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Abreviatures

a2AR: Receptors az-adrenergics

ACN: Acetonitril

AgOAc: Acetat de plata

AKT o PKB: Protein kinase B

BAX: Bcl-2-associated X

B-CK: Brain creatine kinase

CDK5: Cyclin-dependent kinase 5

CREB: cAMP response element-binding
Kare: Canals de potassi ATP-dependents
FXR: Farnesoid X receptor

GSK3B: Glycogen synthase kinase 3 beta
11-IR: Receptors imidazolinics |1

I>-IR: Receptors imidazolinics I,

I3-IR: Receptors imidazolinics I3

IR: Receptors imidazolinics

IRAS: Imidazoline Receptor Antisera-Selected
MA: Malaltia d’Alzheimer

MAO: Monoaminooxidasa

Nrf2: Nuclear erythroid 2-related factor 2
RMN: Ressonancia Magnetica Nuclear
RVLM: Medul-la Rostral Ventrolateral
SAMP8: Senescence-Accelerated Mouse Prone 8

sAPP: Soluble Amyloid precursor protein



Resum: La importancia farmacologica dels receptors
imidazolinics i dels seus lligands

En el context actual, on es requereix fomentar la investigaci6 de noves dianes

terapeutiques, es presenten els receptors imidazolinics (IR).

Objectius: Realitzar una cerca bibliografica sobre els IR per determinar la seva
importancia en farmacologia i del desenvolupament de lligands selectius d’aquests

receptors.

Metodologia: Per a I'obtencid de la bibliografia s’ha emprat la base de dades SciFinder i,
durant la part experimental, s’han utilitzat técniques de laboratori per a la sintesi i la

caracteritzacio dels compostos.

Resultats i discussio: Els IR sén una familia heterogenia formada per tres subtipus de
receptors, que es troben implicats en diferents patologies: els receptors imidazolinics I1
(11-IR) es relacionen amb el control de la tensié arterial; els I>-IR amb alteracions
neurologiques i control del dolor; i finalment, els Is-IR en la secrecié d’insulina i el control
de la glucemia. El seu estudi es basa en 'observacio dels efectes fisiologics que provoca
la seva activacié mitjancant I’Us de lligands. Tant els 11-IR com els I-IR sén els grups més
estudiats i disposen d’'un nombre major de lligands sintetitzats, en canvi, els Is-IR el
nombre de lligands és bastant més baix. En la part experimental del treball, s’"ha dut a

terme la sintesi de deu derivats d’'una nova familia d’a-iminofosfonats biciclics.

Conclusié: La cerca realitzada ha permes justificar el gran potencial dels IR i s’ha
demostrat la importancia del desenvolupament de lligands selectius en el seu estudi.
Finalment, gracies al treball experimental, s’ha establert un protocol sintetic de

composts doble a-iminofosfonats biciclics.

Paraules clau: Receptors imidazolinics, receptors az-adrenérgics, lligands selectius, a-

iminofosfonats biciclics, doble cicloaddicié [3+2].



Abstract: The pharmacological importance of imidazoline
receptors and their ligands

In the current context, where the investigation of new drug targets needs to be

promoted, Imidazoline Receptors (IR) emerge as promising candidates.

Objectives: To conduct a bibliography review on IR, establish their relevance in

pharmacology and explore the development of selective ligands for these receptors.

Methodology: The SciFinder database was used to collect bibliographic information
about the receptors and their ligands. In the experimental section, various laboratory

techniques were employed to synthesize and characterize new compounds.

Results and discussion: IR are a heterogenous family categorized into three subtypes,
each involved in different pathologies: Imidazoline receptor |1 (11-IR) are associated with
arterial blood pressure regulation; I-IR play a role in neurological disorders and pain
management, and I3-IR are linked to insulin secretion and glucose level regulation. Their
study relies on observing the physiological effects triggered by selective ligands
activation. I1-IR and I,-IR are the most extensively studied, with a great number of ligands
synthesized, while fewer ligands have been developed for Is.IR. In experimental phase,

ten bicyclic a-iminophosphonates derivates were synthesized.

Conclusion: The work highlights the significant potential of IR, and it demonstrates the
importance of developing selective ligands for their study. Additionally, the experimental
work established a synthetic protocol for novel double a-iminophosphonates

compounds.

Key words: Imidazoline receptors, az-adrenergic receptors, selective ligands, a-

iminophosphonates, doble [3+2] cycloaddition.



Integracio en els diferents ambits docents

Aquest treball dut a terme en el Departament de Farmacologia, Toxicologia i Quimica
Terapéutica disposa com a ambit docent principal la quimica farmaceéutica, ja que
I'objectiu d’aquest és la contribucid al procés de desenvolupament de nous farmacs, en
concret, en la investigacié de noves dianes terapeutiques i en el disseny i sintesi de
molécules que permetin la seva modulacié amb la maxima eficacia. Aquest procés també
inclou la comprensié dels mecanismes de reaccid per desenvolupar nous protocols

sintetics amb el maxim rendiment.

Tanmateix, 'ambit de la farmacologia i terapéutica també desenvolupa un rol important
en el treball, sobretot en definir la implicacié de les dianes en les diferents patologies i
en l'estudi, mitjangant I'experimentacié en diferents models cel-lulars i animals, dels
efectes fisiologics que produeix la seva activacid. A més a més, recau sobre aquest ambit
I'estudi dels compostos amb capacitat d’unir-se a la diana, per definir les seves propietats

farmacologiques.

Finalment, I'ambit de la bioquimica i la biologia molecular permeten la comprensié de
les vies de senyalitzacid cel-lulars i la interpretacié de les desregulacions que es
produeixen en els processos patologics. D’aquesta manera, poder connectar la correccié
d’aquesta desregulacié, mitjancant la modulacié de la diana, amb I'efecte fisiologic que

es produeix.



Contribucido del treball a l'assoliment dels Objectius de
Desenvolupament Sostenible

Aquest treball pretén contribuir a I'assoliment dels objectius “Good Health and Well-

Being” ODS 3 i “Industry, Innovation and Infrastructure” ODS 9.

Les Nacions Unides plantegen, mitjangant I'aplicacié de I'ODS 3 i sota la premissa de no
deixar ningu enrere (No one left behind), que tots els individus puguin gaudir d’'un bon
estat de salut i benestar. No obstant aix0, la situacié actual de la indUstria farmaceéutica
es caracteritza per un escas éxit en el procés d’aprovacié de nous farmacs, fet que
incrementa els costos de desenvolupament i dificulta I'assoliment d’una cobertura de
salut mundial. Aquest treball pretén contribuir en la investigacié de noves dianes que
permetin 'obtencid d’eines terapeutiques amb la maxima qualitat, eficacia, seguretat i

accessibilitat per a tothom.

Pel que fa a “Industry, innovation and Infrastructure” ODS 9, un dels principals problemes
que afronta el planeta sén les elevades emissions de dioxid de carboni, estretament
relacionades amb el sector industrial. Per fer front a aquesta problematica és essencial
fomentar tecnologies sostenibles que permetin I'Gs eficient dels recursos, per tal
d’obtenir el maxim rendiment amb el menor cost ambiental. Seguint els principis de la
guimica verda, les reaccions sintétiques d’aquest treball s’han realitzat en un reactor
microones, el qual permet obtenir alts rendiments amb un menor temps i una baixa
generacido de residus. Aixi mateix, els pocs generats sén correctament eliminats

mitjancant el pla de gestid de residus de la Universitat de Barcelona.
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1- Introduccio

El percentatge de farmacs que superen les fases cliniques i aconsegueixen l'aprovacio
per a la seva comercialitzacid s’ha vist ampliament reduit, donant explicacié a 'augment

del cost de desenvolupament d’un farmac en els ultims anys.

Entre el 1990 i el 2005, a I'inici de la fase clinica I, les probabilitats d’aprovacié d’un
farmac eren aproximadament d’un 26%, és a dir, 1 de cada 4 compostos que entraven a
fases cliniques aconseguia I'aprovacid. Actualment, entre I'any 2018 i el 2022, aquest
percentatge s’ha reduit fins al 10,8% i, només 1 de cada 10 compostos ho aconsegueix.'?
Aix0 ha suposat un increment en el cost de desenvolupament per farmac, que ha passat
d’1,2 bilions de dolars entre 1985 i 2001, a 2,8 bilions entre 2018 i 2020.% Per tant, una
reducciéo de més de la meitat de la taxa d’exit concorda amb un augment de més del

doble de cost de desenvolupament.

D’aquesta manera, es pot assumir que el fracas en la industria farmacéutica és una part
inherent del procés. Aixi doncs, és clau la comprensid de les causes d’aquest per tal de
millorar la situacid i que el triomf no es consideri un esdeveniment tan rar en aquesta

disciplina.

Segons dades d’estudis clinics, entre el 2010 el 2017, les principals causes de fracas van
ser:3

e Falta d’eficacia clinica, 40-50%.

e Toxicitat, 30%.

e Molecules amb poques propietats drug-like, 10-15%.

e Altres causes relacionades amb la comercialitzacié i marqueting, 10%.

S’observa que la falta d’eficacia predomina sobre la resta, per tant, és ldgic pensar que
la industria farmaceutica dediqui un gran esfor¢ en la validacié de noves dianes
terapéutiques. La capacitat de descobrir noves dianes és clau per al desenvolupament
farmacologic i per obtenir coneixement sobre els mecanismes de la malaltia, i aixi evitar
una manca d’eficacia a conseqiiéncia de l'eleccié de dianes amb poca capacitat de tractar

la patologia.*

En el context de cerca de dianes terapeutiques prometedores, en aquest treball es

presenten els receptors imidazolinics (IR).

1.1 - Historia dels receptors imidazolinics (IR)

El descobriment dels IR esta estretament relacionat amb la clonidina, actual farmac
comercialitzat a Espanya per al tractament de la hipertensié i que disposa d’un anell

d’imidazolina en la seva estructura. La clonidina va ser dissenyada i sintetitzada el 1960

1



per Boehringer Ingelheim Pharma com a descongestionant nasal, no obstant aixo, més
endavant es van observar els seus efectes antihipertensius i bradicardics, ja que és capac
d’interaccionar amb els receptors az-adrenérgics (a2AR) centrals que provoquen una

disminucid periférica del sistema nervids simpatic.”

Malgrat els efectes antihipertensius, el seu Us actualment és bastant reduit, a causa dels
seus efectes adversos: sedacid, boca seca, impoténcia... els quals sén provocats per la
interaccié amb els a2AR. En 1979, ja se’n tenia constancia i, a partir d’aquell moment, la
recerca es va centrar la investigacioé d’un segon lloc d’unioé de la clonidina amb l'objectiu

d’aillar I'accié antihipertensiva fora dels efectes adversos.®’

En 1984, el grup del Dr. Bousquet va introduir per primer cop el concepte d’un lloc d’unié
preferent d’estructures amb el nucli d’imidazolina, utilitzant microinjeccions de diferents
molécules dins de la medul-la Rostral Ventrolateral (RVLM) de gats normotensos.
Aquesta zona és coneguda per aglomerar neurones simpatiques que actuen com a
centre vasopressor. La injeccié de clonidina provocava hipotensid, en canvi, l'a-
metilnoradrenalina, que és altament selectiva pels a2AR, no causava el mateix efecte. No
obstant aixd, la injeccié d’altres compostos amb estructura d’imidazolina, com Ia
cirazolina i I’'ST 587, si provocaven una disminucio de la tensid arterial, per tant, es va
constatar l'existencia d’un lloc d’unié d’imidazolines responsable dels efectes

antihipertensius.® experiment es troba representat en la Figura 1.

Receptor
a-adrenérgics (a,AR)

Lloc d'unié
d'imidazolines

Clonidina

Cirazolina

Disminucié Pressio

¢ Arterial ¢

Figura 1: Representacié de I'experiment del Dr. Bousquet que demostren I'existencia d’un lloc d’unié

Medul-la Rostral
Ventrolateral (RVLM)

d’imidazolines.? En vermell s’indica I'anell d’imidazolina.

Aixi doncs, es va plantejar la sintesi de derivats de la clonidina amb una major afinitat

pels IR i menor pels a,AR, fruit d’aquesta recerca apareix una segona generacié de

2



compostos amb accié hibrida utilitzats en el tractament de la hipertensid, la moxonidina

i la rilmenidina, dels quals se’n parlara més endavant.

Amb la investigacid de la nova familia de receptors, es va descobrir la seva alta
heterogeneitat i, amb el temps, es van classificar en tres subtipus, els quals presentaven

caracteritzacions bioquimiques, farmacologiques i funcionals totalment diferents.®

Malgrat el gran esfor¢ aplicat en lestudi dels IR, es continuen considerant
estructuralment orfes. Ja que no s’ha pogut obtenir I'estructura de cap dels tres tipus de
receptors. Aix0d impedeix I'aproximacio Structure Based Drug Design,® és a dir, impedeix
utilitzar I'estructura de la diana per dissenyar o seleccionar els millors lligands que hi
puguin interaccionar. Per tant, s’ha hagut de recdrrer a lligands ja coneguts de la diana,
per usar la seva estructura com a punt d’inici per al desenvolupament de les noves
molécules, el qual s'anomena Ligand Based Drug Design.® Per aquest motiu, es remarca

la importancia del desenvolupament de nous lligands.

