introduccion de halégenos en la estructura de la Caulerpina modifica de

*" Realizada por la Bi6loga Rocio Gémez Cancino, en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la UNAM.
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manera significativa la actividad antituberculosa. Como referencia se utilizé la rifampicina,
que tiene un ICso de 0.55 uM (Figura 7). Este resultado es de gran relevancia para
considerar a la Caulerpina como un compuesto lider para el desarrollo de un posible
farmaco antituberculoso, sin embargo, para ello es indispensable determinar el mecanismo
por medio del cual se inhibe el crecimiento de M. tuberculosis y de igual forma precisar si

este compuesto pudiera tener un cierto grado de toxicidad a nivel celular.

4+ ¥ Rifampicina
= 1a
1 =8 1b
=
S 2 =
IL == le
F=
Compuestos

Figura 7. Valores de 1Cso sobre M. tuberculosis cepa H37Rv de 1a, 1b, 1d y le.
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VIIIl. Conclusiones

Se llevd a cabo la sintesis de la Caulerpina (1a) en tres pasos, utilizando la
sustitucion radical oxidativa aromatica para la obtencion de un indol C-2 sustituido
como etapa clave del proceso, con un rendimiento total del 25%, logrando que el
ultimo paso se efectle en menos tiempo y con un mayor rendimiento que el

reportado.

El alcance de la metodologia usada para la sintesis de 1a se demostré al preparar los
primeros analogos de la Caulerpina (1b—1g), con grupos halogenados y grupos
electrodonadores en la posicion 5 del anillo del indol, obteniéndolos en cuatro pasos

con rendimientos totales entre el 5 al 17%.

Asimismo, un nuevo analogo dihidroxilado de la Caulerpina (1h) fue preparado
mediante la desmetilacion del andlogo dimetoxilado (1g) con un rendimiento del
49%, y en cinco pasos partiendo del 5-metoxiindol con un rendimiento total del 8%.

La evaluacion de la actividad anti-inflamatoria, en el modelo de edema inducido por
TPA en oreja de ratdn, de los compuestos 1b—1h no dio resultados significativos,
Unicamente la presentd una inhibicion del 50%, siendo equiparable a la

indometacina, farmaco usado como referencia.

En cuanto a la actividad antituberculosa sobre M. tuberculosis, se encontr6 que los
compuestos 1a, 1b, 1d y 1e inhiben el crecimiento bacilar en un porcentaje mayor al
75%; sin embargo, al determinar su ICso Unicamente la Caulerpina mostré una
actividad sobresaliente, siendo esta dos veces mayor que la rifampicina,
medicamento de uso contra la tuberculosis, mientras que sus analogos mostraron un
ICs significativamente menor al de la Caulerpina, por lo tanto, la introduccién de
hal6genos en la posicion 5 del anillo del indol modifica de manera significativa la

actividad antituberculosa.
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IX. Seccion experimental

1. Detalles generales

Los espectros de RMN 'H fueron obtenidos en instrumentos Varian Gemini de 200
MHz y Eclipse de 300 MHz Jeol, al igual que los espectros de RMN **C, éstos tltimos a 50
y 75 MHz, respectivamente. Las muestras fueron disueltas en cloroformo deuterado
(CDCIy) en el que se uso tetrametilsilano (TMS) como referencia interna (O ppm), dimetil
sulfoxido hexadeuterado (DMSO-ds) y acetona hexadeuterada (CD3COCD3) segun el caso.
Los desplazamientos quimicos (8) se informan en partes por millon (ppm), las constantes
de acoplamiento (J) estan expresadas en Hertz (Hz) y para indicar la multiplicidad de las
sefiales en los espectros de RMN 'H se utilizé la siguiente terminologia: ¢, cuarteto; d,
doblete; dd, doble de dobles; dt, doble de tripletes; m, sefial mdltiple; s, singulete; s.a.,
singulete ancho; t, triplete. Las asignaciones en los espectros de RMN *3C se realizaron con
la ayuda de experimentos DEPT.

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrometro FT-IR Tensor 27 Bruker y las
técnicas para obtenerlos fueron en pastilla de KBr.

Los espectros de masas se realizaron en un espectrémetro JEOL JMS-AX505HA de baja
resolucion mediante la técnica de impacto electronico (IE), a 70 eV, y por la técnica de
ionizacion por bombardeo de atomos rapidos (FAB™) en un espectrometro JEOL 5X102A.
El seguimiento de las reacciones fue llevado a cabo por cromatografia en capa fina usando
cromatoplacas de silica gel 60 (ALUGRAM® SIL G/UV,s,) y el revelado se hizo con
radiacion UV y usando soluciones etanolicas acidas de vainillina o p-anilsaldehido y
ninhidrina. La purificacion de los compuestos se realiz6 por cromatografia en columna de
silice gel 60 (0.040-0.060 mm, malla 230-400 ASTM) marca Macherey-Nagel GMBH &
Co. y como eluyentes Hexano y AcOEt.

El tolueno y xileno fueron secados por destilacion bajo atmdsfera de nitrégeno, empleando
sodio como agente desecante y benzofenona como indicador. EI MeOH fue secado con
magnesio metalico y yodo. La purificacion del AcOEt y del CH,CI, utilizados en
extraccion y purificacion de los productos se realizd mediante destilacion fraccionada en
presencia de CaCl, anhidro. El hexano fue tratado previamente con solucién &cida de

KMnO, y posteriormente fue destilado en presencia de KOH. La DMF fue secada con
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MgSO, y posteriormente destilada. El DCE, CH3sCN y todos los otros reactivos fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich. Los puntos de fusion se determinaron en un equipo marca

MEL-TEMP Il y no estan corregidos.

2. Metodologia:
2. 1. Sintesis del 1-bencil-1H-indol-3-carbaldehido (14b)

A una solucién del 1H-indol-3-carbaldehido (29a) (0.100g; 0.69 mmol) en DMF
(3.5mL) se le adiciond hidruro de sodio (NaH) al 60% en aceite mineral (0.028¢g; 1.15
mmol) y se dejo en agitacion a temperatura ambiente por una hora. Transcurrido este
tiempo, se agregd BnBr (0.14g; 0.83 mmol) y la reaccion se agitd durante 1.5 horas.
Posteriormente, al crudo de reaccion se le afiadio agua y se extrajo con CH,Cl, (3 x 10
mL); la fase organica fue concentrada a presion reducida, el residuo se disolvié en AcOEt y
se lavd con una solucion acuosa saturada de NaCl; la fase organica se secd con Na,SO,
anhidro y se concentré a presion reducida. El crudo de reaccion fue purificado por
cromatografia en columna de gel de silice usando como eluyente una mezcla de Hx-AcOEt
(9:1y 8:2) para obtener 0.152g de 14b; rendimiento: 93%.

10.00 (s, 1H), 8.31-8.36 (m, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.16-7.40 (m, 8H), 5.37
(s, 2H); EM (1E) m/z 91 (100), 235 (61) [M]*.*®

o

\ 1-bencil-1H-indol-3-carbaldehido (14b). Soélido amarillo. P.f.: 102-

\ 104°C. IR (KBr) vimax 1659 cm™'; RMN 'H (200 MHz, CDCls) J (ppm):
N

14b

*8 Faler, C. A.; Joullie, M. M. Org. Lett. 2007, 9, 1987-1990.
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2. 2. Procedimiento general para la sintesis de los indoles-3-carbaldehidos (29b y 29e—
29i)

En un matraz balon se prepard una solucion del indol 30b o 30e—30i (0.30g; 2.29
mmol) en DMF (0.84g; 11.4 mmol), seguidamente se adicion6 gota a gota el POClI; (0.42
g; 2.74 mmol) a 0 °C durante 30 min. Después de este tiempo, el crudo de reaccién fue
calentado por una hora a 40 °C. Posteriormente, se le agregd hielo e NaOH (2M) y se
reflujé por 40 min. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar y se extrajo con AcOEt (3 x 20
mL). La fase organica fue lavada con una solucion saturada de NaCl, secada con Na,SO4
anhidro y concentrada a presion reducida. ElI crudo de reaccion fue purificado por
cromatografia en columna de gel de silice usando como eluyente una mezcla de Hx-AcOEt
para obtener los formilindoles deseados.*

Los formilindoles 29a, 29c y 29d fueron adquiridos comercialmente de Sigma-Aldrich.

5-Flaor-1H-indol-3-carbaldehido (29b). Se obtuvo a partir de 0.60g

F O\ (4.4 mmol) de 5-fldor-1H-indol (30b), generando 0.639g de 29b como
\ un solido amarillo p.f. de 158-160 °C y con un rendimiento del 88%.

N RMN 'H (300 MHz, CDCl; + DMSO-dg) 6 (ppm): 11.72 (s.a., 1H),

ngH 9.96 (s, 1H), 7.92 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.88 (dd, J = 2.4, 9.4 Hz, 1H),

7.42 (dd, J = 4.2, 8.8 Hz, 1H), 7.01 (dt, J = 2.4, 9.0 Hz, 1H).*

o 5-Yodo-1H-indol-3-carbaldehido (29¢e). Se obtuvo a partir de 1g (4.11

I \
mmol) de 5-yodo-1H-indol (30e), generando 1.08g de 29e como un
N\ s6lido amarillo con un p.f. de 192-194 °C y con un rendimiento del 97%.

N RMN 'H (300 MHz, CDCl3 + DMSO-ds) § (ppm): 11.72 (s, 1H), 9.95

2e (s.a., 1H), 8.59 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.53 (dd, J =

* Min-Na, Y.; Lebouvier, N.; Le Borgne, M.; Pagniez, F.; Alvarez, N.; Le Pape, P.; Le Baut, G.
Enzym. Inhib. Med. Chem. 2004, 19, 451-457.

37



Seccion experimental

-—

1.8, 8.5 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.4 Hz, 1H).®

o 5-Metil-1H-indol-3-carbaldehido (29f). Se obtuvo a partir de 0.30g

) (2.29 mmol) de 5-metil-1H-indol (30f), generando 0.27g de 29f como

\ un solido amarillo con un p.f. de 144-146 °C y con un rendimiento del

IEI 74%. RMN 'H (300 MHz, CDCls) § (ppm): 10.02 (s, 1H), 9.21 (s.a.,
29f 1H), 8.13 (s, 1H), 7.81 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.4 Hz, 1H),

7.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 2.47 (s, 3H).**

5 5-Metoxi-1H-indol-3-carbaldehido (29g). Se obtuvo a partir de
-0, \ 0.20g (1.35 mmol) de 5-metoxi-1H-indol (30g), generando 0.197g de
Q—\f 29g como un solido café claro con un p.f. de 176-178 °C y con un
IEI rendimiento del 83%. RMN 'H (200 MHz, CDCl3; + DMSO-ds) o
29g (ppm): 12.08 (s.a., 1H), 9.93 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.62 (d, J = 2.6 Hz,

1H), 7.44 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 2.6, 8.8 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H)."

5 5-Hidroxi-1H-indol-3-carbaldehido (29h). Se obtuvo a partir de
HO, \ 0.20g (1.50 mmol) de 5-hidroxi-1H-indol (30h), generando 0.22g de

\ 29h como un sélido café claro con un p.f. de 244-246 °C y con un
1}1 rendimiento del 90%. RMN ‘H (300 MHz, CD3COCD3; + DMSO-dg)
29h f o (ppm): 11.70 (s.a., 1H), 9.87 (s, 1H), 8.88 (s.a., 1H), 7.92 (s, 1H),
7.56 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.76 (dd, J = 2.4,

8.7 Hz, 1H).*

i, L. T.; Huang, J.; Li, H. Y.; Wen, L. J.; Wang, P.; Wang, B. Chem. Commun. 2012, 48, 5187—
5189.

' Xu, Q.; Huang, L.; Liu, J.; Ma, L.; Chen, T.; Chen, J.; Peng, F.; Cao, D.; Yang, Z.; Qiu, N.; Qiu,
J.; Wang, G.; Liang, X.; Peng, A.; Xiang, M.; Wei, Y.; Chen, L. Eur. J. Med. Chem. 2012, 52, 70—
81.

