eman ta zabal zazu FAR MAZIA

FAKULTATEA
FACULTAD
DE FARMACIA

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

TRABAJO FIN DE GRADO

Grado en Farmacia

LA REACCION DE AZO-POVAROV. UNA APROXIMACION A
LA SINTESIS DE DERIVADOS DE CINNOLINAS

Facultad de Farmacia
Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU)

Curso académico 2023-2024

Autora: Gurutze Padrones Blazquez

Vitoria-Gasteiz, junio de 2024



iNDICE

RESUMEN

ABREVIATURAS

1 INTRODUCCION. ..., 1

2. OBUETIVOS .. .t 7

3. DESARROLLO. ... ..t 8
3.1 Optimizacién de la reaccion de azo-Povarov con el frans-cicloocteno................. 8
3.2 Pruebas one-pot........cooiii i 11
3.3 Preparacion de la cinnolina 17 aescala de gramos...........ovvvviiiiniiiiiieneees 12
3.4 Transformacion de la cinnolina 17 ... ... 12

4. CONCLUSIONES. .. ..ot e 13

5. PARTE EXPERIMENTAL. .. ..ottt et e e e 14
5.1 MetOdOlOgia. ... e 14
5.2 Sintesis del trans-CiClOOCtENO. ... 15
5.3 Sintesis del N-carbonil arildiazeno 15............coooiiiii e 16
5.4 Sintesis del derivado de cinnolina 17 a través de la reaccion de azo-Povarowv....... 17
5.4.1 Preparacion de la cinnolina 17 aescalade gramos............oooviviiiiiiiieniiennns. 19
5.5 Transformacion de 1a cinnolina 17 ... 19

8. BIBLIOGRAFIA. ... ..o, 21



RESUMEN

Los derivados de cinnolina son compuestos de gran interés en el ambito de la quimica
farmacéutica debido al amplio numero de actividades biolégicas que presentan, gracias a las
cuales se podria contribuir a hacer frente a importantes problemas de salud que existen hoy
en dia, como pueden ser el cancer y las infecciones provocadas por bacterias resistentes a
antibidticos, entre otros. Sin embargo, los métodos de preparacion de cinnolinas desarrollados
hasta el momento poseen varias limitaciones y, ninguno de ellos constituye un método general
de sintesis de las mismas. Recientemente en el grupo de investigacion se ha desarrollado,
partiendo de la ya conocida reaccién de Povarov, la reaccion de azo-Povarov, que cambia las
N-ariliminas que en la reaccién de Povarov actian como dienos, por azocompuestos,
concretamente N-carbonil arildiazenos, y constituye un método bastante general y eficaz de

sintesis de derivados de cinnolina.

En este trabajo se ha seguido trabajando en la reaccién de azo-Povarov, tratando de optimizar

y generalizar esta metodologia usando otro tipo de diendfilo.

Tras optimizar la reaccién, en un intento por llevarla a cabo de una manera mas eficiente y
sostenible, se han realizado varias pruebas one-pot de la misma. Ademas, también se ha

probado y demostrado que la reaccion es trasladable a escala de gramos.

Finalmente, se ha realizado la transformacion de uno de los derivados de cinnolina que se
obtuvieron y se ha llevado a cabo la elucidacion estructural y caracterizacion de los

compuestos obtenidos.



ABREVIATURAS

- A.B.: &cido de Brgnsted

- ADN: acido desoxirribonucleico

- A.L.: &cido de Lewis

- ARN: acido ribonucleico

- BTK: Bruton’s tyrosine kinase (tirosina quinasa de Bruton)

- C-Met: Mesenchymal-epithelial transition factor

- COSY: correlation spectroscopy

- COX: ciclooxigenasa

- BC-RMN: resonancia magnética nuclear de carbono 13

- DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

- DMF: dimetilformamida

- EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica

- GABA: acido gamma-aminobutirico

- HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation

- "H-RMN: resonancia magnética nuclear de proton

- HSQC: Heteronuclear Single Quantum Correlation

- MW: microwave (microondas)

- NBS: N-Bromosuccinimida

- n-BuLi: n-Butil-litio

- PDE: fosfodiesterasa

- p.f.: punto de fusién

- PM: peso molecular

- ppm: partes por millén

- Py: piridina

- r.t.:room temperature (temperatura ambiente)

- TDAH: trastorno por déficit de atencién e hiperactividad

- THEF: tetrahidrofurano

- TLC: thin layer chromatography (cromatografia en capa fina)

- TOP: topoisomerasa

- TRPV1: transient potential receptor vanilloid 1 (receptor de potencial transitorio
vaniloide 1)

- VEB: virus de Epstein-Barr

- VHB: virus de la hepatitis B

- VHC: virus de la hepatitis C

- VPH: virus del papiloma humano



1. INTRODUCCION

La cinnolina (benzo[c]piridazina), sintetizada por primera vez por Von Richter en 1883, es un
heterociclo aromatico biciclico del grupo de las benzodiazinas, concretamente la 1,2-
benzodiazina (Figura 1). La estructura de los compuestos de este grupo consiste en el anillo
de benceno fusionado con una diazina (grupo de heterociclos aromaticos de seis miembros
que contienen 2 atomos de nitrégeno con hibridacion sp? en el anillo, que incluye la piridazina
(1,2-diazina), la pirimidina (1,3-diazina) y la pirazina (1,4-diazina)) (Figura 1). También
pertenecen al grupo de las benzodiazinas la ftalazina (benzo[d]piridazina), la quinazolina

(benzo[d]pirimidina) y la quinoxalina (benzo[a]pirazina) (Figura 1).23
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Figura 1. Estructura de diazinas y benzodiazinas.