2- Objectius
Davant de la situacié actual de la industria farmacéutica, on es destaca la importancia de
la investigacié de noves dianes terapeutiques, s'emmarca aquest treball de final de grau
amb l'objectiu principal de realitzar un estudi bibliografic dels IR, la seva importancia en

farmacologia i del desenvolupament de lligands selectius d’aquests receptors.

Per obtenir una visié farmacologica completa i assolir 'objectiu principal es dividira el

treball en tres seccions diferents, on cada una disposara del seu propi objectiu:

e 1a Part: Justificar laimportancia de la investigacid dels IR i del seu Us com a diana
terapéutica, mitjancant una cerca de la bibliografia més recent sobre les
caracteristiques dels receptors, la seva implicaciéd en patologies i els efectes

farmacologics derivats de la seva modulacié.

e 2a Part: Explorar els lligands utilitzats fins a l'actualitat en l'estudi dels IR,
centrant-se en la seva estructura, afinitat i selectivitat per a la diana. A més a
més, justificar la importancia del desenvolupament de nous lligands IR i valorar

el seu impacte en la caracteritzacié dels receptors.

e 3a Part: Treball experimental amb I'objectiu d’establir un protocol sintetic per a
la sintesi de derivats d’una nova familia d’a-iminofosfonats biciclics amb
selectivitat pels I;-IR, i aixi contribuir en I'augment de l'arsenal de nous lligands
IR.



3- Metodologia

En la major part de la realitzacio d’aquest treball, corresponent a la 1a i 2a part, s’ha dut
a terme una cerca bibliografica sobre I'Gltima informacié disponible dels IR. Mitjangant
la base de dades Scifinder, escollida preferentment pel caracter quimic del treball, s’ha

accedit al gran repertori d’articles cientifics i revisions sobre la tematica a tractar.

Dins de les funcions que ofereix el motor de cerca d’Scifinder, principalment, s’ha usat
I'apartat References per a I'estudi corresponent als IR i als seus lligands. No obstant aixo,
també s’ha utilitzat 'apartat Substances per a la cerca d’un compost en concret i obtenir

tota la bibliografia relacionada, en especial, durant la realitzacié de la 2a part del treball.

Per obtenir el maxim nombre de resultats disponibles sobre cada tipus d’IR, s’"han usat
els termes "imidazoline |_ receptors" OR "imidazoline |_ binding sites" OR "[|_-
imidazoline”, que corresponen als més emprats per referir-se a aquestes entitats.
Seguidament, per centrar la cerca sobre una patologia, un 6rgan o un lligand en concret,
s’ha emprat I'operador AND per creuar tots els resultats obtinguts amb el terme en
especific. També mencionar, I'Us de revisions com a font de bibliografia i com a consulta
de la informacié més rellevant sobre la tematica. Finalment, cal destacar, la consulta del
material publicat i elaborat pel grup d’investigacié en que es pretén contribuir durant

I'elaboracié d’aquest treball.

Pel que fa a la part experimental del treball, corresponent a la 3a part, ha estat necessari
el domini de les técniques del laboratori de quimica organica per a la sintesi, purificacié
i caracteritzacio dels compostos. A més a més, de I'Us de diferent programari com ara el
MestreNova per a la visualitzacid i analisi dels espectres de Ressonancia Magneética

Nuclear (RMN), i el Chemdraw, pel dibuix de les estructures dels compostos.

Finalment, per a la redaccié del treball, s’"ha usat el Zotero com a gestor bibliografic de
la informacid necessaria per a la realitzacid del treball i per a I'elaboracié de la

bibliografia.

4- Resultats i discussio

4.1 - 1a Part: Receptors imidazolinics (IR)

Originalment, els IR sén descrits com llocs d’unié no adrenérgics no sensibles a
norepiniefrina, perd si reconeguts pels lligands marcats radioactivament [3H]-clonidina,
[3H]-p-aminoclonidina i [3H]-idazoxan.’® Més endavant, es va observar I'existéncia de
diferents subtipus d’IR, els quals presentaven afinitats diferents per determinats radio

lligands, es localitzaven en diversos llocs, tant a escala de l'organisme com a escala



cel-lular, i la seva modulacié permetia induir efectes fisiopatologics totalment diferents.

Els IR se subdivideixen en:

e Receptorsimidazolinics 11 (11-IR): tenen una elevada afinitat per la [*H]-clonidina, en
canvi, presenten baixa afinitat pel [3H]-idazoxan. Van ser els primers receptors a ser
descrits i els que han estat objecte de més estudi. Funcionalment, s’han relacionat
amb el sistema cardiovascular i el seu efecte simpatic-inhibitori que permet
disminuir la tensio arterial.

e Receptors imidazolinics 12 (I2-IR): tenen una elevada afinitat pel [3H]-idazoxan,
tanmateix, presenten baixa afinitat per la [3H]-clonidina i [3H]-p-aminoclonidina. Es
van descobrir a posteriori i ha resultat ser una familia de receptors molt
heterogénia. Es destaca la seva implicacié en el control del dolor i en trastorns
mentals.

e Receptors imidazolinics I3 (I3-IR): sén els més recents i desconeguts, per aquest
motiu se’n disposa de molt poca informacid. Es localitzen a les cel-lules B-

pancreatiques i permeten regular la secrecié d’insulina amb la seva activacio.

4.1.1 - Receptors imidazolinics I1-IR

Historicament, malgrat no ser el radiolligand amb més especificitat pel receptor, s’ha
utilitzat la clonidina com a marcador diferenciador dels 11-IR i distingir-los de la resta de
subtipus de IR. Més endavant a la definicid s’hi va afegir el requisit de ser antagonitzat

per 'efaroxan.®

Des d’un inici es va constatar el bulb raquidi, concretament la RVLM, com a principal
localitzacié dels |1-IR, no obstant aix0, estudis posteriors han demostrat la seva presencia
en ronyd, plaquetes, cel-lules cromafins de la glandula adrenal, fetge, cor i estdmac. En
I'ambit cel-lular, els receptors s’expressen a la membrana plasmatica, principalment en

terminals presinaptics.®

Es va establir la proteina humana Imidazoline Receptor Antisera-Selected (IRAS) o, en
ratolins nischarin, com a part essencial del receptor tant per a la unié amb els lligands
imidazolinics com per iniciar la cascada de senyalitzacid. Es va demostrar que el
tractament amb oligonucleotids antisentit dirigits al gen IRAS disminueix I'expressié de
I1-IR i, que la immunoreactivitat de la proteina també disminueix paral-lelament en
minvar la densitat dels receptors.!! Malgrat aix0, experiments recents usant lligands més
selectius pels I1-IRi animals transgenics que no expressen la proteina han demostrat que
I'activacié del receptor no es veu afectada per I'abséncia de IRAS, deixant la hipotesi que

IRAS es tracti d’'un cofactor de baixa afinitat que contribueix a assolir una resposta



maxima als lligands poc selectius.!> Tal com es pot observar, actualment encara no

existeix un consens sobre I'estructura dels receptors.

Respecte a la farmacologia dels receptors, I'enfocament principal s’ha dirigit cap al
tractament de la hipertensié i d’altres alteracions del sistema cardiovascular, tot i aixo,
altres comorbiditats podrien beneficiar-se de la modulacié d’aquesta diana com: la
sindrome metabolica,’® I'esteatosi hepatica,'* la diabetis,’> el dolor® i la disfuncié

renal.l” A continuacio es realitzara un repas de cada una de les aplicacions mencionades.

Alteracions del sistema cardiovascular

Des d’un inici, I'accié antihipertensiva ha estat la més estudiada i és |'Unica indicacié que
disposa de farmacs aprovats. Com ja s’ha comentat, el concepte dels 11-IR naix a través
de l'intent de separar el component antihipertensiu dels efectes adversos associats a
I'activacié dels a;AR. Malgrat que inicialment es cregués possible, el paper dels a2AR en

la hipertensio esta molt lligat als I1-IR.

En Espanya, en l'arsenal terapéutic per al tractament de la hipertensid, estan disponibles
dos farmacs d’accié central: la clonidina, principalment d’accié sobre els a2AR i la
moxonidina, fonamentalment sobre els l1-IR. La rilmenidina, un altre lligand d’accié
sobre els 11-IR, no es troba comercialitzat a Espanya, pero si en altres paisos com Franga,
Portugal i Romania. Actualment, aquests farmacs, tot i demostrar ser eficacos i segurs,
es posicionen de les Ultimes opcions en el tractament antihipertensiu. No obstant aixo,
s’esta reconsiderant el seu paper en la terapia de les formes d’hipertensié amb un
predomini del to simpatic, com ara: l'associada amb l'obesitat, diabetis, insuficiencia
renal cronica...!® per exemple, en I'assaig clinic MARRIAGE?® dut a terme el 2024, es
demostra I'equivaléncia en seguretat i eficacia entre la monoterapia de moxonidina i
ramipril en el tractament de la hipertensié en pacients amb sobrepés i diabetis. Aixi
mateix, la combinacié dels dos farmacs ofereix un major control de la pressié arterial

sense alterar els parametres metabolics.

Tal com es mostra en la Figura 2, Ia hipotesi actual afirma que els I1-IR es troben en una
posici6 superior en la cascada de senyalitzacié. Quan es produeix l'activacié del I1-IR, té
lloc un augment de catecolamines en la RVLM que provoca l'activacié dels a2AR, amb la
consegiient depressid de les neurones presinaptiques i la disminucid del to simpatic.?°
Aixd permet explicar per qué s’aboleix I'accié antihipertensiva dels I1-IR en animals
geneticament modificats que no expressen el aAR o amb I'Us d’altes dosis

d’antagonistes a;AR selectius.
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Figura 2: Mecanisme d’accié antihipertensiva proposat per als I1-IR.

A més a més de I'accid antihipertensiva, han demostrat exercir un control beneficids en

altres patologies relacionades amb el sistema cardiovascular com soén les segiients:

e Hemorragia intracranial

La seva accié pot anar més enlla de la disminucié de la pressié arterial. Ja que han
demostrat produir efectes neuroprotectors i preservar la funcid cerebral mitjancant
accions antiinflamatories, prevencié de l'apoptosi, prevencid de l'edema cerebral i

reduccid de I'excitotoxicitat causada per excés de neurotransmissors excitadors.?!

e Arritmies cardiaques
La modulacié dels I1-IR centrals produeix efectes antiarritmics gracies a I'obertura de
canals de potassi ATP-dependents (Karp) i al tancament dels canals mitocondrials mPTP,
de forma conjunta promouen la proteccié dels cardiomiocits. El mecanisme implica la
participacié d’'una proteina G i de la via de senyalitzacid de la fosfatidilinositol 3-quinasa
(P13K), protein kinase B (PKB o AKT) i glycogen synthase kinase 3 beta (GSKsf), on la

inhibicié de la GSK3B permet l'obertura i el tancament dels canals anteriors.??

e Hipertrofia cardiaca
A més a més de la reduccié de la pressio arterial i de la freqliencia cardiaca que provoca
I'activacié dels I1-IR centrals, es planteja I'existéncia de |1-IR en el muscul cardiac, tant en
cardiomiocits com en fibroblasts. La modulacié d’aquests receptors cardiacs, a banda de
disminuir la concentracié de citoquines proinflamatories que promouen la hipertrofia i

I'apoptosi dels cardiomiocits, permet induir canvis en la supervivéncia i mort cel-lular



mitjangant una accio selectiva. En el cas dels fibroblasts, es promou la mort cel-lular i, en
el cas dels cardiomiocits, la supervivéncia. D’aquesta manera, s’influeix en la dinamica

de la matriu extracel-lular i el remodelatge cardiac.?

e Alteracions vasculars de la sindrome metabolica
Sobretot tenen lloc a escala de capil-lars cerebrals i es manifesten en forma de disfuncié
endotelial, augment de l'estrés oxidatiu, inflamacid i reduccié de la perfusidé vascular.
Aquestes alteracions en la microcirculacié del cervell, juntament amb la resisténcia a la
insulina, es troben involucrades en el desenvolupament de malalties
neurodegeneratives.?* Els |1-IR permeten recuperar la funcionalitat vascular en reduir el
to simpatic i en influir directament en la patogenia de la sindrome metabolica, aspecte

que s’explicara en més detall a continuacié.

Sindrome metabolica

La dislipemia, hipertensid, hiperglucemia, resisténcia a la insulina i obesitat visceral sén
factors de risc que formen part dels criteris diagnostics de la sindrome metabolica.?® En
I'apartat anterior s’ha comentat el paper dels |:-IR en el control de la hipertensio,
tanmateix, els receptors permeten exercir un rol beneficids sobre els altres factors de

risc i, d’aguesta manera, desenvolupar un control complet d’aquesta sindrome.

Per una banda, I'activacié dels I1-IR permet revertir un augment constant del to simpatic,
el qual es considera un promotor del desenvolupament de l'obesitat. Estimulacions
adrenérgiques perllongades poden induir la dessensibilitzacié dels receptors beta-
adreneérgics, disminuir el consum d’energia i augmentar el consum d’aliments, provocant

un increment del teixit adipds i de la resisténcia a la insulina.?