%2 Sauleau, P.; Martin, Marie-Thérése.; Tran Huu Dau, Marie-Elise.; Youssef, Diaa T. A.; Bourguet-
Kondracki, Marie-Lise. J. Nat. Prod. 2006, 69, 1676-1679.
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5-Nitro-1H-indol-3-carbaldehido (29i). Se obtuvo a partir de 0.60g
(3.70 mmol) de 5-nitro-1H-indol (30i), generando 0.635g de 29i como
un sélido amarillo con un p.f. de 304-306 °C y con un rendimiento del
90%. RMN *H (300 MHz, CDCl; + DMSO-dg) J (ppm): 12.24 (s.a.,
1H), 10.07 (s, 1H), 9.14 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 8.17 (dd, J = 2.4, 9.0 Hz,

1H), 8.08 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 9.0 Hz, 1H).>®

2. 3. Sintesis del 2-(etoxicarboniltio) malonato de dietilo (28)

En un matraz balon se prepard una solucion de cloromalonato de dietilo (31) (1g; 5.14

mmol) en CH3CN (6.4 mL) se llevd a 0 °C y se adiciond la sal de potasio de O-

etilditiocarbonato (0.99g; 6.17 mmol) dejandola en agitacion durante una hora. Después de

este tiempo, el crudo de reaccion fue concentrado a presion reducida, el residuo se disolvid

en CH,Cl, y se lavo en dos ocasiones con una solucion saturada de NaCl. La fase organica

se secO sobre Na,SO, anhidro y se concentrd a presion reducida. El crudo de reaccién fue

purificado por cromatografia en columna de gel de silice usando como eluyente una mezcla
de Hx: AcOEt (9:1) obteniendo 1.40g de 28; rendimiento: 97%.

Aceite amarillo. RMN *H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 5.28 (s,

/\OMO/\ 1H), 4.65 (c, J = 7.2 Hz, 2H), 4.27 (¢, J = 7.2 Hz, 4H), 1.42 (t, J
(0}
hig ~"| =7.2Hz 3H), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, 6H). RMN C (75 MHz,

CDCl3) d: 210.2, 165.1, 71.0, 62.8, 56.3, 13.9, 13.6.%°

%3 Friedrich, A.; Brise, S.; O’Connor, S. E. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 75-76.
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2. 4. Sintesis del 2-(etoxicarboniltio) acetato de metilo (33)

En un matraz balén se prepard una solucion de 2-cloroacetato de metilo (32) (0.200g;
1.84 mmol) en CH3CN (6 mL), se agrego0 la sal de potasio de O-etilditiocarbonato (0.35 g;
2.21 mmol) y se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante una hora. Transcurrido
este tiempo, el crudo de reaccion se lavo con NaHCO3; al 2% (10 mL) y se extrajo con
AcOEt (3 x 20 mL). La fase organica se seco con Na,SO,4 anhidro y se concentrd a presion
reducida. El crudo de reaccion fue purificado por cromatografia en columna de gel de silice
usando como eluyente una mezcla de Hx:AcOEt (9:1) para obtener 0.345g de 33;

rendimiento: 96%.%*

0
HI\O/ Aceite amarillo. RMN *H (200 MHz, CDCl5) & (ppm): 4.65 (c, J = 7 Hz,
S\n/ov 2H), 3.94 (s, 2H), 3.77 (s, 3H), 1.43 (t, J = 7 Hz, 3H).

S
33

2. 5. Procedimiento general para la sintesis de los derivados 2-(3-formil-1H-indol-2-il)
malonato de dietilo (27a—27h)

En un matraz balén de dos bocas se preparé una solucion del indol correspondiente
29a-29h (0.353 g; 2.21 mmol) disuelto en 1,2-dicloroetano desgasificado (DCE) (9 mL), se
agrego el xantato 28 (1.37 g; 4.87 mmol) y la mezcla de reaccidon fue burbujeada con N, con
ayuda de una canula por 30 minutos, transcurrido este tiempo se llevd a reflujo y se
adicion6 el peréxido de dilauroilo (DLP) (2.21 g; 5.54 mmol), en porciones de 0.92
mmol/h. La reaccion fue monitoreada por ccf y detenida después de 6 h. El disolvente fue
removido a presion reducida, el residuo se disolvio en CH3CN (100 mL) y se extrajo con
Hx (3 x 50mL). La fase polar fue concentrada a presion reducida y purificada mediante
cromatografia en columna de gel de silice, usando como eluyente una mezcla de Hx:AcOEt
(8:2).%

> Osornio, Y. M. (2004).Tesis de Doctorado. Universidad Nacional Auténoma de México. México.
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La basqueda de las mejores condiciones para la sintesis de 27a se siguié con la
metodologia descrita con anterioridad, variando la cantidad de 29a, 28 y DLP asi como el
tiempo de reaccion. Las cantidades utilizadas en cada experimento se resumen en la tabla
11.

Tabla 11. Condiciones de reaccién para la sintesis de 27a.

Ensayo mmol mmol mmol de Tiempode Rendimiento

Disolvente

de29a de?28 DLP Reaccion (h) 27a (%)
1 3.44 4.48 6.88 DCE (7mL) 6 30
2 0.344  0.517 0.603 DCE (2mL) 7 42
3 3.44 6.03 6.88 DCE (7mL) 8 56
4 3.44 6.03 6.88 DCE (7mL) 12 55
5 6.88 12.40 17.22 DCE (28mL) 6 63
2-(3-Formil-1H-indol-2-il) malonato de dietilo (27a). Se
0\ obtuvo a partir de 1g (6.88 mmol) de 29a generando 1.31g de
\ CO,Et 27a como un sélido amarillo con un p.f. de 70-72 °C y con un
N rendimiento del 63%. IR (KBr) vmax 1624, 1728, 3187cm ';
\ CO,Et
H ’ RMN 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 10.30 (s, 1H), 10.00 (s.a.,
7 1H), 8.20-8.17 (m, 1H), 7.46-7.26 (m, 3H), 5.74 (s, 1H), 4.35—

4.19 (m, 4H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 6H); RMN **C (75 MHz, CDCls) 6 (ppm): 184.4, 166.3,
136.8, 135.3, 125.8, 124.2, 122.9, 120.2, 115.1, 111.8, 63.0, 49.0, 13.9; EM (IE) m/z 157
(73), 303 [M]" (100).

o 2-(5-Fluor-3-formil-1H-indol-2-il) malonato de dietilo (27b).

F \ Se obtuvo a partir de 0.30g (1.84 mmol) de 29b generando
\ CO,Et | 0.235g de 27b como un solido amarillo con un p.f. de 98-100

1:\{ CO,Et °C y con un rendimiento del 40% (58% rendimiento calculado

27b sobre la materia prima recuperada). IR (KBr) vmax 1637, 1738,

2933, 2983, 3108, 3149 cm™'; RMN 'H (300 MHz, CDCls) §
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(ppm): 10.23 (s, 1H), 10.10 (s.a., 1H), 7.86 (dd, J = 9.3, 2.7 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.9, 4.2
Hz, 1H), 7.05 (dt, J = 9.0, 2.7 Hz, 1H), 5.69 (s, 1H), 4.37-4.20 (m, 4H), 1.30 (t, J = 6.9 Hz,
6H);: RMN **C (75 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 184.0, 166.2, 159.7 (d, Jor = 237.8 Hz, Ar-
cuat), 138.2, 131.7, 126.4 (d, Jcr = 10.5 Hz, Ar-cuat), 115.3 (d, Jcr = 4.5 Hz, Ar-cuat),
112.8 (d, Jcr = 5.3 Hz, Ar-CH), 112.6 (d, Jcr = 11.3 Hz, Ar-CH), 105.9 (d, Jcr = 25 Hz,
Ar-CH), 63.1, 49.0, 13.9; EM (EI) m/z 115 (100), 181 (70), 321 [M]" (37); EM AR
(FAB™) calculado para [C1sH170sNF + H]: 322.1091; observado: 322.1082.

o 2-(5-Cloro-3-formil-1H-indol-2-il) malonato de dietilo (27c).

a \ Se obtuvo a partir de 0.30g (1.67 mmol) de 29c generando
N\ CO:Et] 0.272g de 27c como un sélido amarillo con un p.f. de 102-104

151 CO,Et °C y con un rendimiento del 48% (69% Rendimiento calculado

27¢ sobre la materia prima recuperada). IR (KBr) vmax 1633, 1734,

2826, 2979, 3139 cm'; RMN *H (300 MHz, CDCls) 6 (ppm):
10.24 (s, 1H), 10.00 (s.a., 1H), 8.19 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.25 (dd,
J = 8.7 Hz, 2.1 Hz, 1H), 5.68 (s, 1H), 4.37-4.20 (m, 4H), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 6H); RMN
3C (75 MHz, CDCl3) ¢ (ppm): 184.0, 166.1, 137.9, 133.6, 128.9, 126.7, 124.6, 120.1,
114.8, 112.8, 63.2, 48.9, 13.9; EM (IE) m/z 340 (11), 339 (34), 338 (22), 337 [M]" (84);
EM AR (FAB™) calculado para [C16H:70sNCI + H]: 338.0795; observado: 338.0801.

o 2-(5-Bromo-3-formil-1H-indol-2-il) malonato de dietilo
Br \ (27d). Se obtuvo a partir de 0.787g (3.51 mmol) de 29d
\ CO,Et ] generando 0.754g de 27d como un s6lido amarillo con un p.f.

151 CO,Et de 108-110 °C y con un rendimiento del 56%. IR (KBr) vmax

1634, 1732, 2989, 3159 cm'; RMN *H (300 MHz, CDCls) ¢
(ppm): 10.23 (s, 1H), 10.08 (s.a., 1H), 8.35 (d, J = 1.8 Hz, 1H),
7.39 (dd, J =8.7, 1.8 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 5.68 (s, 1H), 4.37-4.20 (m, 4H), 1.31
(t, J = 7.2 Hz, 6H); RMN *C (75 MHz, CDCl5) J (ppm): 184.0, 166.1, 137.8, 133.9, 127.3,

27d
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123.1, 116.5, 114.7, 113.2, 63.2, 48.9, 13.9; EM (IE) m/z 381 [M]™ (66), 383 (65); EM AR
(FAB™) calculada para C15H10sNBr, 381.0212; observada: 381.0213.

0
| \
\
N
\
H

27e

CO,Et

CO,Et

2-(3-Formil-5-yodo-1H-indol-2-il) malonato de dietilo (27e).
Se obtuvo a partir de 0.80g (2.95 mmol) de 29e utilizando como
disolvente DCE: Tolueno (7:3) generando 0.671g de 27e como
un sélido amarillo con un p.f. de 90-92 °C y con un rendimiento
del 53%. IR (KBr) vmax 1629, 1732, 2929, 2977, 3166 cm ';
RMN *H (300 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 10.22 (s, 1H), 10.06 (s.a.,

1H), 8.56 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.57 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.67
(s, 1H), 4.37-4.20 (m, 4H), 1.31 (t, J = 6.9 Hz, 6H); RMN °C (75 MHz, CDCl5) & (ppm):
184.0, 166.1, 137.4, 134.4, 132.8, 129.3, 127.9, 114.4, 113.6, 87.0, 63.2, 48.9, 13.9; EM
(EI) m/z 383 (87), 429 [M]" (100); EM AR (FAB") calculado para [CisH17OsNI + H]:
430.0151; observado: 430.0163.

o
\

\
N
\
H

27f

CO,Et

CO,Et

2-(3-Formil-5-metil-1H-indol-2-il) malonato de dietilo (27f).
Se obtuvo a partir de 0.353g (2.22 mmol) de 29f generando
0.44g de 27f como un so6lido amarillo con un p.f. de 84-86 °C y
con un rendimiento del 63%. IR (KBr) vmax 1636, 1734, 2986,
3218 cm'; RMN 'H (300 MHz, CDCls) 6 (ppm): 10.27 (s,
1H), 9.84 (s.a., 1H), 8.00 (s, 1H), 7.33 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.13

(dd, J =8.4, 1.5 Hz, 1H), 5.70 (s, 1H), 4.36-4.19 (m, 4H), 2.48 (s, 3H), 1.30 (t, J = 7.2 Hz,
6H); RMN **C (75 MHz, CDCls) 6 (ppm): 184.3, 166.4, 136.8, 133.5, 132.7, 126.0, 125.8,
120.0, 114.8, 111.4, 63.0, 49.0, 21.5, 13.9; EM (EI) m/z 271 (62), 317 [M]"* (100); EM AR
(FAB™) calculado para [C17H200sN + H]: 318.1341; observado: 318.1340.
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2-(3-Formil-5-metoxi-1H-indol-2-il) malonato de dietilo

o)
0 \ (279). Se obtuvo a partir de 0.40g (2.28 mmol) de 29g

\ co,Et| generando 0.520g de 27g como un sélido beige con un p.f. de
N to,et | 112-114 °Cy con un rendimiento del 68%. IR (KBr) viax 1628,
H

278 1732, 2980, 3176 cm™'; RMN *H (300 MHz, CDCl3) 6 (ppm):

10.24 (s, 1H), 9.94 (s.a., 1H), 7.69 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.32 (d,
J =8.7 Hz, 1H), 6.94 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 5.64 (s, 1H), 4.36-4.19 (m, 4H), 3.88 (s,
3H),1.30 (t, J = 7.2 Hz, 6H); RMN **C (75 MHz, CDCls) J (ppm): 184.1, 166.3, 156.6,
137.1, 130.1, 126.4, 115.2, 114.7, 112.6, 102.0, 63.0, 55.8, 48.9, 13.9; EM (EIl) m/z 241
(100), 333 [M]" (64); EM AR (FAB") calculado para Ci17H190gN: 333.1212; observado:
333.1211.