Hasta el afio 2011, no se habia encontrado ningun compuesto de origen natural que fuese
derivado de cinnolina. Sin embargo, estudiando las propiedades hepatoprotectoras in vitro e
in vivo y la composicion fitoquimica de un extracto de escarola (Cichorium endivia L.), se
encontré que uno de los 5 componentes del extracto era un derivado de cinnolina, el cual se

demostré que tenia un moderado poder antioxidante.*®

No obstante, un gran numero de moléculas de origen sintético que contienen el anillo de
cinnolina en su estructura han sido el objetivo de numerosos estudios a lo largo de los afios,
debido a que presentan un amplio espectro de actividades biolégicas de interés, tales como

antimicrobiana, antiinflamatoria, analgésica, ansiolitica o antitumoral (Figura 2).*

Entre los derivados de cinnolina que poseen actividad antimicrobiana se encuentra el
cinoxacino (Figura 2), un antibiético del grupo de las quinolonas de primera generacién, que
se emplea en el tratamiento de infecciones urinarias no complicadas producidas por
microorganismos que sean sensibles. Su espectro de accién incluye principalmente bacterias
gram negativas y su mecanismo de accion se basa en que inhibe la ADN girasa. Actualmente

no hay en Espafia ningin medicamento comercializado con este principio activo.*®



Muchos otros derivados de cinnolina han mostrado tener actividad antibacteriana, antifungica,
antivirica o antiparasitaria, e incluso se han llegado a patentar derivados de cinnolina que
inhiben las bombas de eflujo bacterianas, unas proteinas transportadoras que expulsan
diferentes sustratos (entre ellos, antibidticos) desde el interior de la célula al exterior. Estos
inhibidores se pueden usar en combinacién con antimicrobianos para tratar o prevenir
infecciones cuyos microrganismos causantes hayan desarrollado resistencia al antimicrobiano

en cuestion, a través de su expulsion mediante bombas de eflujo (Figura 2).478
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Figura 2. Derivados de cinnolina con interés farmacologico

La resistencia a los antibiéticos se produce cuando las bacterias se adaptan y crecen en
presencia de antibidticos que anteriormente tenian capacidad de matarlas o inhibir su
crecimiento (no soélo ocurre con las bacterias y los antibidticos, también con los demas
microorganismos y los antimicrobianos frente a ellos). Esto hace que no se puedan tratar las
infecciones que provocan esas bacterias con esos antibidticos, siendo necesario emplear
otros de segunda linea o posteriores, los cuales son habitualmente mas caros o toxicos, o
incluso cabe la posibilidad de que no haya ningun antibiético que resulte eficaz, al que la
bacteria sea sensible. Si bien, éste es un fendmeno que ocurre de manera natural, el uso
indebido y excesivo de los antibidticos, tanto en humanos como en animales, esta acelerando

el proceso.®

En los paises subdesarrollados 6 de las 10 principales causas de mortalidad contintian siendo
enfermedades transmisibles.® A pesar de que, en nuestro pais, las principales causas de

defuncién sean enfermedades no transmisibles, con el cancer en primer lugar en varones y
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segundo en mujeres, enfermedades cardiovasculares en segundo lugar en varones y primero
en mujeres, y las enfermedades del sistema respiratorio en tercer lugar en ambos sexos, esta
tendencia de paises desarrollados como el nuestro, podria alterarse en los préximos anos
debido a la gran problematica que supone la resistencia a los antibioticos.!! Sin embargo, éste
no es un problema del futuro, reflejo de ello es que en nuestro pais se producen ya 4 veces
mas muertes por infecciones causadas por bacterias resistentes que por accidentes de

trafico.'?

La resistencia a los antibiéticos supone un grave problema a muchos niveles, puesto que
provoca que se prolonguen las estancias hospitalarias, que se incremente el gasto sanitario,
la morbilidad y la mortalidad, por tanto, es ya una de las mayores amenazas para la salud
mundial y el desarrollo. De no adoptarse medidas de manera urgente, estamos destinados a
entrar en la llamada era post-antibiéticos en la que muchas infecciones actualmente comunes
y que se tratan con relativa facilidad, podrian resultar potencialmente letales. Ademas, las
intervenciones quirurgicas, los trasplantes de érganos, o la administracion de medicamentos

por determinadas vias como la parenteral, supondrian un riesgo mucho mayor.®

Por otro lado, algunos derivados de cinnolina han mostrado tener actividad analgésica y
antiinflamatoria, a través de diversos mecanismos de accion, tales como la inhibicion de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), la fosfodiesterasa 4 (PDE4), la tirosina quinasa de Bruton (BTK) o
la elastasa de neutréfilos humana, o el antagonismo del receptor de potencial transitorio
vaniloide 1(TRPV1), con utilidades terapéuticas potenciales en enfermedades como EPOC,
asma, rinitis, artritis reumatoide o dolor neuropatico, entre otras (ver Figura 2).* También se
han desarrollado compuestos con posible aplicacion en enfermedades neuroldégicas como la
enfermedad de Alzheimer, Parkinson o TDAH, o en trastornos psiquiatricos como el de la
ansiedad o la esquizofrenia. Incluso, uno de estos compuestos, el AZD-7325 (ver Figura 2),
un modulador alostérico positivo de receptores GABA-A cuyas subunidades a son de tipo 2 0
3, con actividad ansiolitica y sin efectos sedantes, desarrollado por Astra Zeneca, ha llegado
a estudiarse en dos ensayos clinicos de fase Il en pacientes con trastorno de ansiedad
generalizada y del espectro autista.*®* Finalmente, otra de las utilidades terapéuticas
potenciales de algunos derivados de cinnolina es el tratamiento del cancer, que resulta de
gran interés puesto que es actualmente la principal causa de morbi-mortalidad a nivel mundial,
y el nimero de casos es cada vez mayor debido al crecimiento de la poblacion, al
envejecimiento de la misma (el cancer es mas prevalente en personas de edad avanzaday la
esperanza de vida es cada vez mayor debido a los avances en la medicina y la salud publica)
y a la exposicion a factores de riesgo, tales como el alcohol, tabaco, contaminacién, obesidad,

sedentarismo e infecciones que aumentan el riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer (p.