Per altra banda, fora de la seva activacié central i independentment dels efectes
simpatic-inhibitoris, els 11-IR es troben involucrats directament en la sensibilitat de la
insulina, ja que estimulen la fosforilacié de I’AMP-activated protein kinase (AMPK) en els
hepatocits i produeixen un augment en la secrecié d’adiponectina.’> A més a més, l'accié
directa sobre els hepatocits permet millorar el metabolisme dels carbohidrats, reduir la

lipogénesis i millorar el perfil lipidic.2

Esteatosi hepatica

Malgrat ser una patologia amb una incidéncia bastant alta, el tractament de |'esteatosi
actual és bastant insatisfactori. Aixi mateix, es tracta d’'una malaltia que sense el

tractament adequat pot arribar a desencadenar cirrosi o cancer.?’

S’han descrit dues vies mitjancant les quals els I1-IR influeixen en la patogeénia:



e Via del Nuclear erythroid 2-related factor 2 (Nrf2): Els receptors augmenten
I'activitat d’aquest factor de transcripcid, el qual ja és considerat una diana amb
gran potencial per al tractament de la malaltia gracies a la induccié de Ia
transcripcié de gens antioxidants i antifibrotics. A més a més, el Knockout de I1-
IR o de Nrf2 impedeix aquest efecte, per tant, permet confirmar aquesta
relacid.?’

e Via de p-38: S’incrementa I'expressié del farnesoid X receptor (FXR) a
conseqliencia de l'activacio de p-38. FXR és un receptor d’hormona nuclear que
permet regular 'homeostasi lipidica a través del control del catabolisme del

colesterol a acids biliars.’*

Ambdues vies han sigut incrementades gracies al tractament amb lligands selectius dels

[1-IR, i han suposat una millora en models cel-lulars i murins d’esteatosi hepatica.

Insuficiencia renal

La insuficiencia renal es caracteritza per una disminucié del filtratge glomerular i la
manca de produccié d’orina, produint una acumulacié de substancies de rebuig a la sang

i excés de liquids.

L'activacié dels 11-IR renals és capag d’augmentar la seva funcio, reduir I'estrés oxidatiu,
augmentar els mecanismes antiinflamatoris i disminuir I'apoptosi. Per tant, es tradueix
en una preservacié de la funcid, una proteccidé davant dels possibles danys i una

prevencié de la fibrosi renal.'’

Per una banda, l'augment de la funcidé renal té lloc a través de l'estimulacié de la
fosfolipasa C, que culmina amb la generacid de prostaglandines antiinflamatories i la
vasodilatacio de l'arteriola aferent del ronyd, augmentant la pressio intraglomerular i,
conseqlientment, el filtratge. Per I'altra banda, ocasionen un increment en I'excrecid de
sodi, tant a causa de la disminucié del to simpatic per I'activacié dels receptors centrals,
com per l'accid directa en els ronyons en inhibir la bomba de Na/H*. A més a més, s’ha
observat un augment en la secrecié de Peptid natritiretic Auricular (ANP) derivada de la
modulacié dels I1-IR cardiacs, que també contribueix en I'augment de la diiresi i la

natriuresi.2®2°

Dolor neuropatic

Aquest tipus de dolor en alguns casos és induit per I'accié de farmacs neurotoxics, sent
la gran majoria antineoplastics. Alguns d’ells, com l'‘oxaliplati, sén molt usats en
guimioterapia i en moltes ocasions s’ha de restringir el seu Us gracies a aquest efecte

advers. Actualment, no existeixen opcions terapeutiques per evitar I'aparicié d’aquest



efecte, ja que la terapeutica analgésica no és massa satisfactoria i presenta molts efectes

adversos.

Un cop més, els I1-IR han demostrat ser una diana adequada per aquest problema.
Ladministracio repetida de lligands selectius permet prevenir els canvis en la poblacié
de les cel-lules de la glia i dels d’astrocits en el sistema nervids, fet que facilita el procés
nociceptiu, la hipersensibilitat i la persisténcia del dolor. Aixi mateix, els 11-IR inhibeixen
la via de senyalitzacié de factors de creixement del nervi, coneguts com uns potents
inductors del dolor; i bloquegen el canal de Ca?* voltatge dependent, molt relacionat

amb la nocicepci6.!®

Un aspecte important a considerar és la possible interacciéd amb I'efecte antineoplastic,
ja que un dels efectes que s’ha mencionat de I'activacié dels I1-IR és la reduccidé de
I'apoptosi. No obstant aix0, s’ha observat que no hi ha un augment en la supervivéncia

de les cél-lules tumorals en I'administracié concomitant.®

Els 11-IR han demostrat exercir un rol beneficiés en models cel-lulars i animals de les
anteriors patologies, corroborant en tots els casos que els efectes sén mediats per
I'activacié dels mateixos receptors, gracies a I'Us d’antagonistes selectius |1-IR o de
models geneticament modificats que no expressen el receptor. Per tant, es remarca la

importancia i funcionalitat dels I1-IR com a una possible nova diana terapéutica.

4.1.2 - Receptors imidazolinics I>-IR

Com ja s’ha mencionat anteriorment, des d’un inici s’ha usat el [3H]-idazoxan com a radio
lligand emprat per a la classificacié d’aquests receptors malgrat no disposar d’una
excel-lent selectivitat, ja que també s’uneix als a;AR. A més a més, aquests receptors es
caracteritzen per la seva gran heterogeneitat, fins al punt de no referir-se a una entitat

molecular especifica.

La seva expressio, igual que els 11-IR, també s’ubica en el SNC, perdo majoritariament en
astrocits i cél-lules de la glia. Aixi mateix, també s’han trobat en ronyons, fetge, colon,
placenta, uretra, prostata, medul-la adrenal, cossos carotides, plaquetes, pancrees i
cél-lules del muscul llis vascular. En canvi a escala cel-lular, es localitzen en la membrana

externa dels mitocondris.®

L'estrategia emprada per estudiar els IR es fonamenta en l'observacié dels efectes
fisiologics que produeix I'administracié de lligands selectius. No obstant aixo, al produir
efectes psicoactius, els lligands I>-IR disposen de la capacitat de presentar estimuls
discriminatius, aix0 permet entrenar éssers vius a reconeixer els estimuls provocats pels

lligands I-IR quan se’ls administra una altra substancia amb un mecanisme d’accié
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similar. D’aquesta manera, s'observa com substancies que incrementen la noradrenalina,
dopamina i serotonina en l'espai sinaptic, aconsegueixen substituir el tractament amb
els agonistes I>-IR, indicant la implicacié d’aquests neurotransmissors en el mecanisme

d’accié dels receptors.3°

Des d’un inici ha quedat constatat el paper dels 1,-IR com a inhibidors de I'enzim
monoamino oxidasa (MAO), a l'unir-se en un lloc al-lostéric de I'enzim.3! Tanmateix, no
es tracta de l'Unica proteina d’unid, ja que mitjancant assaigs immunoquimics s’ha
aconseguit aillar varies estructures proteiques unides als receptors, la gran majoria de
les quals se’n desconeix la identitat. Unicament s’ha determinat una d’elles, una proteina
de 45 kDa que es relaciona amb la brain creatine kinase (B-CK).3?2 Ambdues proteines
d’unié mencionades estan implicades en lalliberament de neurotransmissors,

concordant amb els resultats obtinguts amb els estimuls discriminatius.

Fins a I'actualitat, s’"ha descobert la implicacié dels I,-IR en molts processos fisiologics, la
cerca s’ha centrat en gran manera en el camp del dolor®® i les malalties
neurodegeneratives, com la Malaltia d’Alzheimer (MA)3*i de Parkinson.3® Fruit d'aquesta
investigacié s’han desenvolupat dues molécules que es troben en fases cliniques,
CR4056 (Taula 1) que es tracta del lligand First-in-class i es troba en fase Il per al
tractament oral de l'osteoartritis de genoll i dolor dental; i 1*C-BU99008 (Taula 1) en fase
| per al diagnostic PET de malalties neurodegeneratives. També cal mencionar, els
prometedors resultats obtinguts en altres ambits com en tumors glials® i depressid,3”32

on s’ha observat l'alteracié dels receptors.

Lligand | CR4056 | 11C-BU99008
Fase d’investigacio Fase clinica Il Fase clinica |
Osteoartritis de genoll i dolor
Indicacié g Radio-tragador PET dels I,.IR
dental
. Imperial College London i
Desenvolupament Rottapharm Biotech

GlaxoSmithKline

1
CH;

N
Estructura ©_</ ©/\l\>_<N
N=— / \N

Taula 1: Lligands I2-IR en fase clinica. Indicacié, estructura i desenvolupament. En vermell s’indica

I'estructura imidazolinica i en verd I'anell imidazole.

Tractament del dolor

En el Global Burden of Disease Study 2016, es va destacar el dolor i les malalties

relacionades amb ell com la causa principal de discapacitat. Es calcula, en el cas del dolor
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d’esquena baixa i de la migranya, uns 57,6 i 45,1 milions d’anys de vida perduts per culpa

de discapacitat, xifres superiors de les obtingudes en cancer, depressid, diabetis i MA.3°

El coneixement sobre la neurobiologia del dolor ha anat augmentant en aquests ultims
anys, tot i aixo, 'obtencié de nous i millors analgésics no ha seguit la mateixa tendéncia.3?
Aquesta carrega social-economica i manca d’arsenal terapéutic impliquen la necessitat
de continuar estudiant la complexa via del dolor i identificar noves dianes que permetin

el seu tractament.

Perqué una moléecula sigui considerada analgésica ha de complir almenys un dels tres
requisits seguents:33
1) Posseir propietats analgesiques per ella mateixa.
2) Actuar com a coadjuvant, augmentant lactivitat d’altres molécules
analgesiques o millorant la seva farmacocinetica.

3) Disminuir els efectes adversos d’altres analgésics.

Descending pain

Es proposa que el comportament analgesic (1) té  iniory projection

lloc gracies a la inhibicié de I'enzim MAO per la

Mitochondria

~

unio dels lligands en el lloc al-losteric, aixo T

Monoamine
Neurotransmitter

produeix una disminucié del metabolisme dels
neurotransmissors monoaminergics i provoca un

augment de les seves concentracions sinaptiques. 4

? )
Aixi doncs, la interaccidé dels neurotransmissors @ n——\“.a
. Second-order pain
amb els seus receptors corresponents condueix a st ooy
Analgesia
I'activacio de les vies descendents del dolor i a la

Figura 3: Extret de “Diagram

seva reduccid.3® Aquest mecanisme es troba describing the probable mechanism

representat en la Figura 3. of action of I2 receptor agonists.”

Els Iligands selectius dels 1,-IR sén efectius per reduir el dolor cronic, en especial aquell
induit per un estimul quimic. S’han obtingut resultats positius en models de rata
d’inflamacié i dolor neuropatic, oferint un control tant del component afectiu com
sensitiu del dolor.%° Aixi mateix, sembla no provocar un abus en models animals de rata,
inclds en aquells que tenen dolor i la seva reduccié podria suposar un poderds reforg
negatiu.*! Pel que fa al dolor agut, la seva eficacia es redueix considerablement,

Unicament sent capacos de reduir estimuls de baixa intensitat.*?

El dolor cronic normalment es manté durant més de tres mesos i implica administrar
diverses dosis d’analgesic, la qual cosa pot comportar tolerancia i perdua de l'efecte. No

obstant aixo, els lligands I,-IR han mostrat poca tendéncia a desenvolupar-la.°
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Amb l'objectiu de millorar el tractament del dolor agut, s’ha plantejat la combinacié dels
lligands 1-IR amb opioides, per tal d’oferir un control total del dolor. Actualment, els
opioides son els analgesics més efectius, pero el seu Us en clinica és molt limitat a causa
del gran nombre d’efectes adversos que presenten, com el restrenyiment, dependeéncia
fisica, abus i depressid respiratoria.*® En models animals, s’ha observat un component
sinergic en aquesta combinacid, on s'aconsegueix augmentar el potencial analgeésic dels
opioides (2) i reduir els seus efectes adversos (3), com ara: bloquejant la hipertermia
induida per morfina, atenuant el desenvolupament de tolerancia i els simptomes de

dependéncia i abus.*?

Aixi doncs, els lligands I>-IR no només compleixen un dels tres requisits necessaris per
considerar-se analgésics, siné que els compleixen tots tres. Aquest fet, sumat a la poca
predisposicio a desenvolupar tolerancia i abus, els concedeix un enorme potencial com
a eina terapéutica per al tractament del dolor, el qual es veu reflectit amb l'arribada del
lligand CR4056 a fase clinica.