2-(3-Formil-5-hidroxi-1H-indol-2-il) malonato de dietilo

HO, O\ (27h). Se obtuvo a partir de 0.470g (2.91 mmol) de 29h
N\ CO:Et] ytilizando como disolvente DCE: Tolueno (7:3) generando
1:\{ CoEt | 0.080g de 27h como un solido amarillo con un p.f. de
27h 146-148 °C y con un rendimiento del 8%. RMN *H (300 MHz,

CDCl; + DMSO-dg) d (ppm): 10.66 (s.a., 1H), 10.18 (s, 1H),
7.65 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.87 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 5.65 (s,
1H), 4.34-4.18 (m, 4H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 6H); RMN **C (75 MHz, CDCl;+ DMSO-d)
J (ppm): 184.0, 166.1, 153.5, 136.9, 129.9, 126.7, 114.4, 113.9, 112.5, 104.4, 62.50, 49.23,
13.71.

o,
\ 2-(1-Bencil-3-formil-1H-indol-2-il) acetato de metilo (34). Se
\ co,me| prepard utilizando el 1-bencil-1H-indol-3-carbaldehido (14b)

N

(0.300 g; 1.28 mmol), el xantato (33) (0.465 g; 2.40 mmol) y el

©) DLP (0.915 g; 2.30 mmol) en DCE (5mL), siguiendo la
34
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metodologia descrita para sintesis de los derivados de malonato de dietilo, obteniendo
0.164g de 34 con un rendimiento del 42%. El producto es un sélido amarillo, con p.f.: 136-
138°C. IR (Solucién: CHCls) vmax 1655, 1740, 3021, 3455 cm ; RMN *H (300 MHz,
CDCI3) ¢ (ppm): 10.29 (s, 1H), 8.26-8.29 (m, 1H), 7.28-7.34 (m, 6H), 6.98-7.00 (m, 2H),
5.44 (s, 2H), 4.16 (s, 2H), 3.60 (s, 3H); RMN *C (75 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 184.6, 168.7,
141.4,137.1,135.7,129.2,128.1, 126.1, 124.1, 123.3, 120.8, 115.5, 110.4, 52.8, 47.2, 31.1.

2. 6. Sintesis del 2-(3-formil-5-nitro-1H-indol-2-il) malonato de dietilo (27i)

En un matraz balon se agregd 29i (0.048g; 0.25 mmol) y el xantato 28 (0.28g; 1.01
mmol), la mezcla fue burbujeada con N, con ayuda de una canula durante 30 minutos,
transcurrido este tiempo se calentd a 110 °C y posteriormente se le adiciond el DLP
(0.402g; 1.01 mmol) en porciones durante 10 minutos (0.101mmo|/min).42

2. 7. Procedimiento general para la sintesis de los derivados de 2-(3-formil-1H-indol-2-
il) acetato de metilo (26a—26d y 26f-26g)*°

En un matraz balén se prepar6é una solucion con 1.30 mmol del malonato de dietilo
correspondiente (27a-27d y 27f-27g) en 14 mL de MeOH anhidro, después se le adiciono
una solucion de NaOMe (preparada a partir de 4.56 mmol de sodio metalico en 5 mL de
MeOH anhidro). Esta mezcla se llevo a reflujo durante una hora; transcurrido este tiempo
se dejo enfriar, se le agrego una solucién saturada de NaHCO3 y se extrajo con CH,Cl; (3 x
50 mL). La fase orgénica fue secada con Na,SO,4 anhidro y concentrada a presion reducida.
El residuo fue purificado mediante cromatografia en columna de gel de silice, usando como

eluyente una mezcla de Hx: AcOEt (7:3).

La basqueda de las mejores condiciones para la sintesis de 26a se siguié con la
metodologia descrita con anterioridad variando la cantidad de NaOMe y el tiempo de

reaccion. Las cantidades utilizadas en cada experimento se resumen en la tabla 12.
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Tabla 12. Condiciones de reaccién para la sintesis de 26a.

Ensayo mmol mmol Disolvente Tiempode Rendimiento
de27a deNa Reaccion (h) 26a (%)
1 1.32 3.29 MeOH (4mL) 30 min 61
2 3.29 1154  MeOH (13mL) 1 64
3 1.32 5.28 MeOH (6mL) 1.15 49

2-(3-Formil-1H-indol-2-il) acetato de metilo (26a). Se obtuvo a
partir de 1g (3.29 mmol) de 27a generando 0.455g de 26a como
\ co,Me | un solido café con un p.f. de 114-116 °C y con un rendimiento del
64%. IR (KBr) vmax 1629, 1745, 2946, 3187 cm'; RMN 'H (300
26a MHz, CDCls) ¢ (ppm): 10.22 (s, 1H), 10.03 (s.a., 1H), 8.19-8.14
(m, 1H), 7.42-7.24 (m, 3H), 4.25 (s, 2H), 3.79 (s, 3H); RMN **C
(75 MHz, CDCIs) ¢ (ppm): 184.4, 170.3, 140.2, 135.1, 126.0, 123.7, 122.8, 120.0, 114.6,
111.5, 52.7, 31.3; EM (EI) m/z 185 (100), 217 [M]"(23).

-2z
P

2-(5-Fluor-3-formil-1H-indol-2-il) acetato de metilo (26b).
F (< Se obtuvo a partir de 0.20g (0.62 mmol) de 27b generando
Q_\i/cozm 0.076g de 26b como un sélido amarillo con un p.f. de 168-170

Y °C y con un rendimiento del 52%. IR (KBr) vmax 1623, 2952,
;b 3159 cm™'; RMN *H (300 MHz, CDCls) § (ppm): 11.78 (s.a.,
1H), 10.10 (s, 1H), 7.81 (dd, J = 9.6, 2.4 Hz, 1H), 7.37 (dd, J =
8.7, 4.5 Hz, 1H), 6.97 (dt, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H), 4.17 (s, 2H), 3.75 (s, 3H); RMN **C (75
MHz, CDCl3) 6 (ppm): 183.3, 168.4, 158.6 (d, Jcr = 235.5 Hz, Ar-cuat), 142.2, 131.5,
125.7 (d, Jor = 11.3 Hz, Ar-cuat), 114.1 (d, Jcr = 4.5 Hz, Ar-cuat), 112.0 (d, Jcr = 9.8 Hz,
Ar-CH), 110.6 (d, Jcr = 26.3 Hz, Ar-CH), 105.0 (d, Jecr = 25 Hz, Ar-CH), 51.8, 31.4; EM

(E1) m/z 235 [M]" (100); EM AR (FAB") calculado para [C1,H1:03NF + H]: 236.0723;
observado: 236.0723.
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2-(5-Cloro-3-formil-1H-indol-2-il) acetato de metilo (26c).
Se obtuvo a partir de 0.10g (0.29 mmol) de 27c generando
0.040g de 26¢c como un solido amarillo con un p.f. de 160-
162 °C y con un rendimiento del 54%. IR (KBr) vmax 1637,
1745, 2945, 3140 cm™'; RMN 'H (300 MHz, CDCl; +
DMSO-dg) ¢ (ppm): 11.60 (s.a., 1H), 10.12 (s, 1H), 8.16 (d, J
=2.1Hz, 1H), 7.35 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 8.7, 2.1

Hz, 1H), 4.16 (s, 2H), 3.75 (s, 3H); RMN **C (75 MHz, CDCl; + DMSO-ds) ¢ (ppm):
183.7, 168.9, 142.1, 133.8, 127.8, 126.6, 123.3, 119.6, 114.0, 112.5, 52.2, 31.7; EM (EI)
m/z 251 [M]™ (85), 252 (20), 253 (34), 254 (7); EM AR (FAB") calculado para
[C12H1103NCI + H]: 252.0427; observado: 252.0422.

T—Z

26d

(0}
Br \
mCOZMe

2-(5-Bromo-3-formil-1H-indol-2-il) acetato de metilo (26d).
Se obtuvo a partir de 0.65g (1.70 mmol) de 27d generando
0.154g de 26d como un sélido amarillo con un p.f. de 172-174
°C y con un rendimiento del 31%. IR (KBr) vmax 1637, 1745,
2945, 3132 cm™'; RMN *H (300 MHz, CDCl; + DMSO-ds) 6
(ppm): 11.06 (s.a., 1H), 10.15 (s, 1H), 8.33 (d, J = 1.8 Hz, 1H),

7.34 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 8.7, 0.6 Hz, 1H), 4.19 (s, 2H), 3.77 (s, 3H);
RMN "3C (75 MHz, CDCl; + DMSO-dg) J (ppm): 183.9, 169.4, 141.6, 134.1, 127.5, 126.3,
122.9, 116.0, 114.1, 113.0, 52.6, 31.7; EM (EI) m/z 295 [M]" (76), 297 (72); EM AR
(FAB™) calculado para [C12H110sNBr + H]: 295.9922; observado: 295.9926.

Ple

T—2Z

26f

CO,Me

2-(3-Formil-5-metil-1H-indol-2-il) acetato de metilo (26f).
Se obtuvo a partir de 0.413g (1.30 mmol) de 27f generando
0.069g de 26f como un so6lido amarillo con un p.f. de 124-126
°C y con un rendimiento del 23%. IR (KBr) vmax 1617, 1738,
2920, 3164 cm™'; RMN *H (300 MHz, CDCls) 6 (ppm): 10.20
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(s, 1H), 9.85 (s.a., 1H), 7.98 (s, 1H), 7.28 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.24
(s, 2H), 3.80 (s, 3H), 2.46 (s, 3H); RMN **C (75 MHz, CDCls) 6 (ppm): 184.3, 170.4,
140.1, 133.4, 132.5, 126.2, 125.2, 119.9, 114.3, 111.1, 52.7, 31.3, 21.5; EM (EI) m/z 199
(85), 231 [M]™ (100); EM AR (FAB") calculado para Ci3H;303N: 231.0895; observado:
231.0898.

2-(3-Formil-5-metoxi-1H-indol-2-il) acetato de metilo

—0 O\ (26g). Se obtuvo a partir de 0.260g (0.78 mmol) de 27g

\ CO,Me generando 0.124g de 26g como un sélido beige con un p.f. de
126-128 °C y con un rendimiento del 64%. IR (KBr) vmax
1641, 1727, 2950, 3314 cm™'; RMN *H (300 MHz, CDCl3) ¢
(ppm): 10.16 (s, 1H), 9.92 (s.a., 1H), 7.67 (d, J = 2.4 Hz,
1H), 7.27 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.89 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 4.21 (s, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.79
(s, 3H); RMN C (75 MHz, CDCls) 6 (ppm): 184.1, 170.2, 156.5, 140.5, 129.9, 126.7,
114.7, 113.9, 112.2, 102.1, 55.7, 52.7, 31.2; EM (El) m/z 215 (100), 247 [M]" (82); EM
AR (FAB™) calculado para C13H1304N: 247.0845; observado: 247.0836.

N
|
H

26g

2. 8. Procedimiento general para la sintesis de 26d y 26e

A una solucion de 0.815 mmol del indoil malonato de dietilo (27d 0 27¢) en 2.3 mL de
etanol se le adicionaron 3.67 mmol de una solucién de KOH (2M) manteniéndola en
agitacion por 21 h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 2 mL de
una solucion de HCI (2N) y se llevo a reflujo por 2 h. Subsecuentemente, se agregaron 20
mL de una solucién saturada de Na,COj3 y se extrajo con AcOEt. La fase organica fue

secada con Na,SO, anhidro y concentrada a presion reducida.

