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NOTA SOBRE NOMENCLATURA

Con el fin de mantener la misma numeracion y facilitar la comparacion de los datos
espectroscopicos, se le ha dado prioridad a los sustituyentes del nucleésido a lo largo
de esta Memoria. Ademas ha utilizado la nomenclatura de aminoacidos recomendados
por la Comision de Nomenclatura de Bioquimica (JCBN) de la IUPAC-IUB
(“Nomenclature and Symbolism for Aminoacids and Peptides”).! Los amino&cidos se han
nombrado por el sistema de cdédigo de tres letras y pertenecen a la serie natural L. En
cuanto a los péptidos, el residuo que tiene el grupo amino libre, o no acilado por otro
aminoacido, se denomina N-terminal y el que tiene el grupo carboxilo libre se denomina
C-terminal. Tanto para nombrarlos como para representarlos graficamente, se comienza
por el residuo N-terminal, seguido de los aminoacidos internos en orden, para finalizar

con el residuo C-terminal.

NOTA SOBRE PUNTUACION

Con el fin de simplificar la publicacion de los resultados en revistas internacionales
que requieren uso de puntuacién en la numeracién inglesa, se ha utilizado este sistema
en la parte experimental de la Memoria de esta Tesis Doctoral. Asi, las cifras decimales
se indican con puntos en lugar de con comas, aceptado por la Real Academia Espafiola
de la Lengua en el Diccionario Panhispanico de Dudas desde su primera edicion en
octubre de 2005.2

(1) http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/AminoAcid.
(2) http://buscon.rae.es/dpdl.






ABREVIATURAS

AcOEt
anh
CAM

CCso
CCTLC
CD26
CDI
CEs
CEy
CHIKV
DBU
DCC
DCM
DIC
DIPEA
DMA
DMAP
DMF
DMSO
DPP-IV
EM
EtONa
FGF-2
Fmoc
gCoSsY
GDP
gHMBC
gHSQC
GMP
GTP
HATU
HCTU

Acetato de etilo

anhidra

"Chorioallantoic membrane" assay o ensayo en la membrana
corioalantoidea de huevos fecundados

Concentracion citotoxica 50

Centrifugal circular thin layer chromatography
Dipeptidil-peptidasa tipo IV

1,1-Carbonildiimidazol

Concentracion efectiva 50

Concentracion efectiva 90

Virus Chikungunya

1,8-Diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno

Diciclohexilcarbodiimida

diclorometano

Diisopropilcarbodiimida

N, N-Diisopropiletilamina

N,N-Dimetilacetamida

4-Dimetilaminopiridina

N, N-Dimetilformamida

Dimetilsulféxido

Dipeptidil-peptidasa tipo IV

Espectrometria de masas

Etoxido sodico

Factor basico del crecimiento de fibroblastos
9-Fluorenilmetoxicarbonilo

Gradient-selected Correlation Spectroscopy

Guanosin 5°-difosfato

Gradient-selected Heteronuclear Multiple-Bond Correlation
Gradient-selected Heteronuclear Single-Quantum Coherence
Guanosin 5-monofosfato

Guanosin 5’-trifosfato

Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N",N"-tetrametiluronio
Hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-

tetrametiluronio



HPFC Cromatografia flash de alta eficacia

HPLC High performance liquid cromatography

IS indice de selectividad, cociente entre CCsy y CEs
Ki Constante de inhibicion
Km Constante de Michaelis-Menten

MeOH Metanol
MeONa Metoxido sodico

Mw Microondas

NMP N-Metil-2-pirrolidona

NOE Efecto nuclear Overhauser

PBS Tampén fosfato

PfPNP Fosforilasa de nucleésidos de purina del Plasmodium falciparum
PNP Fosforilasa de nucleésidos de purina

PNP Hyor Fosforilasa de nucledsidos de purina de Mycoplasma hyorinis
py anh Piridina anhidra
PyBOP Hexafluorofosfato de (1H-benzotriazol-1-iloxi)tris(pirrolidin)fosfonio

PyBrOP  Hexafluorofosfato de (bromo)tris(pirrolidin)fosfonio

RMN Resonancia magnética nuclear

t.a. Temperatura ambiente

TEA Trietilamina

TF Timidina fosforilasa

TFA Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

TOCSY Espectroscopia de correlacion total proton-protén
TPA 12-O-Tetradecanoilforbol-13-acetato

TPPTS Sal trisddica de tris(3-sulfonatofenil)fosfina
TXPTS Sal trisddica de tris(4,6-dimetil-3-sulfonatofenil)fosfina

VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular
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INTRODUCCION GENERAL

Segun la IUPAC," la quimica médica abarca distintos aspectos quimicos, biolégicos,
médicos y farmacéuticos, y se encarga de la invencion, descubrimiento, disefo,
identificacion y preparacion de compuestos bioldgicamente activos, el estudio de su
metabolismo, la interpretacién de su modo de accion a nivel molecular y la construccién
de relaciones estructura-actividad. Esta definicion indica el caracter altamente
multidisciplinar de la quimica médica constituyendo un puente entre la ciencia basica de

la biologia y la quimica, y la ciencia clinica de la medicina.

En una definicion mucho mas coloquial, la division de educacién de la American
Chemical Society? considera que la quimica médica es la aplicacién de herramientas
quimicas a la sintesis de farmacos, destacando también la incorporacién de otras
disciplinas a la quimica médica tales como bioquimica o biologia molecular, y haciendo

especial énfasis en la creaciéon de nuevas moléculas sintéticas.

La presente tesis doctoral, estructurada en tres capitulos, aborda tres problematicas
muy habituales en un laboratorio de quimica médica. La primera de ellas tiene que ver
con la mejora de las propiedades de solubilidad y farmacocinéticas de un compuesto
biolégicamente activo con la finalidad de mejorar sus propiedades tipo farmaco, en este
caso empleando una aproximacion “profarmaco”. Asi, en el capitulo 1 se aborda la
sintesis, estudios de estabilidad y solubilidad de profarmacos de naturaleza peptidica de
la 5°-O-tritilinosina, un nucledsido de purina descrito en nuestro grupo de investigacion

con potente actividad antiangiogénica.>*

Otra tarea habitual en un laboratorio de quimica médica es la aplicacion de
reacciones o metodologias recientemente descritas a compuestos de los que se
esperan potenciales propiedades terapéuticas. En el capitulo 2 se ha aplicado una
metodologia sintética recientemente descrita, la reaccion de arilacion directa de
derivados de purina empleando catalisis mediada por complejos de Pd y Cu®® a la
sintesis de inosinas 8-ariladas. Tras la adaptacion de las condiciones de reaccion y
haciendo especial énfasis en la ausencia de restos metalicos en los productos finales,
se ha conseguido preparar una serie de 8-aril y 8-piridilinosinas. Como se describira,
estos compuestos, ademas de su potencial como agentes terapéuticos, presentan

propiedades fluorescentes.
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Una tercera problematica habitual en quimica médica es el descubrimiento de nuevas
dianas implicadas en enfermedades relevantes, o la aparicion de patdégenos nuevos o
reemergentes frente a los que no se dispone de medicamentos eficaces. En estos casos
se requiere de la identificacion de compuestos “hit” que son sometidos a un programa
sintético con el fin de mejorar su accesibilidad sintética, su potencia inhibitoria, su
selectividad o sus propiedades fisico-quimicas, entre otros muchos parametros. Esta
problematica se aborda en el tercer capitulo de esta tesis donde se describe una nueva

familia de triazolopirimidinas como inhibidores de la replicacién del virus Chikungunya.

Un hilo conductor comun a estos tres capitulos es el tipo de compuestos sintetizados
que podrian ser considerados derivados de purinas y analogos. Los dos primeros
capitulos son derivados de inosina, nucledsidos de purina menos estudiados que los
derivados de adenosina y guanosina. Los derivados de 3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
d]pirimidinonas del tercer capitulo poseen una considerable analogia estructural con la
hipoxantina, la base purica de la inosina. Como es bien sabido los derivados de
nucledsidos constituyen uno de los pilares de la quimioterapia antiviral y anticancerosa,

y por ello es en estas areas terapéuticas donde la presente tesis quedaria enmarcada.

Debido a la variedad en la tematica, hemos estructurado esta tesis de modo que
cada capitulo tenga entidad propia con su introduccion, objetivos, sus resultados y
discusion y sus conclusiones, junto a la bibliografia empleada y la correspondiente parte
experimental. El trabajo contenido en los tres capitulos se ha ido desarrollando casi en
paralelo por lo que el orden de presentacion no refleja el orden cronoldgico de la
realizacion del trabajo. Tras los tres capitulos, hay unas Conclusiones generales de la

tesis.

@) http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/medchem/.

(2) http://www.acsmedchem.org/medicinalchemistry.pdf.

(3) Liekens, S.; Hernandez, A. |.; Ribatti, D.; De Clercq, E.; Camarasa, M. J.; Pérez-Pérez,
M. J.; Balzarini, J. The nucleoside derivative 5-O-trityl-inosine (KIN59) suppresses thymidine
phosphorylase-triggered angiogenesis via a noncompetitive mechanism of action. J Biol Chem
2004, 279, 29598-29605.

(4) Liekens, S.; Bronckaers, A.; Belleri, M.; Bugatti, A.; Sienaert, R.; Ribatti, D.; Nico, B.;
Gigante, A.; Casanova, E.; Opdenakker, G.; Pérez-Pérez, M. J.; Balzarini, J.; Presta, M. The
thymidine phosphorylase inhibitor 5’-O-tritylinosine (KIN59) is an antiangiogenic multitarget
fibroblast growth factor-2 antagonist. Mol Cancer Ther 2012, 11, 817-829.

5) Cerna, |.; Pohl, R.; Hocek, M. The first direct C-H arylation of purine nucleosides. Chem
Commun 2007, 4729-4730.

(6) Storr, T. E.; Baumann, C. G.; Thatcher, R. J.; De Ornellas, S.; Whitwood, A. C.; Fairlamb,
I. J. S. Pd(0)/Cu(l)-mediated direct arylation of 2’-deoxyadenosines: mechanistic role of Cu(l) and
reactivity comparisons with related purine nucleosides. J Org Chem 2009, 74, 5810-5821.
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Sintesis de profarmacos del
compuesto antiangiogénico
5 -O-tritilinosina.

Estudios de estabilidad y solubilidad

OH OH

5°-O-Tritilinosina






Capitulo 1
1. INTRODUCCION

La angiogénesis, o formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de otros
preexistentes, es un proceso complejo que hoy en dia es objeto de nhumerosos estudios
dadas sus implicaciones en el crecimiento tumoral y desarrollo de metastasis."” El
proceso angiogénico (Figura 1.1) comienza con la produccion y secrecion de diferentes
factores de crecimiento, siendo el mas conocido el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF).? Estos factores acttian sobre los receptores de membrana de las
células endoteliales, las cuales se activan produciendo unas enzimas proteoliticas que
degradan algunas zonas de la membrana basal que recubren los vasos sanguineos. Las
células endoteliales comienzan a migrar y a proliferar a través de los agujeros de la
membrana basal hacia el tejido en crecimiento o tumor. A medida que el nuevo vaso
sanguineo crece longitudinalmente, el tejido experimenta una remodelizacion para
disponerse alrededor del nuevo vaso. Estos nuevos vasos formados permiten el
suministro de la sangre a los tumores, lo que resulta determinante para su desarrollo, y
ademas, facilitan vias adicionales de diseminaciéon de las células tumorales
favoreciendo de ese modo la metastasis en tejidos lejanos del foco tumoral primario. Por
ello, la busqueda de agentes capaces de frenar este proceso es un campo de

investigacion muy activo y prometedor en la quimioterapia anticancerosa.

Produccidn Crecimiento
De VEGF de los vasos
- sanguineos

. . Crecimiento
@ tumoral

Figura 1.1. Representacion del proceso angiogénico

La angiogénesis esta regulada por factores proangiogénicos, que la estimulan, y por
factores antiangiogénicos, que la inhiben. Uno de los factores proangiogénicos para los
que se ha demostrado una correlacion entre sus niveles de expresion y el prondstico
desfavorable de distintos tipos de tumores es el factor timidina fosforilasa (TF).*° La

timidina fosforilasa es una enzima que se encuentra sobreexpresada en distintos tipos

5
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de procesos tumorales, entre ellos de colon,® de estémago,’ de eséfago,? de pancreas,®
carcinomas renales,'® endometriales,” de pecho,' de ovario,™ cervical,™ de vejiga™ y
de pulmon,'® provocando un aumento de densidad vascular que ademas se correlaciona

con un prondstico desfavorable del tumor.'”'®

El mecanismo por el cual la timidina fosforilasa promueve la angiogénesis es todavia
objeto de estudio, si bien parece estar implicada en fendmenos de migracion de las
células endoteliales.’®® La timidina fosforilasa es una enzima del metabolismo de
nucledsidos que cataliza la fosforolisis reversible de 2 -desoxinucleésidos de pirimidina y
ademas presenta actividad de fosforribosil transferasa generando un nuevo 2°-

desoxinucleosido.?’

En el afio 2004, nuestro grupo de investigacién describié un nucledsido de purina, la
5°-O-tritilinosina (1.1) o KIN59 (Figura 1.2), como un inhibidor de la enzima timidina
fosforilasa humana.?® Las numerosas modificaciones estructurales realizadas en
distintos puntos de la molécula pusieron de manifiesto la presencia imprescindible del

grupo tritilo en la posicién 5” de la ribosa para la inhibicién de la enzima.?

Estudios cinéticos realizados empleando concentraciones variables de los sustratos
de la reaccion revelaron que el KIN59 ejerce una inhibicion no competitiva respecto a la
timidina y al fosfato.?>** Por tanto ejercia una inhibicién de tipo alostérico, es decir,
interacciona con la enzima en un sitio diferente al centro activo, constituyendo el primer
ejemplo descrito de inhibidor alostérico de timidina fosforilasa.?***** Estudios de
modelado molecular y mutagénesis dirigida han llevado a proponer que el sitio de union
del KIN59 en la enzima timidina fosforilasa humana se encuentra en las proximidades
del Asp203, localizandose un bolsillo alostérico de caracter fundamentalmente hidréfobo
que alojaria al KIN59. Estudios de mutagénesis dirigida sobre el Asp203 han puesto de
manifiesto que modificaciones en este aminoacido afectan a la actividad catalitica del

enzima.?

KINS59 (1.1)
Figura 1.2
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Ademas, el KIN59 es un potente inhibidor de la angiogénesis promovida por timidina
fosforilasa en un ensayo estandar de angiogénesis, denominado ensayo CAM (“chick
chorioallantoic membrane” assay).”? Este experimento, realizado en la membrana
coriolantoidea del huevo del pollo, permite tras 2 6 3 dias de incubacién, medir el efecto
inhibidor o activador de la angiogénesis contabilizando los vasos sanguineos de la zona
de estudio respecto a un experimento control.”” Como se puede observar en la figura
1.3, la presencia de KIN59 en el ensayo CAM provoca una clara disminucion de la

vascularizacion (Figura 1.3.B) en comparacién a un experimento control (Figura 1.3.A).

Figura 1.3. Efecto del KIN59 (B) sobre la angiogénesis promovida

por TF en el ensayo CAM frente a un experimento control (A)

El efecto del KIN59 en este ensayo de angiogénesis es muy llamativo ya que no solo
se afecta la formaciéon de los nuevos vasos sanguineos sino que se crea una zona
practicamente avascular sin que se detecten efectos téxicos. Esto parecia sugerir que el
KIN59 podria estar actuando sobre otros factores proangiogénicos ademas de timidina
fosforilasa. En 2012 hemos descrito que el KIN59 no afecta la actividad del VEGF, pero
si es capaz de antagonizar la actividad proangiogénica promovida por el factor basico
de crecimiento de fibroblastos (fibroblast growth factor-2 o FGF-2). Por tanto, podriamos
concluir que el KIN59 es un compuesto multidiana en la farmacologia antiangiogénica.?®
La actividad antitumoral del KIN59 en un modelo de ratén en el que se habia inducido el
crecimiento de tumores subcutaneos que sobreexpresaban FGF-2 apoyaba el interés de
este compuesto. Ahora bien, la baja solubilidad acuosa del KIN59 complicaba la
administracion y limitaba la dosis a aplicar (2 aplicaciones diarias en una mezcla
PBS/cremophor® a una dosis méaxima de 15 mg/kilo). Por tanto, era necesario disponer
de un analogo de KIN59 con mejor solubilidad acuosa.

Una de las estrategias mas habituales para mejorar la solubilidad de compuestos
activos en medios acuosos es la preparacion de profarmacos, y en particular la union

covalente de un farmaco a un transportador, si bien la unién debe ser lo suficientemente
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labil (por via quimica o enzimatica) como para permitir la liberacion del farmaco en el

organismo.?

Los aminoacidos han sido ampliamente estudiados como transportadores de
farmacos de naturaleza nucleosidica siendo el ejemplo mas conocido el valaciclovir, un
éster de valina del compuesto antiherpético aciclovir.®® Estudios muy recientes de
nuestro grupo de investigacion en profarmacos de nucledsidos han puesto de manifiesto
que el empleo de oligopéptidos mejora muy notablemente la solubilidad en agua de los
profarmacos respecto al empleo de un solo aminoéacido.*' Estos oligopéptidos unidos a
través de enlaces amidas a farmacos son reconocidos por la enzima enddgena
dipeptidil-peptidasa tipo IV (DPP-IV/CD26) liberando asi el farmaco en su forma activa
(Figura 1.4).%

,,f; : CD26
Dligopéptido ONH—SS »
(Xaa-Pro),

Figura 1.4

La enzima DPP-IV/CD26 pertenece a la familia de las prolil-oligopeptidasas y se
encuentra ampliamente distribuida en el organismo. Cuando la glicoproteina CD26 se
encuentra asociada a membrana se expresa principalmente en células epiteliales,
endoteliales y células leucociticas del sistema inmune. Sin embargo, en su forma
soluble la enzima CD26 se encuentra en altas concentraciones en fluidos seminales y

en niveles mas moderados en el plasma y en el fluido cerebroespinal.®

La enzima CD26 muestra una alta especificidad de sustrato, y reconoce e hidroliza
secuencias dipeptidicas que contienen una prolina, y en menor medida una alanina, en
la penultima posicion (posicion P,) del extremo N-terminal del oligopéptido (Figura 1.5).
Esta limitacion favorece la estabilidad del profarmaco frente a exopeptidasas no
especificas, ya que no es comun el reconocimiento de residuos de Pro en la penultima
posicion del extremo N-terminal.* Otra caracteristica interesante para que se lleve a
cabo el reconocimiento por la enzima CD26 es que no contenga una prolina o una
hidroxiprolina en la antepenultima posicion (P3). Sin embargo, la ultima posicién (P+)
admite una mayor variedad de aminoacidos siendo los mejor reconocidos los
aminoacidos hidréfobos (ej. Val, lle, Ala, Phe) y los aminoacidos basicos (ej. Lys, Arg,

His), siempre que presenten el grupo amino libre.*
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CD26
OENORO
Hidréfobo Pro Pro
Basico Ala
Neutro (Gly), (Ser) Hyp
Acido [Val), (Leu) oo
H.N
7 2 3
Figura 1.5

La sintesis de profarmacos por conjugacion de oligopéptidos a farmacos y su
liberacién por CD26 ha sido extensamente estudiada en nuestro grupo de investigacion.

Inicialmente se aplicé a farmacos portadores de grupos amino,3¢3’

ya que la enzima
CD26 reconoce enlaces amida. La eleccion de la secuencia Xaa-Pro ayuda a modular la
vida media, la biodisponibilidad y la solubilidad de los distintos profarmacos, teniendo en
cuenta que el residuo Xaa debe ser un aminoacido preferentemente hidréfobo o de
caracter basico. Posteriormente, y para generalizar la aplicabilidad de esta
aproximacién, se ha adaptado esta estrategia a farmacos portadores de grupos
hidroxilos.*® Para ello, se ha incorporado un nexo de unién entre el farmaco portador de
un grupo hidroxilo y el oligopéptido, de modo que la liberacién del farmaco se llevaria a
cabo por la actuacion de la enzima CD26 seguida de una posterior hidrélisis quimica o

enzimatica del nexo de union (Figura 1.6).