CR4056 és un compost agonista, reversible i especific dels I,-IR que, com s’ha mencionat
anteriorment, es troba en fase Il per al tractament oral de I'osteoartritis de genoll i dolor
dental. Ha demostrat una potent activitat dosi-resposta en diferents models animals,
una bona seguretat, tolerabilitat i capacitat d’assolir nivells plasmatics acceptables en
fase I. Fins al moment, els resultats de fase Il continuen aportant evidéncia clinica de

rellevancia i seguretat.*

Tanmateix, tot i no haver-se provat en fase clinica, la sinergia amb opioides® i el
tractament del dolor neuropatic®® s’han assajat en models animals obtenint resultats
molt favorables. En aquest ultim estudi, CR4056 ha demostrat reduir l'al-lodinia
mecanica causada pel farmac bortezomib, la qual és dificilment controlable amb els

analgeésics actuals.*®

Trastorns del sistema nervios central

Lexpressid dels |;-IR s’ha vist alterada en nombroses patologies relacionades amb el SNC.
En el cas dels tumors glials, els quals constitueixen el grup més important de tumors
cerebrals en humans, la densitat dels receptors augmenta en els malalts. Aixi doncs, en
funcié de I'augment, es permet la seva classificacié de manera que a major expressio
major malignitat. Aixd permetria el diagnostic i la classificacié exacta del tumor, per tal

d’escollir la millor opcid terapéutica.3®

De la mateixa forma que en els gliomes, I'expressié dels receptors també es troba

augmentada en depressié*’ i malalties neurodegeneratives, com el Parkinson*®ila MA.3*
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La investigacid en aquest camp ha permes desenvolupar un radio lligand que aprofités
aquesta caracteristica per al diagnostic de les malalties neurodegeneratives esmentades.
Com s’ha mencionat anteriorment, el compost *!C-BU99008 es troba en fases cliniques
i disposa d’una selectivitat pels I,-IR molt elevada, que permet mapar la localitzacié i la

densitat dels receptors a través del seu Us en técnica PET.#°

La seva quantificacio pot servir com a marcador indirecte de la microglia reactiva, a causa
de l'augment de I'expressié dels receptors que es presenta. Aquest increment té un
paper clau en les etapes primerenques de les malalties, a conseqiiéncia dels mecanismes
compensadors neuroprotectors i la regulacié a I'alca de molécules proinflamatories. Es
important destacar que aquest fet és previ a l'inici de la pérdua cognitiva, cosa que

permet el diagnostic precog de la patologia.3>>°

Més enlla del seu Us com a eina de diagnostic, I'experimentacid recent ha demostrat
I'impacte positiu dels agonistes selectius I>-IR en el tractament de la MA i la depressio,

gue els constitueixen com a possibles dianes per al seu tractament.

Malaltia d’Alzheimer (MA)

Segons dades de I'OMS, cada any hi ha aproximadament 10 milions de casos nous de
demeéncia, dels quals el 60-70% es manifesten en forma de MA.>! Aixi mateix, tenint en
compte I'envelliment de la poblacié, la prevalenca d’aquesta patologia anira a I'alga en
els proxims anys.>? Actualment, és considerada incurable i la terapéutica disponible se
centra Unicament a pal-liar la simptomatologia.>® Tots aquests aspectes comentats
atribueixen a la MA un enorme pes en la nostra societat i la converteix en una necessitat

medica no coberta.

S’ha observat que els I,-IR augmenten en proporciod gracies a 'envelliment i a la MA>* A
més a més, la seva modulacié té efectes en el comportament i la cognicié, mostrant un
augment de l'activitat locomotora, memoria, capacitat d’aprenentatge i un efecte
ansiolitic. Els seus efectes neuroprotectors han sigut comprovats en diferents linies
cel-lulars i en models animals molt usats en la investigacié de la MA, com els ratolins
5xFAD i Senescence-Accelerated Mouse Prone 8 (SAMPS8), on s’han observat els seglients

canvis:>>°0

e Inflamacid neuronal: la reduccié de Glial fibrillary acid protein (GFAP) indica un
bon control en I'ambient inflamatori i I'astrogliosis, acompanyat d’'una menor
guantitat de citoquines proinflamatories com: IL-6, IL-18 i IL-1.

e Plaques de [-amiloide: historicament, juntament amb la proteina tau

constitueixen els principals hallmarks de |la patologia. La seva reduccio és gracies
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a modificacions en la via del soluble Amyloid precursor protein (sAPP), on es
redueix la via considerada amiloidogenica, sAPPJ, i augmenta la descrita com a
neuroprotectora, sAPPa.

e Proteina tau hiperfosforilada: a conseqlieéncia d’una disminucié de l'activitat de
la Cyclin-dependent kinase 5 (CDK5) i de la via de 'AKT-GSKpB, ja que ambdues
permeten la fosforilacié de la proteina.

e Estrés oxidatiu: té lloc un augment de la defensa antioxidant en incrementar
I'expressié del gen Heme oxygenase 1 (Hmox1).

e Plasticitat neuronal: Augment dels nivells de la forma fosforilada del
cAMP response element-binding (CREB), factor de transcripcid que incrementa
I'expressié d’una proteina molt important per al creixement neuronal i la
plasticitat, el Brain-derived neurotrophic factor (BDNF).

e Apoptosi: Reduccid de Fas-associated protein with death domain (FADD), caspasa
3 i Bcl-2-associated X (BAX), les quals es tracten de factors proapototics.

e Neurotoxicitat: Es disminueix I'activitat de Calpain, proteina que permet convertir
la proteina p35 a la seva forma activa p25, la qual provoca una activacio aberrant

de CDKS5 i neurotoxicitat.

Alguns dels efectes anteriors tenen com un punt inicial comd, la inhibicié de la
Calcineurina. Es tracta d’una fosfatasa serina/treonina dependent de calci, que en adults
sans es troba de forma elevada en neurones i baixa en cel-lules de la glia. S’"ha observat
que la seva desregulacié implica pérdua cognitiva i, en pacients de MA, el seu senyal es
troba augmentat. Aquesta hiperactivitat patologica és inhibida pel tractament amb
lligands I;-IR, provocant la disminucid de I'activitat de GSKpB, 'augment de la forma activa
de CREB, la disminucié de BAX i caspasa 3 i una disminucio de la forma activa de Nuclear
factor of activated T-cells (NFAT), factor de transcripcié que en una activacid continua
pot causar distrofia neuronal, perdua d’espines dendritiques i acumulacié de B-amiloide

en estimular la via amiloidogénica.>®

Depressio

La modulacié dels I;-IR s’ha provat en multiples assaigs emprats per a la comprovacié de
I'accié antidepressiva, un dels més comuns és el test de natacid forcada (FST). En aquest
assaig s'observa el temps que els animals romanen immobils quan son alliberats en un
medi aquatic i el que tarden a intentar sortir d’aquest. Alguns lligands utilitzats han
permes reduir significativament aquest temps d’immobilitzacié i, a més a més, el seu
efecte desapareix quan els animals sén tractats préviament amb un antagonista dels I>-

IR, demostrant la participacié dels receptors en I'efecte antidepressiu.3®
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Seguint la mateixa sistematica que en el tractament del dolor, els efectes antidepressius
causats per I'administracié dels lligands I,-IR deriven de I'augment de noradrenalina,
dopamina i serotonina, ja que s’ha confirmat la implicacié d’aquests neurotransmissors
mitjancant I'Gs d’antagonistes selectius del receptor de cada un.?” Tanmateix, en el cas
dels efectes antidepressius tenen lloc mitjangant la interaccié amb els 1,-IR units a la B-

CKino ala MAO, tal com passava en el cas dels efectes analgesics.3°’

Efecte hipotermic

Ladministracio de lligands I,-IR pot causar una disminucioé de la temperatura corporal de
forma dosi dependent i s’han observat disminucions de fins 3,5 °C.>® Aquesta disminucid,
per lleugera que sigui, pot tenir un efecte protector en isquemia cerebral, ictus i traumes
cerebrals. Per tant, algunes de les accions neuroprotectores que ofereixen els lligands

poden estar relacionades amb la disminucié de la temperatura.>

A diferencia dels efectes antidepressius i els analgesics, la disminucio de la temperatura

sembla no involucrar la via noradrenérgica, serotoninérgica ni dopaminérgica.3°

En resum, s’han obtingut resultats prometedors en molts models de patologies diferents,
constatant la gran funcionalitat que pot representar la modulacié d’aquesta diana.
Malgrat aix0, existeix una gran variabilitat dels efectes observats en funcié del model i
del lligand emprat. Per exemple, el lligand LSL60101 o [2-(2-benzofuranil)imidazol], ha
sigut objecte d’estudis per comprovar el seu potencial en el tractament del dolor® i de
la MA,%! obtenint resultats molt positius, en canvi, ha resultat incapa¢ d’exercir cap
efecte antidepressiu.b?> La principal explicaci6 d’aquest fenomen és la gran
heterogeneitat de la familia de receptors, ja que s’han trobat fins a 4 proteines potencials
a les quals podrien estar units.”” D’aquesta manera, cada receptor podria reconeéixer
petites variacions en l'estructura quimica dels lligands, presentant diferents afinitats per
cada un d’ells i desenvolupant efectes fisiologics diferents.®? Per tant, es recalca la
importancia de la investigacio en el camp dels I,-IR amb l'objectiu de determinar
I'estructura de cada un dels subtipus, aixi elaborar lligands selectius que aconsegueixin

interaccionar especificament en cada un d’ells i desenvolupar I'efecte desitjat.

4.1.3 - Receptors imidazolinics Is-IR

Els I3-IRsén el tipus de IR que s’han descobert més recentment, pero s’han realitzat molt
pocs avencos en la seva investigacio durant les passades dues decades. Principalment, la
seva expressio es troba en les cel-lules B pancreatiques, on es troben associats a canals

Karp.6® L'activacid dels receptors ocasiona el tancament dels Karp de les cél-lules B
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pancreatiques, provocant una despolaritzacié que procedeix amb I'entrada de calci, la

secrecio d’insulina i la reduccié de glucosa en sang.3!

A més del seu paper en el control de la glucémia, s’"han observat efectes protectors
davant del dany pancreatic relacionats amb un efecte antiapoptotic. La modulacié dels
receptors produeix una reduccid en la senyalitzaciéd proapoptotica cel-lular, com la
disminucio de la caspasa 3 i la inhibicid de BAD per fosforilacié. En un experiment amb
cultius de cel-lules B, l'administracié d’agmatina, un compost amb capacitat
d’interaccionar amb els Is-IR, permet evitar que el 63,4% de la poblacid del cultiu inicii
I'apoptosi després del tractament amb un compost generador d’espécies reactives
d’oxigen, I’'STZ. A més a més, el tractament amb KU14R, utilitzat en els estudis com un
antagonista dels I3-IR, bloqueja aquest efecte i confirma la implicacié dels receptors en

la proteccid cel-lular.®*

Malgrat disposar de poca informacid, els I3-IR presenten un especial interes gracies al
seu paper en la secrecid d’insulina, aixi doncs permeten l'accés a noves eines
terapeutiques per al control de la glucémia a través d’'una nova diana. Tanmateix, es
requereix una major investigacio amb l'objectiu de profunditzar la relacié entre els
receptors i la secrecid d’insulina i 'obtencié de nous lligands selectius que permetin

continuar estudiant la seva funcionalitat.

En resum, els IR constitueixen una familia heterogenia de receptors que s’organitza en
tres grups diferenciats, amb una localitzaci6 molt dispersa en l'organisme i
desenvolupant un rol important en el tractament de diverses patologies. En la Figura 4
s’ha realitzat un recopilatori dels principals organs on s’expressen els receptors i les

accions que duen a terme.

S. Circulatori S. Nerviés Central @ Efectes antidepressius
. L . ° Diagnostic trastorns mentals:
Protecci6 en hemorragia intracranial @ - Parkinson, MA i gliomes
Millora alteracions vasculars - v, i i i
! 2 ° ¢ 3 @ Millora simptomatologia MA
de la sindrome metabolica
IF. RVLM )—> @ Disminucié pressio arterial
Cor
Reduccié dolor neuropatic @
Reducci6 dolor cronic ® @ Reducci6 hipertrofia cardiaca
@ Efecte antiarritmic
Augment sensibilitat insulina ®
Millora metabolisme de carbohidrats ® Ronyons
Reducci6 lipogénesis ® .
@ Augment funcié renal
Millora perfil lipidic ® — » o
Millora esteatosi hepatica ® @ Proteccié dany i fibrosi renal
: @ |-R
@!,- IR+ ,-IR
1 2
° @ IR
° o

Figura 4: IR: Localitzacié i principals efectes fisiopatologics observats.
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4.2 - 2a Part: Lligands dels IR

4.2.1 - Lligands dels I:-IR

Com ja s’ha mencionat anteriorment, malgrat la poca selectivitat que presenten pels

receptors, la clonidina i I'efaroxan han sigut molt emprats com a marcadors dels I1-IR.

Aixi doncs, la manca de lligands selectius ha obligat a desenvolupar estratégies

d’emmascarament, mitjancant antagonistes a2AR, per a I'estudi dels 1:-IR.® Per aquest

motiu, el desenvolupament de nous lligands esta estretament relacionat amb l'obtencio

de nou coneixement sobre els receptors. A continuacio es realitza un repas dels dos

lligands més importants per a I'estudi dels I1-IR, la clonidina i I'efaroxan, i d’alguns dels

seus derivats. Es recullen tots els compostos que es comenten a la Figura 5.
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Figura 5: Lligands I:-IR derivats de la clonidina i I'idazoxan. En vermell ressaltat I'anell imidazolinic, en

blau I'anell oxazolinic i en taronja I'anell pirrolinic.

Derivats de la clonidina

La clonidina (pK;l1-IR = 7.85; pKi a2aAR = 8.42)% es tracta d’una 2-amino-2-imidazolina,

gue presenta potencial antihipertensiu derivat principalment per la interaccié amb els

receptors adrenergics. Aixi doncs, es van dur a terme diverses modificacions en

I'estructura de la clonidina amb l'objectiu de millorar la seva selectivitat pels I1-IR.