Para realizar la esterificacion se disolvieron 0.647 mmol del crudo de reaccién, el cual
contenia el derivado de &cido 5-bromo o 5-yodoindol acético, en 1.5 mL de DMF y
posteriormente se agregaron 0.970 mmol de KHCO3 y 0.970 mmol de Mel agitando por 5 h
a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se agregaron 20 mL de una solucién de
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bisulfato de potasio (KHSO,) 1M y se extrajo con AcOEt. La fase organica fue lavada con
una solucién saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y una solucion saturada de NaCl,
después fue secada con Na,SO, anhidro y concentrada a presion reducida, el crudo de
reaccion fue purificado mediante cromatografia en columna de gel de silice, usando como
eluyente una mezcla de Hx:AcOEt (7:3 'y 6:4).*

o 2-(3-Formil-5-yodo-1H-indol-2-il) acetato de metilo (26e).
! \ Se obtuvo a partir de 0.350g (0.815 mmol) de 27e generando

\ co,Me | 0.169g de 26e como un solido amarillo con un p.f. de 168-170
°C y con un rendimiento del 60%. IR (KBr) vmax 1637, 1747,
2922, 2947, 3129, cm'; RMN 'H (300 MHz, CDCl; +
DMSO-dg) ¢ (ppm): 11.73 (s.a., 1H), 10.11 (s, 1H), 8.53 (s,
1H), 7.49 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.16 (s, 2H), 3.75 (s, 3H);
RMN "*C (75 MHz, CDCl; + DMSO-dg) J (ppm): 183.6, 168.6, 141.6, 134.4, 131.2, 128.7,
127.6, 113.4, 113.3, 86.0, 52.1, 31.5; EM (EI) m/z 311 (93), 343 [M]* (100); EM AR
(FAB") calculado para [C12H110sNI + H]: 343.9784; observado: 343.9786.

T—2Z

26e

2-(5-Bromo-3-formil-1H-indol-2-il) acetato de metilo (26d). Se prepar6 a partir de 1g
(2.61 mmol) de 27d, generando 0.366g de 26d como un sélido amarillo con un p.f. de 172—
174 °C y con un rendimiento del 48%.

2. 9. Reaccion de dimerizacion del 2-(1-bencil-3-formil-1H-indol-2-il) acetato de metilo
(34)

A una solucién del derivado 34 (0.050g; 0.16 mmol) en THF (3 mL) o en dioxano
(0.6mL) se le agregd NaH al 60% en aceite mineral (0.01 g; 0.49 mmol), o piperidina segun

el caso y se dejo en agitacion por 4,5, 6 0 7 h a 0 °C o a temperatura ambiente, despues de
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este tiempo si no se observo la formacion del producto de interés la reaccion fue detenida.

Las cantidades utilizadas en cada experimento se resumen en la tabla 13.

Tabla 13. Condiciones de reaccion para la sintesis de 35.

Ensayo r(;}errgzl mmol de base Temperatura d-g'g;?ﬁ) Disolvente RSE%‘&'&? )to
Piperidina Dioxano
1 0.146 (0.293) t.a. 4 (0.6 mL) 0
2 0.163  NaH (0.976) ta. 6 THF (3mL) 0
3 0.163  NaH (0.488) 0°C 7 THF (3mL) 0
4 0.163  NaH (0.976) 0°C 5 THF (3mL) 0
5 0.163 NaH (1.46) 0°C 7 THF (3mL) 0

2. 10. Procedimiento general para la sintesis de la Caulerpina (1a) y sus analogos (1b—
19)

En un matraz balon de dos bocas se agregd el indol correspondiente 26a—26g (0.100 g;
0.432 mmol) en xileno anhidro (56 mL), cuando el sdlido se disolvié en su totalidad se
adiciond la piperidina (0.128 mL; 1.30 mmol) y la dietilamina (0.134 mL; 1.30 mmol)
posteriormente, la mezcla se llevé a reflujo usando una trampa de Dean-Stark. La reaccién
fue monitoreada mediante ccf y se detuvo cuando la materia prima se consumié. El
disolvente fue eliminado a presion reducida y el extracto crudo fue purificado mediante
cromatografia en columna de gel de silice, usando como eluyente una mezcla de Hx:AcOEt
(8:2).

La busqueda de las mejores condiciones para la sintesis de la se siguidé con la
metodologia descrita con anterioridad variando la cantidad de las bases (Piperidina,
dietilamina, pirrolidina o DBU), el disolvente (tolueno o xileno anhidro) asi como el tiempo
de reaccion. Las cantidades utilizadas en cada experimento se resumen en la tabla 14.
Cabe resaltar que los rendimientos fueron calculados asumiendo que tedricamente por cada

dos moles de 26a—26g se generaria 1 mol de la-1g.
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Tabla 14. Condiciones de reaccion para la sintesis de 1a.

mmol . Tiempo de R;andimiento
Ensayo de 26a mmol de Base Disolvente Reaccion (h) (/O)dZ rlnamol
1 0.230 Piperidina,dietilamina 0.690 Xileno (60mL) 3 24;0.028
2 0.230  Piperidina,dietilamina  0.690 Xileno (30mL) 3 63; 0.073
3 0.230 Piperidina,dietilamina 1.15 Xileno (30mL) 3 61; 0.070
4 0.230 Piperidina,dietilamina 2.30 Xileno (30mL) 4 63; 0.073
5 0.690 Piperidina,dietilamina 6.90 Xileno (30mL) 6 30; 0.103
6 0.230 Piperidina,dietilamina 2.30 Tolueno (30mL) 4.5 48; 0.055
7 0.690 Piperidina,dietilamina 6.90 Tolueno (30mL) 75 24;0.083
8 0.230 Pirrolidina 0.690 Xileno (30mL) 3 17;0.020
9 0.230 DBU 0.690 Xileno (30mL) 3 0

5,12-Dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b]-diindol-6,13-di

carboxilato de dimetilo (1a). Se obtuvo a partir de 0.050g
(0.230 mmol) de 26a generando 0.029g de 1a como un sdlido
rojo con un p.f. de 318 °C y con un rendimiento del 63%. IR
(KBr) vmax 1681, 2917, 3377 cm %, RMN 'H (300 MHz,
CDCI3; + DMSO-dg) 0 (ppm): 10.74 (s.a., 2H), 8.18 (s, 2H),
7.42-7.32 (m, 4H), 7.12-7.03 (m, 4H), 3.84 (s, 6H); RMN

B¢ (75 MHz, CDCI; + DMSO-dg) ¢ (ppm): 165.8, 141.7, 137.3, 132.5, 127.0, 125.3,
122.2, 119.6, 117.2, 111.3, 111.1, 51.7; EM (EIl) m/z 398 [M]" (100); EM AR (FABY)
calculado para C,4H1804N,: 398.1267; observado: 398.1266.

2,9-Difltor-5,12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b"]-diindol-
6,13-dicarboxilato de dimetilo (1b). Se obtuvo a partir
de 0.096g (0.408 mmol) de 26b generando 0.043g de 1b
como un sélido rojo con un p.f. de 340-342 °C y con un
rendimiento del 48%. IR (KBr) vmax 1678, 2918, 2952,
3373 cm %, RMN 'H (300 MHz, CDCl; + DMSO-dg) &
(ppm): 11.16 (s.a., 2H), 8.09 (s, 2H), 7.32 (dd, J = 8.7, 4.5

Hz, 2H), 7.07 (dd, J = 9.3, 2.4 Hz, 2H), 6.90 (dt, J = 9.0, 2.4 Hz, 2H), 3.83 (s, 6H): RMN
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BC (75 MHz, CDCl; + DMSO-dg) § (ppm): 164.5, 158.0, 154.9, 140.0, 133.0 (d, Jcr = 15
Hz, Ar-cuat), 126.0 (d, Jcr = 9.8 Hz, Ar-cuat), 124.3, 111.5 (d, Jcr = 9 Hz, Ar-CH), 109.9
(d, Jcg = 4.5 Hz, Ar-cuat), 109.4 (d, Jcr = 26 Hz, Ar-CH), 101.3 (d, Jcr = 23.3 Hz, Ar-CH),
50.8; EM (El) m/z 434 [M]" (100); EM AR (FAB") calculado para CysHis04NoF;:
434.1078; observado: 434.1081.

2,9-Dicloro-5,12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b']-
diindol-6,13-dicarboxilato de dimetilo (1c). Se obtuvo
a partir de 0.185g (0.735 mmol) de 26¢ generando
0.057g de 1c como un solido rojo con un p.f. de 350-
352 °C y con un rendimiento del 33%. IR (KBr) vmax
1686, 2922, 2955, 3378 cm *; RMN 'H (300 MHz,
CDCI; + DMSO-dg) ¢ (ppm): 10.67 (s.a., 2H), 8.09 (s,
2H), 7.38 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.08 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 2H), 3.86
(s, 6H); RMN *3C (75 MHz, CDCl; + DMSO-dg) § (ppm): 165.6, 141.2, 135.7, 133.6,
127.9, 125.4, 125.2, 122.4, 116.7, 112.5, 110.7, 51.8; EM (IE) m/z 466 [M]" (100), 467
(30), 468 (67), 469 (20), 470 (14); EM AR (FAB") calculado para C,sH1504N,Cly:
466.0487; observado: 466.0484.

2,9-Dibromo-5,12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b"]-di
indol-6,13-dicarboxilato de dimetilo (1d). Se
obtuvo a partir de 0.100g (0.337 mmol) de 26d
generando 0.060g de 1d como un sélido rojo con un
p.f. de 340-342 °C y con un rendimiento del 64%.
IR (KBr) vmax 1679, 2850, 2919, 3374 cm *; RMN
'H (300 MHz, CDCl; + DMSO-dg) 6 (ppm): 11.01
(s.a., 2H), 8.10 (s, 2H), 7.53 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 7.26
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.19 (dd, J = 8.7, 1.8 Hz, 2H), 3.85 (s, 6H); RMN **C (75 MHz, CDCl;
+ DMSO-dg) 0 (ppm): 164.9, 140.5, 135.5, 133.0, 127.9, 125.1, 124.4, 119.3, 112.6, 112.2,
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110.0, 51.3; EM (EI) m/z 554 [M]"" (54), 556 (100), 558 (53); EM AR (FAB") calculado
para C,sH1504N, *Br®'Br: 555.9456; observado: 555.9466.

2,9-Diyodo-5,12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b"]-
diindol-6,13-dicarboxilato de dimetilo (1e). Se obtuvo

a partir de 0.177g (0.516 mmol) de 26e generando
0.034g de 1le como un solido rojo con un p.f. de 318—
320 °C y con un rendimiento del 20%. IR (KBr) vmax
1677, 2850, 2917, 3377 cm *; RMN 'H (300 MHz,
CDClI; + DMSO-dg) 0 (ppm): 11.03 (s.a., 2H), 8.09 (s,
2H), 7.72 (s, 2H), 7.36 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz, 2H), 7.16
(d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.84 (s, 6H); RMN *C (75 MHz, CDCl; + DMSO-dg) J (ppm): 164.8,
140.4, 135.8, 132.6, 129.7, 128.7, 125.5, 125.0, 113.0, 109.6, 82.5, 51.2; EM (IE) m/z 649
(100), 650 [M]" (28); EM AR (FAB™) calculado para C,sH1604Nl,: 649.9200; observado:
649.9208.

2,9-Dimetil-5,12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b"]-di
indol-6,13-dicarboxilato de dimetilo (1f). Se obtuvo a
partir de 0.100g (0.432 mmol) de 26f generando 0.044g
de 1f como un so6lido rojo con un p.f. de 288-290 °C y
con un rendimiento del 48%. IR (KBr) vmax 1680, 2852,
2913, 3382 cm *; RMN *H (300 MHz, CDCl; + DMSO-
ds) 6 (ppm): 10.56 (s.a., 2H), 8.13 (s, 2H), 7.22 (d, J =8.1
Hz, 2H), 7.18 (s, 2H), 6.94 (dd, J = 8.3, 1.5 Hz, 2H), 3.83
(s, 6H), 2.39 (s, 6H); RMN **C (75 MHz, CDCl; + DMSO-dg) & (ppm): 165.3, 141.1,
135.1, 131.9, 128.2, 126.7, 124.5, 123.3, 116.4, 110.5, 110.2, 51.1, 20.4; EM (IE) m/z 426
[M]" (100); EM AR (FAB™) calculado para CysH2,04N>: 426.1580; observado: 426.1573.
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2,9-Dimetoxi-5,12-dihidrocicloocta [1,2-b:5,6-b"]-
diindol-6,13-dicarboxilato de dimetilo (1g). Se
obtuvo a partir de 0.150g (0.607 mmol) de 26g
generando 0.063g de 1g como un sélido rojo con un
p.f. de 306-308 °C y con un rendimiento del 45%.
IR (KBr) vmax 1695, 2924, 2947, 3343 cm*; RMN
'H (300 MHz, CDCl; + DMSO-dg) 6 (ppm): 10.43
(s.a., 2H), 8.11 (s, 2H), 7.24 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 6.77 (dd, J = 8.7,
2.4 Hz, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.82 (s, 6H); RMN **C (75 MHz, CDCl; + DMSO-ds) 6 (ppm):
165.7, 153.8, 141.3, 132.6, 132.1, 127.2, 124.5, 112.3, 111.9, 110.6, 98.8, 54.9, 51.4; EM
(IE) m/z 458 [M]" (100); EM AR (FAB") calculado para CasH»OsN,: 458.1478;
observado: 458.1479.