Oligopéptid +
igopeptido ONH_[ nexo de union ]—CO
Xaa-Pro

' Hidrolisis quimica o enzimatica

Figura 1.6

En la tesis de Alberto Diez Torrubia,* en nuestro grupo de investigacion, se estudio
con detalle la aplicacién de esta estrategia al nucledsido CF1743 (1.2), un potente

inhibidor del virus varicela zoster, que presentaba baja solubilidad y biodisponibilidad
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(Figura 1.7). De los diferentes nexos de union estudiados entre el OH del nucleésido y el
oligopéptido, los mejores resultados se obtuvieron con el empleo de un aminoacido, y en
particular la valina.*' Asi, se prepararon distintos derivados tripeptidicos que utilizan la
valina como espaciador y un dipéptido terminal para el reconocimiento por CD26. A
modo de ejemplo en la figura 1.7 se muestran las secuencias peptidicas de los
profarmacos que mostraron mejores incrementos de solubilidad (AS) respecto al
compuesto padre CF1743 (1.2). En todos los casos, se pudo demostrar que la
incubacién en plasma conducia a la liberacion del dipéptido terminal por reconocimiento

de CD26 e hidrdlisis posterior del éster de valina para regenerar el farmaco.

0o 0o
HO—l fo) I HO—l fo) I Asn-Pro-VaI-O—l o) |

OH Val-Pro-Val-O OH
CF1743 (1.2) 1.3, AS =290 1.4, AS = 2186

N~ O
Lys-Pro-VaI-O—l fo) I VaI-Pro-VaI-O—l o) I

OH Val-Pro-Val-O
1.5, AS = 3061 1.6, AS = 4294

Figura 1.7

Por otro lado, se ensayaron dipéptidos como espaciadores “self-cleavage” entre el
OH del nucledsido y la secuencia dipeptidica reconocida por CD26 (Xaa-Pro), dando
lugar a tetrapéptidos unidos al OH del nucledsido (Figura 1.8)." Ademas, con esta
aproximaciéon se obtuvieron buenos resultados de biodisponibilidad oral “in vivo” tras la

administracion a ratones.
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VaI-Pro-VaI-Pro-O—l fo) I VaI-Pro-VaI-VaI-O—l fo) I VaI-Pro-VaI-AIa-O—l fo) I

OH OH OH
1.7a, AS = 603 1.7b, AS = 434 1.7¢, AS = 505
Figura 1.8

En estos casos, la liberacién se produce por reconocimiento del dipéptido terminal por
CD26 seguido de un ataque intramolecular del grupo amino del dipéptido espaciador al

enlace éster del nucledsido liberando el farmaco y la correspondiente dicetopiperazina

(Esquema 1.1).

0O R H O R’ H o Py
N N . CD26 N , .
Xaa-Pro” "N O-Farmaco HyN O-Farmaco HO-Farmaco
H o Rr 3 0O R 0
Xaa-Pro R
NH
HN R

o}
Esquema 1.1. Mecanismo de liberacion de un farmaco portador de grupo hidroxilo
empleando espaciadores “self-cleavage” de naturaleza dipeptidica

11
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este capitulo ha sido la preparacion de profarmacos de
naturaleza peptidica del nucledsido antiangiogénico KIN59 que mejoren la solubilidad
acuosa del compuesto. La secuencia peptidica elegida ha estado basada en
antecedentes previos del grupo,® buscando el reconocimiento del profarmaco por la
enzima CD26 que reconoce dipéptidos de secuencia Xaa-Pro. Para el anclaje del
dipéptido al KIN59 se han utilizado varias estrategias. Paralelamente a la sintesis se
han realizado estudios de solubilidad acuosa, y estudios de estabilidad quimica y de

reconocimiento por CD26.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Conforme a lo comentado en la introduccion y en funcion de los resultados previos
del grupo, la primera aproximacioén para preparar profarmacos reconocibles por la
enzima CD26 sobre los grupos hidroxilo del KIN59, consistié en la conjugacion de los
OHs del nucledsido con un tripéptido, de secuencia terminal Xaa-Pro, donde Xaa sera
preferentemente Val, Lys y Asn, unida al nucledsido a través de un éster de valina. La
eleccion del resto Xaa ha estado condicionada por su reconocimiento por CD26 y por su
contribucion a la solubilidad segun resultados previos.®' Hay que resaltar que si bien la
conjugacion de tripéptidos se habia aplicado con anterioridad a hidroxilos secundarios,
estos correspondian a 2’-desoxinucléosidos como el CF1743 comentado en la
introduccién, pero no a ribonucledsidos con dos OHs secundarios como el KIN59.%® Asi

el primer objetivo consistio en la preparacién de monoésteres tripéptidicos del KIN59.

KINS59 (1) 1.8a,b

g g b
N N N
NH NH
(L7 e &
NN NN NN
TrO—l o I Tro fo) TrO—l fo) I
0\'/0 O\') O\t)
Val-Pro-Val Lys-Pro-Val Asn-Pro-Val
1.9a,b 1.10a,b 1.11a,b

Esquema 1.2. Estrategia de sintesis de los conjugados tripeptidicos

En el esquema 1.2 se reflejan las estructuras tripeptidicas propuestas y la ruta de
sintesis elegida a partir de la 5’-O-tritilinosina (KIN59, 1.1). Esta ha consistido en la
preparacion del éster de valina (1.8a,b) y posterior acoplamiento con los
correspondientes dipéptidos convenientemente protegidos para obtener los derivados
tripeptidicos de Val-Pro-Val (1.9a,b), Lys-Pro-Val (1.10a,b) y Asn-Pro-Val (1.11a,b). Con
esta ruta de sintesis se obtendra la mezcla de productos acilados en las posiciones 2" y
3, pero se descarto la separacion de los dos regioisomeros ya que es conocido que los

4142 medio donde

grupos acilos pueden migrar entre grupos hidroxilo en medio acuoso,
se van a ensayar los productos. Ademas la ruptura final del enlace éster en cualquiera

de ellos liberara el KIN59.
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Como grupo protector del extremo N-terminal de los dipéptidos y del grupo amino de
la valina, se ha elegido el grupo Fmoc que se elimina en medios basicos, ortogonal al
grupo tritilo de la posicion 5° del nucledsido, sensible a condiciones acidas. Previo a la
sintesis de los profarmacos propuestos, se prepararon los dipéptidos Fmoc-Val-Pro-OH
(1.13), Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH (1.15) y Fmoc-Asn-Pro-OH (1.17), siguiendo un
procedimiento descrito para la sintesis de péptidos en disoluciéon empleando una
estrategia Fmoc/Bu como se muestra en el esquema 1.3.*2 El acoplamiento de Fmoc-
Val-OH o Fmoc-Lys(Fmoc)-OH o Fmoc-Asn-OH con H-Pro-O'Bu se realizé con PyBOP
en diclorometano en presencia de TEA, seguido de la desproteccion del grupo terc-

butilo por tratamiento con TFA en diclorometano.

o Fmoc-HN o Fmoc-HN o
mo + MOH PyBOP, TEA \\\\( c'L TFA \\\\\// C|)L
g
f N
N OBu NH-Fmoc  DCM, ta. (] OB pem, ta. & OH
H-Pro-O'Bu  Fmoc-Val-OH 1.12 (73%) 1.13 (64%)
Fmoc-HN
P FmocfiN o pyBoOP, TEA ~° o
A yBOP, 3
E|\>‘/<OIB ¥ /\/\\\\// —_— > Fmoc-HN/\/\ N J\\”\O,Bu
H u Fmoc-HN OH DCM, t.a. G
H-Pro-O'Bu Fmoc-Lys(Fmoc)-OH TEAIDCM g 1.14 R=tBu (88%)
1.15 R=H (95%)
fo) Fmoc-HN i
o] PyBOP e o TFA Fmoc-HN o
gy + N on —TEA . o9 TR o
H O NH-Fmoec DCM, ta. NH,0C¢ N~“"“Somy DCM,ta. NHZOE QNJ“\\”\OH

t
H-Pro-O'Bu Fmoc-Asn-OH 1.16 (81%) 1.17 (71%)

Esquema 1.3. Sintesis de dipéptidos: Fmoc-Val-Pro-OH,
Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH y Fmoc-Asn-Pro-OH

Para la obtencion de KIN59, se hizo reaccionar la inosina (1.18) con cloruro de tritilo,
en presencia de DMAP, en piridina anhidra a 100 °C en un tubo de presion durante 2
horas, obteniéndose con un 65% de rendimiento (Esquema 1.4). En trabajos previos
realizados por nuestro grupo para la sintesis de ésteres de aminoacidos en nucleésidos
portadores de grupos tritilo en la posicién 5°,* se habia empleado PyBOP como agente
de acoplamiento. Por lo tanto, se hizo reaccionar KIN59 con Fmoc-Val-OH empleando
PyBOP y DIPEA en DMF a temperatura ambiente, obteniéndose el éster 1.19a,b con un
27% de rendimiento (Esquema 1.4, Ruta A).
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(o]
N
NH
o <
N N/)

o
quLNH Nf‘\NH o Tro o
N N/) /kHL
HO7 :o: TrCI DMAP _ NeFmec_ ’
py anh, 100°C /I_f\ PyBOP DIPEA ﬂi\"/ Q

OH OH DMF anh, t.a.

o]
1.18 KIN59, 1.1 (65%) Ruta A
1.19a,b
2 9 k Ruta A: (27%)
o " Ruta B: (50%)

NH-FmocNH-Fmoc

DMF anh
Ruta B

Esquema 1.4. Sintesis de los conjugados de valina protegidos

Para mejorar este bajo rendimiento se ensayaron otros agentes de acoplamiento
(DCC y HATU), asi como diferentes bases (TEA, DIPEA) y temperaturas (0 °C, 30 °C y
50 °C) pero los rendimientos del acoplamiento seguian siendo bajos. Por el contrario,
cuando se hizo reaccionar KIN59 con el anhidrido de valina, sintetizado a partir de
Fmoc-Val-OH con DIC en diclorometano anhidro a 0 °C se obtuvieron los productos de
acoplamiento 1.19a,b con un 50% de rendimiento (Esquema 1.4, Ruta B). Los productos
de acoplamiento son una mezcla de los dos regioisémeros acilados en las posiciones 2’
y 3" del azucar. En los espectros de '"H RMN y gCOSY se observa la presencia de los
dos compuestos, siendo mayoritario el producto acilado en posicion 3° ya que el H-3" del
producto mayoritario estd mas desapantallado (6= 5.34 ppm) que el H-3" del producto

minoritario (5= 4.68 ppm).

La desproteccion del grupo Fmoc de 1.19a,b con piperidina en diclorometano dio
lugar a 1.8a,b con un 96% de rendimiento (Esquema 1.5). Posteriormente, la reaccion
de 1.8a,b con Fmoc-Val-Pro-OH utilizando PyBOP como agente de acoplamiento, en
presencia de DIPEA en diclorometano condujo a la mezcla de conjugados tripeptidicos
protegidos, que tras tratamiento con piperidina en diclorometano dio lugar a los

derivados de Val-Pro-Val (1.9a,b) con un 37% de rendimiento para los dos pasos.
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(o] (o]

N N
NH NH
¢ 1) f) ¢ fL
N
Tro ‘o] 1) Fmoc-Val-Pro-OH TrO o
PyBOP, DIPEA
plperldlna

o) DCM, t.a.
H
o N\n/o . DCM, t.a. 2) piperidina |
3 DCM, t.a. )j\
1.19a,b 1.8a,b (96%) 1.9a,b (37%)

Esquema 1.5. Sintesis de los conjugados tripeptidicos Val-Pro-Val

De un modo similar, se llevd a cabo la sintesis de los conjugados tripeptidicos de
Lys-Pro-Val (Esquema 1.6) mediante reaccién de 1.8a,b con Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH,
empleando PyBOP y DIPEA en diclorometano a temperatura ambiente. Posteriormente,
se desprotegieron los grupos Fmoc con piperidina en diclorometano, obteniéndose
1.10a,b con un 49% de rendimiento para los dos pasos.

o} N NH
N <N | /J

(’ J To—_o—_|
Tro o 1) Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH P4
PyBOP, DIPEA H
— 8oL

(o] DCM, t.a.
o) 2 2) piperidina o
DCM, t.a.

1.10a,b (49%
1.8a,b (49%) NH,

Y

Esquema 1.6. Sintesis de los conjugados tripeptidicos Lys-Pro-Val

A continuacion, se llevo a cabo la sintesis de los conjugados tripeptidicos de Asn-
Pro-Val (Esquema 1.7) mediante reaccion de 1.8a,b con Fmoc-Asn-Pro-OH, empleando
PyBOP y DIPEA en diclorometano a temperatura ambiente. Después se desprotegi6 el
grupo Fmoc con piperidina en diclorometano para obtener los derivados tripeptidicos

1.11a,b con un 17% de rendimiento para los dos pasos.

o o}
N
NH
)NH < I
N“ 1) PyBOP, DIPEA o NTON
o o Fmoc-Asn -Pro-OH o
DCM, t.a.
o O
NH 2) piperidina
o 2 DCM, t.a. j| NHZ
1.8a,b 1.11a,b (17%)

NH2

Esquema 1.7. Sintesis de los conjugados tripeptidicos Asn-Pro-Val
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La caracterizacion de estos compuestos tripeptidicos se hizo a través de
experimentos de RMN de 'H y "™C, mono y bidimensionales (gCOSY, gHMBC vy
gHSQCQC).

Una vez obtenidos los derivados tripeptidicos, se realizaron los estudios de
solubilidad de los profarmacos 1.9a,b, 1.10a,b y 1.11a,b. Para ello se suspendié un
exceso del compuesto patron (KIN59) y de los profarmacos (1.9a,b, 1.10a,b y 1.11a,b)
a ensayar en PBS y se agitaron durante 2 horas. Posteriormente, las muestras se
filtraron y la cantidad disuelta se cuantificd por HPLC interpolando los datos obtenidos
en rectas patron previamente elaboradas a partir de concentraciones conocidas para
cada compuesto. Los resultados obtenidos para los conjugados tripeptidicos y para el

KIN59 se recogen en la tabla 1.1.

Tabla 1.1. Determinacién de la solubilidad en tampon fosfato (PBS)

Compuestos Solubilidad en PBS (mg/ml) Incremento de solubilidad
KIN59 0.005 -
1.9a,b = [Val-Pro-Val]-[KIN59] 0.030 6
1.10a,b = [Lys-Pro-Val]-[KIN59] 1.290 258
1.11a,b = [Asn-Pro-Val]-[KIN59] 0.080 16

Como se puede observar la solubilidad acuosa del KIN59 es realmente baja (0.005
mg/ml). El profarmaco 1.9a,b, de secuencia Val-Pro-Val presenté un incremento de
solubilidad de 6 veces con respecto al farmaco patrén (KIN59), mientras que el
profarmaco de secuencia Asn-Pro-Val (1.11a,b) supuso un incremento de 16 veces. Por
su parte, el profarmaco de secuencia Lys-Pro-Val (1.10a,b) mostré un resultado

espectacular, ya que resulté ser 258 veces mas soluble que KIN59.

Los estudios de estabilidad quimica y enzimatica se hicieron solamente para los
derivados tripeptidicos 1.10a,b y 1.11a,b, que eran los profarmacos que habian
mostrado mejor solubilidad. Para llevar a cabo la estabilidad quimica, la mezcla de
regioisomeros 1.10a,b en PBS incubada a 37 °C se analiz6 por HPLC tomando
alicuotas a determinados tiempos (Oh, 25°, 1 h, 2 h y 6 h). Los resultados obtenidos se
recogen en la figura 1.9 donde las barras azules del grafico representan el % de

profarmaco 1.10a,b intacto.
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PBS, 37 °C =102
= KIN59
c 100 -
w80
g 60
c
S 40
[}
S 20
°\ o o T T T i ;_ 1
oh 25° 1h 2h 6h
Tiempo

Figura 1.9. Estudios de estabilidad de 1.10a,b en PBS a 37 °C

En este grafico se puede ver como el profarmaco de secuencia Lys-Pro-Val
(1.10a,b) no es completamente estable en PBS, ya que el enlace éster se hidroliza

aproximadamente un 40% tras 6 horas de incubacién a 37 °C.

En paralelo, se llevaron a cabo los estudios de estabilidad enzimatica. El mecanismo
de liberacion que cabria esperar para el KIN59 a partir de este profarmaco (1.10a,b) es
el que se recoge en el esquema 1.8, donde la enzima CD26 reconoceria el enlace
amida de la unidad de prolina liberando el dipéptido terminal Lys-Pro, seguido de la

hidrélisis del éster de valina por via quimica o enzimatica.

o o
CD26

KIN59—0)L Val-Pro-Lys KIN59—O)L val — > KIN59
5 via quimica o
1.10a,b Lys-Pro 1.8a,b enzimatica

Esquema 1.8. Mecanismo de liberacion propuesto
para el KIN59 a partir del profarmaco 1.10a,b

En la figura 1.10.A se representan los datos obtenidos del profarmaco (1.10a,b)
incubado en presencia de la enzima CD26, mientras que la figura 1.10.B recoge los
resultados de este compuesto incubado en suero humano al 20%, recordando que el
suero contiene CD26. Los estudios de reconocimiento por CD26 y de estabilidad en
suero han sido realizados por el equipo del Prof. Jan Balzarini en el Instituto Rega de la

Universidad de Lovaina (Bélgica), conforme a procedimientos descritos.'®
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.10a’b l10a,b
CD26 u KIN59 SH al 20% m KIN59
100 - .
S <100
D 80 0 g0 |
] o
g 60 2 60
8 a0 8
o 40 S 40
Q
o 20 ; S 20
'U o
< 0 — ; ; - = . : . :
Oh 25 1th  2h  6h Oh 25 1h 2h  6h
A Tiempo B Tiempo

Figura 1.10. Estudios de estabilidad del profarmaco 1.10a,b en presencia de la enzima CD26

purificada (A) y de suero humano al 20% (B) tras 6 horas de incubacioén a 37 °C

En ambos casos se observa la liberacién del KIN59, especialmente notable cuando la
incubacion se realiza en suero humano donde a las 6 horas la conversion es total. Cabe
mencionar que en estos ensayos no se observo la formacion del derivado de valina
1.8a,b.

Sobre los regioisomeros 1.11a,b de secuencia Asn-Pro-Val también se llevaron a
cabo los estudios de estabilidad quimica asi como la incubaciéon con la enzima CD26
purificada y en suero humano al 20%. En la figura 1.11 se muestra el resultado obtenido
al incubar 1.11a,b en PBS a 37 °C, donde el porcentaje de profarmaco intacto se

muestra en azul mientras que las barras rojas indican el KIN59 liberado.

PBS, 37 °C =1.11a,b
m KIN59
100 -
[ =
'O 80 -
4
°>’ 60 -
S
o 40
(]
T 20 -
X
0 T T T T 1
Oh 25° 1h 2h 24h
Tiempo

Figura 1.11. Estudios de estabilidad de 1.11a,b en PBS a 37 °C

Se puede observar como en PBS la mezcla de regioisomeros 1.11a,b, de secuencia
Asn-Pro-Val es perfectamente estable tras dos horas de incubacion mientras que tras 24
horas de incubacién se hidroliza casi el 50% del profarmaco. Por tanto con esta
secuencia se consigue una mejora notable de la estabilidad quimica respecto a los

compuestos de secuencia Lys-Pro-Val analizados anteriormente. Por su parte los

21



Resultados y discusion

estudios de incubacion en presencia de CD26 de 1.11a,b (Figura 1.12.A) asi como los
estudios de incubacién en suero humano al 20% (Figura 1.12.B) muestran la conversion
del 1.11a,b al KIN59 de modo que tras 24 horas de incubacién se ha liberado
completamente el KIN59. Ademas, como en los casos anteriores, no se ha observado el

conjugado de valina 1.8a,b.