€j. las infecciones por el virus de la hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis B (VHB), virus del

papiloma humano (VPH) o virus de Epstein-Barr (VEB).5415

En la incesante busqueda de nuevos farmacos antineoplasicos que sean eficaces y seguros,
con el menor numero y gravedad de efectos adversos posible, se han estudiado varios
derivados de cinnolina. Algunos de ellos han mostrado tener actividad citotoxica en lineas
celulares y modelos animales de diferentes tipos de cancer, actuando mediante distintos
mecanismos de accion, como la inhibicion de la topoisomerasa de tipo | (ver Figura 2).
Mientras que otros, que pueden resultar quiza mas interesantes por su mecanismo, propio de
la quimioterapia dirigida, han presentado actividad inhibitoria del c-Met (ver Figura 2), un
receptor con actividad tirosina quinasa intrinseca, al cual se une el factor de crecimiento de
hepatocitos y cuya actividad se encuentra alterada en algunos canceres, promoviendo el

crecimiento tumoral, la invasividad, la diseminacion y la angiogénesis.*%16

En cuanto a la sintesis del anillo de cinnolina, entre los métodos clasicos descritos hasta el
momento para su preparacion, basados principalmente en la ciclacién de derivados de sales
de arildiazonio, arilhidrazinas y arilhidrazonas, no hay ninguno que pueda considerarse como
tal, ya que todos ellos presentan limitaciones en cuanto a que no admiten una variedad amplia
de reactivos de partida o presentan multiples pasos de reaccion. Sin embargo, es cierto que
mas recientemente se han desarrollado métodos mas eficientes basados en la activacion del

enlace C-H a través del empleo de metales de transicion como cobre o rodio.31":18

Por ejemplo, en 2012, Ge y col. desarrollaron un método de sintesis de derivados de cinnolina
mediante la ciclacion intramolecular dehidrogenativa catalizada por cobre(l y I1) de N-metil-N-
fenilhidrazonas a traves de la oxidacion, ciclacion y aromatizaciéon secuencial del enlace
C(sp®)-H (Esquema 1, (1))." En 2013 You y col. trabajaron en la creacion de un procedimiento
general de obtencidn de cinnolinas con control completo del patron de sustituyentes a través
de la activacion oxidativa de enlaces C-H de compuestos azo, catalizada por rodio(lll), con

alquinos (Esquema 1, (2)).1°
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Esquema 1. Sintesis de cinnolinas mediante activacion del enlace C-H por metales de

transicion



La reaccion de Povarov, desarrollada en 1963 por Povarov y col., es una reaccion de tipo aza-
Diels-Alder. Consiste en una cicloadicidon [4+2] con demanda electronica inversa, catalizada
por un acido de Lewis (A.L.) o Bronsted (A.B.), entre N-ariliminas 3 (generadas por la
condensacion de una amina aromatica 1 y un aldehido 2), que actuan como 2-azadienos, y
alquenos 4 o alquinos electronicamente ricos, actuando como diendfilos, en la que
inicialmente se obtienen aductos de tipo tetrahidroquinolina 5 (Esquema 2). Si bien la reaccion
de Povarov se puede definir como una reaccion de tipo hetero-Diels-Alder, en la que la
formacion del aducto se da por un mecanismo concertado, hay otro mecanismo propuesto,
idnico, segun el cual el aducto se forma a través de una adicion tipo Mannich de un alqueno
rico en electrones 4 a una imina activada 3, seguido de una ciclacion a través de una reaccion
de Friedel-Crafts intramolecular. Aun en dia, sigue habiendo debate en la literatura y no se ha
concluido cudl de los dos mecanismos es el que ocurre realmente.??° Independientemente de
cual sea el mecanismo, se obtienen aductos de tipo tetrahidroquinolina 5, cuya posterior
oxidacion conduce a quinolinas 6. Sin embargo, si se lleva a cabo una segunda reaccién de

Povarov, lo que se obtienen son julolidinas 7 (Esquema 2).2°
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Esquema 2. Reaccion de Povarov
Estos heterociclos que se pueden obtener a través de la reaccidén de Povarov, se encuentran

en la estructura de muchos compuestos de gran interés, tanto farmacolégico como de otro

tipo. Por ejemplo, debido a las propiedades fluorescentes de las julolidinas 7, se han



desarrollado sondas para la obtencion de imagenes de ARN intracelular.?*?2 Otro derivado de
julolidina 7, mostré actividad inhibitoria de la agregacion de la proteina beta-amiloide, lo que
se considera un posible abordaje terapéutico de la enfermedad de Alzheimer.?"22 Con el anillo
de quinolina 6 en su estructura, se encuentran muchos farmacos antimalaricos, tanto
sintéticos, como la mefloquina, primaquina o cloroquina, asi como de origen natural, como la
quinina y quinidina, ambos extraidos de la corteza del arbol de la quina (Cinchona officinalis).
Ademas, la quinidina es un antiarritmico de clase 1A.52* También son derivados quinolinicos
los analogos estructurales de la camptotecina, como son el irinotecan y el topotecan,
antineoplasicos que inhiben la topoisomerasa 1.62* Actualmente, el irinotecan esta indicado en
cancer colorrectal y el topotecan en cancer microcitico de pulmén y carcinoma de ovario y de
cervix.?>?¢ Entre los compuestos con estructura de tetrahidroquinolina 5, que resultan de
interés, se encuentran la virantmicina, aislada de Streptomyces nitrosporeus, que posee una
potente actividad antiviral y antifingica débil;?#?"28 o la martinelina, aislada de las raices de la
planta tropical Martinella iquitosensis, que es un antagonista de los receptores de bradicinina

B1 y B2 (mediador peptidico con diversas funciones en el proceso inflamatorio).®?”

En 1995 Kobayashi y col. desarrollaron la versidon multicomponente de la reaccién de
Povarov.?* Las reacciones multicomponente son aquellas en las que en un recipiente de
reaccion, tres o mas reactivos a través de una secuencia de reacciones dan un solo
producto.?® En esta version, se adicionan los tres reactivos a la vez, ademas del catalizador;
la amina aromatica se condensa con el aldehido generando la imina in situ, que
posteriormente reacciona con el diendfilo electronicamente rico a través de una reaccion de
hetero-Diels-Alder, la Povarov propiamente dicha.?° Este avance hizo resurgir el interés por la
reaccion de Povarov, y a raiz de entonces los trabajos y las publicaciones realizadas y las
variantes desarrolladas de la misma han sido multiples.?* Entre ellas recientemente la reaccion

de azo-Povarov, desarrollada en el grupo de investigacion (Esquema 3).%°

En la versién azo-Povarov, en lugar de utilizar N-ariliminas 3 (Esquema 2) como dienos al

igual que en la Povarov clasica, se emplean N-carbonil arildiazenos 10 (Esquema 3).%°
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Esquema 3. Reaccion de azo-Povarov desarrollada