2. 11. Sintesis del analogo 1h

A una solucion de 1g (0.08g; 0.174 mmol) en CH,CI, anhidro (8 mL) se le agrego
BBr; (0.05 mL; 0.52 mmol) a 0 °C, después se agitd durante 30 min a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, a la mezcla de reaccién se le adicion6 H,O (10 mL) y
una solucion saturada de NaCl, posteriormente se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL). La fase
orgéanica se sec con Na,SO, anhidro y se concentrd a presion reducida.** El extracto crudo
fue purificado mediante cromatografia en columna de gel de silice, usando como eluyente
una mezcla de Hx:AcOEt (5:5).*> Obteniendo 0.037g de 1h como un sélido rojo con un p.f.
de 330-332 °C y con un rendimiento de 49%.

2,9-Dihidroxi-5,12-dihidrocicloocta[1,2-b:5,6-b"]-
diindol-6,13-dicarboxilato de dimetilo (1h). IR
(KBr) 1685, 2848, 2922, 2950, 3286, 3435 Vmax cm
RMN 'H (300 MHz, CDCl; + DMSO-dg) & (ppm):
10.60 (s.a., 2H), 8.54 (s, 2H), 8.04 (s, 2H), 7.13 (d, J =
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8.7 Hz, 2H), 6.74 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 6.68 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 2H), 3.81 (s, 6H); RMN
BC (75 MHz, CDCl; + DMSO-ds) & (ppm): 165.0, 150.4, 140.5, 131.9, 130.9, 127.0, 123.7,
111.6, 110.9, 109.3, 100.6, 50.7; EM (IE) m/z 430 [M]" (6); EM AR (FAB") calculado
para C4H1306N2: 430.1165; observado: 430.1162.

X. Pruebas bioldgicas

1. Metodologia para la evaluacién de la actividad anti-inflamatoria®

El ensayo de edema inducido en oreja de raton estd basado en la metodologia reportada
por Merlos y colaboradores.™ Para realizar la prueba se utilizd un grupo de seis ratones
quienes fueron anestesiados con Imalgen® y posteriormente se les aplicé de manera topica
en ambas caras de la oreja derecha del raton (5 pL en cada cara) una solucion de acetato de
12-O-tetradecanoilforbol (TPA) (2.5 ug) en etanol (10 pL). La oreja izquierda recibio
Unicamente etanol (10uL). Después de 10 minutos de tratamiento con el TPA, se le aplico
una solucién de 0.31 pmol o 1 umol del compuesto a evaluar disuelto en DMSO al 10% en
acetona:CH,Cl, (1:1). La misma dosis fue utilizada en la referencia de indometacina
disuelta en 20 pL de acetona y aplicada a ambas caras de la oreja del raton (10 pL en cada
cara). A los animales que fueron utilizados como control se les aplicé inicamente DMSO al
10% en acetona:CH,Cl, (1:1). Después de cuatro horas los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y una muestra de 7 mm de diametro fue removida de cada oreja.

La respuesta edematosa fue medida como la diferencia en peso de la muestra del control
con la de aquellos que fueron sometidos a tratamiento. La actividad anti-inflamatoria fue
expresada como el porcentaje de inhibicién del edema en ratones tratados en comparacion a

los ratones usados como control.

**a) Merlos, M.; Gomez, L. A.; Giral, M.; Vencat, M. L.; Garcia, R. J.; Form, J. British Journal of
Pharmacology. 1991, 104, 990-994. b) Jiménez-Estrada, M.; Reyes Chilpa, R.; Ramirez Apan, T.;
Lledias, F.; Hansberg, W.; Arrieta, D.; Alarcon Aguilar, F. J. J. Ethnopharma. 2006, 105, 34-38.
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2. Metodologia para la evaluacion de la actividad antituberculosa®’

La actividad antimicobacteriana de la Caulerpina (1a) y sus analogos (1b—1h) se evalué
sobre la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, en cada experimento fue incluida la

curva de calibracion del farmaco de referencia rifampicina.

Stock de los compuestos a evaluar. Se prepararon soluciones stock de los compuestos
(1a—1h) en DMSO a una concentracion de 20,000 uM, las soluciones fueron esterilizadas
utilizando filtros de jeringa con membrana de PTFE de 0.22 pum de poro y 13 mm de
didmetro (Millex-LCR, Millipore). Para la prueba de susceptibilidad bacteriana todas las
soluciones fueron diluidas en caldo estéril Middlebrock 7H9 hasta obtener usa solucién de
trabajo de 100 uM.

La actividad antimicobacteriana de los compuestos se evalu6 segun lo descrito por Collins

y Franzblau et al.*®

Placas de 96 pozos fueron utilizadas para los experimentos, en los
pozos de las orillas de las placas se colocaron 200 uL de agua destilada estéril para evitar la
evaporacion de los pozos de tratamiento durante el periodo de incubacion, la columna 2
(pozos B a G) fue utilizada para evaluar el farmaco de referencia mediante una dilucién
seriada en base dos (2.0 a 0.006 pg/mL), los pozos 10E y F se utilizaron para el control del
DMSO. 4 pozos (11B-E) se utilizaron como control de revelado, los cuales recibieron 100
uL de medio de cultivo 7H9 y 100 pL de inéculo bacteriano (1 x 10° cfu/mL), 2 pozos (10
y 11G) como control con medio de cultivo y 1 pozo (11F) como control diluido 1:100 para

garantizar el crecimiento del 1% de la poblacion bacilar total.

Los pozos de prueba recibieron 100 pL de solucion de trabajo (100 uM) y 100uL de
in6culo bacteriano. La concentracion final de las sustancias a evaluar fue de 50 uM
mientras que la concentracion final de DMSO en cada pozo fue 1.0% v/v. Los valores de
ICso fueron calculados solo para los compuestos que presentaran una inhibicion >75 del
crecimiento de la poblacion bacilar. Estos compuestos fueron evaluados a diferentes
concentraciones (1a: 50-0.097 pM; 1b: 50-0.78 pM; 1d: 25-0.78 uM y 1e: 50-3.125 pM)
con incrementos de 0.3 log. Las placas fueron incubadas por 7 dias a 37°C, transcurrido

este tiempo se reveld un pozo de control con 20 puL de AlamarBlue (ABD Serotec) y 5 pL

% Franzblau, S. G.; Witzig, R.; McLaughlin, J.; Torres, P.; Madico, G.; Hernandez, A.; Gilman, R. J.
Clin. Microbiol. 1998, 36, 362-366.
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de una solucidn de Tween esteéril al 20%. Las placas fueron incubadas nuevamente a 37°C
por 24 h. Despues de este periodo de incubacion, si el pozo control cambiaba azul a rosa
(azul = inhibicién de crecimiento bacilar; rosa = indicativo de crecimiento bacilar) toda la
placa era revelada con una mezcla de Alamar-Tween y se incubaba por 24 h més (Figura
8).

6..’ 7 8 91011 12

Figura 8. Placa después del periodo de incubacién.

El porcentaje de reduccion del azul de Alamar fue calculado de acuerdo al protocolo del
fabricante. La densidad Optica de las muestras se midio usando un espectrofotometro a 540
y 600 nm. EIl porcentaje de inhibicion de los compuestos fue definido como 100 menos el

porcentaje de reduccion del azul de Alamar.

Para procesar los datos fue necesario calcular el factor de correccion (Ro) del colorante
para su uso con diferentes filtros tal como lo indica el fabricante.

ROZAOLwl AOnw
En donde:

AO_w- absorbancia del AlamarBlue en el medio de cultivo — Absorbancia del
medio de cultivo (Filtro de longitud de onda corta).

AOnw- absorbancia del AlamarBlue en el medio de cultivo — Absorbancia del

medio de cultivo (Filtro de longitud de onda larga).
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El porcentaje de reduccion del colorante se calculo con la siguiente formula:
% de reduccion=A_w — (Anw X Ro) x 100
En donde:

A w-= absorbancia a longitud de onda corta del pozo de prueba —Absorbancia del

medio de cultivo.

Anw= absorbancia a longitud de onda larga del pozo de prueba —Absorbancia del

medio de cultivo.

Ro= factor de correccion del alamar azul.
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Abstract: Caulerpin (1a), a bis-indole alkaloid from the marine algal Caulerpa sp., was
synthesized in three reaction steps with an overall yield of 11%. The caulerpin analogues
(1b—1g) were prepared using the same synthetic pathway with overall yields between 3%
and 8%. The key reaction involved a radical oxidative aromatic substitution involving
xanthate (3) and 3-formylindole compounds (4a—4g). All bis-indole compounds
synthesized were evaluated against the Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv, and 1a
was found to display excellent activity (ICsy 0.24 uM).

Keywords: synthesis; caulerpin; analogues; anti-tuberculosis activity

1. Introduction

Tuberculosis (TB), caused mainly by the bacillus Mycobacterium tuberculosis, is the second cause
of death worldwide due to an infectious disease, after human immunodeficiency virus (HIV/AIDS).
In 2012, the World Health Organization (WHO, Geneva, Switzerland) reported almost nine million
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new cases of TB, 1.3 million deaths due to TB and 0.3 million deaths resulting from a co-infection
with HIV and TB [1].

Natural products are sources of active compounds that may be useful in the development of new
drugs. Bis-indole-based alkaloids are an important family of alkaloid compounds that are widespread
in nature and display diverse and interesting biological activities as anti-tumor or antibacterial agents,
showing particular activity against different species of Mycobacteria. Some of these compounds have
been obtained from marine natural products [2—6]. The importance of marine metabolites may be
appreciated in view of the fact that three approved drugs for the U.S. FDA (Food and Drug
Administration, Silver Spring, MD, USA) have been isolated from marine species, and thirteen
additional natural compounds (or their synthetic derivatives) are in different phases of clinical trials [7].

Caulerpin (1a) is a bis-indole alkaloid isolated from Caulerpa racemosa and C. serrulata in 1970 in
a yield of 0.55%-0.63% the algal dry weight [8]. Only one synthetic route to 1a has been reported
from the 3-formylindol-2-yl acetic ester, providing a 5% yield [9]. In 1984, it was described that the
compound had a low toxicity [10] and a variety of biological activities have been reported [11-18].

Despite showing a wide range of promising biological activities, the only source of this compound
has been the marine alga, Caulerpa sp. Thus far, no accessible synthetic methods have been described
for obtaining 1a in good yields. With these considerations in mind, the present investigation was
undertaken to develop an efficient method for synthesizing 1a and its analogues (1b—1g). The activities
of these compounds against the M. tuberculosis strain, H37Rv, were evaluated.

2. Results and Discussion
2.1. Chemistry

Since 1a and its analogues (1b—1g) possessed C-2 symmetry, their synthesis could be achieved
through an aldol condensation from the ester derivatives (2). The indoles 2 could be formed via a
radical oxidative aromatic substitution reaction between the 3-formylindoles (4) and xanthate (3).
Finally, the indoles-3-carboxaldehydes could be obtained from the indole through a Vilsmeier-Haack
reaction (5) (Scheme 1).

Scheme 1. Retrosynthetic analysis of 1a and its analogues (1b—1g).
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The synthesis of 1a—1g started with the formylation reaction of the 5-substituted-indole (Sb, 5e-5g)
using POCl; and DMF in good to excellent yields (Scheme 2) [19]. This reaction proceeded due to
the preference of the electrophilic aromatic substitution reaction for attack at C3 on the indole.
The aldehydes 4a, 4¢, and 4d were acquired commercially.

Scheme 2. Synthesis of the 3-formylindoles 4b, 4e—4g.