CD26 =1.11a,b SH al 20 % m1.11a,b
mKIN59 mKIN59
100 -
5 § 1)
= 80 - » g0 |
o o
2 607 g 60
<}
8 40 S 40 |
3 ]
- 20 - o 20
= J °
0 T T T T T 0 T T T T 1
Oh 25° 1h 2h 24h Oh 257 1h 2h 24h
A Tiempo B Tiempo

Figura 1.12. Estudios de estabilidad de 1.11a,b en presencia de la enzima CD26

purificada (A) y de suero humano al 20% (B) tras 24 horas de incubacion a 37 °C

Los resultados de solubilidad y estabilidad de los profarmacos 1.10a,b y 1.11a,b han
puesto de manifiesto que la incorporacion de la secuencia Lys-Pro-Val (1.10a,b) permite
una mejora notable de la solubilidad respecto al KIN59, pero que la estabilidad quimica
de estos derivados tripéptidicos es baja como se ha puesto de manifiesto en la
incubacion en PBS a 37 °C. Por su parte, los profarmacos de secuencia Asn-Pro-Val
(1.11a,b) presentan una estabilidad quimica adecuada aunque una moderada
solubilidad. En ambos casos, la liberacién del KIN59 en las condiciones ensayadas es

total.

Por lo tanto, era aconsejable ensayar otra aproximacion. Para ello, se planted la
sintesis de conjugados tripeptidicos esterificados en las posiciones 2" y 3" de la ribosa
(Figura 1.13). Con ello, se pretende aumentar la estabilidad respecto a los compuestos
monoesterificados en 2" 0 3". El hecho de que no haya un grupo hidroxilo libre contiguo
al grupo éster que une el tripéptido al nucledsido podria impedir o dificultar la migracion
de este grupo éster en medio acuoso mejorandose de este modo la estabilidad del
profarmaco. Ademas, el KIN59 deberia ser liberado del mismo modo, por via quimica
y/o enzimatica (CD26, esterasas). Ademas era previsible un aumento de la solubilidad
acuosa ya que cada unidad tripeptidica incorporada podria contribuir al incremento de
solubilidad.
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TrO 0

Xaa-Pro-Val—0 p
Xaa-Pro-Val

Figura 1.13. Estructura de los conjugados tripeptidos

esterificados en las posiciones 2" y 3" del azucar

Como nexo de union (Figura 1.13) se mantendria la Val, mientras que como dipéptido
terminal (Pro-Xaa) se elegio la secuencia Lys-Pro, puesto que esta secuencia era la que
mostraba una mejor solubilidad para el caso de los monoesterificados en 2’0 3. Para la
sintesis se consideré una estrategia analoga a la seguida para los productos
monoesterificados. Asi, se hizo reaccionar el KIN59 con el anhidrido de valina (2.5 eq)
en DMF y en presencia de DMAP a temperatura ambiente dando lugar al conjugado
esterificado en las posiciones 2" y 3" de la ribosa (1.20) con un 58% de rendimiento.
(Esquema 1.9) La desproteccion del grupo Fmoc de este compuesto con piperidina dio
lugar al conjugado 1.21 con un 69% de rendimiento.

o)
i i K N NH
N N/) NH-FmocNH-Fmoc Tro o N
o o DMAP
o -0 O
OH OH DMF anh, t.a. Fmoc-Val Val-Fmoc
1.20 (58%)
KIN59, 1.1

(o]
N
¢ :[ljm piperidina
NToN

DCM
TrO o)

Val’o O‘Val
1.21 (69%)

Esquema 1.9. Sintesis del conjugado de valina en las posiciones 2" y 3'de la ribosa

Posteriormente, se hizo reaccionar 1.21 con el dipéptido Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH
(Esquema 1.10), en presencia de DIPEA, y utilizando PyBOP como agente de
acoplamiento en DCM a temperatura ambiente pero tras 24 horas no se observd por
HPLC-MS el producto deseado (1.22).
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(o]
NH i
< | N
N N/) Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH <l /)NH
TrO 0 PyBQPaDIPEA NToN
- TrO o
Val’o o‘VaI DCM, t.a. \ |

(Fmoc), Lys-Pro-Val—0O o 1.22
(Fmoc), Lys-Pro-Val

Esquema 1.10. Sintesis del conjugado Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-Val

esterificado en las posiciones 2’y 3'del aztcar

Se ensayaron diferentes agentes de acoplamiento como PyBrOP, HCTU y HATU, asi
como variaciones en la presion (tubo sellado) y en la temperatura (temperatura
ambiente, 40 °C y 60 °C) pero con ninguna de estas modificaciones se obtuvo el
compuesto deseado. Los cromatogramas de HPLC-MS solo mostraban la incorporacion
parcial de un dipéptido en una de las valinas, y cuando se aplicaban condiciones mas
enérgicas, se producia la desproteccion del grupo Fmoc. Para poder emplear
temperaturas mas altas sin que saltara el grupo protector, se hizo reaccionar el
anhidrido del tripéptido Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-Val-OH previamente formado con DIC en
DMF anhidra a 0 °C con el KIN59 en ausencia de base, y se calent6 al microondas a 70
°C durante 30 min pero solo se observé el compuesto tripeptidico monoesterificado
(1.10a,b) en 2°6 3" del azucar en vez del compuesto tripeptidico esterificado en 2" y 3~
(1.22) (Esquema 1.11).

o o
N
</ | /)NH O O </ | /)NH
NN N NN
TrO o (Fmoc),Lys-Pro-Val O” 'Val-Pro-Lys(Fmoc); TrO o
OH OH DMF anh, t.a. (Fmoc), Lys-Pro-val=O O 4 99
Fmoc), Lys-Pro-Val
KIN59, 1.1 (Fmoe Ly

Esquema 1.11. Sintesis del conjugado Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-Val

esterificado en las posiciones 2’y 3'del aztcar

Viendo las dificultades encontradas para la obtencion del profarmaco doblemente
sustituido con tripéptidos en las posiciones 2" y 3" del azucar, reconsideramos los
antecedentes de que disponiamos y centramos nuestra atencion en la conjugacion con
un tetrapéptido. Segun se coment6 en los antecedentes, la liberacion del farmaco en
este caso se basa en el reconocimiento del dipéptido terminal por CD26 y posterior
formacioén espontanea de la dicetopiperazina con el dipéptido mas proximo al OH del
nucledsido. La secuencia dipeptidica terminal elegida fue Lys-Pro ya que proporcionaba

un incremento considerable en la solubilidad, mientras que como nexo de unién se
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mantuvo el dipéptido Val-Pro que ya se habia ensayado con anterioridad.*’ La utilizacién
de la prolina para la formacion del enlace éster con el nucledsido podria aumentar la
estabilidad quimica y por tanto la estabilidad del enlace farmaco-transportador. Dadas
las dificultades encontradas para sustituir simultdneamente las posiciones 2’y 3°, se
considero obtener el producto monoesterificado. Para ello, se decidio emplear la misma
estrategia de sintesis que para los conjugados tripeptidicos. De este modo se prepararia
el éster de prolina (1.23a,b) que tras posterior acoplamiento con el tripéptido Fmoc-
Lys(Fmoc)-Pro-Val-OH seguido de la desproteccion de los grupos Fmoc daria lugar al

profarmaco deseado 1.24a,b (Esquema 1.12).

(o] (o] (o]
N N N
NH NH NH
e e 8
N N/J N N/) N N/J
Tro o —>» Tr0 o —>» TrO o
— —_—
OH OH SN o
Pro Lys-Pro-Val-Pro
KIN59 (1.1) 1.23a,b 1.24a,b

Esquema 1.12. Estrategia de sintesis de los conjugados tretrapeptidicos

Por lo tanto, fue necesario sintetizar el tripéptido Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-Val-OH
empleandose la misma estrategia de proteccién Fmoc/Bu que en los casos anteriores
como se muestra en el esquema 1.13. El acoplamiento del dipéptido Fmoc-Lys(Fmoc)-
Pro-OH (1.15), sintetizado anteriormente, con H-Val-O'Bu se realizd con PyBOP en
presencia de TEA en diclorometano, obteniéndose el compuesto 1.25 con un 65% de
rendimiento. A continuacion, se desprotegio el grupo terc-butilo mediante tratamiento

con TFA en diclorometano resultando el tripéptido 1.26 con un 80% de rendimiento.

F -HN o) Fmoc-! HN
moc \\\‘(o ° MO‘B PyBOP, TEA
u —————————» \‘

Fmoc-HN <\|j‘ OH NH, DCM Fmoc-HN

MW 40 °C
1.25 R—tBu (65%
TFA/DCM C

1.26 R=H (80%)

1.15 H-Val-O'Bu

Esquema 1.13. Sintesis del tripéptido Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-Val-OH

Para la obtencién del éster de prolina se tratdé la 5°-O-tritilinosina (1.1) con el
anhidrido de prolina, sintetizado a partir de Fmoc-Pro-OH con DIC en DMF anhidra a 0
°C obteniéndose los productos de acoplamiento 1.27a,b con un 60% de rendimiento

(Esquema 1.14).
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o)
N
3] NH
o (’ |
sl o w N~
) )T}\:m To—_o—_|
TrO _ fo) fo)
i | DMF anh., 0 °C 0\4}/
OH OH O
Fmoc-N
KIN59 (1.1)

1.27a,b (60%)

Esquema 1.14. Sintesis de los conjugados de prolina protegidos en 2°6 3" del azucar

La desproteccion del grupo Fmoc de 1.27a,b con piperidina en diclorometano dio
lugar a 1.23a,b con un 63% de rendimiento (Esquema 1.15). A continuacion, la reaccién
de 1.23a,b con Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-Val-OH utilizando PyBOP como agente de
acoplamiento, en presencia de DIPEA en diclorometano condujo a la mezcla de
conjugados tetrapeptidicos protegidos, que tras tratamiento con piperidina en
diclorometano dio lugar a los derivados de Lys-Pro-Val-Pro (1.24a,b) con un 15% de

rendimiento para los dos pasos.

(o]
N
)
(o] (o]
R . -
J 2 1) Fmoc-Lys-Pro-Val-Pro-OH 0\/!_/0

PyBOP, DIPEA o7
plperldlna DCM, t.a. N

\/J_/ DCM t.a. %}/ 2) piperidina

o~ O o~ O DCM, t.a. o
Fmoc-N HN 5 1.24a,b (15%)

1.27a,b 1.23a,b (63%)

e

Esquema 1.15. Sintesis de los conjugados tetrapeptidicos

de secuencia Lys-Pro-Val-Pro en 2°6 3" del azucar

A continuacion se llevaron a cabo los estudios de estabilidad y solubilidad para la
mezcla de regioisdmeros 1.24a,b. Los resultados de los estudios de estabilidad quimica
se muestran en la figura 1.14. La incubacion de la mezcla de regioisémeros 1.24a,b de
secuencia Lys-Pro-Val-Pro en PBS indic6 que esta mezcla es bastante estable,
liberando aproximadamente un 30% del KIN59 tras seis horas de incubacién y un 70%
tras 24 horas de incubacion. Por tanto con esta secuencia se consigue una mejora
moderada de la estabilidad quimica respecto a los conjugados tripeptidicos de

secuencia Lys-Pro-Val (1.10a,b) preparados anteriormente.
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PBS. 37 °C m1.24a,b
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Figura 1.14. Estudios de estabilidad de los conjugados
tetrapeptidicos 1.24a,b en PBS a 37 °C

Los estudios de solubilidad en PBS de los conjugados de secuencia Lys-Pro-Val-Pro
(1.24a,b) se realizaron de un modo similar al de los profarmacos anteriores. Estos
conjugados mostraron un incremento de solubilidad mayor de 2000 veces respecto al
KIN59, muy superior a la de los profarmacos tripeptidicos 1.10a,b de secuencia Lys-
Pro-Val (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Determinacién de la solubilidad en tampon fosfato (PBS)

Solubilidad en PBS Incremento de
Compuestos .
(mg/ml) solubilidad
KIN59 0.005 -
1.10a,b = [Lys-Pro-Val]-[KIN59] 1.290 258
1.24a,b = [Lys-Pro-Val-Pro]-[KIN59] 10.000 2000

Por lo tanto, con esta aproximacién se ha conseguido una mejora moderada de la
estabilidad quimica respecto a los profarmacos tripeptidicos de secuencia Lys-Pro-Val y
un incremento espectacular de la solubilidad. Con el fin de mejorar la estabilidad
quimica, se pretende iniciar en breve la sintesis de los derivados tetrapeptidicos de
secuencia Asn-Pro-Val-Pro, avalados por los resultados obtenidos con los derivados

tripeptidicos.

En paralelo se abordé otra alternativa interesante para obtener profarmacos del
KIN59 que consistié en buscar un punto de anclaje para el transportador distinto de las
posiciones 2" o 3" del azucar. Puesto que el grupo tritilo es clave para la actividad
antiangiogénica,”® se analizaron las modificaciones que habian sido realizadas
previamente en la base del nucledsido y que no suponian pérdida significativa de la

actividad. Dentro de estas modificaciones resultaba interesante la actividad del
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compuesto 1.28 (Figura 1.15) con un grupo 2-metoxietoximetilo en el N-1 de la base,

que mostraba actividad antiangiogénica similar al KIN59 en el ensayo CAM.*

(o]
N N/\o/\/o\
< I
I
O

1.28

TrO

OH OH
Figura 1.15

A partir de la estructura de este compuesto (1.28) se plante6 la sintesis de un
compuesto analogo con un grupo amino terminal que permitiera la incorporacion de
péptidos. Asi, se propuso la sintesis del derivado de glicol 1.29 (Figura 1.16) a partir del
cual seria posible la sintesis de los correspondientes profarmacos de formula general A.
En este caso, y conforme a lo comentado en los antecedentes, la secuencia a incorporar
seria un dipéptido (Xaa-Pro) teniendo en cuenta que la union se realizaria a través de

un grupo amino.

o o
H
O NH —Pro-,
</N:\“)‘\N/\/ \/\o/\/ 2 </N:f‘\N/\/O\/\o/\/N Pro-Xaa
N N/ N/
Tro o) Tro o)
1.29 A
OH OH OH OH
Figura 1.16

Para la incorporacion de sustituyentes con una amina terminal en la posicion 1 de
derivados de inosina la via mas utilizada es la descrita por De Napoli y col. que consiste
en la activacion de la posicién C-2 al introducir el grupo 2,4-dinitrobenceno en el N-1 de
la base (Esquema 1.16).*° Asi el tratamiento del nucledsido N-1 arilado (I) con aminas
conduce a la apertura del anillo de pirimidina por el ataque nucledfilo sobre el C-2
formandose una formamidina (ll) que por reaccion de cierre de ciclo libera la 2,4-

dinitroanilina quedando la amina en la posicion N-1 (llI).
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Esquema 1.16. Funcionalizacién de inosinas en N-1 descrita por De Napoli45

Asi, el KIN59 (1.1) se traté con anhidrido acético en piridina anhidra para proteger los
grupos hidroxilos 2" y 3" del azucar obteniéndose el compuesto 1.30 de forma
cuantitativa.*® Después, se hizo reaccionar 1.30 con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno, en
presencia de K,CO3; en DMF a 80 °C, obteniéndose el compuesto 1.31 con un 64% de
rendimiento (Esquema 1.17).*” El compuesto 1.31 se trat6 con la 2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxiletilamina en DMF a 50 °C, obteniéndose el producto 1.29 con un 80%
de rendimiento. En este Ultimo paso, ademas de producirse la sustitucion nucledfila,
también se dio la desproteccion de los grupos acetilos de las posiciones 2" y 3" del

azucar.

NO
i e
N N~ N
NH D/ ) f‘\
qu‘\/) f‘: cl <N I 2 No,
Tro o N Ac,0 o K,CO3 Tro7 ':o:| |
Ty _ =
Q h. Q 8
py an DMF, 80 °C ) S

OH OH OAc OAc
KIN59 (1.1) 1.30 (99%) 1.31 (64%)
«fw S
TrO
HNT O~ NH2
OH OH DMF, 50 °C

1.29 (80%)

Esquema 1.17. Sintesis del compuesto 1.29

Antes de proceder a la sintesis de los profarmacos, era importante estudiar la
actividad antiangiogénica de este nuevo compuesto, ya que la accién del CD26 sobre
los profarmacos de formula general A (Figura 1.16) liberara el compuesto 1.29 y no el

KIN59 como con los ésteres en 2° o/y 3" descritos en los apartados previos. Asi, se
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evaluo la actividad antiangiogénica de 1.29 en el ensayo CAM. Tal y como se habia
hecho previamente con el KIN59, se estimuld la neovascularizacién anadiendo a la
membrana timidina fosforilasa como agente proangiogénico. A una concentracion de
150 nmol/membrana, el efecto de 1.29 fue algo mas marcado que con el KIN59
creandose una zona avascular en todos los huevos ensayados (6 sobre 6) frente a los 5
sobre 7 en el caso del KIN59. En la figura 1.17 se muestra una imagen de un
experimento control (Figura 1.17.A) y el efecto del compuesto 1.29 a la concentracién
indicada (Figura 1.17.B).

Figura 1.17. Efecto de 1.29 (B) sobre la angiogénesis inducida

por TF en el ensayo CAM frente a un experimento control (A)

Por tanto, la actividad de 1.29 en este ensayo era similar a la del KIN59 y esto
avalaba su utilizacion como un sustituto del KIN59 para su conjugacion con dipéptidos.

Basados en los precedentes del grupo para la sintesis de profarmacos a partir de
compuestos con grupos amino alquilicos primarios, un dipéptido puede ser una unidad
suficiente para dar estabilidad y solubilidad al profarmaco.***® De los secuencias Xaa-
Pro posibles, se considerd que el dipéptido de secuencia Lys-Pro era el que podia
aportar una mayor solubilidad. Por tanto, se hizo reaccionar el nucledsido 1.29 con
Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH, DIPEA y HCTU como agente de acoplamiento en DCM a
temperatura ambiente. Cabe destacar que se obtuvo de forma selectiva el producto de
acoplamiento entre el acido del dipéptido y la amina primaria (Esquema 1.18).
Posteriormente, se desprotegid el grupo protector Fmoc con piperidina en
diclorometano, obteniéndose 1.32 con un 62% de rendimiento para los dos pasos.
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Esquema 1.18. Sintesis del profarmaco 1.32

Para este profarmaco 1.32 asi como para su compuesto padre 1.29 se determiné la
solubilidad en PBS siguiendo un procedimiento analogo al descrito en los apartados
anteriores. Los resultados obtenidos se incluyen en la tabla 1.3 donde también se

recoge la solubilidad del KIN59 a efectos comparativos.

Tabla 1.3. Determinacién de la solubilidad en tampon fosfato (PBS)

Compuestos Solubilidad en PBS (mg/ml) Incremento de solubilidad
KIN59 0.005 =
1.29 0.220 44
1.32 = [Lys-Pro]-[1.29] 0.880 177

El primer dato a destacar es que el derivado de glicol 1.29 presenta una solubilidad
de 0.22 mg/ml, 44 veces superior a la del KIN59. La incorporacion de la secuencia Lys-
Pro sobre el grupo amino de este compuesto, es decir, el profarmaco 1.32, incrementa
la solubilidad 4 veces mas de modo que con esta doble modificacion se consigue un

compuesto 177 veces mas soluble que el KIN59.

Se realizo el estudio de estabilidad quimica incubando el profarmaco 1.32 en PBS a
37 °C. En la figura 1.18 se recogen los datos obtenidos, donde en azul se representa el
profarmaco 1.32. Como se puede observar este profarmaco presenta una perfecta
estabilidad quimica tras 24 horas de incubacion, sin que se detecte la formacion del

amino derivado 1.29 que se representaria en verde.
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Figura 1.18. Estudios de estabilidad del profarmaco 1.32 en PBS a 37 °C

Ademas, se realizaron los estudios de estabilidad enzimatica incubando este
profarmaco (1.32) en presencia de la enzima CD26 (Figura 1.19.A) y también con suero
humano al 20% (Figura 1.19.B). En estas graficas se representa en azul el profarmaco
1.32 y en verde el derivado de glicol, el compuesto 1.29.