La iodacié en posicid para en I'anell aromatic, permet el desenvolupament de la

p-iodoclonidina (pKili-IR = 8.31; pK; a2AR = 8.65). Aquesta modificacié presenta

dos clars avantatges: per una banda, augmenta la selectivitat pels |:-IR sobre els

altres receptors IR, pero també incrementa I'afinitat pels receptors a,AR. Per

I'altra banda, la introduccié del radioisotop I, el qual presenta una activitat

altament especifica, permet el seu Us com a radio lligand per a I'estudi dels I;-

IR 66,67
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e Canvis en I'anell aromatic de la clonidina van donar lloc a la moxonidina (pKil:-IR
= 8.37; pKia2AR = <5), la qual presenta unes 700 vegades major afinitat pels I11-IR
que pels a2AR.%6 Conjuntament amb la rilmenidina formen part de la 2a
generacio de farmacs antihipertensius d’accié central.

e La rilmenidina (pK;I1-IR = 7.08; pKi a2AR = 6.74)% també s’obté a partir de la
modificacié estructural de la clonidina, pero a diferéncia de la moxonidina, la
part imidazolinica se substitueix per una 2-oxazolina. No obstant aixo, tot i
presentar una major selectivitat pels I1-IR, es continua unint als I,-IR i als azAR,
causant els efectes adversos caracteristics, en especial sedacid.®

e Una altra modificacié en I'anell imidazolinic de la clonidina condueix a I'obtencié
d’una familia d’ , en concret (pKil1-IR = 7.11; pKia2AR
= 5.52). Es tracta d’un derivat pirrolinic amb propietats hipotensores perdo amb
un menor efecte sobre els a,AR, ja que evita la vasoconstriccid per I'activacio dels

receptors a-adrenergics.®’

Derivats metilats

Malgrat la reduccié de I'afinitat pels a2AR aconseguida amb la 2a generacid de farmacs,
aquests no es troben totalment absents d’'unié amb els receptors, i aixd continua
suposant un inconvenient per a I'estudi dels I1-IR. Lobtencid del (pKil1-IR=6.27;
pKi a2AR = >5), un derivat pirrolinic metilat de la rilmenidina amb gran perfil de
selectivitat pels 11-IR i potencial hipotensor, inspira I'exploracié de modificacions en
I’heterocicle de les 3 families de compostos comentades: les 2-amino-2-imidazolines, 2-

amino-2-oxazolines i .57

En concret, s’explora la metilacié del carboni adjacent a l'atom de nitrogen de
I’heterocicle de la clonidina, la rilmenidina i I’ , donant lloc a derivats amb una
gran reduccio de l'afinitat pels a2AR, ja que la introduccié d’un grup metil impedeix el
posicionament correcte dels lligands dins del lloc d’'unié. En respecte a I'afinitat amb els
I1-IR i I'efecte antihipertensiu, s‘'obtenen diferents resultats en funcié de la familia i,
Unicament, el derivat metilat de la clonidina, el LNP 630 (pK;l1-IR =9.03; pKja;AR = 5.71),

mostra un augment i potencial hipotensor.®”

Cal destacar que, la iodacid de I'anell aromatic del derivat metilat de en posicié
para condueix a 'obtencié del radio Iligand (pKil1-IR = 9.70; pK; a2AR = 5.60).5%68
A més a més, amb la introduccid d'un grup azida permet la generacié del fotolligand
(pKil1-IR = 8.22; pKia2AR = 6.65).%° Aquest ultim compost actua com un antagonista
reversible dels receptors en condicions de foscor, perd amb l'aplicacié de llum UV la seva

unié esdevé irreversible.®® Ambdds representen els primers radio lligand i foto lligand
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amb afinitat subnanomolar i alta selectivitat pels I1-IR, el qual els converteix en eines

excel-lents per a l'estudi dels receptors.

Arilaminopirrolidines

Amb l'augment de la selectivitat pels |1-IR s’aconsegueix una reduccié dels efectes
adversos, pero també de I'efecte hipotensor, ja que la perdua d’afinitat pels aAR evita
I'accio sinérgica dels dos receptors en el control de la pressid. El derivat pirrolinic de la
rilmenidina, , va ser el primer compost totalment desproveit d’efectes
adrenergics capacg de disminuir la pressio arterial. En canvi, els nous lligands altament
selectius, i , o presenten cap accid hipotensora. Per tant, amb l'objectiu
de potenciar aquest efecte en els derivats pirrolinics es duu a terme un estudi per

analitzar la seva relacid estructura-activitat.®®

Fruit d’aquesta investigaci6 es desenvolupen un seguit d’estructures
arilaminopirrolidines, de les quals es destaca el (pKil1-IR = 8.49; pKi a2AR = <5),
amb gran selectivitat pels |1-IR i capacitat per reduir la tensid arterial. A més a més, els
compostos presenten efectes metabolics positius, com reduccid del colesterol i millora
de la tolerancia a la glucosa. A diferéencia de I'efecte hipotensor, els efectes metabolics
escalen amb la millora de la selectivitat, ja que inclds la interaccié amb els a,AR pot
provocar l'efecte contrari. Aixi doncs, el lligand ha sigut objecte de nombrosos
estudis pel seu gran potencial per al tractament de la sindrome metabodlica i la

hipertensi6.%®

Derivats de I'idazoxan

L'idazoxan és un lligand usat en I'estudi dels I,-IR que presenta molt poca afinitat pels I1-
IR i, per aguest motiu, es comentara amb més profunditat en el proxim apartat. Malgrat
aixo0, algunes modificacions de la seva estructura han conduit al desenvolupament de
lligands amb una afinitat considerable pels I1-IR. Concretament, |'efaroxan (pK;I1-IR =
7.14; pKi 02AR = 7.29)7° deriva del canvi de l'anell de dioxa de I'idazoxan per un de
dihidrofura substituit amb un grup etil i, tot i unir-se amb més afinitat als receptors a;AR,
ha sigut molt utilitzat per a la caracteritzacié dels 11-IR. A més de tractar-se d’un lligand
no selectiu, la seva activitat varia en funcid dels receptors, ja que actua com antagonista

davant dels 11-IR i a2AR, i com agonista en els receptors I3-IR.5%®

4.2.2 - Lligands dels I>-IR

El desenvolupament de lligands I>-IR selectius és necessari per a I'estudi dels receptors,
en tractar-se d’una familia altament heterogénia es requereixen lligands que interactuin

de forma especifica amb determinades formes dels receptors, per tal de desenvolupar
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I'efecte fisiologic desitjat i evitar la interaccié amb altres subtipus de I»-IR, fet que pot
causar variabilitat en els resultats dels estudis i I'aparicid d’efectes adversos.””®? A
continuacié es comentaran alguns dels lligands més usats en I'estudi dels receptors i les

seves corresponents families, els compostos comentats es recullen a la Figura 6.
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Figura 6: Estructura dels lligands I2-IR. En vermell ressaltat I'anell imidazolinic, en verd I'anell imidazole i
en taronja I'anell pirrolinic.

Derivats idazoxan

Lidazoxan (pK;l2-IR = 7.97; pKia2AR = 7.26) és considerat el marcador historic dels I>-IR
, malgrat no ser selectiu pels receptors, ha estat molt usat en la seva caracteritzacié
gracies a la seva acci6 com antagonista. A més a més, a partir de la seva
farmacomodulacio, s’han obtingut diversos lligands en els quals s’ha modificat tant
I’heterocicle com els substituents de I'anell aromatic. Per una banda, les modificacions
dels substituents de l'anell aromatic no presenten massa interés, malgrat que
aconsegueixen augmentar la selectivitat pels I>-IR, en la majoria dels derivats, es
produeix una disminucié de l'afinitat pels |>-IR, i I'augment de selectivitat és causat

principalment per una disminucié major de I'afinitat pels a2AR.6®

Per altra banda, els analegs de I’heterocicle resulten més interessants, concretament, el
canvi de I'anell de dioxa per un anell de fura dona lloc a I'estructura 2-BFI (pK;l>-IR = 8.89;
pKio2AR = 5.43), un analeg molt rellevant en I'estudi dels receptors, ja que disposa d’una
de les majors afinitats i selectivitats pels 1,-IR.”* A més a més, presenta un analeg amb
estructura imidazol, que, tot i presentar una baixa afinitat pels I-IR en teixits
cerebrals de rata, en teixits cerebrals humans presenta una de les més elevades (pKil2-
IR en rata = 6.45; pKil>-IR en humans = 9.03).72
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Derivats de la cirazolina

La cirazolina és un lligand I>-IR (pKil2-IR =8.41; pKi02AR = 7.77),”3 que també s’uneix als
a2AR. Per tal d'augmentar la seva selectivitat, les variacions estructurals han donat lloc
a nous lligands, que han desenvolupat un paper fonamental en I'estudi dels I>-IR des de

finals del segle XX fins a I'actualitat.®®

En estudiar la relacié estructura-activitat de la cirazolina, es descarta el grup ciclopropil
per resultar innecessari en la unié amb els receptors, i es realitza el canvi isostéric de
I'atom d’oxigen per un metile, que permet disminuir l'afinitat pels a,AR. Aquestes
modificacions donen lloc a fenizolina (pKi I>-IR = 8.60; pKi a2AR = 5.70),”3 que va ser
considerada un lead a causa de les seves excel-lents propietats i per I'eliminacio del

component adrenérgic.”%”3

Posteriorment, partint de l'estructura de la fenizolina i reduint la seva flexibilitat
conformacional, es desenvolupen nous lligands amb alta afinitat pels I>-IR. Mitjangant la
introduccié d’un doble enllag en la cadena alquilica, es dona lloc a la tracizolina (pKil2-IR
= 8.74; pKia2AR = 4.85), i gracies a la conversid en naftalé de I'anell de benzé i la cadena
alquilica, a la benazolina (pK;l2-IR = 9.07; pKi a2AR = 4.80).”® En el cas de la benazolina,
tot i presentar una afinitat pels 1,-IR 18621 vegades superior als a;AR, disposava d’un
efecte hipertensor associat a I'antagonisme dels I1-IR.”* Per tal de disminuir la seva
afinitat per aquests receptors es van desenvolupar BU224 (pK;l,-IR = 8.70; I2/11 = 832) i
BU226 (pKil2-IR = 8.85; I/11 = 380), provinents de la substitucio isostérica de I'anell de

naftalé per una quinolina i una isoquinolina respectivament.%®

Analitzant les estructures dels lligands I>-IR descrits fins al moment, i tenint en compte
els lligands en fase clinica [*'C]BU99008 i , en practicament tots els casos es
presenta el grup 2-imidazolina. Aquest patrd estructural només varia lleugerament en
els compostos ien , on es canvia per un anell d’imidazol. Aixi doncs, és
necessari el desenvolupament de nous lligands que abandonin aquesta tendencia

estructural.

Nous lligands I>-IR
El grup de la professora Carmen Escolano ha realitzat una extensa investigacié en el camp
dels lligands I2-IR i ha aconseguit sintetitzar diferents families de compostos amb una

excel-lent afinitat pels receptors.

e (2-imidazolin-4-il)fosfonats: es tracta d’'una familia que conserva la 2-imidazolina,
pero es troba diversament substituida en les posicions 1, 4 i 5, destacant la

presencia del grup fosfonat en la posicid 4. Aquesta estructura s'aconsegueix
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mitjancant una reaccié multicomponent.”> En concret, s’han realitzat nombrosos
estudis amb el lligand MCR5 (pKil2-IR =9.42; I,/a, = 457), gracies a la seva elevada
afinitat i selectivitat amb els I>-IR.>°

e a-iminofosfonats biciclics: Aquesta familia es sintetitzada mitjangant una reaccié
de cicloaddicioé [3+2] i abandona totalment I'estructura de 2-imidazolina. Aquesta
és substituida per un bicicle, un dels quals és un anell de pirrolina. El derivat més
destacat és el (pKil2-IR = 8.56; I/a, = 195).72

e (3-fenilcarbamoil-3,4-dihidro-2H-pirrol-2-il)fosfonats: ~ Aquesta familia es
desenvolupa a partir de lI'exploracié de la reactivitat dels a-iminofosfonats
biciclics, en la qual es realitza una obertura de la imida, deixant l'anell de
pirrolina. En destaca el (pKil2-IR =9.98; I,/a2 = 3) amb una elevada afinitat

perod poca selectivitat davant els a2 AR.7®

4.2.3 - Lligands dels I5-IR

Derivats de I'efaroxan

L'efaroxan, tot i considerar-se un lligand 11-IR, també s’uneix als I3-IR desenvolupant
I'activitat secretora d’insulina. A partir d’aqui, s’ha intentat sintetitzar analegs de
I'efaroxan per potenciar aquest efecte i augmentar la selectivitat pels receptors. Un dels
derivats sintetitzats és el (Figura 7), que prové de la substitucié de l'anell
d’imidazolina de l'efaroxan per un d’imidazole. No obstant aixd, pel que refereix a
I'activitat d’aquest analeg, sembla actuar com un agonista parcial, pero existeixen molts
dubtes sobre el seu comportament. Tot i aix0, a causa de la manca d’un antagonista pur

dels Is-IR, és usat per confirmar la interaccio d’altres lligands amb els receptors.”’