N
| \
H H
5b, 5e-5¢g 4b, R=F, 88% 4f, R=Me,74%

4e, R=1, 97% 4g, R=OMe, 83%

Few synthetic methods available today can provide the 2-substituted indoles. Some of the available
methodologies rely on ionic reactions to access this type of indole, and few methods involve free
radicals. In 2003, Miranda et al. [20] reported the synthesis of heteroaromatic compounds via a radical
aromatic substitution reaction that used various dithiocarbonates (xanthates) and dilauroyl peroxide
(DLP) as the initiator and oxidizing agent, respectively. Based on these reports, we decided to synthesize
the malonic derivatives (6a—6g) using xanthate 3 and the indoles 3-carboxaldehydes (4a—4g) by
adjusting the amounts of these compounds until optimal conditions were identified to obtain the best
yields; however, all products included the recovered starting material (4a—4g). It should be noted that
xanthate 3 was synthesized by nucleophilic substitution between diethyl chloromalonate and potassium
ethyl xanthogenate in a 97% yield. All the same, we were able to synthesize seven ester malonic
derivatives in moderate yields (Scheme 3). It is important to mention that the preparation of the
compounds 6a—6g was accomplished, regardless of the presence of a protecting group on the amine
moiety. These yields were attributed to the low nucleophilicity of the radical at C3 formed during this
reaction. Moreover, in the case of 6e, a mixture of 1,2-dichloroethane (DCE) and toluene was used,
due to the low solubility of the indol-3-carboxaldehyde in DCE (Scheme 3).

Scheme 3. Reaction conditions for the synthesis of 6a—6g.

0 0
R, \ 0O O R, \
DLP
\ Eto)J\H'LOEt _brp N\ COE

N + SYOEt DCE N

| |

H 4 i COsEt

4a-4g 3 6a, R=H, 52%

6b, R=F, 40% 6e, R=I, 53%
6¢, R=CI, 48% 6f, R=Me, 63%
6d. R=Br. 55% 6g, R=OMe, 68%

The subsequent decarboxylation and transesterification reactions of the indoles 6a—6d and 6f-6g
with MeOH and MeONa afforded compounds 2a-2d and 2f-2g in low to moderate yields, possibly
due to the indirect hydrolysis of the malonic ester (Scheme 4) [21].
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Scheme 4. Optimal reaction conditions for the synthesis of 2a-2d and 2f-2g.
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The indoles 2d and 2e were obtained from the decarboxylation and transesterification step in low
yields. In an effort to increase the yields, the hydrolysis reactions were conducted using KOH, and the
alkylation reaction was performed using Mel. The desired compounds 2d and 2e were thereby
synthesized in an optimal manner (Scheme 5) [22,23].

Scheme 5. Alternative synthesis of the indoles 2d and 2e.
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Once the ester 2a had been prepared, we focused our attention on the synthesis of the natural
product 1a based on the reaction conditions that allowed Maiti et al. [9] to achieve the first synthesis of
the natural product. For this purpose, several experiments were carried out in which certain factors
were modified, such as the solvent, the amount of piperidine and diethylamine, and the concentration
of the substrate. Temperature was thought to play an important role in the transformation, and high
temperatures favored the condensation and dehydration steps. For this reason, xylene and toluene were
tested as solvents. The results improved for the reaction conducted with piperidine (0.023 M) and
diethylamine (0.023 M): the yield increased to 32% and the reaction time decreased to only 3 h. The
preparation of 1a was corroborated by comparing the spectroscopic data of the synthetic and isolated
products. No changes in the yield were detected, and the reaction was achieved at higher
concentrations, 0.038 or 0.23 M. The highest substrate concentration produced a considerable decrease
in the yield due to the formation of many by-products, thereby supporting the importance of the
dilution factor. Unexpectedly, the use of toluene provided a lower yield. It is important to note that the
best dimerization yield was low (32%), although remarkably better than the results obtained previously
(see Supplementary Information).

Our next task was to employ the best reaction conditions in the preparation of the caulerpin
analogues (1b—1g). The six novel compounds were obtained in similar yields, except that the chloro
and iodo analogues (le¢, 1e) provided low yields. During the syntheses of 1b and 1g, the starting
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materials were not consumed until the reaction had proceeded for 10 h (Scheme 6 and Table 1). All
synthesized compounds were characterized using spectroscopic methods.

Scheme 6. Reaction conditions for the synthesis of 1a—1g.
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Table 1. Reaction conditions for the synthesis of 1a—1g.

Compound Substituent (R;) Temperature (°C) Time (h) Yield (%)

1a H reflux 3 32
1b F reflux 10 24
1c Cl reflux 3 17
1d Br reflux 3 32
le I reflux 5 10
1f Me reflux 3 24
1g OMe reflux 10 23

2.2. Anti-Tuberculosis Activity

We evaluated the activities of compounds 1a—1g as inhibitors of the growth of the Mycobacterium
tuberculosis strain, H37Rv, at a 50 uM concentration. Compounds 1a, 1b, 1d, and le showed a
percentage of inhibition exceeding 70% (Figure 1). These compounds displayed ICs, values as low as
0.24 uM for caulerpin, and as high as 3.89 uM for 1e (Figure 2). Rifampin (RIF) is usually indicated
for the treatment of Mycobacterium infections, including tuberculosis, and the anti-tuberculosis activities
of the synthesized compounds la—-1g were compared with the activity of rifampin. As shown in
Figure 2, RIF (ICsp = 0.55 uM) was more active than the synthesized bis-indoles 1b (ICsp = 1.68 uM),
1d (ICso = 1.98 uM), and 1e (ICsp = 3.89 uM), whereas caulerpin 1a showed a potency that was more
than twice that of RIF (ICso = 0.24 uM).
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Figure 1. The percent of growth inhibition of the compounds la-1g against the
M. tuberculosis strain H37Rv. Values are the means + S.E.M., n = 5. Assay concentration
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Figure 2. ICsy values of compounds 1a, 1b, 1d and le against the M. tuberculosis strain
H37Rv. Values are the means + S EM., n = 5.
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3. Experimental Section

3.1. Materials and Synthetic Procedure

Melting points were determined using a Melt-Temp II melting point apparatus and are uncorrected.
IR spectra were recorded using a Nicolet FT Magna-IR 750 spectrometer (Thermo, Madison, WI,
USA). The "H-NMR spectra were recorded using the Gemini-200 MHz Varian (Varian, Palo Alto, CA,
USA) and a Jeol Eclipse 300 (Jeol Ltd., Tokyo, Japan), and samples were prepared in deuterated
chloroform solutions containing tetramethylsilane or deuterated dimethylsulfoxide. *C-NMR spectra
were recorded at 75 MHz on the same instruments. The peak patterns are indicated as follows: s,
singlet; d, doublet; t, triplet; q, quartet; m, multiplet; bs, broad singlet. The coupling constants (J) are
reported in Hertz (Hz). Mass spectra were obtained using a Jeol JMS-AX505HA and Jeol 5X102A
mass spectrometers (Jeol Ltd.) by electronic impact (EI) and fast atom bombardment (FAB+) ionization.
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The purification of compounds by column chromatography was performed on Silica Gel 60 F254
Merck (Merck, Darmstadt, Gemany). Commercial-grade reagents were used with further purification.

3.1.1. General Procedure for Synthesizing the Indoles-3-Carboxaldehydes (4b and 4e—4g)

Phosphorus oxychloride (0.42 g, 2.74 mmol) was added dropwise to a solution of the indole Sb,
S5e-5g (0.30 g, 2.29 mmol) in DMF (0.84 g, 11.4 mmol) at 0 °C for 30 min. The solution was then
heated at 40 °C for 1 h. Ice was added to the reaction vessel, followed by a solution of sodium
hydroxide (2 M). The solution was refluxed for 40 min. The mixture was cooled and extracted using
ethyl acetate, and the organic phase was washed with brine. The organic extracts were combined, dried
over Na;SOs, and concentrated. The crude residue was purified by chromatography on a silica gel
column using hexane-ethyl acetate as an eluent to obtain the desired product [19].

The indole derivatives 4a, 4c, and 4d were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA).

5-Fluoro-1H-indole-3-carbaldehyde (4b)

Yellow solid; yield 88%; mp 158-160 °C; '"H-NMR (300 MHz, CDCl; + DMSO-ds) 6 11.72 (bs,
1H), 9.96 (s, 1H), 7.92 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.88 (dd, J = 9.4, 2.4 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.8, 4.2 Hz,
1H), 7.01 (dt, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H) [24].

5-lodo-1H-indole-3-carbaldehyde (4e)

Yellow solid; yield 97%; mp 192-194 °C; 'H-NMR (300 MHz, CDCl; + DMSO-dg) § 11.72
(s, 1H), 9.95 (bs, 1H), 8.59 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.84 (d, J= 3.0 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 8.5, 1.8 Hz, 1H),
7.27 (d, J= 8.4 Hz, 1H) [25].

5-Methyl-1H-indole-3-carbaldehyde (4f)

Yellow solid; yield 74%; mp 144-146 °C; 'H-NMR (300 MHz, CDCls) ¢ 10.02 (s, 1H), 9.21
(bs, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.81 (d, J=3.3 Hz, 1H), 7.34 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 7.15 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 2.47
(s, 3H) [26].

5-Methoxy-1H-indole-3-carbaldehyde (4g)

Light brown solid; yield 83%; mp 176-178 °C; 'H-NMR (200 MHz, CDCl; + DMSO-ds) J 12.08
(bs, 1H), 9.93 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.62 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.92 (dd, J= 8.8,
2.6 Hz, 1H),3.82 (s, 3H) [27].

3.1.2. Procedure for Synthesizing the Xanthate of Diethyl Malonate (3)

To a solution of diethyl chloromalonate (1 g, 5.14 mmol) in acetonitrile (6.4 mL) was added
potassium ethyl xanthogenate (0.99 g, 6.17 mmol) at 0 °C, and the mixture was stirred for 1 h. The
crude product was then concentrated under reduced pressure, washed with brine, and extracted with
CH,Cl,. The organic extracts were combined, dried over Na,SO4, and concentrated in vacuum. The
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crude residue was purified by chromatography on a silica gel column using hexane-ethyl acetate as the
eluent to obtain the desired product.

Diethyl 2-(Ethoxycarbonothioylthio)malonate (3)

Yellow oil; yield 97%; 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 5.28 (s, 1H), 4.65 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.27
(q, J = 7.2 Hz, 4H), 1.42 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, 6H); BC-NMR (75 MHz, CDCl;)
0210.2,165.1,71.0, 62.8, 56.3, 13.9, 13.6 [28].

3.1.3. General Procedure for Synthesizing the Diethyl 2-(3-formyl-1H-indol-2-yl)malonate
Derivatives (6a—6g)

A solution of the xanthate 3 (1.37 g, 4.87 mmol) and the corresponding indole (4a—4g) (0.353 g,
2.21 mmol) in degassed 1,2-dichloroethane (DCE) (9 mL) was heated at reflux, and dilauroyl peroxide
(DLP) (2.21 g, 5.54 mmol) in solid form was added in several portions (0.92 mmol/h). The reaction
was monitored by TLC and was stopped after 6 h. The solvent was removed under reduced pressure,
and the crude residues were extracted with acetonitrile and washed with hexane. The polar phase was
then concentrated under reduced pressure and purified by chromatography on a silica gel column using
hexane-ethyl acetate as the eluent to obtain the desired products.

Diethyl 2-(3-Formyl-1H-indol-2-yl)malonate (6a)

Yellow solid; yield 52%; mp 70-72 °C; IR (KBr) vinex 3187, 1728, 1624 cm™'; "H-NMR (300 MHz,
CDCl3) 6 10.30 (s, 1H), 10.00 (bs, 1H), 8.20-8.17 (m, 1H), 7.46-7.26 (m, 3H), 5.74 (s, 1H), 4.35-4.19
(m, 4H), 1.29 (t, J = 7.2 Hz, 6H); >*C-NMR (75 MHz, CDCL3) 5 184.4, 166.3, 136.8, 135.3, 125.8,
124.2,122.9, 120.2, 115.1, 111.8, 63.0, 49.0, 13.9; EIMS m/z 303 [M]" (100), 157 (73).