CD26 u1.32 SH al 20% =132
1.29 1.29
[ = == — — _ = a— e
0 100 | . 100
£ 80 S 80 -
(7]
> 44
g 60 - 2 60 -
o c
% 40 - 8 40 -
® 20 B 4 .
— T T 7 a\o
0 : ' 0 r— . >
oh 25 ) 1h 2h 24h Oh 25° 1h 2h 24h
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Figura 1.19. Estudios de estabilidad de 1.32 en presencia de la enzima CD26

purificada (A) y de suero humano al 20% (B) tras 24 horas de incubacion a 37 °C

Asi, en la incubacion con CD26 (Figura 1.19.A), se observa la rapida conversion del
profarmaco (1.32) al compuesto 1.29 de modo que a los 25 min ya se ha liberado
alrededor del 50% del compuesto patrén (1.29), y la conversion es total tras 1 hora de
incubacion. Esta conversion también se observa en la incubacion con suero humano
(Figura 1.19.B). En este caso a los 25 min queda menos de un 40% del profarmaco
intacto (1.32).

Ensayos “in vivo”

Avalados por estos datos, se retomd el objetivo principal de este capitulo que

consistia en tener analogos del KIN59 mas solubles para su evaluacion en ensayos “in
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vivo”. El modelo elegido fue un ensayo en ratones atimicos nu/nu donde se desarrollé
un tumor subcutaneo con células luciferasa-positivas. Los compuestos a ensayar 1.29 y
1.32 se aplicaron por via subcutanea en un sitio distinto al de inoculacion del tumor. El
crecimiento del tumor se siguié mediante toma de imagenes bioluminiscentes y medida

del volumen del tumor. En la figura 1.20 se representa la imagen de estos ratones.

Figura 1.20. Ensayo “in vivo” en ratones atimicos nu/nu

Una vez terminado el experimento también se determiné el peso del tumor. Todos los
parametros se determinaron en comparacion con un grupo control al que se administré
so6lo vehiculo. Como se puede observar en la figura 1.21, tras 24 dias de tratamiento, no
se observaron diferencias significativas entre los fotones de los grupos de ratones
tratados con los compuestos 1.29, 1.32 y el grupo control.
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e
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24
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Figura 1.20
Teniendo en cuenta la actividad multidiana de la 5°-O-tritiinosina (KIN59) como se ha

comentado en la introduccion, es posible que el perfil antiangiogénico de la 5°-O-
tritilinosina y del compuesto 1.29 sea diferente y quizas por ello requieran de modelos
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animales también diferentes. Esta posibilidad esta siendo estudiada por nuestros

colaboradores biolégicos.

También es posible que la solubilidad alcanzada no haya permitido las
concentraciones efectivas suficientes para ver el efecto “in vivo”. En este sentido la
preparacion de derivados tetrapeptidicos tanto sobre los OHs del KIN59, como sobre el

grupo amino de 1.29 podrian contribuir significativamente al incremento de solubilidad.
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4. CONCLUSIONES

Con el fin de mejorar la escasa solubilidad acuosa de la 5°-O-tritilinosina (KIN59), se
han estudiado distintas aproximaciones para la preparacion de profarmacos mediante la
conjugacion del KIN59 con oligopéptidos que puedan ser reconocidos por la enzima

CD26 y de este modo liberar el compuesto activo.

Por un lado, se ha llevado a cabo la conjugacion a través de los OHs de las
posiciones 2" 6 3'del nucledsido. Asi, y utilizando una valina como nexo de union, se
han preparado conjugados tripeptidicos de secuencia Val-Pro-Val, Lys-Pro-Val y Asn-
Pro-Val. En una segunda aproximacion, y empleando el dipéptido Val-Pro como nexo de
unién, se han preparado los conjugados tetrapeptidicos de secuencia Lys-Pro-Val-Pro.
Los intermedios sintéticos clave para estas dos aproximaciones han sido los derivados
de valina 1.8a,b y los de prolina 1.23a,b, que se han preparado a partir del anhidrido

simétrico del aminoacido y posterior reaccion con el nucledsido.

Sobre los profarmacos obtenidos se han realizado estudios de solubilidad, estudios
de estabilidad quimica en PBS y estudios de estabilidad enzimatica frente a la enzima
CD26 y en suero humano al 20%. Los resultados mostraron que el profarmaco
tetrapeptidico de secuencia Lys-Pro-Val-Pro 1.24a,b (Figura 1.21) fue el que presento
una solubilidad mayor, siendo 2000 veces mas soluble que el KIN59, mostrando
ademas una mejora moderada de la estabilidad quimica frente a los conjugados

tripeptidicos de secuencia Lys-Pro-Val.
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Figura 1.21
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Una tercera aproximaciéon se ha centrado en un compuesto analogo al KIN59
portador de un grupo amino primario. El compuesto 1.29 (Figura 1.22), sintetizado en
este capitulo, presenta actividad antiangiogénica en el ensayo CAM similar al KIN59.
Ademas sobre el grupo amino de este compuesto se ha introducido la secuencia Lys-
Pro y asi se ha preparado el profarmaco 1.32. Este profarmaco es perfectamente
estable en PBS, libera el compuesto patrén (1.29) en presencia de la enzima CD26 en
tiempos cortos y es 177 veces mas soluble que el KIN59. Aunque los ensayos “in vivo”
no han demostrado la actividad antitumoral deseada, el compuesto 1.29 abre la via a

nuevas modificaciones en esta familia de compuestos.

4 N\
9 H
N N O~ NH2 N N/\/O\/\o/\/ N-Pro-Lys
< 1 J < I )
NN NN
TrO (o) TrO (o)
1.29 1.32
OH OH OH OH
. J
Figura 1.22
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Métodos generales

El seguimiento de las reacciones se ha efectuado por cromatografia en capa fina
empleando cromatofolios de gel de silice tipo Fs4 (Merck), de un espesor de capa de
0.2 mm y se han visualizo con luz ultravioleta (254 nm), mediante pulverizacion con
disolucién de ninhidrina en etanol al 2% o con una disolucion de acido fosfomolibdico en
etanol al 5% y calefaccién. Este seguimiento también se ha llevado a cabo por HPLC-
MS, empleando un cromatografo HPLC Waters 12695 conectado a un espectrémetro

Waters Micromass ZQ.

Los experimentos que involucraron compuestos sensibles al agua se realizaron bajo
estrictas condiciones anhidras. La piridina y la DMF anhidra se obtuvieron de fuentes

comerciales (Aldrich).

Los experimentos de irradiacién de microondas han sido realizados en un reactor de

microondas monomodo Emrys™ Synthesizer (Biotage AB).

La purificacion de los productos de reaccién se ha realizado por: a) cromatografia
centrifuga circular en capa fina (CCTLC) en Cromatotrén® (gel de silice 60 PFs4 con
CaS0O,) en placas de 1 y 2 mm de espesor con velocidad de flujo de 4 u 8 mL/min
respectivamente, b) cromatografia en cartucho SPE de gel de silice y cromatografia
flash (HPFC) en el Biotage Horizon.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en el disolvente
deuterado indicado en cada caso. Los espectros de 'H y "*C fueron registrados en un
espectrofotémetro Varian UNIT INOVA-300 (a 300 y 75 Hz), Varian UNITY-400 (a 400 y
100 Hz) y Varian 500 (a 500 y 125 Hz), respectivamente. Los espectros
monodimensionales de 'H y "*C se obtuvieron en condiciones estandar. Se ha indicado
en cada caso los desplazamientos quimicos en la escala 6 (ppm), la multiplicidad de las
sefiales (s, singlete; d, doblete; t, triplete; c, cuartete; g, quintuplete; hex, hextete; hept,
heptete; dd, doble doblete; ddd, doble doble doblete; pt, pseudo- triplete; dt, doble
triplete; m, multiplete), el valor de las constantes de acoplamiento J (Hz) y la asignacion
estructural. Los espectros bidimensionales heteronucleares ('H,"*C-HSQC y HMBC)
utilizan la misma anchura espectral en el dominio de protén (6000 Hz) y en el dominio

de carbono (30000 Hz), con un tiempo de espera de 1 s. Para el experimento de 'H,"*C-
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HSQC se procesan los datos en una matriz de 4098 x 2048 puntos y las condiciones del
experimento se optimizaron para una constante de acoplamiento heteronuclear a un
enlace de 145 Hz. En el caso del experimento 'H,"*C-HMBC, los datos se procesaron en
una matriz de 4096 x 4096 puntos. Las condiciones del experimento se optimizaron para

una constante de acoplamiento a larga distancia de 8 Hz.

Los espectros de masas se han registrado en un espectrometro Hewlett-Packard

LC/MS HP 1100, mediante las técnicas de Impacto Electronico o Electroespray.

La pureza de los compuestos se ha medido por HPLC empleando dos métodos
diferentes para cada compuesto en un aparato Waters 2690 Photodiode Array utilizando
una columna de fase reversa Sunfire C-18, flujo 1 mL/min y como fase movil: A: ACN
con 0.04% de TFA y B: H,O con 0.05% de TFA. Método 1: gradiente lineal A:B 10:90 a
100:0 en 5 minutos. Método 2: gradiente lineal A:B 30:70 a 70:30 en 5 minutos. Método
3: gradiente lineal A:B 10:90 a 95:5 en 5 minutos. Método 4: gradiente lineal A:B 20:80 a
80:20 en 10 minutos.

5.2. Sintesis de conjugados tripeptidicos del KIN59

Fmoc-Val-Pro-O'Bu (1.12)

° A una disolucion de Fmoc-Val-OH (300 mg, 0.88 mmol) en

\\ N j\otBu diclorometano (9 mL) se afiaden PyBOP (552 mg, 1.06 mmol), H-
G Pro-O'Bu.HCI (202 mg, 0.97 mmol) y TEA (184 uL, 1.33 mmol). La

mezcla se agita durante toda la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion

Fmoc-HN

se diluye con diclorometano (20 mL). La fase organica se lava con acido citrico al 5%
(15 mL), una disolucion saturada de NaHCO; (15 mL) y salmuera (15 mL), se seca
sobre MgSO, anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido se purifica por
cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/MeOH (40:1). Se obtienen 319
mg (73%) de 1.12 como un soélido blanco. Los datos espectroscdpicos coinciden con los

descritos en la bibliografia.*

Fmoc-Val-Pro-OH (1.13)

Fmoc-HN A una disolucién de 1.12 (265 mg, 0.54 mmol) en diclorometano (2.7
o :

\\ N “\\”\OH mL) se afnade TFA (824 uL, 10.76 mmol). La mezcla se agita durante

G 2 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentra

hasta sequedad a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por cromatografia flash

usando como eluyente diclorometano/MeOH (20:1). Se obtienen 159 mg (68%) de 1.13
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como un sélido blanco. Los datos espectroscopicos coinciden con los descritos en la

bibliografia.*

Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-O'Bu (1.14)
FmOC-Hlil o, Siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis de 1.12,
Fmoctin”~ N ~“‘”\ofBu se hacen reaccionar Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (300 mg, 0.51
G mmol), PyBOP (317 mg, 0.61 mmol), H-Pro-O'Bu.HCI (116
mg, 0.56 mmol) y TEA (106 pL, 0.76 mmol). El crudo obtenido se purifica por
cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/MeOH (20:1). Se obtienen 335
mg (88%) de 1.14 como un soélido blanco. Los datos espectroscdpicos coinciden con los

descritos en la bibliografia.*

Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH (1.15)

Fmoc-HN Siguiendo el procedimiento descrito para la formacion de

o)
o .

FmOC_HN/\/\ N -“‘H\OH 1.13, se hace reaccionar 1.14 (671 mg, 0.90 mmol) con TFA

(1.38 mL, 18.00 mmol) en diclorometano (4.5 mL). El crudo

obtenido se purifica por cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/MeOH

(10:1). Se obtienen 586 mg (95%) de 1.15 como un sdlido blanco. Los datos

espectroscopicos coinciden con los descritos en la bibliografia.*

Fmoc-Asn-Pro-O'Bu (1.16)

Fmoc-HN Siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis de 1.12, se
hace reaccionar Fmoc-Asn-OH (500 mg, 1.41 mmol), PyBOP (880

mg, 1.69 mmol), H-Pro-O'Bu.HCI (332 mg, 1.55 mmol) y TEA (293

bk, 2.12 mmol) en diclorometano (14 mL). El crudo obtenido se purifica por

L0
NH,OC <\'j LOtBu

cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/MeOH (20:1). Se obtienen 580
mg (81%) de 1.16 como un soélido blanco. Los datos espectroscdpicos coinciden con los

descritos en la bibliografia.*

Fmoc-Asn-Pro-OH (1.17)

FmocHN Siguiendo el procedimiento descrito para la formacién de 1.13, se
N (ﬂ\ hace reaccionar 1.16 (580 mg, 1.14 mmol) con TFA (1.75 mL, 22.8

NH,OC <\'j OH
mmol) en diclorometano (6.7 mL). El crudo obtenido se purifica por

cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/MeOH (10:1). Se obtienen 366
mg (71%) de 1.17 como un soélido blanco. Los datos espectroscopicos coinciden con los

descritos en la bibliografia.*
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5°-O-Tritilinosina, KIN59 (1.1)

o En un tubo de presidon se suspende inosina (150 mg, 0.56 mmol)
(/N | /)N“ en piridina seca (3.75 mL). Se afade cloruro de tritilo (265 mg, 0.95
Tro N~ N
'< ° 4 mmol) y DMAP (34 mg, 0.28 mmol). La mezcla se agita a 100 °C
OH OH

durante una hora. La mezcla de reaccion se concentra hasta
sequedad a presion reducida. El crudo obtenido es purificado por cromatografia flash
usando como eluyente diclorometano/MeOH (10:1). Se obtienen 185 mg (65%) de 1.1
como un sélido blanco. Los datos espectroscopicos coinciden con los descritos en la

bibliografia.*’

2°(3°)-O-[N-((Fluoren-9-il)metoxicarbonil)-valil]-5°-O-tritilinosina (1.19a,b)

o A una suspension de Fmoc-Val-OH (120 mg, 0.35 mmol) en
(/N | /N“ diclorometano seco (0.5 mL) se afiaden unas gotas de DMF

TrO N
'< ° 7' N seca hasta la solubilizacion del aminoacido. A continuacion,

[0}

OH o O; se afade diisopropilcarbodiimida (DIC) (33 pL, 0.21 mmol) y
"jj/\lf Q la mezcla se agita durante 10 min a 0 °C. Aparece un
precipitado blanco que se redisuelve con unas gotas de DMF seca. La mezcla se
continua agitando 10 minutos mas a 0 °C y se concentra hasta sequedad a presion
reducida. Se obtiene un solido blanco que contiene el anhidrido.

A una disolucién de 1.1 (90 mg, 0.18 mmol) y DMAP (2 mg, 0.02 mmol) en DMF seca
(0.8 mL) se afade el anhidrido, previamente formado, y la mezcla se agita a
temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion se diluye con
diclorometano (20 mL). La fase organica se lava con acido citrico al 5% (15 mL), una
disoluciéon saturada de NaHCO; (15 mL) y salmuera (15 mL), se seca sobre MgSO,
anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido se purifica por cromatografia flash
usando como eluyente diclorometano/MeOH (10:1). Se obtienen 109 mg (50%) de
1.19a,b como un sélido blanco. El espectro de '"H RMN indica que se trata de una
mezcla de los productos acilados en 3" y 2° en una relacion 2:1, siendo mayoritario el
acilado en la posicién 3. EM (ES, positivo): m/z 832 (M+1)*. "H RMN (400 MHz, DMSO-
de): 6 0.83-0.89 (2d, 6H, y-CH3s), 2.12 (m, 1H, B-CH), 3.22 (m, H-5"min), 3.25 (M, H-5"4y),
4.05-4.28 (m, 5H, H-4 nin, H-4"1ay, a-CH, CH-Fmoc, CH,-Fmoc), 4.68 (m, H-3"nin), 4.97
(M, H-2"may), 5.34 (M, H-3"1a,), 5.75 (M, H-2"min), 5.91 (M, H-1"a), 6.14 (M, H-1"10),
7.19-7.41 (m, 19H, Ph, H,-Fmoc, H;¢-Fmoc), 7.72 (m, 2H, H4g-Fmoc), 7.82 (d, 1H, NH,
Val), 7.87 (m, 2H, Hss-Fmoc), 7.94 (s, 1H, H-2), 8.23 (s, 1H, H-8), 12.40 (s ancho, 1H,
NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): isémero mayoritario 5 18.6, 19.7 (C-y Val), 30.7 (C-
B Val), 47.3 (CH-Fmoc), 60.1 (C-a Val), 64.2 (C-5"), 66.5 (CH,-Fmoc), 71.9 (C-2°), 73.5
(C-3%), 81.7 (C-4"), 86.9 (CPh3), 86.9 (C-1"), 120.7, 120.8 (C45-Fmoc), 125.3 (C-5),
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125.9, 126.0 (C1g-Fmoc), 127.7, 127.8 (Css-Fmoc), 127.9, 128.3, 128.5, 128.6, 128.8,
128.9, 129.6, 144.1 (Ph, C,;-Fmoc), 141.4 (C8), 144.4, 1445 (C1s-, Cua-, Csa-, Cea-
Fmoc), 146.6 (C2), 149.0 (C4), 157.1, 157.2 (C6, CO-Fmoc), 171.4 (CO Val).

2°(37)-0-Valil-5"-O-tritilinosina (1.8a,b)

o A una disolucion de 1.19a,b (217 mg, 0.26 mmol) en diclorometano
o . (’Nf:,) (2.6 mL) se anade piperidina (258 uL, 2.6 mmol). La reaccién se
—IQ agita durante 1h a temperatura ambiente. La mezcla se concentra
NH, a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por CCTLC en el
Oji Cromatotrén usando como eluyente un gradiente de
diclorometano/MeOH (10:1 a 5:1). Se obtienen 152 mg (96%) de 1.8a,b como un sélido
blanco, mezcla de productos acilados en 3"y 2°. EM (ES, positivo): m/z 610 (M+1)*. 'H
RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6 0.81 (m, 6H, y-CH3), 1.85 (m, 1H, B-CH), 3.19 (m, 2H, H-
5 may, H-5"min), 4.05 (m, H-4"rin), 4.17 (M, a-CH, H-4",), 4.64 (M, H-3"in), 4.94 (m, H-
2 may), 5.31 (M, H-3"1ay), 5.71 (M, H-2"1in), 5.91 (M, H-1"1,5), 6.13 (M, H-1"y,), 7.10-7.46

(m, 15H, Ph), 7.94 (s, 1H, H-2), 8.22 (s, 1H, H-8).