Altres compostos

Els compostos seglients han demostrat unir-se als I3-IR i induir la secrecié d’insulina, la
seva interaccid ha estat confirmada mitjancant I'administracié de . Malgrat aixo,
no presenten selectivitat pels receptors, ja que també s’uneixen a altres IR. En els darrers
estudis sobre els receptors, es demostra |'efecte insulinotropic de tres compostos
similars a la guanidina, representats a la Figura 7, I'al-lantoina’®, la canavanina® i
I'agmatina, en el cas de I'Gltim, també s’ha demostrat la seva capacitat de prevenir el

dany pancreatic.®*
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Figura 7: Estructura lligands Is-IR. En verd s’indica I'anell imidazole i en lila I'estructura de guanidina.
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En resum, el coneixement sobre els IR creix exponencialment amb el desenvolupament
de nous lligands, ja que la caracteritzacid farmacologica dels efectes ocasionats per la
seva administracio és la principal eina disponible per a I'estudi dels receptors. En aquesta
metodologia d’estudi és totalment necessari I'Us d’antagonistes, perque permet
confirmar la relacié entre el receptor i I'efecte fisiologic produit per 'administracio del
lligand. Tant els l1-IR com els I>-IR presenten un gran nombre de lligands amb alta afinitat
i selectivitat que han permeés I'obtencié d’un gran coneixement, no obstant aixo, el cami
gue queda per recdrrer en el seu estudi és molt llarg, en especial en els |;-IR, on a causa
de la seva heterogeneitat, es requereixen lligands selectius que permetin I'estudi dels
diferents subtipus de receptors. Pel que fa als I3-IR, la manca de lligands selectius, en
concret d’antagonistes purs, en dificulta I'estudi i pot explicar els pocs avengos obtinguts

en aquest camp.

4.3 - 3a Part: Sintesi de nous lligands dels I.-IR

4.3.1 - a-Iminofosfonats biciclics

Gracies als estudis recents del grup de la professora Carmen Escolano, s’"ha desenvolupat
un protocol sintétic per accedir a una nova familia de compostos a-iminofosfonats
biciclics. En concret, el lligand anomenat B06 (Esquema 1) presenta una bona afinitat i
selectivitat pels I>-IR.
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La reaccié es tracta d'una cicloaddicio6 [3+2] diastereoselectiva entre dietil
isocianometilfosfonats i maleimides N-substituides, té lloc mitjancant la catalisi d’acetat
de plata, on el catidé es complexa amb el carboni del grup isonitril augmentant l'acidesa
del proté en a. D’aquesta manera, I'id acetat capta el proté i crea el centre nucleofil, que
reacciona amb la maleimida tal i com es representa en 'Esquema 1. Donades aquestes
condicions, només es genera el diastereomer amb la disposici6 trans entre el H-1 i H-33,

tal i com s’ha determinat per I'estudi de raigs X d’un cristall d’B06 del Prof. Elies Molins.”®
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Els assaigs de competitivitat realitzats en la Universitat del Pais Basc pel grup del Prof.

Luis F. Callado (Taula 2), mostren la gran afinitat i selectivitat, davant dels a,AR, del

compost B06 sobre els 1,-IR. A més a més, les prediccions In silico, assaigs In vitro i

experiments In vivo han permés demostrar que el compost presenta unes propietats

ADME i druglike prometedores, i una capacitat optima per travessar la barrera

hematoencefalica.®® Pel que fa a les propietats farmacologiques, 'experimentacié amb

models de ratolins de la MA, com els 5xFAD i SAMPS8, duta a terme pel grup de la

Professora M.Pallas i el Dr. C.Grifian, ha demostrat un paper beneficids en el tractament
de la MA.>®

Compost | [3H]-2-BFI I, pK; | [2H]-RX821002 a;, pK; | Selectivitat I,-IR/a,-AR
CR4056 7.72 £0.31 2.65+1.24 117490
Tracizolina 8.48 £ 0.51 4.33+£0.22 14125
2-BFI 9.87 £0.33 6.64 £ 0.38 1698
LSL60101 9.03+£0.21 5.17 £1.32 7244
BO6 8.61+£0.28 6.27 £0.56 219

Taula 2: Resultats dels assaigs de competicié en membranes cerebrals humanes realitzats en la
Universitat del Pais Basc. Extret de “I2-IR and a2-AR Binding Affinities (pKi) of CR4056, Tracizoline,

LSL60101 and 9d in Post-mortem Human Brain Cortical Membranes”.”?

4.3.2 - Sintesi dels reactius

Els compostos a-iminofosfonats biciclics sintetitzats es poden classificar en funcié del

substituent en a del reactiu isocianofosfonat: en primer lloc, si es tracta d’'un atom

d’hidrogen i, en segon lloc, d’'un grup fenil. Ambdds grups se sintetitzen mitjancant el

mateix esquema, pero la principal diferéncia es troba en la preparacid dels reactius.

a-iminofosfonats biciclics substituits per un atom d’hidrogen a la posicié a: es
preparen a partir de la maleimida N-substituida i el reactiu dietil
(isocianometil)fosfonat o PhosMic, els quals son comercials.

a-iminofosfonats substituits per un anell de fenil: se sintetitzen a partir de la
maleimida N-substituida i el reactiu dietil (isociano(fenil)metil)fosfonat, el qual
parteix de la conversié del compost comercial dietil (amino(fenil)metil)fosfonat
al compost dietil (formamido(fenil)metil)fosfonat, el qual, posteriorment, es
deshidrata per donar lloc al reactiu dietil (isociano(fenil)metil)fosfonat. El

procediment es pot observar en 'Esquema 2.

H
(Et0)2(0)P<_NH;  HCOOH (EtO),(O)P<__N.__ _H Et,N  (EtO)(0)P<_NC

AC;0 T roci
_ RGO _POCk
THF, 75°C DCM, -5°C

Esquema 2: Sintesi del reactiu dietil (isociano(fenil)metil)fosfonat.
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4.3.3 - Sintesi de bis a-iminofosfonats biciclics

A consequiencia dels bons resultats farmacologics obtinguts pel compost B06, es decideix
continuar explorant les possibilitats estructurals de la familia. Aixi doncs, aplicant els
principis de la duplicaci6 molecular®! es planteja la sintesi de bis a-iminofosfonats
biciclics mitjangant la primera doble-cicloaddicié [3+2] entre bis-maleimides i derivats

isocianofosfonats a-substituits.

La reaccid parteix del protocol sintétic de la cicloaddicié [3+2], el qual no estava
optimitzat per realitzar la doble cicloaddicié [3+2]. Aixi doncs, per sintetitzar el primer
derivat fenil bis-iminofosfonat biciclic (Figura 8), obtingut de la reaccié entre la 1,1'-(1,3-
phenylene)bis(1H-pyrrole-2,5-dione) i PhosMic, es parteix de les condicions usades en
la sintesi d’a-iminofosfonats biciclics, en les que s’utilitzen: 6% - 10% d’acetat de plata
(AgOAc), 1-1,5 mmol de maleimida, 1 mmol de reactiu PhosMic i 6mL d’acetonitril (ACN)

com a dissolvent, es barreja a temperatura ambient i es deixa reaccionar tota la nit.”2

Aixi doncs, per a la doble cicloaddicié [3+2] una mescla d’1 equivalent (eq) de 1,1'-(1,3-
fenilé)bis(1H-pirrol-2,5-diona), 2 eq de PhosMic i 8% de AgOAc, en 4,5 ml d’ACN es
barreja durant 24 hores a temperatura ambient. Seguidament, es purifica el cru de la
reaccié mitjancant cromatografica en columna fent servir DCM/MeOH. Finalment, s'obté

el compost pur amb un 27% de rendiment (Figura 8, entrada 1).

e iﬁ* Q?
N N EtO- P AgOAc

STy Y
0] (¢]

EtO OEt EtO OEt
m Phosiic (eq) Temperatura ( C)

0
1 2 T2 ambient
2 2 80 48h 27
3 2 MW, 40 10min 36
4 2 MW, 80 10min 27
2 2 MW, 40 30min 47
6 3 MW, 40 30min 35

Figura 8: Diferents condicions provades en I'optimitzacid de la reaccié de doble cicloaddicié [3+2].

Tot i aconseguir un protocol funcional, el rendiment obtingut de la reaccié és baix, per
tant, s'opta per repetir la reaccié amb diferents condicions, duent a terme un procés

d’optimitzacid.

En les proves realitzades tant a temperatura ambient (Figura 8, entrada 1) com a

temperatura de reflux del dissolvent (entrada 2) es continua sense progressar. D’aquesta
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manera, es decideix usar un reactor microones on s’‘observa una millora considerable.
Finalment, s'obté un rendiment del 47% utilitzant el reactor microones i 2 eq de PhosMic
durant 30 minuts a 40 °C (entrada 5). Curiosament, 'augment de la temperatura a 80 °C
(entrada 4) i I'Us de 3 equivalents de PhosMic (entrada 6) suposen un menor rendiment.
Per tant, s’estableixen aquestes condicions per a la sintesi de la resta de compostos doble
a-iminofosfonats biciclics, en les que I'Gs del reactor microones permet seguir els

principis de la quimica verda en assolir un rendiment major, en un menor temps.

Aquestes condicions han permes contribuir en la sintesi de deu compostos doble a-
iminofosfonats biciclics durant I'estada en el laboratori de Quimica Farmaceutica de la
Facultat de Farmacia i Ciencies de l'alimentacié. Els compostos provenen de la
combinacid entre diferents reactius bis-maleimida units per diferents linkers, amb els
reactius PhosMic o dietil (isociano(fenil)metil)fosfonat. A continuacié es presenten els

compostos sintetitzats i els rendiments assolits en la Figura 9.

Q el ﬁ i
(EtO)2(0)P Y/\){L‘ - m

(Et0):(0O)P P(O)(OEt),

R4

1a H 47 3a H R 33

1b Ph 27 3b R |V T T T 42

2a H — 47 4a H . 36

4 »—1 Y N Y

2b Ph * 19 ab Ph < 32
H - 5a H . 58
Ph Sb Ph A 22

Figura 9: Compostos sintetitzats en el laboratori de quimica farmacéutica i els rendiments obtinguts de
cada reaccid.

No obstant aixd, com mostra la Figura 9, no s’ha pogut aillar de forma pura cap dels
compostos que provingui de 1'1,1'-(1,2-phenylene)bis(1H-pyrrole-2,5-dione), a
conseqliencia d’una escassa formacid de producte. La causa més probable és
I'impediment esteric que suposa el sistema aromatic en posicié orto que dificulta
I'aproximacio dels reactius i, per tant, la seva reaccid. D’aquesta manera, en un treball
futur, és necessari la cerca d’altres condicions de reaccid que afavoreixin aguesta sintesi
solucionant el problema generat per I'impediment esteric. Finalment, els compostos
sintetitzats seran avaluats en assaigs de competitivitat per determinar la seva afinitat i
selectivitat amb els 1,-IR, i aixi comprovar el seu potencial per esdevenir lligands dels

receptors.
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5- Conclusions

La realitzacidé de cada part del treball ha conclds amb I'assoliment del seu propi objectiu

plantejat a I'inici del treball:

En la 1a Part: S’ha dut a terme una cerca sobre els tres tipus de IR, mitjangant la qual
s’han aportat evidencies que justifiquen el seu potencial per esdevenir futures dianes

farmacologiques en el control de determinades patologies. Com ara:

e En els I1-IR: Malalties cardiovasculars, la sindrome metabolica, esteatosi hepatica
i insuficiéncia renal.

e En els I>-IR: Tractament del dolor, malalties neurodegeneratives i trastorns
depressius.

e En els Is-IR: Control de la glucémia i proteccié enfront del dany pancreatic.

En la 2a Part: S’han explorat els diferents lligands disponibles de cada tipus d’IR i s’ha
observat la relacié que manté el seu desenvolupament amb els coneixements obtinguts
dels receptors. En concret, en el cas dels I,-IR, a causa de la seva gran heterogeneitat, la

investigacié de nous lligands selectius esdevé crucial per al seu estudi i comprensio.

En la 3a Part: S’ha aconseguit establir un protocol sintetic per a la sintesi de doble a-
iminofosfonats biciclics, el qual ha permes l'obtenci6 de 10 compostos, que
posteriorment, seran avaluats per definir les seves propietats farmacologiques. Com a
treball futur, es proposa cercar les condicions adequades per a la sintesi dels dos

compostos que no s’han pogut elaborar.

Addicionalment, la realitzacié del treball ha permeés la millora de les habilitats per
consultar fons bibliografic i resumir informacié, les quals podran ser utilitzades en futurs
treballs. A més a més, I'estada en el laboratori de quimica farmaceutica ha augmentat la

capacitat de participacié en el treball en grup.