Diethyl 2-(5-Fluoro-3-formyl-1H-indol-2-yl)malonate (6b)

Yellow solid; yield 40% (58% Based on Recovered Starting Material); mp 98-100 °C; IR (KBr)
Vimax 3149, 3108, 2983, 2933, 1738, 1637 cm '; 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 10.23 (s, 1H), 10.10 (bs,
1H), 7.86 (dd, J=19.3, 2.7 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.9, 4.2 Hz, 1H), 7.05 (dt, /= 9.0, 2.7 Hz, 1H), 5.69
(s, 1H), 4.37-4.20 (m, 4H), 1.30 (t, J = 6.9 Hz, 6H); *C-NMR (75 MHz, CDCl3) 6 184.0, 166.2, 159.7
(d, Jor = 237.8 Hz, Ar-quat), 138.2, 131.7, 126.4 (d, Jcr = 10.5 Hz, Ar-quat), 115.3 (d, Jcr = 4.5 Hz,
Ar-quat), 112.8 (d, Jcr = 5.3 Hz, Ar-CH), 112.6 (d, Jcr = 11.3 Hz, Ar-CH), 105.9 (d, Jcr = 25 Hz,
Ar-CH), 63.1, 49.0, 13.9; EIMS m/z 321 [M]" (37), 181 (70), 115 (100); HRMS (FAB+) m/z calcd. for
Ci6H1705NF, 322.1091; found: 322.1082.

Diethyl 2-(5-Chloro-3-formyl-1H-indol-2-yl)malonate (6¢)

Yellow solid; yield 48% (69% Based on Recovered Starting Material); mp 102-104 °C; IR (KBr)
Vimax 3139, 2979, 2826, 1734, 1633 cm™'; "H-NMR (300 MHz, CDCl;) § 10.24 (s, 1H), 10.00 (bs, 1H),
8.19 (d, J=2.1 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.25 (dd, J = 8.7 Hz, 2.1 Hz, 1H), 5.68 (s, 1H),
4.37-4.20 (m, 4H), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 6H); "C-NMR (75 MHz, CDCl;) 6 184.0, 166.1, 137.9, 133.6,
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128.9, 126.7, 124.6, 120.1, 114.8, 112.8, 63.2, 48.9, 13.9; EIMS m/z 337 [M]" (84), 338 (22), 339 (34),
340 (11); HRMS (FAB+) m/z calcd. for C;¢H;705NCl, 338.0795; found: 338.0801.

Diethyl 2-(5-Bromo-3-formyl-1H-indol-2-yl)malonate (6d)

Yellow solid; yield 56%; mp 108—110 °C; IR (KBr) vmay 3159, 2989, 1732, 1634 cm™'; 'H-NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 10.23 (s, 1H), 10.08 (bs, 1H), 8.35 (d, J= 1.8 Hz, 1H), 7.39 (dd, J=8.7, 1.8 Hz, 1H),
7.31(d, J=8.7 Hz, 1H), 5.68 (s, 1H), 4.37-4.20 (m, 4H), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 6H); "*C-NMR (75 MHz,
CDCl3) § 184.0, 166.1, 137.8, 133.9, 127.3, 123.1, 116.5, 114.7, 113.2, 63.2, 48.9, 13.9; EIMS m/z 381
[M]" (66), 383 (65); HRMS (FAB+) m/z calcd. for C 6Hs0sNBr, 381.0212; found: 381.0213.

Diethyl 2-(3-Formyl-5-iodo-1H-indol-2-yl)malonate (6e)

Yellow solid; yield 53%; mp 90-92 °C; IR (KBr) vma 3166, 2977, 2929, 1732, 1629 cm_l;
"H-NMR (300 MHz, CDCl3) ¢ 10.22 (s, 1H), 10.06 (bs, 1H), 8.56 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.57 (dd,
J=28.5,1.5Hz, 1H), 7.22 (d, /= 8.4 Hz, 1H), 5.67 (s, 1H), 4.37-4.20 (m, 4H), 1.31 (t, J= 6.9 Hz, 6H);
BC-NMR (75 MHz, CDCl3) 0 184.0, 166.1, 137.4, 134.4, 132.8, 129.3, 127.9, 114.4, 113.6, 87.0, 63.2,
48.9, 13.9; EIMS m/z 429 [M]" (100), 383 (87); HRMS (FAB+) m/z calcd. for C;¢H;7OsNI, 430.0151;
found: 430.0163.

Diethyl 2-(3-Formyl-5-methyl-1H-indol-2-yl)malonate (6f)

Yellow solid; yield 63%; mp 84-86 °C; IR (KBr) vmsx 3218, 2986, 1734, 1636 cm '; 'H-NMR
(300 MHz, CDCls) 6 10.27 (s, 1H), 9.84 (bs, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.33 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.13 (dd,
J=8.4,1.5Hz, 1H), 5.70 (s, 1H), 4.36-4.19 (m, 4H), 2.48 (s, 3H), 1.30 (t, J = 7.2 Hz, 6H); *C-NMR
(75 MHz, CDCl;) 6 184.3, 166.4, 136.8, 133.5, 132.7, 126.0, 125.8, 120.0, 114.8, 111.4, 63.0, 49.0,
21.5, 13.9; EIMS m/z 317 [M]" (100), 271 (62); HRMS (FAB+) m/z calcd. for C17H00sN, 318.1341;
found: 318.1340.

Diethyl 2-(3-Formyl-5-methoxy-1H-indol-2-yl)malonate (6g)

Beige solid; yield 68%; mp 112114 °C; IR (KBr) vim.x 3176, 2980, 1732, 1628 cmfl; "H-NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 10.24 (s, 1H), 9.94 (bs, 1H), 7.69 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
6.94 (dd, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 5.64 (s, 1H), 4.364.19 (m, 4H), 3.88 (s, 3H), 1.30 (t, /= 7.2 Hz, 6H);
BC-NMR (75 MHz, CDCl3) ¢ 184.1, 166.3, 156.6, 137.1, 130.1, 126.4, 115.2, 114.7, 112.6, 102.0,
63.0, 55.8, 48.9, 13.9; EIMS m/z 333 [M]" (64), 241 (100); HRMS (FAB+) m/z calcd. for C;7H;9O4N,
333.1212; found: 333.1211.

3.1.4. General Procedure for Synthesizing the Methyl 2-(3-Formyl-1H-indol-2-yl) Acetate Derivatives
(2a—2d and 2f-2g). This Reaction Procedure Was Designed Based on the Method Described by
Somei et al. [21], with Slight Changes

To a solution of NaOMe (prepared from sodium, 0.105 g, 4.56 mmol, and anhydrous MeOH, 5 mL)
was added a solution containing the corresponding diethyl malonates (6a—6d and 6f-6g) (0.413 g,
1.30 mmol) in anhydrous MeOH (14 mL). The mixture was then refluxed for 1 h with stirring. After
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cooling, a saturated solution of NaHCO3 was added to the reaction mixture, and the crude product was
extracted with CH,Cl,. The crude extract was washed with anhydrous Na,SO4 and evaporated under
reduced pressure. The residue was purified by column chromatography on a silica gel column using
hexane-ethyl acetate as the eluent to obtain the desired product.

Methyl 2-(3-Formyl-1H-indol-2-yl)acetate (2a)

Brown solid; yield 64%; mp 114-116 °C; IR (KBr) vmax 3187, 2946, 1745, 1629 cm'; "H-NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 10.22 (s, 1H), 10.03 (bs, 1H), 8.19-8.14 (m, 1H), 7.42-7.24 (m, 3H), 4.25
(s, 2H), 3.79 (s, 3H); C-NMR (75 MHz, CDCL3) J 184.4, 170.3, 140.2, 135.1, 126.0, 123.7, 122.8,
120.0, 114.6, 111.5, 52.7, 31.3; EIMS m/z 217 [M]" (23), 185 (100) [22].

Methyl 2-(5-Fluoro-3-formyl-1H-indol-2-yl)acetate (2b)

Yellow solid; yield 52%; mp 168—170 °C; IR (KBr) vy 3159, 2952, 1746, 1623 cm™'; 'H-NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 11.78 (bs, 1H), 10.10 (s, 1H), 7.81 (dd, J = 9.6, 2.4 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.7,
4.5 Hz, 1H), 6.97 (dt, J = 9.0, 2.4 Hz, 1H), 4.17 BC-NMR (75 MHz, CDCls) &
183.3, 168.4, 158.6 (d, Jcp = 235.5 Hz, Ar-quat), 142.2, 131.5, 125.7 (d, Jcr = 11.3 Hz, Ar-quat), 114.1
(d, Jcr = 4.5 Hz, Ar-quat), 112.0 (d, Jcr = 9.8 Hz, Ar-CH), 110.6 (d, Jcr = 26.3 Hz, Ar-CH), 105.0
(d, Jor = 25 Hz, Ar-CH), 51.8, 31.4; EIMS m/z 235 [M]" (100); HRMS (FAB+) m/z calcd. for
C12H,105NF, 236.0723; found: 236.0723.

Methyl 2-(5-Chloro-3-formyl-1H-indol-2-yl)acetate (2¢)

Yellow solid; yield 54%; mp 160—162 °C; IR (KBr) v 3140, 2945, 1745, 1637 cm™'; "H-NMR
(300 MHz, CDCl; + DMSO-ds) 6 11.60 (bs, 1H), 10.12 (s, 1H), 8.16 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.35 (d,
J = 8.7 Hz, 1H), 7.18 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, 1H), 4.16 (s, 2H), 3.75 (s, 3H); "C-NMR (75 MHz,
CDCl; + DMSO-dq) 6 183.7, 168.9, 142.1, 133.8, 127.8, 126.6, 123.3, 119.6, 114.0, 112.5, 52.2, 31.7;
EIMS m/z 251 [M]" (85), 252 (20), 253 (34), 254 (7); HRMS (FAB+) m/z caled. for C;,H;,0sNCl,
252.0427; found: 252.0422.

Methyl 2-(5-Bromo-3-formyl-1H-indol-2-yl)acetate (2d)

Yellow solid; yield 32%; mp 172—174 °C; IR (KBr) vmax 3132, 2945, 1745, 1637 cm ' 'TH-NMR
(300 MHz, CDCl; + DMSO-dg) 6 11.06 (bs, 1H), 10.15 (s, 1H), 8.33 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.34 (dd,
J=8.5, 1.8 Hz, 1H), 7.28 (dd, J = 8.7, 0.6 Hz, 1H), 4.19 (s, 2H), 3.77 (s, 3H); "C-NMR (75 MHz,
CDCI; + DMSO-dg) 6 183.9, 169.4, 141.6, 134.1, 127.5, 126.3, 122.9, 116.0, 114.1, 113.0, 52.6, 31.7,
EIMS m/z 295 [M]™ (76), 297 (72); HRMS (FAB+) m/z calcd. for C;,H;;O3NBr, 295.9922;
found: 295.9926.

Methyl 2-(3-Formyl-5-methyl-1H-indol-2-yl)acetate (2f)

Yellow solid; yield 23%; mp 124-126 °C; IR (KBr) Vmax 3164, 2920, 1738, 1617 cm ; "H-NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 10.20 (s, 1H), 9.85 (bs, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.28 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.09 (d,
J=8.4 Hz, 1H), 4.24 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 2.46 (s, 3H); >*C-NMR (75 MHz, CDCl;) 6 184.3, 170.4,
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140.1, 133.4, 132.5, 126.2, 125.2, 119.9, 114.3, 111.1, 52.7, 31.3, 21.5; EIMS m/z 231 [M] © (100),
199 (85); HRMS (FAB+) m/z caled. for C13H;303N, 231.0895; found: 231.0898.

Methyl 2-(3-Formyl-5-methoxy-1H-indol-2-yl)acetate (2g)

Beige solid; yield 64%; mp 126-128 °C; IR (KBr) vma 3314, 2950, 1727, 1641 cm™'; '"H-NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 10.16 (s, 1H), 9.92 (bs, 1H), 7.67 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
6.89 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 4.21 (s, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.79 (s, 3H); >C-NMR (75 MHz, CDCl5)
5184.1, 170.2, 156.5, 140.5, 129.9, 126.7, 114.7, 113.9, 112.2, 102.1, 55.7, 52.7, 31.2; EIMS m/z 247
[M]" (82), 215 (100); HRMS (FAB+) m/z calced. for C3H304N, 247.0845; found: 247.0836.

3.1.5. General Procedure for Synthesizing 2d and 2e

To a solution of the diethyl indole malonate (6d or 6e) (0.350 g, 0.815 mmol) in ethanol (2.3 mL)
was added a solution of KOH (2 M) (1.8 mL, 3.67 mmol). The solution was then stirred at room
temperature for 21 h. A solution of HCI 2 N was then added and refluxed for 2 h. Subsequently, 20 mL
of a saturated solution of Na,CO; were added to the reaction mixture. The crude product was extracted
with ethyl acetate, and the organic phases were combined and concentrated under reduced pressure.
The esterification step was accomplished by hydrolyzing and decarboxylating the residue. This
transformation was accomplished by dissolving crude acetic acid (0.213 g, 0.647 mmol) in DMF
(1.5 mL). Potassium bicarbonate (KHCOs3) (0.097 g, 0.970 mmol) and Mel (0.137 g, 0.970 mmol)
were added, and the reaction was stirred for 5 h at room temperature. To the reaction mixture was
added 20 mL of a solution containing 1 M potassium bisulfate (KHSO,), followed by the addition of
ethyl acetate. The crude product was then extracted. The organic phases were combined and washed
with an aqueous saturated solution of sodium bicarbonate (NaHCOs) and brine. The organic extract
was dried over Na,SO4 and concentrated under reduced pressure, and the crude product was purified
by column chromatography using silica gel and a mixture hexane—ethyl acetate as the eluent to obtain
the desired product [22,23].