2°(37)-0-(Valil-prolil-valil)-5-O-tritilinosina (1.9a,b)

2 A una disolucion de 1.8a,b (50 mg, 0.08 mmol) en

om o <’: IN,j‘” diclorometano (0.4 mL) se le afade PyBOP (51 mg, 0.10
—Q mmol), Fmoc-Val-Pro-OH (1.13) (47 mg, 0.11 mmol) y
? OH D diisopropiletilamina (DIPEA) (14 pL, 0.08 mmol). La reaccién

° \g\ o;ji“z se deja agitando durante la noche a temperatura ambiente. La
mezcla se diluye con diclorometano (15 mL). La fase organica

se lava con &acido citrico al 5% (10 mL), una disolucion saturada de NaHCO; (10 mL) y
salmuera (10 mL), se seca sobre MgSQO, anhidro, se filira y se evapora. Se obtiene un
aceite que se purifica por CCTLC en el Cromatotron usando como eluyente
diclorometano/MeOH (10:1). Las fracciones que contienen el producto se vuelve a
purificar por CCTLC empleando como eluyente AcOEt/MeOH (10:1). El producto
obtenido (34 mg, 0.03 mmol) se disuelve en diclorometano (0.3 mL), se le anade
piperidina (33 uL, 0.33 mmol) y la mezcla se agita a temperatura ambiente durante 1.5h.
Se concentra a sequedad a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por CCTLC
en el Cromatotrén usando como eluyente un gradiente de diclorometano/MeOH (10:1 a
5:1). Se obtienen 25 mg (37%) de 1.9a,b como un sélido blanco. EM (ES, positivo): m/z
806 (M+1)*. '"H RMN (500 MHz, DMSO-d): 5 0.79-0.88 (m, 12H, y-CH; Val), 1.72 (m,
1H, B-CH Val), 1.84 (m, 2H, y-CH, Pro), 2.00 (m, B-CH, Pro), 2.09 (m, 1H, B-CH Val),
3.19 (m, 1H, a-CH Val), 3.27 (m, 2H, H-5"nay, H-5"min), 3.45-3.57 (m, 2H, 8-CH, Pro),
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4.08 (m, H-4" i), 4.18 (M, H-4" 1), 4.24-4.57 (m, 2H, o-CH Val, a-CH Pro), 4.64 (m, H-
3 min), 4.96 (M, H-2"a,), 5.34 (M, H-3"nay), 5.72 (M, H-2"min), 5.91 (M, H-1"2,), 6.13 (m,
H-1"min), 7.21-7.40 (m, 15H, CPhs), 7.92 (s, 1H, H-2), 8.20 (s, 1H, H-8). *C RMN (125
MHz, DMSO-dg): Isémero mayoritario 6 17.1, 17.8, 18.8, 19.5 (C-y Val), 24.4 (C-y Pro),
28.6 (C-B Pro), 30.0, 31.4 (C-B Val), 46.6 (C-6 Pro), 57.1 (C-a Val), 58.7 (C-a Pro), 63.4
(C-57), 71.2 (C-27),72.9 (C-3"), 80.9 (C-4"), 86.2 (CPh3), 87.4 (C-17), 124.6 (C-5), 127.0,
127.7, 128.1, 143.3 (Ph), 138.7 (C-8), 145.7 (C-2), 148.2 (C-4), 156.4 (C-6), 170.3 (CO
Lys), 173.6 (CO Val), 171.8 (CO Pro). HPLC tiempo de retencién (% area): 3.7 min
(98%) en el método 1; 2.6 min (98%) en el método 2.

2°(3')-O-(Lisil-prolil-valil)-5"-O-tritilinosina (1.10a,b)

o Siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis del

o . Q::fh‘jH compuesto 1.9a,b, se hace reaccionar 1.8a,b (41 mg, 0.07
—Q mmol), PyBOP (42 mg, 0.08 mmol), DIPEA (12 pL, 0.07

? OH D mmol) y Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH (1.15) (60 mg, 0.09
yi@ ON NH, mmol). El crudo obtenido se purifica por CCTLC en el

Cromatotron usando como eluyente diclorometano/MeOH

nH, (10:1). Las fracciones que contienen el producto se

vuelven a purificar por CCTLC empleando como eluyente AcOEt/EtOH/Eter (4:1:1). El
producto obtenido (50 mg, 0.04 mmol) se hace reaccionar con piperidina (39 pL, 0.39
mmol). El crudo resultante se coevapora varias veces con diclorometano y se lava con
éter etilico (3x5 mL) obteniéndose 28 mg (49%) de 1.10a,b como un soélido blanco. EM
(ES, positivo): m/z 590 (M+1)*. '"H RMN (500 MHz, DMSO-d;): & 0.87 (m, 6H, y-CHs
Val), 1.20-1.50 (m, 6H, B-CH; Lys, y-CH; Lys, 6-CH, Lys), 1.71-1.95 (m, 4H, B-CH; Pro,
y-CH; Pro), 2.06 (m, 1H, B-CH Val), 2.61-2.73 (m, 2H, ¢-CH; Lys), 3.24-3.60 (m, 4H, H-
5 min, H-5"may, 6-CH; Pro, a-CH Lys), 4.08 (m, H-4"min), 4.18 (m, H-4"r,y), 4.29 (m, 1H, o-
CH Val), 4.50 (m, 1H, a-CH Pro), 4.64 (m, H-3nin), 4.95 (M, H-2"3), 5.35 (M, H-3"nay),
5.73 (m, H-2"min), 5.91 (M, H-1"1,), 6.13 (M, H-1"in), 7.15-7.47 (m, 15H, CPhs), 7.92 (s,
1H, H-2), 8.20 (s, 1H, H-8). *C RMN (125 MHz, DMSO-d;): Isémero mayoritario & 17.8,
18.8 (C-y Val), 22.1 (C-y Lys), 24.3 (C-y Pro), 28.5 (C-B Pro), 30.0, 30.2 (C-B Val, C-
Lys), 34.5 (C- B Lys), 45.8 (C- € Lys), 46.4 (C- & Pro), 52.2 (C- a Lys), 57.1 (C-a Val),
58.7 (C- a Pro), 63.4 (C-57), 71.2 (C-2"), 72.7 (C-3"), 80.9 (C-4"), 86.2 (CPh3), 87.4 (C-
17), 124.6 (C-5), 127.0, 127.7, 128.1, 143.3 (Ph), 138.7 (C-8), 145.8 (C-2),148.2 (C-4),
156.5 (C-6), 170.3 (CO Lys), 171.8 (CO Pro), 173.9 (CO Val). HPLC tiempo de retencion

(% area): 3.5 min (99%) en el método 1; 2.4 min (99%) en el método 2.
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2°(3')-0O-(Asparagil-prolil-valil)-5"-O-tritilinosina (1.11a,b)

o Siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis del
o . (’: IN/) compuesto 1.9a,b, se hacen reaccionar 1.8a,b (84 mg, 0.14
_@ mmol), PyBOP (86 mg, 0.16 mmol), DIPEA (24 pL, 0.14
? OH D mmol) y Fmoc-Asn-Pro-OH (1.17) (82 mg, 0.18 mmol). El
yi@\ OLC:O crudo obtenido se purifica por CCTLC en el Cromatotron
o usando como eluyente diclorometano/MeOH (10:1) y se
repurifica empleando como eluyente AcOEt/EtOH/Eter
(4:1:1). El producto obtenido (48 mg, 0.05 mmol) se hace reaccionar con piperidina (46
bL, 0.46 mmol). El crudo resultante se coevapora varias veces con diclorometano y se
lava con éter etilico (3 x 2 mL) y con ‘BuOMe (2 x 2 mL) obteniéndose 19 mg (17%) de
1.11a,b como un sdélido blanco. EM (ES, positivo): m/z 576 (M+1)*. '"H RMN (500 MHz,
DMSO-dg): 6 0.82-0.87 (m, 6H, y-CH; Val), 1.80-1.86 (m, 4H, B-CH; Pro, y-CH; Pro),
2.07-2.17 (m, 2H, B-CH Val, B-CH; Asn), 2.34-2.38 (m, 1H, B-CH; Asn), 3.25 (m, 2H, H-
57, 3.49 (m, 1H, 6-CH, Pro), 3.60 (m, 1H, 5-CH, Pro), 3.83 (m, 1H, a-CH Asn), 4.09 (m
H-4" i), 4.13-4.23 (M, H-4 "4y, a-CH Val), 4.43 (m, 1H, a-CH Pro), 4.68 (m, H-3" ), 4.97
(M, H-2'may), 5.31 (M, H-3"nay), 5.56 (d, J = 6.1 Hz, OHni), 5.73 (M, H-2"in), 5.85 (d, J =
6.1 Hz, OHmay), 5.90 (M, H-1"nay), 6.10 (M, H-1"min), 6.89 (s, 1H, NH), 7.22-7.35 (m, 15H,
CPhs), 7.46 (s, 1H, NH), 7.92 (s, 1H, H-2), 8.20 (s, 1H, H-8). *C RMN (125 MHz, DMSO-
de): Isémero mayoritario 6 18.6, 19.5 (C-y Val), 24.7 (C-y Pro), 29.5 (C-B Pro), 30.2 (C-B
Val), 40.6 (C-B Asn), 46.9 (C-6 Pro), 49.9 (C-a Asn), 58.0 (C-a Val), 59.5 (C-a Pro), 64.0
(C-57), 71.6 (C-27), 73.3 (C-37), 81.5 (C-4"), 86.7 (CPh3), 87.8 (C-1"), 125.1 (C-5), 127.5,
128.3, 128.7, 143.8 (Ph), 139.4 (C-8), 146.3 (C-2), 148.7 (C-4), 156.9 (C-6), 170.8 (CO
Asn), 172.2 (CO Pro), 173.0 (CO Val). HPLC tiempo de retencion (% éarea): 3.7 min

(100%) en el método 3; 5.1 min (67%) y 5.2 min (29%) en el método 4.

2°,3°-Di-O-[N-((fluoren-9-il)metoxicarbonil)-valil]-5"-O-tritilinosina (1.20)

o A una suspension de Fmoc-Val-OH (332 mg, 0.98
N
< ) mmol) en diclorometano seco (0.6 mL) se afiaden

TrO
unas gotas de DMF seca hasta la solubilizacién

Q \; del aminoacido. A continuacion, se afade DIC
O,Q /’ )\o (75 pL, 0.48 mmol) y la mezcla se agita durante
/\{ 10 min a 0 °C. Aparece un precipitado blanco que

se redisuelve con unas gotas de DMF seca. La mezcla se continua agitando 10 minutos

mas a 0 °C y se concentra hasta sequedad a presion reducida. Se obtiene un soélido

blanco que contiene el anhidrido.
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A una disolucion de 1.1 (100 mg, 0.20 mmol) y DMAP (5 mg, 0.04 mmol) en DMF seca
(1.0 mL) se afade el anhidrido, previamente formado, y la mezcla se agita a
temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion se diluye con
diclorometano (20 mL). La fase organica se lava con acido citrico al 5% (15 mL), una
disoluciéon saturada de NaHCO; (15 mL) y salmuera (15 mL), se seca sobre Na,SO,
anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido se purifica por CCTLC en el
Cromatotron usando como eluyente diclorometano/MeOH (10:1). Se obtienen 134 mg
(58%) de 1.20 como un sélido blanco. EM (ES, positivo): m/z 1153 (M+1)*. "H RMN (300
MHz, DMSO-ds): 6 0.74-0.81 (m, 12H, y-CH3), 2.03 (m, 2H, B-CH), 4.02-4.29 (m, 10H,
H-4°, H-5, a-CH, CH-Fmoc, CH,-Fmoc), 5.75 (m, 1H, H-3"), 6.08 (m, 1H, H-2"), 6.19 (m,
1H, H-17), 7.21-7.38 (m, 23H, Ph, H,7-Fmoc, H;e-Fmoc), 7.66 (m, 4H, H,s-Fmoc), 7.86
(m, 4H, Hys-Fmoc), 7.94 (s, 1H, H-2), 8.21 (s, 1H, H-8), 12.36 (s ancho, 1H, NH).

2°,37-Di-O-valil-5"-O-tritilinosina (1.21)
0 A una disolucion de 1.20 (74 mg, 0.06 mmol) en diclorometano
N
4
Tro o <N IN/J
—IQ agita durante 1.5 h a temperatura ambiente. La mezcla se
o]
A% i; concentra a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por
N
//

(0.7 mL) se afiade piperidina (63 pL, 0.64 mmol). La reaccion se

H,N H,

CCTLC en el Cromatotrén usando como eluyente un gradiente de
diclorometano/MeOH (10:1 a 5:1). Obtenemos 41 mg (95%) de 1.21 como un sdlido
blanco. EM (ES, positivo): m/z 708 (M+1)". '"H RMN (300 MHz, DMSO-de): 6 0.75-0.87
(m, 12H, y-CHs), 1.83 (m, 2H, B-CH), 3.15 (m, 2H, H-57), 3.28 (m, 2H, a-CH), 4.25 (m,
1H, H-4"), 5.72 (m, H-3"), 6.05 (m, 1H, H-2"), 6.21 (m, 1H, H-1"), 7.23-7.35 (m, 15H, Ph),
7.96 (s, 1H, H-2), 8.25 (s, 1H, H-8).

5.3. Sintesis de conjugados tetrapeptidicos del KIN59

Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-Val-O'Bu (1.25)
FmocHN A una disolucion de 1.15 (956 mg, 1.39 mmol) en
FmOC_HN,\/\“‘" f ~"ﬁ\|\|\/(,(°t8” diclorometano (14 mL) se afiade PyBOP (868 mg, 1.67
G "o mmol), H-Val-O'Bu (321 mg, 1.52 mmol) y TEA (290
uL, 2.08 mmol). La mezcla se calienta a 40 °C por irradiacion al microondas durante una
hora y media. La mezcla de reaccion se diluye con diclorometano (30 mL). La fase
organica se lava con acido citrico al 5% (20 mL), una disolucién saturada de NaHCO;
(20 mL) y salmuera (20 mL), se seca sobre MgSQO, anhidro, se filtra y se evapora. El
crudo obtenido se purifica por cromatografia flash usando como eluyente

diclorometano/MeOH (40:1). Se obtienen 767 mg (65%) de 1.25 como un solido blanco.

44



Capitulo 1

EM (ES, positivo): m/z 843 (M+1)*. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 0.77-0.85 (m, 6H, y-
CHs Val), 1.33 (m, 13H, Bu, y-CH; Lys, 5-CH; Lys), 1.51 (m, 2H, B-CH, Lys), 1.84 (m,
3H, B-CH Val, y-CH; Pro), 1.97 (m, 2H, B-CH; Pro), 2.93 (m, 2H, ¢-CH, Lys), 3.49 (m,
1H, 6-CH; Pro), 3.57 (m, 1H, 8-CH; Pro), 4.01 (m, 1H, a-CH Lys), 4.14-4.26 (m, 7H, a-
CH Val, CH-Fmoc, CH,-Fmoc), 4.44 (m, 1H, a-CH Pro), 7.28 (t, J = 7.1 Hz, 4H, H,7-
Fmoc), 7.37 (t, J = 7.2 Hz, 4H, H;36-Fmoc), 7.67 (m, 4H, H,s-Fmoc), 7.85 (d, J = 7.5 Hz,
4H, H, s-Fmoc).

Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-Val-OH (1.26)

Fmoc-HN A una disolucion de 1.25 (767 mg, 0.90 mmol) en
Emoc-HN N -“ﬁ\N on diclorometano (4.5 mL) se anade TFA (1.4 mL, 18.20
G H o mmol). La mezcla se agita durante 4 horas a

temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentra hasta sequedad a presion
reducida. Se obtienen 568 mg (80%) de 1.26 como un sélido blanco. EM (ES, positivo):
m/z 787 (M+1)*. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 4 0.84 (m, 6H, y-CHs Val), 1.31 (m, 4H,
y-CH; Lys, 6-CH; Lys), 1.51 (m, 2H, 3-CH, Lys), 1.83 (m, 3H, B-CH Val, y-CH, Pro), 1.98
(m, 2H, B-CH; Pro), 2.93 (m, 2H, ¢-CH, Lys), 3.49 (m, 1H, &-CH, Pro), 3.57 (m, 1H, &-
CH; Pro), 4.08-4.26 (m, 8H, a-CH Lys, a- CH Val, CH-Fmoc, CH,-Fmoc), 4.45 (m, 1H, o-
CH Pro), 7.28 (t, J= 7.4 Hz, 4H, H,7-Fmoc), 7.37 (t, J = 7.4 Hz, 4H, H;6-Fmoc), 7.66 (m,
4H, Hqg-Fmoc), 7.85 (d, J = 7.5 Hz, 4H, H,s-Fmoc).

2°(37)-O-[N-((Fluoren-9-il)metoxicarbonil)-prolil]-5"-O-tritilinosina (1.27a,b)
o} A una disolucién de Fmoc-Pro-OH (93 mg, 0.27 mmol) en DMF

(/:f:”” anhidra (0.6 mL) se afade DIC (22 yL, 0.14 mmol) y la mezcla se
N

Tro o agita durante 20 min a 0 °C. A esta disolucion se afiade otra que
o\/|_/o contiene 1.1 (100 mg, 0.20 mmol) en DMF seca (1.0 mL) y se
o7 agita a 0 °C durante 5 horas. Se afiade agua (10.0 mL) y
Fmoc-N

diclorometano (20.0 mL). La fase organica se decanta, se seca
sobre MgSO, anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido se purifica por CCTLC
usando como eluyente diclorometano/MeOH (10:1). Se obtienen 50 mg (60%) de
1.27a,b como un sélido blanco. El espectro de '"H RMN indica que se trata de una
mezcla de los productos acilados en 3’y 2°, siendo mayoritario el acilado en la posicién
3". EM (ES, positivo): m/z 830 (M+1)*. "H RMN (400 MHz, DMSO-de): & 1.90 (m, 2H, y-
CH; Pro), 2.24 (m, 2H, B-CH; Pro), 3.20 (m, 2H, 8-CH, Pro), 3.44 (m, H-5"nay, H-5"min),
4.23 (m, 5H, CH,-Fmoc, CH-Fmoc, H-4 a4y, H-4"min, a-CH Pro), 4.66 (m, H-3"nin), 5.02
(m, 1H, H-2"1a), 5.30 (M, 1H, H-3"1a)), 5.74 (M, H-2"1in), 5.97 (m, 1H, H-1"1), 6.14 (m,
H-1"min), 7.19-7.41 (m, 23H, Ph, H-Fmoc), 7.89 (s, 1H, H-2), 8.20 (s, 1H, H-8).
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2°(3°)-0-Prolil-5-O-tritilinosina (1.23a,b)
o} A una disolucion de 1.27a,b (243 mg, 0.29 mmol) en

</: | /)NH diclorometano (3.0 mL) se le afiade piperidina (290 uL, 2.9 mmol).
N
oo La reaccion se agita durante 1h a temperatura ambiente. La

o\/|/o mezcla se concentra a presion reducida. El crudo obtenido se
o7 purifica por CCTLC en el Cromatotron usando como eluyente un
HN

gradiente de diclorometano/MeOH (10:1 a 5:1)y se utiliza

inmediatamente para el siguiente paso. EM (ES, positivo): m/z 608 (M+1)".