Para llevar a cabo la reaccion, primero hay que generar el N-carbonil arildiazeno 10 que actua
como dieno; para ello el primer paso es la funcionalizacién de la fenilhidrazina 8.
Posteriormente, se genera el grupo azo del N-carbonil arildiazeno 10 mediante la oxidacién
del enlace sencillo N-N de la fenilhidrazina funcionalizada 9, y finalmente, se lleva a cabo la
cicloadicion [4+2] con ciclopentadieno 11, para dar un derivado de cinnolina 12 (Esquema 3).3°
En el desarrollo de esta nueva reaccion, se llevd a cabo la optimizacion de la misma, en la
que se probaron diferentes condiciones de reaccién. Los parametros que se estudiaron fueron
la temperatura, el disolvente, el tiempo de reaccion y el catalizador empleado. Con los
rendimientos que se obtuvieron en cada caso, se concluyd que las condiciones Optimas de
reaccion eran: 1,5 equivalentes de triflato de escandio como catalizador, cloroformo como
disolvente y un tiempo de reaccion de entre 1-6 horas a temperatura ambiente y en atmadsfera
de nitrogeno. Bajo estas condiciones de reaccion se llegaron a obtener rendimientos cercanos

al 100% en algunos casos.*°

También se demostrd que es una reaccién muy versatil ya que ofrece la posibilidad de
diversificar en varios puntos la estructura de cinnolina 12. Fue posible sintetizar distintos
derivados de cinnolina partiendo de arildiazenos 10 con sustituyentes, tanto electroatractores
como electrodonores en la posicidn para- del anillo aromatico. Ademas, se sintetizaron
diferentes derivados utilizando arildiazenos 10 con diferentes grupos en el atomo de nitrégeno.
Incluso es posible, como se ha hecho en éste y en otros trabajos posteriores,® utilizar

diendfilos distintos al ciclopentadieno.°

En definitiva, se desarrollé una estrategia sintética eficaz para la obtencion de derivados de
cinnolina, debido a que es una reaccién que presenta un alto grado de regioselectividad, una
gran economia atémica (uno de los 12 principios de la Quimica Verde, que hace referencia a
la relacion del peso molecular (PM) del producto de la reaccion, respecto al sumatorio de los
PM de todos los reactivos empleados), admite la utilizacion de una amplia variedad de
reactivos de partida, y en pocos pasos de reaccidén permite obtener el producto derivado de
cinnolina deseado.3%®? Ademas, la reaccién de azo-Povarov puede constituir un método de

sintesis general de derivados de cinnolina.

2. OBJETIVOS

- Optimizacién de la reaccion de azo-Povarov mediante el uso de un diendfilo distinto al
ciclopentadieno, en este caso el trans-cicloocteno.
- Estudiar la viabilidad, rendimiento y versatilidad de la reaccion de azo-Povarov en su

versién one-pot.



- Derivatizacion de los derivados de cinnolina sintetizados, su elucidacion estructural y

caracterizacion.

3. DESARROLLO

3.1 Optimizacion de la reaccion de azo-Povarov con el trans-cicloocteno

Tras el desarrollo de la reaccién de azo-Povarov, se decidié seguir trabajando en la misma
linea dados los buenos resultados que se habian obtenido. Inicialmente en su desarrollo, el
diendfilo que se empled fue el ciclopentadieno, por lo que lo siguiente que se quiso probar fue
utilizar un diendfilo diferente, para lo cual se seleccioné el trans-cicloocteno. Se eligio este
compuesto debido a que se utiliza, y es de gran importancia, en la quimica bioortogonal, y la
reaccion de azo-Povarov es una reaccion a la que se le ha visto potencial para aplicarse en

quimica bioortogonal. Las reacciones bioortogonales son un tipo de reacciones quimicas que

CO,Et CO,Et
_NH NH .
HN™ 2 o HN N
P'S Py NBS, Py
+  ¢cI” DOEt > >
CH4CN CH,Cly, r.t., Ny, 30 min
N,, 0°C>r.t., 3 h
13 14 15
CO,Et
N
16
CHCl;

Ny, 4h, MW (111°C, 44 psi, 200 W)

15 17

Esquema 4. Reaccion de azo-Povarov con el trans-cicloocteno como diendfilo desarrollada

tienen lugar de manera rapida y selectiva en medios biolégicos, sin afectar las biomoléculas
ni interferir con los procesos bioquimicos, con posibles aplicaciones en marcajes en

investigacion, diagndstico por imagen, terapias, ...*3

El N-carbonil arildiazeno 15 necesario como sistema diénico en la reaccion de azo-Povarov,
se preparo a través de la funcionalizacién de la fenilhidrazina con cloroformiato de etilo para
dar lugar a la formacion de la hidrazina funcionalizada 14. La oxidacion de 14 con NBS condujo
al arildiazeno esperado 15 con 95% de rendimiento. Por otro lado, el trans-cicloocteno 16 se

preparé en 3 pasos de reaccion mediante procedimientos ya descritos. Inicialmente, en la
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reaccion de azo-Povarov se emplearon condiciones de reaccidon muy similares a las que se
establecieron como las mejores en el primer trabajo, utilizando 1,2 equivalentes de triflato de
escandio como catalizador, cloroformo como disolvente y un tiempo de reaccion de media
hora a temperatura ambiente. El rendimiento que se obtuvo, pese a no ser demasiado bajo,
en comparacion a los que se habian llegado a obtener con el ciclopentadieno, fue bastante

inferior, de un 56%, por lo que se siguieron explorando diferentes condiciones (Tabla 1).

Se quiso probar si era posible prescindir del catalizador para que la reaccion tuviera lugar,
porque, a pesar de que los catalizadores ayudan a que las reacciones ocurran de manera mas
rapida, se lleven a cabo en mejores condiciones de temperatura y presion, con el subsiguiente
ahorro de energia, o se favorezca la formacién de alguno de los productos,® también
presentan una serie de inconvenientes, y es que su produccién es muy cara; las reacciones
en las que se emplean, en el caso de la catalisis homogénea como es el caso, requieren una
operacion adicional de separacién que en ocasiones es dificil, implica utilizar mas recursos y
mas tiempo, por tanto, un mayor coste, y aun asi a veces es complicado poder recuperarlo y
reutilizarlo.®3% En caso de catalizadores organometalicos, como el triflato de escandio, si los
residuos no se gestionan bien, pueden contribuir a la contaminaciéon por metales que es
perjudicial para el medio ambiente.®®* Ademas, la baja estabilidad de algunos de ellos obliga a
utilizar condiciones de reaccion estrictas y poco deseables en la industria como puede ser

emplear disolventes secos y atmosfera inerte y seca.®’

Por tanto, en la siguiente prueba que se realiz, se puso la reaccion a reflujo sin catalizador,
y a pesar de que el rendimiento obtenido fue realmente bueno, de un 98%, el tiempo de
reaccion y, por tanto, también el gasto energético invertido en calentar la reaccion, fueron
excesivamente elevados (Tabla 1, prueba 2). También se hizo otra prueba, esta vez a
temperatura ambiente, pero a pesar de dejarla durante un largo tiempo, no se vio evolucion

alguna de la reaccion.