En conclusid, després de I'elaboracié del present treball es pot afirmar I'assoliment del

seu objectiu principal de realitzar un estudi bibliografic sobre els IR i els seus lligands.
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Annexos

General remarks

Reagents, solvents and starting products were acquired from commercial sources.
Evaporation of solvents was accomplished with rotary evaporator. The reactions were
monitored by thinlayer chromatography (TLC) using silica gel (60 F254) plates.
Compounds were visualized by UV irradiation and/or spraying with 1% aqueous KMnQa,
followed by charring at 150 °C or lodium steam. Chromatography refers to flash column
chromatography and was carried out using PuriFlash 5.250 system equipped with
autosampler, UV/Vis and ELSD detectors (Interchim, Montlugon, France) with 12g
cartridges packed with monodisperse 50um spherical silica particles (Interchim_PF-
50SIHP-FO012) using a solvent system of dichloromethane and methanol. IR spectra
were performed in a spectrophotometer Nicolet Avantar 320 FTRIRor in a Spectrum Two
FTIR Spectrometer, and only noteworthy IR absorptions (cm™) are listed. NMR spectra
were recorded in CDCl; at 400 MHz (*H) and 101 MHz (*3C), and chemical shifts are
reported in values downfield from TMS or relative to residual relative to residual solvent
(7.26 ppm and 77.0 ppm for CDCl;) as an internal standard. Data are reported in the
following manner: chemical shift, multiplicity, coupling constant (J) in hertz (Hz),
integrated intensity and assignment (when possible). Multiplicities are reported using
the following abbreviations: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublets; t, triplet; g,
guadruplet; m, multiplet. Assignments are given only when they are derived from
definitive dimensional NMR experiments (gHSQC). The accurate mass analyses were
carried out using a LC/MSDTOF spectrophotometer. HPLC-MS spectra were carried out
on HPLC-MS (Agilent 1260 Infinity Il or Waters 2795 Alliance) analysis was conducted on
a Poroshell 120 ECC15 (4.6 mm x 50 mm, 2.7 m) at 40 °C or a Zorbax Extend C18 (2.1 mm
x 50 mm, 3.5 m) at 35 °C with mobile phase A (H,0 + 0.05% formic acid) and B (ACN +
0.05% formic acid) using a gradient elution and flow rate 0.6 mL/min. The DAD detector
was set at 254 or 220 nm, the injection volume was 5ul, and oven temperature was 40
°C.



General procedure for preparation of diethyl

(isocyano(phenyl)methyl)phosphonate

To a solution of diethyl (amino(phenyl)methyl)phosphonate (1 mmol) in THF (25 mL),
another solution of acetic anhydride (2.2 mmol) and HCOOH (2.2 mmol) was added
dropwise. The reaction was stirred at 75 2C for 4 h, the crude was quenched with NaHCOs

and the formamide derivative was extracted with DCM.

To a solution of diethyl (formamido(phenyl)methyl)phosphonate (1 mmol) in DCM (2.9
ml), EtsN (5 mmol) was added. The reaction mixture was cooled to -5 2C and POCIs (1
mmol) was added dropwise, letting it react for 1.5 h. After that, the crude was purified
by manual chromatography column using Et,O/DCM and concentrated to finally get

diethyl (isocyano(phenyl)methyl)phosphonate.

General procedure for [3+2] cycloaddition reaction

To a solution of silver acetate (10%) and dimaleimide (1 mmol) in acetonitrile was added
PhosMic or diethyl (isocyano(phenyl)methyl)phosphonate (2 mmol). The reaction
mixture was stirred in CEM Discover microwave at 40 eC for 30 min. Then, the mixture
was filtered through cotton, concentrated and the residue was purified by column

chromatography.

Diethyl (5-(3-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-3,3a,4,6a-tetrahydropyrrolo[3,4-
c]pyrrol-2(1H)-yl)phenyl)-4,6-dioxo-1,3a,4,5,6,6a-hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-
yl)phosphonate
la
Following the general procedure,
? Q 2 AgOAc (3 mg, 0.02 mmol), 1,1"- (1,3
(E10)(O)P N N PO)OEY, phenylene)bis(1H-pyrrole-2,5-dione)
Nx O O =N (50 mg, 0.19 mmol), acetonitrile (1.4
mL) and PhosMic (59.8 uL, 0.38 mmol), gave (54 mg, 47%) as final product (1a). Purified
by column Chromatography using DCM/MeOH (96:4). MP 106-108 2C. IR (ATR) 1713,
1605, 1493, 1365, 1239, 1168, 1097, 1017, 972, 868, 813, 792, 744, 686 cm™X. 'H NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 1.40(td, /=7, 2.6 Hz, 12H, 4CH,CH3), 3.88 (qd, J = 8.6, 2.7 Hz, 2H, H-
3a), 4.41 (m, 2H, H-6a), 4.19-4.31 (m, 8H, 4CH>CH3s), 4.96 (dq, J = 20, 2.6 Hz, 2H, H-1),
7.32(d,J=1.7 Hz, 1H, ArH), 7.34 (d, J = 2 Hz, 1H, ArH), 7.36 (d, J = 2 Hz, 1H, ArH), 7.56
(t,J =8 Hz, 1H, ArH), 7.77 (m, 2H, H-3). 3C NMR (100.6 MHz, CDCl3) § 16.4 (d, J=5.7 Hz,
4CH,CHs), 44.1 (2C-3a), 58.7 (2C-6a), 63.3 (d, J = 7 Hz, 2CH2CH3), 63.9 (d, J = 6.5 Hz, 2
CH>CH3), 73.7 (d, J = 158.9 Hz, 2C-1), 123.5 (CH-Ar), 126.2 (2CH-Ar), 129.7 (CH-Ar), 131.8



(2C-i), 162.6 (d, J = 12.6 Hz, 2C-3), 170.8 (d, J = 5.7 Hz, 2C-4), 175.0 (d, J = 14.4 Hz, 2C-6).
HRMS Cz6H33010N4P> [l\/|+H]+ 623.1666; found 623.1655.

Diethyl (5-(4-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-3,3a,4,6a-tetrahydropyrrolo[3,4-
clpyrrol-2(1H)-yl)phenyl)-4,6-dioxo-1,3a,4,5,6,6a-hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-
yl)phosphonate

2a

(E0),(O)R 0 o) P(O)(OEt), Following the general procedure,
N N—@—N N AgOAc (3 mg, 0.02 mmol), 1,1'-(1,4-
\ Z phenylene)bis(1H-pyrrole-2,5-dione)
(50 mg, 0.19 mmol), acetonitrile (1.4
mL) and PhosMic (59.8 uL, 0.38 mmol), gave (54 mg, 47%) as final product (2a). Purified
by column Chromatography using DCM/MeOH (96:4). MP 177-179 °C. IR 2982, 1778,
1711,1612,1513,1372,1293, 1260, 1183, 1097, 1017, 959, 900, 846, 794, 741, 622 cm’
1 14 NMR (400 MHz, CDCls) & 1.40 (td, J = 7.1, 4.4 Hz, 12H, 4CH,CH3), 3.90 (qd, J = 8.6,
2.7 Hz, 2H, H-3a), 4.20 — 4.30 (m, 8H, 4CHCHs), 4.42 (m, 2H, H-6a), 4.97 (dg, J = 20.1, 2.6
Hz, 2H, H-1), 7.39 (s, 4H, 4ArH), 7.78 (m, 2H, H-3). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3) 6 16.9 (d,
J = 5.8 Hz, 4CH2CH3), 44.6 (2C-3a), 59.2 (2C-6a), 63.8 (d, J = 7.1 Hz, 2CH2CH3), 64.4 (d, J =
6.6 Hz, 2CH2CH3), 74.2 (d, J = 158.4 Hz, 2C-1), 127.4 (4CH-Ar), 131.8 (2C-i), 163.2 (d, J =
12.3 Hz, 2C-3),171.4(d,J=5.8 Hz, 2C-4), 175.5 (d, /= 14.5 Hz, 2C-6). HRMS C26H33010N4P>
[M+H]* 623.1666; found 623.1652.

Diethyl (5-(6-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-3,3a,4,6a-tetrahydropyrrolo[3,4-
c]pyrrol-2(1H)-yl)hexyl)-4,6-dioxo-1,3a,4,5,6,6a-hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-

yl)phosphonate
3a
P(O)(OEt), Following the general procedure,
o N AgOAc (3 mg, 0.02 mmol), 1,1'-
o ’ (hexane-1,6-diyl)bis(1H-pyrrole-2,5-
(Et0)z(O)P N/\/\/\/N dione) (50 mg, 0.18 mmol),
Nx o} © acetonitrile (1,4 mL) and PhosMic

(58.0 pL, 0.36 mmol), gave (38 mg, 33%) as final product (3a). Purified by column
Chromatography using DCM/MeOH (96:4). IR (ATR) 3465, 2934, 1776, 1697, 1613, 1438,
1395, 1367, 1239, 1151, 1097, 1016, 964, 867, 791, 756, 626 cm™’. H NMR (400 MHz,
CDCl3) & 1.20 (m, 4H, 2CH2), 1.37 (q, J = 6.9 Hz, 12H, 4CH2CHs), 1.48 (m, 4H, 2CH>), 3.41
(t,J = 7.2 Hz, 4H, 2N-CH>), 3.69 (qd, J = 8.4, 2.7 Hz, 2H, H-3a), 4.15—4.20 (m, 2H, H-6a),
4.20 — 4.27 (m, 8H, 4CH2CHs), 4.81 (dq, J = 20.0, 2.7 Hz, 2H, H-1), 7.68 (m, 2H, H-3).13C
NMR (100.6 MHz, CDCl3) 6 16.5 (d, J = 5.7 Hz, 4CH,CH3), 25.9 (2N- CH2CH2CHz), 27.3 (2N-



CH2CHs), 39.0 (2N-CHs), 44.0 (2C-3a), 58.9 (2C-6a), 63.3 (d, J = 7.0 Hz, 2CHCHs), 63.8 (d,
J = 6.5 Hz, 2CH2CHs), 73.7 (d, J = 159 Hz, 2-C1), 163.2 (d, J = 12.4 Hz, 2C-3), 172.6 (d, J =
5.8 Hz, 2C-4), 176.5 (d, J = 14.1 Hz, 2C-6). HRMS Ca6H41010N4P; [M+H]* 631.2292; found
631.2273.

Diethyl (5-(4-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-3,3a,4,6a-tetrahydropyrrolo[3,4-
c]pyrrol-2(1H)-yl)butyl)-4,6-dioxo-1,3a,4,5,6,6a-hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-

yl)phosphonate
4a
P(0)(OEt),, Following the general procedure, AgOAc
o N (7 mg, 0.04 mmol), 1,1'-(butane-1,4-
o / diyl)bis(1H-pyrrole-2,5-dione) (100 mg,
(Eto)z(o)Pwﬂ/\/\/N ) 0.40 mmol), acetonitrile (3 mL) and
Nx o) PhosMic (129.2 uL, 0.80 mmol), gave (88

mg, 36%) as final product (4a). Purified by column Chromatography using DCM/MeOH
(96:4). IR (ATR) 3465, 2982, 1776, 1697, 1613, 1438, 1395, 1368, 1238, 1156, 1097, 1016,
963, 791, 755, 626 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDCls). 6 1.37 (q, J = 7.0 Hz, 12H, 4CH2CH3s),
1.47 (m, 4H, 2CH>), 3.43 (t, J = 6.3 Hz, 4H, 2N-CH>), 3.69 (ddd, /= 17.4, 8.4, 2.8 Hz, 2H, H-
3a), 4.13 —4.20 (m, 2H, H-6a), 4.20 — 4.28 (m, 8H, 4CH2CH3), 4.81 (dq, J = 20, 2.7 Hz, 2H,
H-1), 7.67 (m, 2H, H-3). 13C NMR (100.6 MHz, CDCls) & 16.5 (d, J = 5.8 Hz, 4CH,CH3), 24.6
(2N-CHCH>), 38.5 (2N-CH>), 44.1 (2C-3a), 58.9 (2C-6a), 63.3 (d, J = 7.1 Hz, 2CH»CH3), 63.9
(d, J = 6.5 Hz, 2CH2CH3), 73.3 (J = 160.6 Hz, 2C-1), 163.1 (d, J = 12.3 Hz, 2C-3), 172.5 (d, J
= 5.8 Hz, 2C-4), 176.4 (d, J = 14.1 Hz, 2C-6 ). HRMS C24H37010N4P> [M+H]* 603.1979; found
603.1969.

Diethyl (5-(2-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-3,3a,4,6a-tetrahydropyrrolo[3,4-
c]pyrrol-2(1H)-yl)ethyl)-4,6-dioxo-1,3a,4,5,6,6a-hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-

yl)phosphonate
5a
P(O)(OEt), Following the general procedure, AgOAc (8
o N mg, 0.05 mmol), 1,1'-(ethane-1,2-diyl)bis(1H-
0 I .
pyrrole-2,5-dione) (100 mg, 0.45 mmol),
(E10),(O)P NN

0 acetonitrile (3.4 mL) and PhosMic (145.6 pL,

Nx 0 0.91 mmol), gave (152 mg, 58%) as final

product (5a). Purified by column Chromatography using DCM/MeOH (96:4). Mp 71-73
°C. IR (ATR) 2983, 1778, 1703, 1613, 1434, 1391, 1238, 1161, 1097, 1015, 963, 833, 786,
757,624 cm™*. *H NMR (400 MHz, CDCl3). 6 1.38 (q, J = 7.2 Hz, 12H, 4CH2CHs), 3.61-3.64
(m, 1H, H-3a), 3.65 (s, 4H, 2N-CHz), 3.67 — 3.69 (m, 1H, H-3a), 4.16 — 4.19 (m, 2H, H-6a),



4.19—4.29 (m, 8H, 4CH,CHs), 4.76 — 4.81 (m, 1H, H-1), 4.81 — 4.87 (m, 1H, H-1), 7.63 (m,
2H, H-3). 13C NMR (100.6 MHz, CDCls) & 16.5 (d, J = 5.9 Hz, 4CH2CHs), 37.3 (2N-CH,), 44.1
(2C-3a), 58.8 (2C-6a), 63.2 (d, J = 7.0 Hz, 2CH2CHs), 63.9 (d, J = 6.5 Hz, 2CH2CH3), 72.9
(dd, J = 159.5, 5.5 Hz, 2C-1), 162.3 (d, J = 12.5 Hz, 2C-3), 172.6 (d, J = 5.9 Hz, 2C-4), 176.5
(d, J = 13.9 Hz, 2C-6). HRMS C2;H33010N4P2 [M+H]* 575.1666; found 575.1658.