2°(3')-O-(Lisil-prolil-valil-prolil-)-5"-O-tritilinosina (1.24a,b)

0 Siguiendo el procedimiento descrito para la sintesis del

(’::f:/)"“ compuesto 1.9a,b, se hacen reaccionar 1.23a,b (110 mg, 0.18
T’°k°j mmol), PyBOP (112 mg, 0.22 mmol), DIPEA (32 pL, 0.18
O\J/O mmol) y Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH (185 mg, 0.24 mmol). El
0/""@ crudo obtenido se purifica por CCTLC en el Cromatotrén
/g/éo usando como eluyente diclorometano/MeOH (10:1) y se

HN_o repurifica empleando como eluyente AcOEt/EtOH/Eter (4:1:1).
5:{ El producto obtenido (50 mg, 0.04 mmol) se hace reaccionar
H,N \—\_NH con piperidina (39 pL, 0.39 mmol). El crudo resultante se
coevapora varias veces con diclorometano y se lava con éter
etilico (2 x 1 mL) y ‘BuOMe (2 x 1 mL) obteniéndose 28 mg (15%) de 1.24a,b como un
solido blanco. EM (ES, positivo): m/z 932 (M+1)*. "H RMN (500 MHz, DMSO-dj): 6 0.85
(m, 6H, y-CH3 Val), 1.28-1.52 (m, 6H, B-CH, Lys, y-CH; Lys, 6-CH, Lys), 1.83 (m, 6H, B-
CH; Pro, 2 x y-CH; Pro), 2.07 (m, 2H, B-CH Val, B-CH, Pro), 2.17 (m, 1H, B-CH, Pro),
2.70 (m, 2H, e-CH; Lys), 3.25-3.45 (m, 3H, H-5"nin, H-5"nay, 0-CH Lys), 3.54 (m, 2H, &-
CH; Pro), 3.63 (m, 2H, 8-CH, Pro), 4.18 (m, 1H, H-4 nin, H-4"nay), 4.27 (m, 1H, a-CH
Pro), 4.38 (m, 1H, a-CH Val), 4.50 (m, 1H, a-CH Pro), 4.61 (m, H-3"nin), 5.04 (m, H-
2" may), 5.35 (M, H-3'nay), 5.81 (M, H-2'min), 5.91 (M, H-1"14y), 6.14 (M, H-1"in), 7.24-7.35
(m, 15H, CPh3), 7.93 (s, 1H, H-2), 8.24 (s, 1H, H-8). HPLC tiempo de retencion (% area):
3.5 min (94%) en el método 3; 4.5 min (51%) y 4.6 min (42%) en el método 4.
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5.4. Sintesis de profarmacos de 1-[2-amino-(2-etoxi)etoxietil]-5"-O-tritilinosina

2°,3°-Di-O-acetil-5"-O-tritilinosina (1.30)
A una disolucion de 1.1 (335 mg, 0.66 mmol) en piridina seca (2.5

[o]
«NfLNH mL) se afiade anhidrido acético (620 uL, 6.56 mmol).** La mezcla
o o NN e agita durante la noche a temperatura ambiente. Se concentra a

o\\l/o O\fo sequedad a presion reducida y el crudo obtenido se purifica por
cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/MeOH
(10:1). Se obtienen 374 mg (95%) de 1.30 como un sdlido blanco. Los datos

espectroscopicos coinciden con los descritos en la bibliografia.*’

2°,3"-Di-O-acetil-1-(2,4-dinitrofenil)-5"-O-tritilinosina (1.31)
o no, Una disolucion que contiene 1.30 (1.3 g, 2.14 mmol), 1-
QNfJ:)N I cloro-2,4-dinitrobenceno (1.1 g, 5.36 mmol), y K,CO; (746
0o 7N ’ mg, 5.36 mmol) en DMF (11 mL) se agita a 80 °C durante
0,0 0_0 1h. La mezcla de reacciéon se concentra a sequedad, se
\\I/ \f disuelve en AcOEt, se lava con agua, se seca sobre
Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido se purifica por cromatografia
flash usando como eluyente diclorometano/metanol (50:1). Se obtiene 1.0 g (64%) de
1.31 como un sélido amarillo. Los datos espectroscépicos coinciden con los descritos en

la bibliografia.*’

1-[2-Amino-(2-etoxi)etoxietil]-5"-O-tritilinosina (1.29)

o A una disolucion de 1.31 (800 mg, 1.05 mmol) en
o ¢ /JN“/O\/*NNHZ DMF (74 mL) se afade  2-[2-(2-
r ° " aminoetoxi)etoxiletilamina (1.6 mL, 10.52 mmol) y
OH  OH se calienta a 50 °C durante la noche. La mezcla
de reaccion se diluye en diclorometano y se lava con agua. La fase organica se seca
sobre Na,SO, anhidro se filtra y se evapora. El crudo resultante se purifica por
cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/metanol:NH; 0.7N (20:1 a
10:1. Se obtienen 348 mg (52%) de 1.29 como un solido blanco. EM (ES, positivo): m/z
383 (M+1)*. "H RMN (500 MHz, DMSO-de): 6 2.54 (t, J = 5.6 Hz, 2 x CH,NH,), 3.20 (m,
2H, H-57), 3.26 (t, J = 5.6 Hz, 2H, OCH,), 3.40 (m, 2H, OCHy), 3.49 (m, 2H, OCH,), 3.65
(m, 2H, OCH,), 4.06 (m, 1H, H-4"), 4.14-4.22 (m, 3H, NCH,, H-3"), 4.57 (m, 1H, H-2"),
5.87 (m, 1H, H-1"), 7.23-7.34 (m, 15H, Ph), 8.17 (s, 1H, H-2), 8.19 (s, 1H, H-8). *C RMN
(125 MHz, DMSO-dg): 6 41.6 (CH,NH,), 45.8 (NCH,), 64.4 (C-57), 68.2 (OCHy,), 69.9
(OCHy), 70.0 (OCHy), 70.7 (C-3"), 73.0 (OCH_), 73.7 (C-27), 83.6 (C-4"), 86.5 (CPhj),
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88.4 (C-1), 124.9 (C-5), 127.5, 128.3, 128.7, 144.0 (Ph), 139.7 (C-4), 147.8 (C-2), 149.4
(C-8), 156.3 (C-6). HPLC tiempo de retencion (% area): 3.7 min (100%) en el método 3;

4.9 min (99%) en el método 4.

1-[2-(N-L-Prolil-L-lisil)Jamino-(2-etoxi)etoxietil]-5 -O-tritilinosina (1.32)

o . D A una disolucion de 1.29 (150 mg,
T /)N/\/ \/\o/\/NH\cI;‘"~ N, 0.23 mmol) en diclorometano (1.2
Moo ™ o mL) se afiade HCTU (116 mg, 0.28
OH OH s mmol),  Fmoc-Lys(Fmoc)-Pro-OH
2

(1.15) (177 mg, 0.26 mmol) y
DIPEA (80 pL, 0.46 mmol). La reaccion se deja agitando durante la noche a temperatura
ambiente. La mezcla se diluye con diclorometano (20 mL). La fase organica se lava con
acido citrico al 5% (15 mL), con una disolucion saturada de NaHCO; (15 mL) y salmuera
(15 mL), se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora. Se obtiene un crudo que
se purifica por cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/MeOH (15:1).
El producto obtenido (250 mg, 0.19 mmol) se disuelve en diclorometano (1.9 mL), se le
afnade piperidina (188 pL, 1.90 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 1.5 h.
La mezcla de reaccién se concentra hasta sequedad a presion reducida. El bruto
obtenido se lava con éter dietilico (3 x 1mL), se disuelve en diclorometano y se afiade
éter. El sélido formado se aisla por filtracion. Se obtienen 124 mg (62%) de 1.32 como
un sdlido blanco. EM (ES, positivo): m/z 608 (M+1)*. '"H RMN (500 MHz, DMSO-de): &
1.35 (m, y-CH; Lys), 1.50 (m, 2H, 6-CH; Lys), 1.60-1.87 (m, 4H, B-CH,Lys, y-CH, Pro),
2.04 (m, 1H, B-CH; Pro), 2.13 (m, 1H, B-CH; Pro), 2.73 (m, 2H, ¢-CH; Lys), 3.10-3.33
(m, 7H, a-CH Lys, 6-CH; Pro, 2 x CH;0), 3.43 (m, 2H, CH;0), 3.50 (m, 2H, CH;0), 3.66
(m, 2H, NCHy), 4.06 (m, 1H, H4"), 4.17 (m, 3H, H-3", NCH,), 4.30 (m, 1H, a-CH Pro),
4.54 (m, 1H, H-2"), 5.58 (m, 1H, H-1"), 7.24-7.36 (m, 15H, Ph), 8.21 (s, 1H, H-2), 8.25 (s,
1H, H-8). *C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 6 21.7 (C-y Lys), 25.0 (C-y Pro), 27.1 (C-d
Lys), 28.8 (C-B Pro), 32.0 (C- Lys), 39.0 (C-¢ Lys), 45.2 (C-0 Pro), 45.8 (NCH,), 47.2
(NCH,), 51.7 (C-a Lys), 59.9 (C-a Pro), 64.4 (C-57), 68.3 (OCHy), 69.4 (OCHy,), 69.9
(OCHy), 70.0 (OCHy), 70.7 (C-37), 73.8 (C-27), 83.7 (C-4"), 86.5 (CPh), 88.2 (C-1), 124.2
(C-5), 127.5, 128.3, 128.7, 144.0 (Ph), 139.7 (C-2), 147.9 (C-4), 149.3 (C-8), 156.3 (C-
6), 166.1 (CO Lys), 179.0 (CO Pro). HPLC tiempo de retencion (% area): 3.4 min (91%)

en el método 3; 4.2 min (94%) en el método 4.
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5.5. Medidas experimentales de solubilidad

Se agita una suspension con exceso del profarmaco, o del farmaco patrén, en PBS
durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, la muestra se filtra y el filtrado
se analiza por HPLC. Se ha realizado en un cromatografo Aligent Technologies 1120
Compact LC utilizando una columna de fase reversa ACE 5 C-18-300 (150 x 4.6 mm),
empleando un detector Photodiode Array (PDA), flujo 1 mL/min y como fase movil: A:
ACN vy B: H,O con 0.05% de TFA. Cuando la absorbancia excede los valores de la recta
de calibrado, la muestra se diluye en PBS hasta el rango empleado en la curva de
calibrado. La solubilidad se calcula interpolando el area del pico obtenido por HPLC a
254 nm en la recta de calibrado, que se obtiene a partir de concentraciones conocidas
de dicha muestra que se preparan a partir de una disolucién patrén en DMSO. Se

emplearon distintos tipos de gradientes segun el profarmaco o farmaco a analizar.

5.6. Ensayos de estabilidad quimica en tampoén fosfato

Para llevar a cabo estos ensayos se prepararon disoluciones de cada profarmaco a
estudiar en PBS de concentraciones finales 50 uM a partir de disoluciones patrén 50
mM en DMSO y se incubaron a 37 °C. Se analizan alicuotas de 100 pL a determinados
periodos de tiempo (Oh, 25°, 1h, 2h, 6h, 24h) en un cromatografo HPLC Aligent
Technologies 1120 Compact LC utilizando una columna de fase reversa ACE 5 C-18-
300 (150 x 4.6 mm), empleando un detector Photodiode Array (PDA) y como fase mouvil:
A: ACN y B: H;O con 0.05% de TFA. En todos los casos el flujo fue de 1mL/min y se
emplearon distintos tipos de gradientes para la correcta separacion de los picos
observados en el cromatograma correspondientes a los profarmacos y al farmaco patron

qgue existe en la disolucion en el momento de la medida.

5.7. Ensayos enzimaticos frente a DPP-IV/CD26 purificada y ensayos en suero
humano (SH)

Los ensayos se realizaron en tubos Eppendorf a 37 °C. A cada tubo se afaden 6 pL
de DPP-IV/CD26 (concentracion final: 24 y 14 miliunidades/mL) 6 120 pyL de SH
(concentracion final: 20% SH en PBS) y una disolucion 50 yM en DMSO del compuesto
a ensayar, junto con PBS hasta una volumen total de 600 pL. El pH de la reaccién fue
de 7.4, el cual es virtualmente idéntico al pH del plasma. La reaccion comienza
mediante la adicién de la enzima o el suero correspondiente sobre una disolucion del

compuesto. A tiempos determinados se toman alicuotas de 100 yL de la mezcla de
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reaccion y se afaden 200 uL de MeOH frio para precipitar las proteinas. Después de 10
min en hielo, los contenidos del tubo se centrifugan y el sobrenadante se analiza por
HPLC en un aparato Pharmacia LKB Biotechnologies 2141 utilizando una columna de
fase reversa Lichrocart Superspher 60 RP-8. Fase mévil: A (50 mM NaH,PO4, mas 5 mM
de acido heptano sulfénico) 6 H,O (TFA 0.05%) y B (CH3;CN). En todos los casos el flujo
fue de 1 mL/min. Deteccion: detector Photodiode Array (PDA). Se emplearon distintos
gradientes para la correcta separacion de los picos observados en el cromatograma

correspondientes a los profarmacos y al farmaco patron.

5.8. Ensayo CAM en huevos fecundados

Los ensayos CAM de angiogénesis “in vivo” se han realizado siguiendo la
metodologia descrita por Maragoudaskis y col.,* y previamente aplicada a otros

compuestos de esta familia.

Los huevos fertilizados se incubaron durante 3 dias a 37 °C. A continuacion, y tras
retirar 3 mL de albumina se abrié una ventana en la cascara del huevo para acceder a la
membrana corioalantoidea (CAM). Esta ventana se cubrid con cinta de celofan y los
huevos se incubaron durante 9 dias mas antes de afiadir los compuestos en estudio.
Los compuestos, a las concentraciones ensayadas, se sembraron en discos de 8 mm de
diametro y se llevaron a sequedad en condiciones estériles. También se anadio a los
discos una disolucién de acetato de cortisona (100 ug/disco) para evitar una respuesta
inflamatoria. Igualmente, en cada ensayo, se colocdé un disco vacio a una distancia
aproximada de un 1 cm de lugar donde se colocaron los discos con los compuestos. A
continuacion, se cubrieron las ventanas y los huevos se incubaron hasta el dia 11, dia
en que se midio la respuesta angiogénica. Para ello, los huevos se rellenaron de una
solucién tampon de formalina al 10%, se eliminaron los discos y los huevos se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 2 horas. Se recort6 el area que contenia
los discos y la densidad de vasos sanguineos se midid al microscopio siguiendo el

método de Harris-Hooker.*®

5.9. Crecimiento tumoral en ratones

Grupos de ratones hembras atimicos nu/nu de ocho semanas y peso aproximado de 25
g se inocularon por via subcutdanea con células F2T.luc2.9 (100 yL de medio
conteniendo 2x10° células).?® El tratamiento se inicié 24 h después de la inoculacién y

se mantuvo hasta el final del experimento (24 dias). Los compuestos 1.29 y 1.32 se

50



Capitulo 1

administraron por via subcutanea a una dosis de 50 mg/Kg en 10% de DMSO y 20% de
cremofor en PBS una vez al dia durante 6 dias a la semana en un punto alejado de
donde se realizd la inoculacién del tumor. Se tomaron imagenes de los ratones a
intervalos regulares de tiempo para determinar el crecimiento de las células tumorales
luciferasa-postivas. Antes de la toma de imagenes, se administré a los ratones por via
intraperitoneal 200 pL de una disolucion de luciferina a una concentracion de 40 mg/mL
en PBS. Las imagnes fueron captadas con un sistema de imagen “in vivo’ IVIS
SPECTRUM de Caliper Life Sciences (Hopkinton, MA, USA), y analizadas mediante el
software Livinglmage (Caliper Life Sc). Al concluir el experimento, los tumores fueron
pesados. Todos los estudios se realizaron en cumplimiento de las instrucciones éticas

de bienestar animal de la KU Leuven.
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1. INTRODUCCION

Los analogos de nucledsidos constituyen uno de los pilares basicos de la
quimioterapia antiviral y anticancerosa, asi como de terapias inmunomoduladoras.
Ademas, es creciente su uso en la busqueda de nuevos farmacos antimicrobianos y
antiparasitarios. Desde el punto de vista estructural, en un nucledsido se pueden
distinguir dos fragmentos bien diferenciados: la base nitrogenada, de naturaleza purica o
pirimidinica, y el fragmento de azucar, normalmente ribosa o 2’-desoxirribosa. Dadas las
numerosas aplicaciones terapéuticas de los analogos de nucledsido, los dos fragmentos
estructurales que los constituyen han sido objeto de numerosas modificaciones
sintéticas en la busqueda de compuestos farmacoldégicamente activos, con el fin de
disponer de compuestos mas selectivos y menos téxicos en los distintos campos
terapéuticos. En la figura 2.1 se representan las bases nitrogenadas y los nucledsidos

de purina mas habituales.

NH, o} o]
N N
NN HN/uj: 3 HNJj: \
i N} s N> | N>
N7 N HN™ N7 A N7 A
R R R
Adenina: R=H Guanina: R=H Hipoxantina: R = H

Adenosina: R =ribosa
2’ -desoxiadenosina:
R = 2"-desoxirribosa

Guanosina: R = ribosa
2’-desoxiguanosina:
R = 2"-desoxirribosa

Inosina: R = ribosa
2’ -desoxiinosina:
R = 2’-desoxirribosa

HO
OH

X =0OH Ribosa
X = H Desoxirribosa )

Figura 2.1. Bases puricas (R=H) y sus correspondientes ribo y 2’-desoxirribonucledsidos

De las multiples modificaciones que se han introducido en la base purica de estos
nucledsidos, la incorporacion de sustituyentes aromaticos en la posicion 8 reviste un
notable interés ya que los nucledsidos 8-arilados presentan numerosas propiedades que
son objeto de estudio y que abarcan desde aspectos conformacionales y toxicolégicos,
hasta propiedades fluorescentes y potencial terapéutico. Antes de comentar sus
propiedades, conviene describir brevemente su sintesis, que implica la formacion de un
enlace C-C en el anillo de imidazol de la purina. “A priori” existen dos estrategias

generales de sintesis: por funcionalizacién de la base nitrogenada y posterior reaccion
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de glicosidacion, o por funcionalizacion del nucleésido ya formado, siendo esta segunda

via la mas empleada.’

1-
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Por funcionalizacion de la base nitrogenada y posterior reaccion de glicosidacion.

Esta ruta implica la preparacion de las bases puricas con la funcionalizaciéon deseada
en la posicién 8 y posterior reaccion de glicosidacion con un donador de glicosilo.
Este método presenta problemas de regioselectividad, y de estereoselectividad si el
azucar es 2’-dexoxirribosa. La base de purina 8-arilada se puede sintetizar de dos

maneras:

a. A partir de diaminopirimidinas. Las purinas 8 ariladas (2.2) se pueden obtener
por tratamiento de las diaminopirimidinas (2.1) con ésteres, acidos, cloruros de
acido o aldehidos aplicando calor o acidos deshidratantes como se refleja en el

esquema 2.1, y se detalla en una revisién reciente."

X X
o Adenina X =NH,, Y=H
Z2N—NH; -HZ NN 2
)N\ | + Ar)LZ — )N\ [ D—ar  Hipoxantina X =OH, Y = H
v~ SN NH, -H,0 N N Guanina X = OH, Y = NH,
241 Z=OR, OH, CI, H 2.2

Esquema 2.1

b. A partir de purinas. Stock?® y posteriormente Gannett* han descrito la sintesis
de purinas 8-ariladas a través de iones arildiazonio como se recoge en el

esquema 2.2.

o) o) o)
N ArNp® N A, -N N
NH )\\N N NH /k\N NN H,0 NH )\\N N
2 H 2 H N-—-Ar 2 2 H
2.3 2.4 2.5

Esquema 2.2

Sin embargo, la ruta mas habitual para obtener las purinas 8-ariladas consiste
en la preparacién de los 8-bromo derivados y posterior reaccion de Stille® o
Suzuki®’ empleando estannanos o acidos borénicos. En el esquema 2.3 se
muestra, a modo de ejemplo, la reaccion de Suzuki empleando acidos

borénicos para derivados de fenilalanina.®



Capitulo 2

@/YCOOH
(HO),B NH,
NH2 Pd(OAc) ,/TPPTS (1:5) NH,
Z N Na,CO Z N
N | \>—Br s > N | \
N N
N H N H COOH

CH;CN/H,0 (1:2) HoN

MW 150 °C
2.6 2.7 (84%)

Esquema 2.3

2- Por funcionalizacidon del nucledsido. En este caso, y de forma analoga al ultimo

apartado, se requiere de la preparacion de los 8-bromo nucledsidos y posterior
acoplamiento por reaccion de Stille® o Suzuki,? siendo esta dltima la mas utilizada
debido a la gran variedad de acidos borénicos y boronatos que existen en el
mercado.? Las principales limitaciones de este método estan asociados a problemas
de solubilidad y de aislamiento de los compuestos, asi como la labilidad del enlace
glicosidico cuando se emplean condiciones enérgicas de reaccion. Los nucledsidos
de purina “per se” son poco solubles en la mayoria de los disolventes organicos,
siendo el disolvente mas usado para este tipo de reaccion la DMF. También se han
ensayado condiciones acuosas (H.O/acetonitrilo, H,O/dimetoxietano), empleando
trifenilfosfinas modificadas, como TPPTS o TXPTS. *'° Otra alternativa para mejorar
la solubilidad es proteger los grupos hidroxilos del azucar, con grupos acetilos o con
grupos sililos."'? En cuanto a la naturaleza del halégeno en el nucledsido, lo habitual
es emplear 8-bromonucledsidos, ya que los cloro derivados son menos reactivos y
los 8-iodo nucledsidos son dificiles de preparar debido a su inestabilidad. La gran
mayoria de ejemplos descritos se refieren a derivados de adenosina, transcurriendo
la reaccién en muchos casos a temperatura ambiente. Sin embargo, los derivados de
guanosina suelen necesitar altas temperaturas. Esta diferencia en la reactividad del
nucledsido de partida en las reacciones de acoplamiento se ha atribuido a la
complejacion de los derivados de guanosina con el catalizador,® ademas de

diferencias de solubilidad.