Teniendo en cuenta que el uso de catalizador en la reaccion azo-Povarov con ftrans-
cicloocteno 16 no era necesario, se traté de buscar una alternativa mas eficiente frente a poner
la reaccién a reflujo, en cuanto a tiempo y energia. Se optd por utilizar la técnica de sintesis
organica asistida por microondas vy, tras varias pruebas en las que se fueron optimizando los
diferentes parametros como la presion, la temperatura o la potencia, se llegé a obtener un
muy buen rendimiento del 84%, con un tiempo de reaccidén de 4 horas, una temperatura de

111°C, una presion de 44 psi y una potencia de 200 W (Tabla 1, prueba 3).



Tabla 1. Pruebas realizadas para optimizar las condiciones de reaccién

Prueba Disolvente Condiciones Tiempo (h) | Rendimiento (%)
1 CHCIs Sc(OTf)s (1.2 eq), r.t. 0,5 56
2 CHCI3 Reflujo 240 98
3 CHCI; 111°C, MW 4 84

Nota: Las reacciones se llevaron a cabo a una escala de 0,5 mmol, con 3 mL de disolvente y bajo atmdsfera

de nitrégeno.

El hecho de utilizar energia microondas, presenta multiples ventajas frente a las técnicas de
calentamiento convencional. Entre ellas se encuentran tasas de reaccién mas rapidas, ya que
con la energia microondas se pueden alcanzar temperaturas superiores, y permite calentar
los disolventes por encima de su punto de ebullicion.®® El rendimiento de la reaccion también
es mayor y la formacién de subproductos disminuye, por lo que los tratamientos de las
reacciones suelen ser mas sencillos y el producto obtenido es de mayor pureza.’®% El
calentamiento es rapido, uniforme, frente al calentamiento convencional en el cual la zona de
mayor temperatura es la mas cercana a las paredes mas proximas a la fuente de calor, y
selectivo, ya que las moléculas con constantes dieléctricas altas son las que tienden a
absorber la energia microondas y, por tanto, a calentarse, bien por rotaciéon dipolar o por
conduccidn iénica.’**° Ademas, es mas eficiente energéticamente puesto que la energia
microondas produce un calentamiento interno, calienta solo la muestra, es decir, el disolvente
con los reactivos, mientras que, en las técnicas convencionales, el calentamiento es
superficial, es decir, se calienta el aparato que actia como fuente de calor, y por conducciéon
y conveccion, ese calor se transfiere al recipiente de reaccion, que lo transfiere a la muestra.®
Esto implica que parte de ese calor se va perdiendo, lo que supone ademas que la
temperatura que se ha de seleccionar en la fuente de calor ha de ser superior a la que se
desea alcanzar en la mezcla de reaccion.® También es mas eficiente desde el punto de vista
energético puesto que debido a la mayor velocidad de reaccion el tiempo de reaccion vy, por
tanto, el tiempo de uso del aparato es menor. Por ultimo, la reproducibilidad de las reacciones
que se llevan a cabo con energia microondas es mayor debido al calentamiento uniforme y al
mejor control de los parametros del proceso.® En cuanto a las limitaciones de utilizar la
energia microondas, una de ellas podria ser el coste del equipo, y otra la poca experiencia

hasta el momento en el escalado de las reacciones del nivel de laboratorio a nivel industrial.®®

Por lo tanto, se consiguid no solo el objetivo inicial que era poder llevar a cabo la reaccién de
azo-Povarov con el frans-cicloocteno, sino que, ademas, se pudo realizar en unas condiciones

mucho mas sostenibles en el aspecto, tanto econémico como ecologico.
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3.2 Pruebas one-pot

Una de las cuestiones pendientes por estudiar es si es posible obtener los derivados de
cinnolina, llevando a cabo toda la secuencia sintética en una reaccion one-pot. Esto supone
realizar todos los pasos de la sintesis de la cinnolina 17 en el mismo matraz de reaccién sin
necesidad de aislar y purificar cada uno de los productos intermedios 14 o 15 (Esquema 5).
Se puede, a lo largo de los diferentes pasos, ir adicionando reactivos o disolventes o incluso
cambiar condiciones como la temperatura. Las reacciones one-pot suponen un ahorro, tanto
de tiempo como de recursos materiales, en definitiva, de coste, puesto que se evitan los
tratamientos y purificaciones intermedias, si bien se ha de estudiar cada caso concreto, puesto
que en algunas secuencias sintéticas se puede reducir considerablemente el rendimiento y

no resultar rentable.*42

- NHz N,/N\n/OEt <i/\>
NBS, Py

i CICOzEt Py o 16
N2, 0°C>rt, 3h rt., Ny, 30 min Ny, 4 h
13 15 MW (111°C, 44 psi, 200 W)
1) CH5CN 1) CH5CN 1) CHCN
2) CH4CN 2) CHCl, 2) CHCl,
3) CHCl, 3) CHCl, 3) CHCl,
1. CICO,Et, Py
ONE-POT 2.NBS, Py

3. Trans-cicloocteno

Esquema 5. Pruebas one-pot de la reaccion de azo-Povarov

Para comprobar si es factible y rentable realizar la reaccién en su versién one-pot, se llevaron
a cabo 3 pruebas, en las que lo que se vario en cada una de ellas fue el disolvente empleado
en cada paso. En la primera de las pruebas, se utilizé como disolvente para todos los pasos
acetonitrilo. En la segunda de ellas, se llevé a cabo la funcionalizacion de la fenilhidrazina 13
en acetonitrilo, que a continuacion se evaporé y se cambid por cloroformo para la oxidacion
de la fenilhidrazina funcionalizada 14 y la reaccién azo-Povarov. En la ultima prueba todos los

pasos se llevaron a cabo en cloroformo.