Methyl 2-(5-Bromo-3-formyl-1H-indol-2-yl)acetate (2d)
Yellow solid; yield 48%; mp 172—-174 °C.
Methyl 2-(3-Formyl-5-iodo-1H-indol-2-yl)acetate (2e)

Yellow solid; yield 60%; mp 168—170 °C; IR (KBr) vmax 3129, 2947, 2922, 1747, 1637 cm_l;
'H-NMR (300 MHz, CDCl; + DMSO-de) 6 11.73 (bs, 1H), 10.11 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 7.49 (dd,
J =85, 1.5 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.16 (s, 2H), 3.75 (s, 3H); "C-NMR (75 MHz,
CDCI; + DMSO-dg) 6 183.6, 168.6, 141.6, 134.4, 131.2, 128.7, 127.6, 113.4, 113.3, 86.0, 52.1, 31.5;
EIMS m/z 343 [M]™ (100), 311 (93); HRMS (FAB+) m/z caled. for Ci;;H;;O3NI, 343.9784;
found: 343.9786.
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3.1.6. General Procedure for Synthesizing Caulerpin 1a and Its Analogues (1b—1g)

To a solution of the corresponding indole (2a-2g) (0.100 g, 0.432 mmol) in anhydrous xylene
(14 mL/0.lmmol) were added piperidine (0.128 mL, 1.30 mmol) and diethylamine (0.134 mL,
1.30 mmol), and the mixture was refluxed during the removal of water using a Dean-Stark separator.
After the starting material had been consumed, as indicated by TLC analysis, the solvent was
concentrated in vacuum. The residue was purified by column chromatography using silica gel and a
mixture of hexane-ethyl acetate as the eluent to obtain the desired product.

Dimethyl 5,12-Dihydrocycloocta[1,2-b:5,6-b"]-diindole-6,13-dicarboxylate (1a)

Red solid; yield 32%; mp 318 °C; IR (KBr) vmax 3377, 2917, 1681 cm'; "H-NMR (300 MHz,
CDCl; + DMSO-ds) § 10.74 (bs, 2H), 8.18 (s, 2H), 7.42-7.32 (m, 4H), 7.12-7.03 (m, 4H), 3.84
(s, 6H); *C-NMR (75 MHz, CDCl; + DMSO-ds) 6 165.8, 141.7, 137.3, 132.5, 127.0, 125.3, 122.2,
119.6, 1172, 111.3, 111.1, 51.7; EIMS m/z 398 [M]" (100); HRMS (FAB+) m/z caled. for
Ca4H 304N, 398.1267; found: 398.1266.

Dimethyl 2,9-Difluoro-5,12-dihydrocycloocta[1,2-5:5,6-b"]-diindole-6,13-dicarboxylate (1b)

Red solid; yield 24%; mp 340-342 °C; IR (KBr) vmax 3373, 2952, 2918, 1678 cm '; 'H-NMR
(300 MHz, CDCl; + DMSO-ds) 6 11.16 (bs, 2H), 8.09 (s, 2H), 7.32 (dd, J = 8.7, 4.5 Hz, 2H), 7.07
(dd, J = 9.3, 2.4 Hz, 2H), 6.90 (dt, J = 9.0, 2.4 Hz, 2H), 3.83 (s, 6H); “C-NMR (75 MHz,
CDCl; + DMSO-d) & 164.5, 158.0, 154.9, 140.0, 133.0 (d, Jor = 15 Hz, Ar-quat), 126.0 (d,
Jor = 9.8 Hz, Ar-quat), 124.3, 111.5 (d, Jor = 9 Hz, Ar-CH), 109.9 (d, Jcr = 4.5 Hz, Ar-quat), 109.4 (d,
Jer = 26 Hz, Ar-CH), 101.3 (d, Jor = 23.3 Hz, Ar-CH), 50.8; EIMS m/z 434 [M]" (100); HRMS
(FAB+) m/z calcd. for Cy4H 604N, F>,, 434.1078; found: 434.1081.

Dimethyl 2,9-Chloro-5,12-dihydrocycloocta[1,2-b:5,6-b']-diindole-6,13-dicarboxylate (1c)

Red solid; yield 17%; mp 350-352 °C; IR (KBr) vmax 3378, 2955, 2922, 1686 cmfl; "H-NMR
(300 MHz, CDCIl3; + DMSO-ds) 0 10.67 (bs, 2H), 8.09 (s, 2H), 7.38 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 7.29 (d,
J=8.4 Hz, 2H), 7.08 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 2H), 3.86 (s, 6H); BC-NMR (75 MHz, CDCl; + DMSO-ds)
5 165.6, 141.2, 135.7, 133.6, 127.9, 125.4, 125.2, 122.4, 116.7, 112.5, 110.7, 51.8; EIMS m/z 466 [M]"
(100), 467 (30), 468 (67), 469 (20), 470 (14); HRMS (FAB+) m/z calcd. for C24H1604N,Cl,, 466.0487;
found: 466.0484.

Dimethyl 2,9-Bromo-5,12-dihydrocycloocta[1,2-5:5,6-b"]-diindole-6,13-dicarboxylate (1d)

Red solid; yield 32%; mp 340-342 °C; IR (KBr) vmax 3374, 2919, 2850, 1679 cmfl; "H-NMR
(300 MHz, CDCl; + DMSO-ds) d 11.01 (bs, 2H), 8.10 (s, 2H), 7.53 (d, J = 1.5 Hz, 2H), 7.26 (d,
J=8.4Hz 2H), 7.19 (dd, J= 8.7, 1.8 Hz, 2H), 3.85 (s, 6H); *C-NMR (75 MHz, CDCl; + DMSO-dj)
5 164.9, 140.5, 135.5, 133.0, 127.9, 125.1, 124.4, 119.3, 112.6, 112.2, 110.0, 51.3; EIMS m/z 554
[M]" (54), 556 (100), 558 (53); HRMS (FAB+) m/z caled. for CosHis04N, Brt'Br, 555.9456;
found: 555.9466.
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Dimethyl 2,9-Iodo-5,12-dihydrocycloocta[ 1,2-b:5,6-b"]-diindole-6,13-dicarboxylate (1e)

Red solid; yield 10%; mp 318-320 °C; IR (KBr) vmax 3377, 2917, 2850, 1677 cm '; 'H-NMR
(300 MHz, CDCl; + DMSO-d) d 11.03 (bs, 2H), 8.09 (s, 2H), 7.72 (s, 2H), 7.36 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz,
2H), 7.16 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.84 (s, 6H); *C-NMR (75 MHz, CDCl; + DMSO-dq) J 164.8, 140.4,
135.8, 132.6, 129.7, 128.7, 125.5, 125.0, 113.0, 109.6, 82.5, 51.2; EIMS m/z 650 [M]" (28), 649 (100);
HRMS (FAB+) m/z calcd. for Cy4H604N>15, 649.9200; found: 649.9208.

Dimethyl 2,9-Dimethyl-5,12-dihydrocycloocta| 1,2-b:5,6-b"]-diindole-6,13-dicarboxylate (1f)

Red solid; yield 24%; mp 288-290 °C; IR (KBr) vmax 3382, 2913, 2852, 1680 cm '; 'H-NMR
(300 MHz, CDCl; + DMSO-ds) 6§ 10.56 (bs, 2H), 8.13 (s, 2H), 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.18 (s, 2H),
6.94 (dd, J = 8.3, 1.5 Hz, 2H), 3.83 (s, 6H), 2.39 (s, 6H); *C-NMR (75 MHz, CDCl; + DMSO-ds)
5165.3,141.1, 135.1, 131.9, 128.2, 126.7, 124.5, 123.3, 116.4, 110.5, 110.2, 51.1, 20.4; EIMS m/z 426
[M]™ (100); HRMS (FAB+) m/z caled. for CosHaoO4N,, 426.1580; found: 426.1573.

Dimethyl 2,9-Dimethoxy-5,12-dihydrocycloocta[1,2-b:5,6-b"]-diindole-6,13-dicarboxylate (1g)

Red solid; yield 23%; mp 306-308 °C; IR (KBr) vmax 3343, 2947, 2924, 1695 cm '; 'H-NMR
(300 MHz, CDCl; + DMSO-ds)  10.43 (bs, 2H), 8.11 (s, 2H), 7.24 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.83 (d,
J=2.4Hz, 2H), 6.77 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 2H), 3.85 (s, 6H), 3.82 (s, 6H); >*C-NMR (75 MHz, CDCl;
+ DMSO-de) 6 165.7, 153.8, 141.3, 132.6, 132.1, 127.2, 124.5, 112.3, 111.9, 110.6, 98.8, 54.9, 51.4;
EIMS m/z 458 [M]" (100); HRMS (FAB+) m/z caled. for CoHxO6N,, 458.1478; found: 458.1479.

3.2. Anti-Tuberculosis Activity

Stock and working solutions. Stock solutions of all compounds were prepared in 100% dimethyl
sulfoxide (DMSO) at a concentration of 20,000 uM and were sterilized by filtration through a 0.22 pm
PTFE membrane. The susceptibility tests were conducted using Microplate alamar Blue by preparing the
working solutions from stock solutions diluted in sterile 7H9 broth to a final concentration of 100 uM.

Antimycobacterial activity. Antimicrobial susceptibility tests were performed in 96-well
microplates according to the methods described by Collins and Franzblau (1998) [29]. Outer perimeter
wells were filled with sterile distilled water (200 uL) to prevent the dehydration of the experimental
wells. Colum 2 (B to G wells) was used to evaluate the reference drug rifampin. Serial two-fold
dilutions were prepared in 100 uL of the Middlebrook 7H9 medium (2.0 to 0.006 pg/mL) in the
microplates. Wells 10E and 10F were used as DMSO controls. Four wells (11B—11E) were used as
drug-free controls and received 100 uL of the supplemented 7H9 broth and 100 uL of the bacterial
inoculum (1 x 10° cfu/mL). A 1:100 diluted control was prepared from the bacterial suspension to test
the growth of a 1% bacterial solution.

All other wells received 100 puL of the working solution (100 uM) and 100 pL bacterial inoculum.
The final concentration of DMSO in each well was 1.0% v/v. All compounds were first tested at 50 uM,
and the ICs values were calculated only for extracts that inhibited >75% of the mycobacterial growth.
These compounds were tested at different concentrations (1a: 50-0.097 uM; 1b: 50-0.78 uM; 1d:
25-0.78 uM; 1e: 50-3.125 uM) in increments of 0.3 logs. Each microplate was incubated for 7 days at



Mar. Drugs 2014, 12 1770

37 °C. After incubation, one control sample was diluted into a mixture of 20 pL alamar Blue (ABD
Serotec) and 5 pL of a sterile 20% Tween 80 solution. The plates were re-incubated at 37 °C for 24 h.
After this incubation period, any wells that changed from blue to pink received a mixture of
alamar-Tween and were incubation for an additional 24 h.

The percent reduction of alamar Blue was calculated according to the manufacturer’s protocol. The
optical densities of the microplate wells were measured at 540 and 600 nm using a spectrophotometer.
The percent inhibition of the compounds was defined as the concentration that yielded complete
reduction of the alamar Blue.

4. Conclusions

We successfully developed a synthetic approach for the preparation of 1a in three steps with an
overall yield of 11%. Six new analogues of 1a were synthesized from the indoles in four steps with
overall yields between 3% and 8%. Although these yields are relatively low, this is the first report of
the synthesis of a series of bis-indole analogues of 1a in a few reaction steps. Our biological results
indicated that 1a may be useful as a lead compound for the development of novel anti-tuberculosis
agents. Unfortunately, the compounds 1b—1g did not display appreciable anti-tuberculosis activities.
Therefore, future studies will focus on determining the mechanism by which these new compounds
inhibit anti-tuberculosis growth. We will additionally test the effects of combinations of appropriately

positioned substituents.
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Figura 12. Composicién elemental de 1a por la técnica de FAB.
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