A partir del afio 2006 se han descrito reacciones de arilacioén directa en la posicion 8
de nucledsidos de purinas catalizadas por complejos de Pd/Cu empleando halogenuros
de arilo. Este procedimiento permite la funcionalizacion directa y selectiva de dicha
posicion sin necesidad de prefuncionalizar el nucledsido. El grupo de Hocek fue el

1314 v al nucledsido adenosina.” Asi, la

primero en aplicar esta metodologia a purinas
reaccion de adenosina con un ioduro de arilo como el 4-iodotolueno, empleando

diacetato de paladio como catalizador, yoduro de cobre para activar el enlace C-H y
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piperidina como base en N,N-dimetilformamida anhidra a 150 °C conduce al producto 8-
sustituido 2.9 (68%) y una pequeia cantidad del producto 2.10, disustituido en C-8 y en
N-6 (Esquema 2.4). El empleo de otras bases como Cs,CO3; también conduce a buenos
rendimientos. Sin embargo, estas condiciones de reaccion no se pueden aplicar cuando

el nucledsido es 2’-desoxiadenosina ya que se observa descomposicion.

NH, NH, HN/©/
ﬁN ﬁ%@ IO

Cul,piperidina
—l | Pd(OAc), —| | o
DMF anh.
150 °C, 5h OH OH

2.8 2.9 (68%) 2.10 (15%)

Esquema 2.4

Casi en paralelo, el grupo de Fairlamb'®"" llevé a cabo un estudio detallado de esta
reaccion con la idea de emplear condiciones de reaccion menos enérgicas que
permitieran aumentar los rendimientos, mejorar la regioselectividad de la reaccion y
extenderla a 2’-desoxinucledsidos. Los mejores resultados se obtuvieron empleando
una mezcla de Cs,CO; y piperidina, y proponen que ésta ultima mejora la eficacia del
precatalizador. En estas condiciones, empleando 4-iodotolueno y calentando a 80 °C,
como se refleja en el esquema 2.5, se pudo obtener la 2’-desoxiadenosina 8-arilada
2.12 con un 85% de rendimiento y sin que se detectara el compuesto de arilacién en N-
6.

”)IN
B Cul,Cs,CO; )I >_®—
N N> Pd(OAC), 5

N
HO o piperidina HO
DMF anh.
OH 80 °C, 15h OH
2.1 2.12 (85%)

Esquema 2.5

1617 en menor medida de

Estas condiciones se han aplicado a nucleésidos de adenosina,
guanosina y solo existe un ejemplo de inosina como se muestra en el esquema 2.6." En
este caso, y tras 15 horas, la reaccién transcurre con buen rendimiento para la inosina

2.14, pero no asi para la 2’-desoxiinosina 2.13.
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L, O ;
N N
“'\t T Cul,Cs,CO; HNk)j: \>_©
SN” N Pd(OAc), SN” N
HO o piperidina HO o
DMF anh.
2.13R=H 2.15 R=H (19%)
2.14 R=OH 2.16 R=OH (60%)

Esquema 2.6

Una vez descritos los métodos de sintesis de los nucledsidos 8-arilados, se
comentaran brevemente sus propiedades conformacionales y los estudios mas
significativos de los que han sido objeto, relacionados con sus propiedades

fluorescentes, aspectos toxicoldgicos y potencial terapéutico.

En general, los nucledsidos presentan un equilibrio conformacional sin/anti segun la
disposicién relativa de la base respecto al azucar. En nucleésidos de purina se
considera que la conformacion es sin cuando el N-3 de la base se encuentra sobre el
azucar, y anti, cuando la orientacion es la opuesta. En nucledsidos naturales de purina

la conformacion anti es la mas favorecida, como se muestra en el esquema 2.7.

X X
N S
N NN
¢ N \
N N/)\y o N> Adenosina X=NH, Y=H
HO Y- N Guanosina X=OH Y=NH,
0 —> HO5 o Inosina X=OH Y=H
OH OH S o

sin

Esquema 2.7

Sin embargo, estudios de modelado molecular, RMN y rayos X han demostrado que los
nucledsidos con grupos arilo en la posicion 8 presentan preferentemente la
conformacion sin en torno al enlace glicosidico debido al impedimento estérico que se
genera entre el grupo arilo y el hidroxilo de la posicion 5° del aztcar.'®'® Ademas, los
estudios de rayos X ponen de manifiesto la formacion de un enlace de hidrégeno entre

el hidroxilo 5" del azucar y el N-3 de la base (Figura 2.2).
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4 | N
C> <N 2 5, I
HO — > 4o
o - o
anti sin

Figura 2.2. Equilibrio conformacional de 8-fenil-2’-desoxiadenosina y rayos X '’

También se ha estudiado el comportamiento de los nucleésidos 8-arilados cuando
forman parte de oligonucledtidos. Asi, con los 8-aril-2’-desoxinucledsidos se ha
observado un comportamiento diferente al de los nucledsidos no sustituidos, de modo
que el equilibrio B/Z de la doble hélice de ADN se encuentra desplazado hacia la forma
Z (Figura 2.3).%

Figura 2.3

Otro campo de estudio de los nucledsidos 8-arilados esta relacionado con aspectos
toxicolégicos. Se ha descrito que la exposiciéon del ADN a arilhidracinas,* toxinas de

naturaleza fendlica?!??

o hidrocarburos policiclicos aromaticos,?® puede conducir a
aductos de nucleésidos de purina sustituidos en la posicidén 8. En algunos casos se ha
correlacionado el potencial carcinogénico de estas sustancias con su capacidad de
formar estos aductos.*?"* Estos nucledsidos 8-arilados como los derivados de fenol
2.17 y 2.18* y los derivados de hidrocarburos policiclicos aromaticos 2.19 y 2.20%°
tienen propiedades fluorescentes (Esquema 2.8). Por ello, algunos autores han
propuesto que estos nucledsidos podrian servir como marcadores de lesiones en el

ADN.
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Esquema 2.8

Por otro lado, las propiedades fluorescentes de los nucledsidos 8-arilados?®®% han
sido aprovechadas para el disefio de sondas biomoleculares.?*> A modo de ejemplo,
Collier y col. han sintetizado 8-aril guanosinas difosfato (8-aril-GDP) y han propuesto su
uso como sondas moleculares para explorar mecanismos bioquimicos asociados a
manosiltransferasas dependientes de GDP (Il en la figura 2.4).* Igualmente se han
preparado 8-aril guanosinas monofosfato (I, 8-aril-GMP)*! o trifosfato (lll, 8-aril-GTP)*
para explorar mecanismos bioquimicos que involucran al GMP vy al GTP,

respectivamente.

H,N” N H,N H,N” °N
(0] (o] (o] (0]
“p— 0-P-0-P—0 0-P-0-P-0-P—0
o ri’ o o) -0 o) = - o)
(o] (o] (o] (o] (o]
OH OH OH
I (8-aril-GMP) Il (8-aril-GDP) Il (8-aril-GTP)
Figura 2.4

De lo comentado hasta el momento se puede concluir que la sintesis de nucledsidos
de 8-aril purinas ha experimentado un importante desarrollo en los ultimos afos,
fundamentalmente gracias a las reacciones de acoplamiento C-C. Estos compuestos
tienen propiedades interesantes desde el punto de vista conformacional, toxicolégico o
como sondas biomoleculares, habiéndose estudiado fundamentalmente derivados 8-
arilados de adenosina y guanosina. Sin embargo los derivados 8-arilados de inosina

practicamente no han sido explorados. Si bien la inosina o la 2’-desoxiinosina no son
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componentes abundantes en el ADN o ARN, su presencia en el organismo no es inusual
debido a la accién de la adenosina desaminasa.*** Es mas, recientemente se ha
descrito que los porcentajes de inosina en el ARN se pueden ver incrementados como
consecuencia de infecciones virales y podrian constituir un nuevo elemento de

reconocimiento de respuesta inmunitaria.*® En la bibliografia se encuentran también

|36,37 38-41

descritos derivados de inosina con actividad antivira y anticancerosa.
Igualmente la inosina es el sustrato natural de la enzima fosforilasa de nucledsidos de
purina (PNP, de sus siglas en inglés Purine Nucleoside Phosphorylase). Esta enzima
cataliza la fosforolisis de nucledsidos de 6-oxopurina (inosina y guanosina) como se

muestra en la figura 2.5.*

(o]
lo) H8+ 0
N~ NH L7 QN:{LNH
¢ ~18aN5-"N N 4
— g N
HO NN PNP o 7 H
o ——> | HO o = HO
iz S o8- “no—p—
HO OH HPO,Z2Na* HO OH Q — " P-0
O-I';"O HO OH 0
L o) -

Estado de transicion

Figura 2.5

Esta enzima tiene un papel crucial en la sintesis de nucledsidos de purina,
especialmente en la replicaciéon de distintos patégenos. Por ello, ha sido considerada

una diana terapéutica de interés en la quimioterapia antiinfecciosa.
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta el interés que presentan los nucledsidos 8-arilados, como se ha
comentado en la introduccion, el principal objetivo de este capitulo ha sido la sintesis de
inosinas 8-sustituidas mediante la reaccién de arilacion directa tomando como base los
buenos resultados inicialmente descritos en adenosina por Hocek'® y posteriormente por
Fairlamb."” Conforme a estos precedentes, deberia ser posible la incorporacién de
anillos aromaticos sustituidos tanto con grupos electrodonadores como
electroaceptores. Asi, se propone en este capitulo la sintesis de distintas inosinas 8-

sustituidas con grupos arilo (Figura 2.6).

( N\
0
N —
HN:‘I: \>_<\://\>R
N~ N
HO o

OH OH
R= 3-OMe, 4-OMe, 4-Me, 3-CF3, 4-CF;
J

\

Figura 2.6

Los compuestos sintetizados se ensayaran en cultivo celular como potenciales
agentes antivirales y anticancerosos. Ademas, al tratarse de 6-oxonucledsidos, seran
también evaluados frente a enzimas con capacidad fosforilasa de nucledsidos de purina.
Por ultimo, se mediran las propiedades de fluorescencia de algunos de estos

compuestos.

69



Objetivos

70



Capitulo 2
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Sintesis

Basados en los antecedentes comentados anteriormente aplicados a nucledsidos de
adenosina, nuestra primera aproximacion para la sintesis de las estructuras propuestas
en los objetivos consistio en la arilacion directa en C-8 de la inosina. Para ello, y
haciendo uso de las condiciones puestas a punto por el grupo de Fairlamb,"” se hizo
reaccionar la inosina 2.14 con 4-iodoanisol a 80 °C en un tubo schlenk durante 24 h en

DMF anhidra, tal y como se muestra en el esquema 2.9.

Cul C52C03

H0—| | Pd(OAc),, plperldlna H0—| o |
DMF anh.
OH OH 80 °C, 24h OH OH
214 2.21 (< 5% por HPLC)

Esquema 2.9

Transcurridas 24 h, la reaccion se habia solidificado. Este crudo de reaccion se
intentd procesar buscando su solubilizacion total o parcial, seguido de filtracion, ofy
lavados. Para los lavados se emplearon disoluciones de EDTA, HCI 1N o acido citrico, y
se utilizaron diferentes disolventes (CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH, CHCl;, AcOEt, 'PrOH/AcOEH,
'‘BUOH), para intentar extraer tanto el compuesto de partida (2.14) como el producto
buscado (2.21), pero siempre se obtuvieron mezclas heterogéneas (solido-liquido)
dificiles de analizar. Ademas, los analisis que se pudieron realizar por HPLC-MS de
estas mezclas heterogéneas mostraban una conversién del compuesto 2.14 al producto

8-arilado (2.21) muy baja, aproximadamente de un 5%.

En quimica de nucledsidos esta bien establecido que las condiciones de sintesis de
derivados de adenosina, que eran la mayoria de ejemplos descritos, no siempre son
extrapolables a sus analogos de inosina o guanosina. Entre las razones que se suelen
argumentar estdn la menor solubilidad de estos dultimos asi como la posible
complejacion con distintos catalizadores.? Estos factores podrian ayudar a explicar los
problemas encontrados y la baja conversion. Puesto que los estudios de Fairlamb
habian analizado con suficiente detalle la idoneidad de los catalizadores y de las aminas

secundarias como aditivo,’” nuestros esfuerzos se centraron en la mejora de la
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solubilidad. Por ello, se utilizaron otros disolventes como NMP y DMSO. Sin embargo,

esto no ayudo a mejorar la conversion a la inosina 8-arilada 2.21.

Otra alternativa para mejorar la solubilidad es la incorporacién de grupos protectores.
De este modo, se llevaria a cabo la reaccion de arilacion directa en la inosina protegida
y posteriormente se eliminaria el grupo protector. Se consider6 que la 2°,3-O-
isopropilideninosina (2.22) podria constituir un buen producto de partida, ya que este
grupo protector es resistente a las condiciones basicas que requeria la reaccion. Asi, el
nucledsido comercial 2°,3"-O-isopropilideninosina (2.22) se traté con 4-iodoanisol, Cul,
Cs,COs3, piperidina y Pd(OAc), a 80 °C en un tubo schlenk durante 24 h en DMF
anhidra, obteniéndose el compuesto 8-arilado protegido (2.23) con un rendimiento

aparente del 35% (Esquema 2.10).
Ly O
N \ N
(g% IO
N N Cul,Cs,CO;3 N N
o

HO o Pd(OAc),, piperidina  HO
DMF anh.

0_-0 80 °C, 24h 0—_O
< ~

222 2.23 (35%)

Esquema 2.10

En este caso, el procesado de la reaccion consistié en la dilucion en una mezcla de
CH,CI,/CH;0OH (2:1), seguido de filtracion para eliminar una parte de las sales y
posterior cromatografia, ya que el empleo de lavados acidos utilizados por otros autores
conducia a la ruptura del enlace glicosidico. Para intentar mejorar este rendimiento se
incrementaron los tiempos de reaccion (24, 48 y 72 h) asi como la temperatura (80, 100
y 120 °C). A pesar de las dificultades para cuantificar los resultados, el incremento de
temperatura conducia a una mayor conversién en el producto arilado. Ademas, para
acortar el tiempo de reaccién (24h), se realizaron ensayos empleando calefaccion con
microondas. Existian precedentes satisfactorios del empleo de microondas para la
arilacién de bases puricas a 160 °C,*® sin embargo Fairlamb habia descrito que el
empleo de estas condiciones a la 2'-desoxiadenosina conducia a la ruptura del enlace
glicosidico.' En nuestro caso consideramos que la 2°,3"-O-isopropildeninosina, al ser

un ribonucledsido, era bastante mas robusta que la 2’-desoxiadenosina.
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Afortunadamente, la reaccion de 2.22 con 4-iodoanisol en presencia de Cul, Cs,COs,
Pd(OAc), y piperidina, por irradiacion en microondas a 120 °C durante 1 h condujo al

producto de arilacion 2.23 con un rendimiento aparente del 80% (Esquema 2.11).

Cul C52C03
HO Pd(OAc),, plperldlna HO o
DMF anh.
0><0 MW 120 °C 1h 0><0

2,22 2.23 (80%)

Esquema 2.11

Se habla de rendimiento aparente porque a pesar de que el procesado incluia
filtracion y cromatografia, el producto aislado estaba muy coloreado, lo que parecia
sugerir contaminacion con sales metalicas. Puesto que nuestro objetivo principal
consistia en el ensayo de las propiedades biolégicas de estos nuevos nucleésidos, y
debido a que la contaminacion con sales metalicas puede llevar a una erronea lectura

de los datos bioldgicos,*°

era necesario obtener estos compuestos libres de metales.
Para ello, se considero el tratamiento con QuadraSil® MP, una resina funcionalizada con
grupos mercaptopropilo empleada para captar sales de Cu y Pd. Asi, el tratamiento del
producto coloreado obtenido de la purificacion cromatografica con QuadraSil® MP en
DMF durante la noche y posterior filtracion, condujo a un sélido blanco que se identifico
como el nucledsido 2.23 y que se aisloé con un rendimiento del 52%. Por tanto, se puede
concluir que los lavados y la posterior purificacion cromatografica no fueron suficientes
para la eliminacion de contaminates metalicos, eliminacion que se puede conseguir

mediante tratamiento con Quadrasil® MP.

Para la desproteccion del grupo isopropilideno, el compuesto 2.23 se traté con TFA al
60% en una mezcla dioxano/H,O (1:1). Sin embargo, en estas condiciones se observo
que ademas del producto de desproteccion 2.24, se formaba la base arilada 2.25,

resultante de la ruptura del enlace glicosidico (Esquema 2.12).
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Wb@ w”jm@
TFA 60Y N: <:>
A) + HI\“\)‘]: \ OMe
DloxanoIHZO \N H

2.23 2.24 2.25

Esquema 2.12

Para minimizar la formacion de la base nitrogenada 2.25, se neutralizé la reaccion a
los 15 min con una disolucién saturada de NH4HCO3. De esta manera se recuperaba
parte del producto de partida, que podria ser reutilizado, y se evitaba la formacion de la

base 2.25, que dificultaba la purificacion. (Esquema 2.13).

O "N”I@ “”n@

N 1. TFA 60%
HO o Dioxano/H 20
15 min

O><© 2. NH4HCO,
2.23 2.24 (61%) 2.23 (25%)
Esquema 2.13

Una vez solventados los problemas de purificacion del producto resultante de la
reaccion de arilacion y establecidas las condiciones para la reaccion de desproteccion,
procedimos a aplicar esta secuencia de reaccion a otros halogenuros de arilo portadores
de sustituyentes electrodadores o electroatractores en las posiciones meta y para. Asi,
se hizo reaccionar la 2°,3"-O-isopropilideninosina (2.22) con el 3-iodoanisol, 4-
iodotolueno vy los ioduros de 4 y 3-trifluorometilfenilo en DMF anhidra por calentamiento
al microondas a 120 °C durante 1h (Esquema 2.14). Los compuestos obtenidos de la
purificacién cromatografica se trataron con la resina QuadraSil® MP. Asi se obtuvieron
los productos 2.26-2.29, con rendimientos del 46 al 58%. Los rendimientos de los
productos aislados apuntan a que la reaccién transcurre con conversiones similares
independientemente de la naturaleza o posicion de los sustituyentes, como ya se habia

descrito para la adenosina."”
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0

Cul C52C03
HO Pd(OAc)z, plperldlna HO
DMF anh.
°><° MW 120 °C, 1h °><°
2.2 2.26: R= 3-OMe (56%)

2.27: R=4-Me (55%)
2.28: R= 4-CF; (58%)
2.29: R=3-CF; (46%)

Esquema 2.14

Posteriormente, la desproteccion del grupo isopropilideno en los compuestos 2.26-
2.29 mediante tratamiento con TFA al 60% en una mezcla de dioxano: HO y
controlando el tiempo de reaccién condujo a las inosinas 8-sustituidas 2.30-2.33 con

buenos rendimientos (Esquema 2.15).

(o] (o]
N — N —
HNJj: HN
> -G
s *R s N\
NT N TFA 60% NT N R
HO Dioxano/H,0 HO o
—_—
O><O OH OH
2.26: R= 3-OMe 2.30: R= 3-OMe (85%)
2.27: R= 4-Me 2.31: R=4-Me (87%)
2.28: R= 4-CF, 2.32: R= 4-CF5; (70%)
2.29: R= 3-CF; 2.33: R= 3-CF; (60%)

Esquema 2.15
Obtenidos los compuestos inicialmente propuestos, se consideré de interés aplicar la

reaccion de arilacion para incorporar heterociclos en la posicion 8 de la inosina, en

concreto la 3- y la 4-piridina asi como el 2-tiofeno.
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TFA 60%
—_—

Dioxano/H,0

(o]
N —
———» HO [e] o

(o]
0 _0O OH OH
HN)‘j:N\ Cul,Cs,CO0; <
k| N> Pd(OAC), 2.34 (55%) 2.36 (78%)
N piperidina
HO fo)
DMF anh.