Tras realizar las 3 pruebas, se hizo un espectro de 'H-RMN a los crudos de reaccion
elaborados obtenidos en cada una de ellas. En los 3 espectros se observaban las sefiales
correspondientes al derivado de cinnolina deseado 17, sin embargo, Unicamente se
obtuvieron trazas, puesto que la intensidad de las sefiales era muy pequefa. La prueba en la

que la intensidad de las sefiales era algo mayor fue la segunda, por lo que se tratd de purificar
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a través de una cromatografia en columna flash de gel de silice para poder aislar el derivado
de cinnolina 17 y, asi poder calcular el rendimiento global del proceso. Sin embargo, en
ninguna de las fracciones que se observaban por TLC y que fueron aisladas y analizadas por
'H-RMN, se encontraba el compuesto objetivo, por lo que, a pesar de no poder dar un dato
objetivo, se concluye que el rendimiento de la versién one-pot de la reacciéon de azo-Povarov

es muy bajo y, por lo tanto, no resulta viable.

3.3 Preparacion de la cinnolina 17 a escala de gramos

Con el fin de evidenciar la aplicabilidad y solidez de la metodologia sintética desarrollada, se
llevé a cabo una prueba de la sintesis del derivado de cinnolina 17 a través de la reaccién de
azo-Povarov a escala de gramos, en la que se partié de una cantidad de reactivos y disolvente
8 veces superior a la que hasta el momento se habia utilizado y el rendimiento, del 65%,

aunque se redujo un poco, constaté que la reaccién es escalable.

3.4 Transformacion de la cinnolina 17

Una vez obtenida la cinnolina 17, y con el objetivo de ilustrar la utilidad sintética de estos
sistemas heterociclicos obtenidos mediante la reaccion de azo-Povarov asistida por
microondas, se estudio la transformacion sintética de la cinnolina 17. Con el objeto de oxidar
completamente el anillo de cinnolina 17 se emple6é como oxidante NBS en piridina, utilizando
las mismas condiciones que se emplearon para oxidar la fenilhidrazina funcionalizada 14 vy,
asi obtener el N-carbonil arildiazeno 15. Se emplearon 4 equivalentes de NBS y lo que se
esperaba obtener era el derivado de cinnolina completamente oxidado sin el grupo protector.
Sin embargo, lo que se obtuvo fue el compuesto 18, en el cual, ademas de oxidarse
completamente el anillo y eliminarse el grupo protector carboxilato de etilo, se introdujo un

atomo de bromo en el atomo de carbono nimero 6 del anillo de cinnolina.

CO,Et

NBS, Py

>

CH3CN, Ny, rt, 1 h

17

Esquema 6. Reaccion de funcionalizacion

12



En el espectro de 'H-RMN del crudo de reaccion del compuesto 18 se observa que el anillo
de cinnolina se ha oxidado, se ha eliminado el grupo protector, y existen 3 sefales
correspondientes a 3 protones aromaticos en lugar de 4, como en el derivado de cinnolina de
partida 17. Con el fin de obtener mas informacion acerca de la estructura, se realiz6 una
espectrometria de masas de alta resolucién, gracias a la cual se supo que el PM de [M + H]*
era 291,0491 y, por tanto, que la formula molecular era CisH16BrN2, es decir, se habia
introducido un atomo de bromo en la estructura. Concretamente uno de los 4 atomos de
hidrégeno del anillo de benceno que forma parte del anillo de cinnolina habia sido sustituido
por un atomo de bromo. Sin embargo, no quedaba claro cual de las 4 posiciones posibles era
en la que se habia introducido el atomo de bromo. Con el fin de elucidar completamente la
estructura y caracterizar el compuesto obtenido, se purific6 mediante una cromatografia en
columna flash de gel de silice. Una vez purificado, se le hizo otro espectro de "H-RMN, uno
de ®C-RMN y un DEPT-135, y la informacién que se obtuvo respaldaba lo que se sabia hasta

ese momento.

Con los resultados de las pruebas realizadas hasta el momento, se sabia que el atomo de
bromo se habia introducido en uno de los 4 atomos de carbono del anillo de benceno de la
cinnolina pero no en cual de ellos. Para determinarlo, se realizaron espectros de resonancia
magnética nuclear bidimensionales: COSY, HSQC y HMBC, gracias a los cuales se pudo
determinar inequivocamente la estructura del compuesto 18, determinando que el atomo de

bromo se habia introducido en el atomo de carbono ndmero 6 del anillo de cinnolina.

4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado una metodologia para la construccion de derivados de cinnolina a través
de la reaccién de azo-Povarov de arildiazenos (actuando como dienos) y trans-cicloocteno
(actuando como diendfilo). La reaccidon no necesita de catalizador y se efectia en un
microondas de sintesis. Al eliminar el catalizador, se ha conseguido elaborar un método de
sintesis de derivados de cinnolina, cuya actividad bioldgica, en el caso de tenerla, podria
resultar util para multiples patologias, mucho mas sostenible desde el punto de vista

ecoldgico, contribuyendo asi a que la quimica que se desarrolla sea cada vez mas verde.

Ademas, la reaccion se puede trasladar a escala de gramos y se puede derivatizar el anillo

de cinnolina obtenido mediante simples transformaciones.

Estos resultados son muy esperanzadores, ya que aunque la sintesis en microondas no
permitiria trasladar la reaccion al ambito de la quimica bioortogonal, estos resultados donde

el uso de catalizador ya no es necesario, abre la puerta a seguir investigando en la misma
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linea y a explorar nuevos diendfilos olefinicos tensionados electronicamente ricos que sean
mas reactivos que los que se han probado hasta ahora, como puede ser el cis-trans-1,5-

ciclooctadieno, con el fin de conseguir finalmente trasladar la reaccion a un medio biolégico.