Diethyl (5-(3-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-4-phenyl-3,3a,4,6a-
tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)phenyl)-4,6-dioxo-1-phenyl-1,3a,4,5,6,6a-
hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-yl)phosphonate

1b
o o Following the general procedure,
Ph NQ\N Ph AgOAc (3 mg, 0.02 mmol), 1,1'-(1,3-
(EtO),(O)P P(O)(OEt),
Nx 0] o) =N

phenylene)bis(1H-pyrrole-2,5-
dione) (45 mg, 0.17 mmol),
acetonitrile (1.3 mL) and diethyl (isocyano(phenyl)methyl)phosphonate (85 mg, 0.34
mmol), gave (26 mg, 27%) as final product (1b). Purified by column Chromatography
using DCM/AcOEt (97:3). MP 123-1259C. IR (ATR) 2981, 1715, 1626, 1493, 1448, 1364,
1241, 1179, 1017, 968, 790, 756, 700, 618 cm™. *H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 1.18 (t, J =
7.1 Hz, 6H, 2CH,CH3), 1.27 (td, J=7.0, 1.7 Hz, 6H, 2CH,CH3), 3.85 —3.98 (m, 2H, CH2CH3),
4.04 - 4.17 (m, 6H, 3CH2CHs), 4.17 — 4.26 (m, 2H, H-6a), 4.43 (m, 2H, H-3a), 6.53 (dt, J =
23.4, 1.9 Hz, 1H, ArH), 6.58 (s, 1H, ArH), 6.67 (dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.14 — 7.23
(m, 1H, ArH), 7.28 — 7.38 (m, 6H, ArH), 7.65 (td, J = 6.1, 1.6 Hz, 4H, ArH), 8.02 (ddd, J =
4.8, 3.3, 1.4 Hz, 2H, H-3). 13C NMR (100.6 MHz, CDCls) § 16.1 (m, 4CH,CH3), 47.9 (2C-6a),
59.9 (d, J = 2.4 Hz, 2C-3a), 63.4 (dd, J = 7.5, 2.3 Hz, 2CH,CH3), 64.6 (dd, 7.4, 1.6 Hz,
2CH,CHs), 86.1 (d, J = 156.8 Hz, 2C-1), 123.0 (d, J = 15.9 Hz, 2CH-Ar), 125.6 (d, J = 8.3 Hz,
CH-Ar), 127.8 (4CH-Ar), 128.2 (m, 4CH-Ar), 128.4 (2CH-Ar), 129.0 (CH-Ar), 131.3 (2C-i),
133.1 (t, J = 3.9 Hz, 2C-i), 162.1 (d, J = 11.9 Hz, 2C-3), 170.1 (d, J = 5.3 Hz, 2C-4), 170.8
(dd, 12.4, 6.1 Hz, 2C-6). HRMS C38H41010N4P2 [M+H]* 775.2292; found 775.2315.

Diethyl (5-(4-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-4-phenyl-3,3a,4,6a-
tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)phenyl)-4,6-dioxo-1-phenyl-1,3a,4,5,6,6a-
hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-yl)phosphonate
2b
(E10),(O)P. Ph O Q Ph po)oEt), Following the general procedure,
N \ _@N )Y AgOAc (3 mg, 0.02 mmol), 1,1'-(1,4-
phenylene)bis(1H-pyrrole-2,5-
° dione) (50 mg, 0.19 mmol),
acetonitrile (1.4 mL) and diethyl (isocyano(phenyl)methyl)phosphonate (94 mg, 0.37



mmol), gave (25mg, 19%) as final product (2b). Purified by column Chromatography
using ACOEt/MeOH (97:3). MP > 2302C (DEC). IR (ATR) 2981, 1714, 1622, 1516, 1446,
1368, 1233, 1177, 1016, 965, 884, 838, 789, 760, 701, 627 cm™. 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 1.17 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 2CH,CH3), 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 6H, 2CH,CH3), 3.86 — 3.99
(m, 2H, CH2CH3), 4.04 — 4.17 (m, 6H, CH2CH3), 4-17 — 4.26 (m, 2H, H-6a) 4.44 (d, J = 7.9
Hz, 2H, H-3a), 6.66 (d, J = 6.0 Hz, 4H, ArH), 7.28 — 7.36 (m, 6H, ArH), 7.62 (d, J = 6.9 Hz,
4H, ArH), 8.00 (d, J = 4.5 Hz, 2H, H-3). 3C NMR (100.6 MHz, CDCl3) & 16.4 (m, 4CHCHs),
48.3 (d, J = 2.3 Hz, 2C-6a), 60.2 (2C-3a), 63.7 (d, / = 7.4 Hz, 2CH>CH3), 64.8 (d, J = 7.4 Hz,
2CHCHs), 86.3 (d, J = 157.7 Hz, 2C-1), 126.6 (4CH-Ar), 128.1 (4CH-Ar), 128.4 (2CH-Ar),
128.5 (2CH-Ar), 128.7 (2CH-Ar), 131.7 (d, J = 2.7 Hz, 2C-i), 133.5 (m, 2C-i) 162.3 (d, J =
12.2 Hz, 2C-3), 170.6 (d, J = 5.5 Hz, 2C-4), 171.3 (dd, J = 11.7, 1.7 Hz, 2C-6). HRMS
C3gHa0010NaNaP2 [M+Na]* 797.2112; found 797.2138.

Diethyl (5-(6-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-4-phenyl-3,3a,4,6a-
tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)hexyl)-4,6-dioxo-1-phenyl-1,3a,4,5,6,6a-
hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-yl)phosphonate

3b

Following the general procedure,
Ph. P(O)(OEt),
o N AgOAc (3 mg, 0.02 mmol), 1,1'-
o J ’ (hexane-1,6-diyl)bis(1H-pyrrole-
Ph NN

(EtO),(O)P N s 2,5-dione) (50 mg, 0.18 mmol),
Nx 0 acetonitrile (1.4 mL) and diethyl

(isocyano(phenyl)methyl)phosphonate (92 mg, 0.36 mmol), gave (51 mg, 36%) as final
product (3b). Purified by column Chromatography using DCM/AcOEt (97:3). MP 87-89
oC. IR (ATR) 2935, 1776, 1698, 1626, 1445, 1393, 1367, 1242, 1152, 1015, 966, 842, 790,
757, 699, 635 cm™. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 0.73 — 0.8 (m, 4H, 2CH>), 0.92 — 1.04 (m,
4H, 2CHy), 1.15 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 2CH,CH3), 1.26 (m, J = 7.1 Hz, 6H, 2CH,CH3), 3.12 (t, J =
7.1 Hz, 4H, 2N-CH.), 3.85 (m, 2H, CH2CHs), 4.00 — 4.07 (m, 2H, H-6a), 4.07 — 4.20 (m, 6H,
3CH2CHs), 4.30 (m, 2H, H-3a), 7.27 — 7.34 (m, 6H, ArH), 7.65 (d, J = 6.8 Hz, 4H, ArH), 7.96
(dt, J = 5 Hz, 1.3 Hz, 2H, H-3). 13C NMR (100.6 MHz, CDCls) 6 16.4 (t, J = 5.0 Hz, 4CH,CHs),
25.8 (2N-CH2CH,CH>), 27.0 (2N-CH2CH>), 38.8 (2N-CH>), 47.8 (d, J = 2.4 Hz, 2C-3a), 60.5
(2C-6a), 63.6 (d, J = 7.6 Hz, 2CH>CH3), 64.8 (d, J = 7.3, 2CH2CH3), 85.8 (d, J = 156.1 Hz, 2-
C1), 127.9 (6CH-Ar), 128.6 (4CH-Ar), 133.5 (2C-i), 162.7 (d, J = 11.6 Hz, 2C-3), 172.2 (d, J
= 5.5 Hz, 2C-4), 172.7 (d, J = 12.7 Hz, 2C-6). HRMS CagHas010N4P2 [M+H]* 783.2918; found
783.2942.



Diethyl (5-(4-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-4-phenyl-3,3a,4,6a-
tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)butyl)-4,6-dioxo-1-phenyl-1,3a,4,5,6,6a-
hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-yl)phosphonate

4b
pPh P(O)(OEt), Following the general procedure,
o ) IN AgOAc (3 mg, 0.02 mmol), 1,1'-
Ph N/\/\/N (butane-1,4-diyl)bis(1H-pyrrole-2,5-
(Et0);(C)P 0 dione) (50 mg, 0.20 mmol),
Nx 0

acetonitrile (1.5 mL) and diethyl
(isocyano(phenyl)methyl)phosphonate (102 mg, 0.40 mmol), gave (50 mg, 33%) as final
product (4b). Purified by column Chromatography using DCM/AcOEt (97:3). MP 157-159
oC. IR (ATR) 2930, 1775, 1698, 1627, 1432, 1389, 1369, 1342, 1326, 1237, 1179, 1156,
1014, 963, 841, 788, 759, 701, 662, 638 cm™. *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 0.75 —0.84 (m,
4H, 2CHy), 1.15 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 2CH2CH3), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 2CH2CH3), 2.94 —3.07
(m, 4H, 2N-CH,), 3.80 — 3.92 (m, 2H, CH2CHs), 4.02 — 4.06 (m, 2H, H-6a), 4.06 — 4.17 (m,
6H, 3CH,CHs), 4.25—-4.30 (m, 2H, H-3a), 7.27 — 7.35 (m, 6H, ArH), 7.62 (d, J = 6.0 Hz, 4H,
ArH), 7.93 (dd, J = 5.0, 1.2 Hz, 2H, H-3). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3) & 16.4 (t, J = 5.1 Hz,
ACH,CHs), 24.1 (d, J = 3.3 Hz, 2N-CH,CH3z), 37.9 (d, J = 5.4 Hz, 2N-CH,), 47.9 (2C-3a), 60.4
(2C-6a), 63.6 (d, J = 7.3 Hz, 2CHCHs), 64.8 (d, J = 7.3 Hz, 2CHCHs), 85.8 (d, J = 156.1 Hz,
2-C1), 127.9 (6CH-Ar), 128.6 (4CH-Ar), 133.5 (2C-i), 162.6 (d, J = 11.7 Hz, 2C-3), 172.1 (d,
J = 5.4 Hz, 2C-4), 172.6 (d, J = 12.6 Hz, 2C-6). HRMS CsgHas010N4P2 [M+H]* 755.2605;
found 755.2633.

Diethyl (5-(2-(4-(diethoxyphosphoryl)-1,3-dioxo-4-phenyl-3,3a,4,6a-
tetrahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-2(1H)-yl)ethyl)-4,6-dioxo-1-phenyl-1,3a,4,5,6,6a-
hexahydropyrrolo[3,4-c]pyrrol-1-yl)phosphonate

5b
pn P(O)(OEt), Following the general procedure, AgOAc (3
o N mg, 0.02 mmol), 1,1'-(ethane-1,2-
Q / diyl)bis(1H-pyrrole-2,5-dione) (50 mg, 0.23
Ph N/\/N
(EtO),(0O)P X mmol), acetonitrile (1.7 mL) and diethyl
Nx o) (isocyano(phenyl)methyl)phosphonate

(125 mg, 0.45 mmol), gave (35 mg, 21%) as final product (5b). Purified by column
Chromatography using DCM/AcOEt (97:3). MP 101-1039C. IR (ATR) 2982, 1779, 1705,
1626, 1433, 1389, 1242, 1162, 1017, 966, 791, 759, 699, 633 cm™. 'H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 1.13 (td, J = 7.1, 4.1 Hz, 6H, 2CH,CHs), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 2CH,CH3), 3.07 —
3.36 (m, 4H, 2N-CH>), 3.79 (m, 2H, 2CH,CH3), 3.96 — 4.02 (m, 2H, H-6a), 4.02 — 4.14 (m,



6H, 3CH,CH3), 4.14 — 4.21 (m, 2H, H-3a), 7.27 — 7.38 (m, 6H, ArH), 7.69 (m, 4H, ArH), 7.83
(m, 2H, H-3). 13C NMR (100.6 MHz, CDCl3) & 16.7 (m, 4CH,CHs), 37.5 (d, J = 11.3 Hz, 2N-
CH.), 48.0 (d, J = 19.2 Hz, 2C-3a), 60.8 (d, J = 4.5 Hz, 2C-6a), 63.9 (m, 2CH2CHs), 65.1 (m,
2CH,CHs), 86.0 (dd, J = 153.1, 4.0 Hz, 2C-1), 128.1 (d, J = 15.5 Hz, 4CH-Ar), 128.8 (d, J =
7.3 Hz, 2CH-Ar), 129.1 (d, J = 6.1 Hz, 2CH-Ar), 129.4 (d, J = 5.9 Hz, 2CH-Ar), 133.6 (2C-i),
162.6 (t, J = 10.6 Hz, 2C-3), 172.7 (dd, J = 23.7, 5.5 Hz, 2C-4), 173.2 (t, J = 15.2 Hz, 2C-6).
HRMS CaaHa1010N4P2 [M+H]* 727.2292; found 727.2313.
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