5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Metodologia

Los disolventes empleados para las extracciones y las cromatografias fueron de grado
técnico. Mientras que los que se utilizaron en las reacciones de grado sintesis y previo a su
uso se secaron con tamiz molecular de 3 A. Los reactivos empleados fueron comerciales.
Todas las reacciones se llevaron a cabo bajo una atmosfera de nitrdgeno seco. Las reacciones
que necesitaban de energia microondas se llevaron a cabo en el reactor de sintesis organica
asistida por microondas CEM Discover SP. La cromatografia en capa fina (TLC) se hizo en
cromatofolios de gel de silice 60 recubiertos con el indicador fluorescente Fzs4 de Merck y las
manchas se revelaron mediante radiacion ultravioleta (UV) o solucion de permanganato
potasico. La purificacion cromatografica se realizé mediante cromatografia en columna rapida
(flash) empleando gel de silice comercial de menos de 230 mesh, con presion (corriente de
aire). Los espectros de 'H-RMN (400 MHz) y "*C-RMN (100 MHz) se registraron en un
espectrometro Bruker Avance 400 (400 MHz) en cloroformo deuterado. Los desplazamientos
quimicos (&) se indican en partes por millén (ppm) con la sefial interna del cloroformo
deuterado a 7,24 ppm como estandar en '"H-RMN y a 77,0 ppm en '*C-RMN. Las constantes
de acoplamiento (J) se indican en hercios (Hz). Los datos se indican como: s = singlete, d =
doblete, t = triplete, q = cuadruplete, m = multiplete, dt = doble triplete, bs = singlete ancho, tt
= triple triplete, td = triple doblete). Los espectros de infrarrojo se midieron en el espectrometro
Nicolet iS10 Thermo Fisher Scientific. Las frecuencias de absorcion se muestran a la
intensidad maxima en cm™. Los espectros de masas de alta resolucién se midieron con el
método de ionizacion positiva por electrospray (ESI) con un sistema de cuadrupolo-tiempo de
vuelo (Q-TOF). Para medir los puntos de fusién, se utilizé el Aparato Blichi Melting Point B-
540.

Las bases de datos que se utilizaron para realizar las busquedas bibliograficas fueron:
SciFinder, PubChem y PubMed. Los términos que se introdujeron fueron: “synthesis of
cinnolines”, “cinnoline”, “synthesis”, “Povarov reaction”, “biological activity of cinnolines”,

“trans-cyclooctene”, “catalysts”, “one-pot reactions”, entre otros. Los operadores boleanos que

se emplearon fueron: “and” y “or”.
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5.2 Sintesis del trans-cicloocteno (16)

O |_i®60 PPh, HO :Pth
n-BuLi AcOH
+ PhyPH R
THF, N,, -78°C, 1 h—>r.t., 13 h N,, 0°C, 30 min
19 20 21 22
H50,, N,
0°C, 30 min
rt., 5h
O,
HO PPh,
NaH
) =
DMF, Ny, r.t., 30 min
16 23

Esquema 7. Ruta sintética para la preparacion del trans-cicloocteno

En un matraz de dos bocas de 250 mL flameado y purgado con N2, sobre una disolucion de
9-oxabiciclo[6.1.0]Jnonano (19)* (3,16 g, 25 mmol) y difenilfosfina (20) (5,3 mL, 27,5 mmol) en
THF seco (100 mL) a -78°C se afadié con embudo de adicion, previamente flameado y
purgado con N, una disolucion de n-BuLi gota a gota (1,6 M, 17,19 mL, 27,5 mmol). La
reacciéon se mantuvo 1 hora en agitacion constante y luego otras 13 horas a temperatura
ambiente. Una vez formada la sal de litio 21, la mezcla de reaccion se enfrid a 0°C con bafio
de agua/hielo y se anadio acido acético glacial (4,3 mL, 75 mmol) gota a gota. La reaccion se

mantuvo media hora en constante agitacion hasta la formacion del compuesto 22.

Sobre la solucion del compuesto 22 se anadié H202 (30%, 7,7 mL, 75 mmol) gota a gota y la
reaccion se mantuvo media hora a 0°C en agitacion continua. Cuando se formé un precipitado
blanco que impedia el giro del iman, se quité el bafio de agua/hielo y se dejo 5 horas en
agitacion continua a temperatura ambiente. Se afiadié agua para quenchear la reaccion, y el
producto 23 se extrajo con CHxCl, (4 x 150 mL) y se lavé con una disolucion saturada de NaCl
(2 x 40 mL). La fase organica se secd con MgSOys, se filtro y el CH2Cl> se evaporo en el
rotavapor. El producto 23 se precipitdé en tolueno, se filtré y se secd a vacio en un embudo

Buchner con placa filtrante. La estructura del compuesto 23 se comprobé mediante "H-RMN.

Oxido de ((1R,2R)-2-hidroxiciclooctil)difenilfosfina (23). Se obtuvieron

HO \\:PPhZ 12,33 g, 49% de rendimiento como un sdlido blanco.
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H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.79-7.68 (m, 4H), 7.59—7.53 (m, 2H), 7.50~7.45 (m, 4H),
5.20 (bs, 1H), 4.14-4.05 (m, 1H), 2.79-2.71 (m, 1H), 1.95-1.57 (m, 8H), 1.49-1.30 (m, 3H),
1.24-1.14 (m, 1H).

En un matraz de dos bocas de 250 mL flameado y purgado con N, se afiadié NaH (60%, 927
mg, 24,7 mmol), que se lavo con tolueno (20 mL) para quitar el aceite mineral. EI NaH asi
obtenido se lavé con pentano (3 x 20 mL) para eliminar los restos de tolueno. Se dejo secar
el pentano con flujo de N2y se afiadié parte del volumen total de DMF (25 mL) previamente
desoxigenado con flujo de N.. Posteriormente, a través de embudo de adicién previamente
flameado y purgado con Ny, se afiadié una disolucién de 23 (4,05 g, 12,33 mmol) en la otra
parte del volumen de DMF empleado (35 mL), gota a gota. La reaccién se mantuvo en
agitacion constante durante media hora a temperatura ambiente. La reaccién se quenched
con agua y hielo y el producto, el trans-cicloocteno (16), se extrajo con pentano (120 mL). Se
lavé con agua (2 x 80 mL) para eliminar los restos de DMF, se secd con MgSQO., se filtré y se
evapor6 en el rotavapor con un bano de agua/hielo para evitar la evaporaciéon del trans-

cicloocteno. La estructura del trans-cicloocteno fue comprobada por "H-NMR.

<:i> trans-Cicloocteno (16). Se obtuvieron 0,94 g, 69% de rendimiento como un

liquido transparente.

H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 5.53-5.43 (m, 2H), 2.36-2.32 (m, 2H), 1.98-1.88 (m, 4H),
1.82-1.74 (m, 2H), 1.46-1.35 (m, 2H), 0.81-0.73 (m, 2H).

5.3 Sintesis del N-carbonil arildiazeno 15

En un bulbo de reaccién flameado y purgado con N2, sobre una disolucion de fenilhidrazina
(13) (0.99 mL, 10 mmol) en acetonitrilo seco (20 mL), se afadié piridina (1,7 mL, 21 mmol).
La mezcla se enfrio a 0°C en bafio de agua/hielo y, a continuacion, se anadio cloroformiato de
etilo (1,1 mL, 11 mmol) gota a gota con agitacion constante. La mezcla se mantuvo a 0°C
durante 15 minutos y luego a temperatura ambiente durante 3 horas con agitacién continua.
Sobre el crudo de reaccion se anadio agua (20 mL) y HCI (6 M) hasta que el pH se encontraba
entre 4 y 6. El producto se extrajo con diclorometano (5 x 10 mL), y la fase organica se lavd
con disolucién saturada de NaHCO3 (20 mL) y NaCl (20 mL). La fase organica se secé con
MgSOs, se filtrd por gravedad y el disolvente se evaporé en el rotavapor para dar lugar a la

hidrazina funcionalizada 14.

En un bulbo de reaccioén flameado y purgado con N2, sobre una disolucion de la fenilhidrazina
funcionalizada 14** obtenida en el paso anterior (1,8 g, 10 mmol) y piridina (2,26 mL, 11 mmol)

en diclorometano seco (70 mL), se afiadié poco a poco NBS (2 g, 11 mmol). La reaccion se
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mantuvo a temperatura ambiente durante media hora con agitacién continua. La mezcla de
reaccion se lavo con HCI (5%, 75 mL), NaxS203 (1,5% aq, 50 mL), disoluciéon saturada de
NaHCOs3; (50 mL) y disolucién saturada de NaCl (50 mL). La fase organica se secoé con MgSOQOsa,
se filtré por gravedad y el disolvente se evaporo en el rotavapor, para obtener el N-carbonil

arildiazeno 15 cuyos datos espectroscopicos coinciden con los de la bibliografia.*4

5.4 Sintesis del derivado de cinnolina 17 a través de la reaccion de azo-Povarov

En un tubo de microondas flameado y purgado con N2 sobre una disolucion del N-carbonil
arildiazeno 15 (89 mg, 0,5 mmol) en cloroformo seco (3 mL) se afiadié el frans-cicloocteno
(16) (0,28 mL, 0,75 mmol). La reaccion se mantuvo en agitacion alta durante 4 horas en el
reactor de sintesis organica asistida por microondas a 111°C, 44 psi y 200 W. Se evaporo el
disolvente en el rotavapor, el producto se precipitdé en acetato de etilo a -24°C y se filtré por

gravedad.

(6aS*,12aR*)-6a,7,8,9,10,11,12,12a-Octahidrocicloocta[c]cinnolina-
6(5H)-carboxilato de etilo (17). Se obtuvieron 121 mg, 84% de rendimiento

COLEt

como un solido blanco amarillento. p.f.: 113-114 °C.

IR (cercano) vmax: 3322, 2922, 2853, 1690 cm™".

H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.27 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.05 (i, J = 7.6, 1.1 Hz, 1H), 6.92
(td, J= 7.6, 1.2 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.31 (bs, 1H), 4.52 (dt, J = 11.4, 3.5 Hz, 1H),
4.12(q, J= 7.1 Hz, 2H), 2.84 (dt, J = 11.4, 4.5 Hz, 1H), 2.31-2.22 (m, 1H), 2.16—2.07 (m, 1H),
1.85-1.61 (m, 8H), 1.55-1.43 (m, 2H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C {'"H} NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm): 155.6, 146.2, 129.4, 126.7, 125.7, 121.70 114.4,
61.9, 55.8, 34.9, 32.5, 31.9, 27.5, 27.3, 24.6, 24.6, 14.5.

ESI-HRMS (Cl) m/z calculado para C17H2sN202 ([M+H]*") 289.1911, medido 289.1909.
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5.4.1 Preparacion de la cinnolina 17 a escala de gramos

El procedimiento fue exactamente el mismo que el del apartado 5.4, pero las cantidades
empleadas, tanto de reactivos como de disolvente, fueron 8 veces superiores, se aumento el

tiempo de reaccion a 8 horas, y se obtuvieron 0,75 g de la cinnolina 17, 65% de rendimiento.

5.5 Transformacion de la cinnolina 17

En un bulbo de reaccién flameado y purgado con N, sobre una disolucion del compuesto 17
(58 mg, 0,2 mmol) y piridina (69 uL, 0,84 mmol) en acetonitrilo seco (6 mL), se afadié NBS
(149 mg, 0,82 mmol) y la reaccibn se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion
constante durante 1 hora. El crudo de reaccion se lavo con HCI (1,5 M, 15 mL), Na2S203 (1,5%
aqg, 15 mL), disolucién saturada de NaHCO3 (15 mL) y disolucion saturada de NaCl (15 mL).
La fase organica se secod con MgSOQOs., se filtré por gravedad y el disolvente se evaporé en el
rotavapor. El compuesto se purificd a través de cromatografia en columna flash de gel de silice

con una fase movil de hexano/acetato 97:3.

2-Bromo-7,8,9,10,11,12-hexahidrocicloocta[c]cinnolina (18). Se obtuvieron 25 mg, 43% de

rendimiento como un solido amarillo. p.f.: 167-169°C.
IR (cercano) vmax: 2920, 2844, 1730, 1603, 1467, 837 cm™".

H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.32 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 2.0
Hz, 1H), 7.77 (d, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H), 3.42 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.17 (t, J = 6.4
Hz, 2H), 1.96—1.90 (m, 2H), 1.89-1.83 (m, 2H), 1.50—1.44 (m, 2H), 1.30-1.23

(m, 2H).

3C {'"H} NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm): 157.9, 147.7, 132.7, 132.3, 131.6, 126.2, 125.6,
125.0, 33.6, 31.4, 30.1, 26.5, 25.6, 25.1.

ESI-HRMS (CI) m/z calculado para C14H16BrN2 ([M+H]*) 291.0491, medido 291.0485.
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