MW 120 °C

°><° 1h Jj: HN)otN —N
222 ) Ny >—Q 5,/ b,

TFA 60%
L » HO —>» HO o
Dioxano/H,0

OH OH

2.35 (54%) 2.37 (69%)

Esquema 2.16

Asi, la reaccién de arilacion directa de la 2°,3"-O-isopropilideninosina (2.22) con la 4-
iodo y 3-iodopiridina (Esquema 2.16), en presencia de Cul, Cs,COj, piperidina y
Pd(OAc), en DMF anhidra por calentamiento al microondas a 120 °C durante 1 h,
condujo a los productos de acoplamiento 2.34 y 2.35 que se obtuvieron, tras la
correspondiente purificacion, con rendimientos del 55 y del 54%, respectivamente. A
continuacion, la desproteccion del grupo isopropilideno con TFA al 60% dio lugar a la 8-
(4-piridil)inosina (2.36) y 8-(3-piridil)inosina (2.37) con buenos rendimientos.

En paralelo, se hizo reaccionar el compuesto 2.22 con el 2-iodotiofeno, en presencia

de Cul, Cs,COs, piperidina y Pd(OAc), en DMF anhidra calentando al microondas a 120

°C durante 1 h. En este caso se obtuvo una mezcla de productos (Esquema 2.17).

S
o |—@ o
Jj: ), CulCs;CO3 N )ﬁ:
Pd(OAc),
plperldlna
DMF anh.
MW 120 °C

2.22 2.22 2.38 2.39
m/z=308 m/z=390 m/z=472

Esquema 2.17
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El analisis por HPLC-MS indicoé la presencia del producto de partida (2.22), un
producto con m/z 390 que podria corresponder al producto deseado 2.38 y un tercer
compuesto, de m/z 472 que podria corresponder a un compuesto que presentaba dos
unidades de tiofeno (2.39). Los compuestos 2.38 y 2.39 presentaban movilidades
cromatograficas muy similares por lo que no fue posible su separacion. El espectro de
'"H RMN de la mezcla permitié confirmar que el compuesto 2.38 era el compuesto de
acoplamiento deseado mientras que el producto con mayor masa molecular, 2.39,
correspondia al compuesto resultante del homoacoplamiento del heterociclo. Esta

reaccion no deseada ya habia sido descrita por otros autores.*’

3.2. Estudios de estabilidad

Durante la sintesis, tanto en los lavados como en la etapa de desproteccion, se
habia observado una cierta labilidad del enlace glicosidico para estos nucledsidos 8-
arilados en condiciones acidas. Antes de realizar los ensayos biolégicos de estos
compuestos, se decidid estudiar su estabilidad a diferentes pHs (1.2, 5.0 y 7.4) mediante
incubacion a 37 °C. Para ello, se prepararon disoluciones de concentraciones finales 50
MM de los compuestos 2.23, 2.30-2.33, 2.36 y 2.37 a los tres pHs a partir de
disoluciones patrén 5 mM de estos compuestos en DMSO. Con fines comparativos se
incluyo en este ensayo la inosina. Para el seguimiento de los estudios de incubacion se
tomaron alicuotas a diferentes tiempos (Oh, 1h, 4h y 24h) que fueron analizadas por
HPLC. Esto requirié la puesta a punto de las condiciones cromatograficas para asegurar
una diferencia suficiente en tiempos de retencidén entre el nucledsido y su

correspondiente base nitrogenada.

Los resultados obtenidos de la incubacion de los compuestos 2.23, 2.30-2.33, 2.36 y
2.37 indicaron que tanto a pH 7.4 como a pH 5.0, tras 24h de incubacion a 37 °C, los
nucledsidos eran perfectamente estables. Solo a pH 1.2 se observo la ruptura del enlace
glicosidico y formacién de la correspondiente base nitrogenada. En la figura 2.7 se
representan los porcentajes de nucledsido intacto a pH=1.2 en funcién del tiempo de

incubacion.
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Figura 2.7. Estabilidad de las inosinas C-8 sustituidas a pH=1.2

Como se puede observar, los nucledsidos 8-sustituidos son mas sensibles al pH
acido que la inosina, de modo que tras 24 h de incubacion el porcentaje de nucledsido
intacto es menor del 20%. La vida media de estos compuestos es de aproximadamente
5 horas exceptuando las 8-piridilinosinas que muestran una mayor estabilidad, con vidas
medias entre 10 y 15 horas. Por tanto, cabria concluir que los sustituyentes introducidos
en la posicion 8 conducen a un aumento en la labilidad del enlace glicosidico en

condiciones acidas respecto a la inosina.

3.3. Evaluacioén biolégica

Una vez determinada la estabilidad de estos compuestos (2.23, 2.30-2.33, 2.36 y
2.37) se evalud su actividad antiviral en cultivo celular frente a diferentes virus ADN y
ARN tales como el herpes simple tipo 1, herpes simple tipo 2, citomegalovirus, virus de
inmunodeficiencia humana, virus influenza, parainfluenxa 3, Coxsackie, Sindbis, Punta
Toro, virus vacuna y virus de la estomatitis vesicular, estudios realizados en el Instituto
Rega de la Universidad de Lovaina (Bélgica). Desafortunadamente no se detectd
actividad antiviral significativa con ninguno de los compuestos. El compuesto 2.31 no
pudo ser evaluado debido a su baja solubilidad. Conviene resaltar que en ningun caso
se detectd citotoxicidad en las distintas lineas de células hospedadoras (CEM, HEL,
HelLa, Vero y MDCK) a 100 uM, lo que apoya la ausencia de contaminantes toxicos en

los compuestos ensayados.

Los compuestos 2.23, 2.30, 2.32, 2.33, 2.36 y 2.37 fueron ensayados frente a la

enzima purina nucleosido fosforilasa del Plasmodium falciparum (PfPNP). Esta enzima,
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cuyo sustrato natural es la inosina, provoca la ruptura del enlace glicosidico liberando la
base purica (hipoxantina) y la ribosa-1-fosfato (Figura 2.8).* La PfPNP pertenece a la
via de recuperacién de nucledsidos de purina y tiene un papel crucial en la
supervivencia del parasito. La inhibicion de PPNP bloquea la conversion de inosina a
hipoxantina generandose una disminucién drastica en los niveles de purina que
provocan una inhibicion en la proliferacion del parasito. Por ello, la PFPNP se ha

propuesto como una diana terapéutica para combatir la malaria.*®

(o}
N
LTy i
P HO
HO N PNP o N NH
o + Pi n- o ¢ J
O—FI’—O N N/
OH OH oO. H
OH OH
Figura 2.8

Cuando los compuestos se evaluaron en un ensayo fotométrico frente a la
fosforolisis de inosina catalizada por PPNP, ensayos realizados por el grupo de la Dra.
Gonzalez Pacanowska del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra
(IPBLN-CSIC) en Granada, se observé actividad inhibitoria significativa con los
compuestos 2.30, 2.32 y 2.33 con valores de Ki de 8.1, 3.7 y 5.3 yM, respectivamente;
en todos los casos valores comparables al valor de la Km del sustrato natural inosina
(Km = 5.9 uM).

\
O

1 O I
ww w e

Inosina 2.30 2.32 2.33
Km =59 uM Ki=8.1 uM Ki= 3.7 uM Ki=5.3 uM

Figura 2.9. Valores de Ki y Km frente a PfPNP

Estos compuestos también se ensayaron frente a la PNP de otros organismos, en
concreto frente a la enzima humana, y las enzimas procariotas de E. coli y Mycoplasma
hyorhinis, en el Instituto Rega. Frente a estas tres enzimas no se observo inhibicion
significativa a concentraciones de 250 pM. Por tanto se puede concluir que las 8-
arilinosinas 2.30, 2.32 y 2.33 muestran una inhibicion selectiva frente a la enzima PNP

de Plasmodium falciparum (Figura 2.9). Ademas el compuesto 2.32, cuando se ensayo
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frente al crecimiento de Plasmodium falciparum en cultivo, mostré una inhibicién del
crecimiento del parasito del 98% a una concentracion de 40 ug/mL. Este dato, junto a la
falta de citotoxicidad frente a células humanas, constituye un dato prometedor ya que

las inosinas 8-sustituidas no habian sido descritas con anterioridad como antimalaricos.

3.4. Medida de fluorescencia

Como se ha comentado en la introduccion, los nucleésidos de purina 8-sustituidos
suelen presentar propiedades fluorescentes.?® Estas propiedades resultan dtiles para el
empleo de nucledsidos como sondas biomoleculares o como meras herramientas

bioquimicas en el estudio y regulacién de enzimas.***

A la luz de los resultados obtenidos en la inhibicién de enzima PfPNP, se considero
emplear esta propiedad para estudiar el comportamiento de los compuestos 2.30, 2.32 y
2.33, en presencia y en ausencia de la enzima PfPNP. Como se ha comentado en el
apartado anterior, la enzima PfPNP rompe el enlace glicosidico de la inosina liberando
la base nitrogenada, hipoxantina. Si los compuestos 2.30, 2.32 y 2.33 actuaran como
sustrato, al ponerlos en contacto con la enzima PfPNP se romperia el enlace glicosidico
liberandose las bases nitrogenadas 8-ariladas. Por tanto, los cambios en la
fluorescencia de los compuestos al incubarlos con la enzima podrian ser indicativos de
su reconocimiento como sustratos. Ademas, como los compuestos no son reconocidos
por otras PNP (humana, E coli, etc...) los cambios en fluorescencia en cultivo podrian
ser indicativos de la presencia de PPNP y podria explorarse la potencial aplicabilidad

de los compuestos como sonda biomolecular.

Antes de llevar a cabo los estudios de incubacion con la enzima, era necesario
determinar las propiedades fluorescentes de los nucleédsidos 2.30, 2.32 y 2.33, asi como
las de sus correspondientes bases nitrogenadas. Para obtener estas bases, los
nucledsidos 2.30, 2.32 y 2.33 se trataron con una disolucion acuosa de TFA (pH=1.2) a
37 °C obteniéndose los compuestos 2.40, 2.41 y 2.42 con buenos rendimientos
(Esquema 2.18).
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(o)
HN N //R
O

o)
HO TFA HN | N —\R
ks \ 7/
N N
OH OH H
2.30: R= 3-OMe 2.40 (75%): R = 3-OMe
2.32: R=4-CF, 2.41 (71%): R= 4-CF,
2.33: R=3-CF; 2.42 (78%): R= 3-CF,

Esquema 2.18

Una vez sintetizados los compuestos, se prepararon disoluciones de los mismos
(2.30, 2.32, 2.33, 2.40-2.42) a concentraciones 50 uyM en PBS partiendo de una
disolucién patron de concentracion 5 mM en DMSO vy se registraron los espectros de

emision (em) y excitacion (ex) para cada par nucleésido/base nitrogenada.

= 2.40-em — 241-om
060 1 0,60 -
2.40-ex 2.41-ex
0 = 230-em 0,50 == 2.32-em
< 040 —— 230-ex < 040 - —  2.32-ex
S 3
5 030 - 0,30 -
3 3
T T
i 0,20 - 2 0,20 -
3 2 010
£ 0,10 - E 010 -
0,00 4 0,00 ; , .
, 250 350 4;;0 5;-,0 250 350 450 550
A A (nm) B A (nm)

e 2.33-em
— 2.42-em

Intensidad (U.A.)

350 400 450 500 550
C A (nm)

Figura 2.10

En la figura 2.10A, correspondiente al nucledsido 2.30 y su base 2.40, se observa

que la base nitrogenada 2.40 presenta una intensidad de fluorescencia tres veces
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superior a la del correspondiente nucledsido 2.30. Por su parte, el nucledsido 2.32 y su
base 2.41, representados en la figura 2.10B, presentan intensidades similares. Por
ultimo, para el par 2.33/2.42, de las que solo se representan los espectros de emision
(Figura 2.10C), y utilizando las mismas condiciones con fines comparativos, la base 2.42
tiene valores de intensidad similares a las bases anteriores, mientras que la

fluorescencia del nucledsido es significativamente mayor y excede la escala empleada.

Retomando la hipétesis de trabajo, el par 2.30/2.40 parecia el mas adecuado para
nuestros intereses ya que si el nucledsido fuera reconocido como sustrato podria
esperarse un incremento de fluorescencia, escenario que no seria posible con los
nucledsidos 2.32 6 2.33. De este modo, se llevaron a cabo medidas de fluorescencia del
compuesto 2.30 en presencia de PPNP en placas multipocillo. Se midio la fluorescencia
a diferentes longitudes de onda de emision con la longitud de excitacion fija a 288 nm.
Se registraron los espectros tras 30 min y 2h de incubacion (Figura 2.11). Como
controles se incluyeron tampoén fosfato (en azul), el nucledsido (en verde), y la base
nitrogenada 2.40 (en rojo), mientras que la incubacion del compuesto con PPNP se

representa en lineas discontinuas moradas.

14000
12000
10000 A ex = 288nm
> 8000 PBS
X 6000 2.40
2.30
4000 - = 2.30+PPNP
2000
0 - .
460
)\em
Figura 2.11

La lectura de los controles representados en la Figura 2.11 esta en consonancia con
las medidas de fluorescencia realizadas con anterioridad, de modo que la base
nitrogenada (en rojo) presenta mayor intensidad de fluorescencia que el nucledsido (en
verde). Ahora bien, la presencia de la enzima PfPNP no altera la fluorescencia del
nucledsido ni a 30 min ni tras 2h. Esto parece indicar que la presencia de la enzima no

conduce a la formacion de la base posiblemente porque el nucledsido no es sustrato de
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la enzima. Estos datos limitan la aplicabilidad de 2.30 como potencial sonda o

herramienta bioquimica en relacién con esta enzima.

Una vez puesta a punto la secuencia de sintesis y las condiciones de purificacion, asi
como establecido que la enzima PNP de Plasmodium falciparum puede ser inhibida de
un modo selectivos por inosinas 8-ariladas, podria ser posible incorporar en la posicion
8 de la inosina otros grupos aromaticos y evaluar su potencial como inhibidores

enzimaticos de la PNP de Plasmodium.
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4. CONCLUSIONES

En este capitulo se han sintetizado una serie de 8-aril y 8-piridil inosinas a partir de la
2°,3’-O-isopropilideninosina mediante reaccién de arilacion directa con yoduros de arilo
o piridilo catalizada por Pd/Cu. El empleo de la calefaccion por microondas ha permitido
una reduccidon muy significativa de los tiempos de reaccién. La obtencion de estos
compuestos con la pureza requerida para su evaluacién biolégica ha sido posible

gracias al empleo de la resina Quadrasil® MP.

Los estudios de estabilidad realizados a diferentes pHs muestran que las 8-aril o 8-
piridil inosinas son perfectamente estables a pHs 7.4 y 5.0, mientras que su vida media
a pH=1.2 es de aproximadamente 5 horas para las 8-arilinosinas y de 10 horas para las

8-piridilinosinas.

Los compuestos sintetizados no han presentado actividad antiviral ni citotoxicidad a
concentraciones de 100 pyM. Sin embargo, los nucledsidos 2.30, 2.32 y 2.33 han
mostrado una inhibicién moderada frente a la enzima purina nucledsido fosforilasa del
Plasmodium falciparum (Figura 2.12). Esta inhibicién enzimatica es ademas selectiva ya
que no se ha observado inhibicion de otras PNP (humana, E. coli y Mycoplasma

hyorhinis).

g doroe ol
B = =

2.30 2.32 2.33
Ki=8.1puM Ki=3.7 uM Ki=53uM
Figura 2.12

Por ultimo, se han medido las propiedades fluorescentes de los nucledsidos 2.30,
2.32 y 2.33 y sus correspondientes bases nitrogenadas. Mientras que las bases
presentan unas intensidades de emision comparables, los nucledsidos presentan un

comportamiento variable.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Métodos generales

El seguimiento de las reacciones se ha efectuado por cromatografia en capa fina
empleando cromatofolios de gel de silice tipo Fs4 (Merck), de un espesor de capa de
0.2 mm y se visualizaron con luz ultravioleta (254 nm), mediante pulverizacién con
disoluciéon de ninhidrina en etanol al 2% o con disolucion de acido fosfomolibdico en
etanol al 5% y calefaccién. Este seguimiento también se ha llevado a cabo por HPLC-
MS, mediante un cromatografo HPLC Waters 12695 conectado a un espectrometro

Waters Micromass ZQ.

Los experimentos que involucraron compuestos sensibles al agua se realizaron bajo
estrictas condiciones anhidras. La piperidina se secé con tamiz molecular 4 A activado
previamente en la estufa. La N,N-dimetilformamida anhidra se obtuvo de fuentes

comerciales (Aldrich).

Los experimentos de irradiacién de microondas han sido realizados en un reactor de

microondas monomodo Emrys™ Synthesizer (Biotage AB).

La purificacion de los productos de reaccién se ha realizado por: a) cromatografia
centrifuga circular en capa fina (CCTLC) en Cromatotrén® (gel de silice 60 PFs4 con
CaS0O,) en placas de 1 y 2 mm de espesor con velocidad de flujo de 4 u 8 mL/min
respectivamente, b) cromatografia en cartucho SPE de gel de silice y cromatografia
flash (HPFC) en el Biotage Horizon.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en el disolvente
deuterado indicado en cada caso. Los espectros de 'H y "C fueron registrados en un
espectrofotémetro Varian UNIT INOVA-300 (a 300 y 75 Hz), Varian UNITY-400 (a 400 y
100 Hz) y Varian 500 (a 500 y 125 Hz), respectivamente. Los espectros
monodimensionales de 'H y "*C se obtuvieron en condiciones estandar. Se ha indicado
en cada caso los desplazamientos quimicos en la escala 6 (ppm), la multiplicidad de las
sefiales (s, singlete; d, doblete; t, triplete; c, cuartete; q, quintuplete; dd, doble doblete;
ddd, doble doble doblete; pt, pseudo- triplete; dt, doble triplete; m, multiplete; ap,
aparente; a, ancho), el valor de las constantes de acoplamiento J (Hz) y la asignacién
estructural. Los espectros bidimensionales heteronucleares (HSQC y HMBC) utilizan la

misma anchura espectral en el dominio de protén (6000 Hz) y en el dominio de carbono
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(30000 Hz), con un tiempo de espera de 1 s. Para el experimento de HSQC se procesan
los datos en una matriz de 4098 x 2048 puntos y las condiciones del experimento se
optimizaron para una constante de acoplamiento heteronuclear a un enlace de 145 Hz.
En el caso del experimento HMBC, los datos se procesaron en una matriz de 4096 x
4096 puntos. Las condiciones del experimento se optimizaron para una constante de

acoplamiento a larga distancia de 8 Hz.

Los espectros de masas se han registrado en un espectrometro Hewlett-Packard

LC/MS HP 1100, mediante la técnica de Electroespray.

Los puntos de fusidon se midieron en un aparato Mettler Toledo M170 de los

productos precipitados.

Los analisis elementales de los compuestos se hallan en el rango de 0.5 respecto
de los valores tedricos calculados para las formulas moleculares y se han realizado con
un analizador Heareus CHN-O-RAPID.

Las medidas de fluorescencia fueron realizadas usando el espectofotometro de
luminiscencia Perkin-Elmer LS-50B del Instituto de Ciencia y tecnologia de Polimeros
del CSIC.

5.2. Sintesis de inosinas 8-sustituidas

2°,3"-O-Isopropiliden-8-(4""-metoxifenil)inosina (2.23)
0 o En un vial de microondas se introduce la 2°,3-O-
Hl\ll\\):l]::\>—1®£0Me isopropilideninosina 2.22 (200 mg, 0.65 mmol) y Cs,CO; (528
HO o mg, 1.62 mmol) secos, y se anade Cul (371 mg, 1.95 mmol),
Pd(OAc), (7 mg, 0.03 mmol), el 4-iodoanisol (304 mg, 1.30

mmol) y DMF anhidra (3.2 mL). Se sella el vial y se desoxigena

(o} 0}

>~

la mezcla. Por ultimo, se adiciona piperidina previamente seca y desoxigenada (26 pL,
0.26 mmol). La mezcla se irradia en el microondas a 120 °C durante 1 h. Se trata con
una mezcla de diclorometano/metanol (2:1, 150 mL), el precipitado que aparece se filtra
y el filtrado se concentra a sequedad. El residuo obtenido se purifica por cromatrografia
flash utilizando como eluyente diclorometano/metanol (10:1). Se obtienen 216 mg de
2.23 como un solido anaranjado. Este soélido se disuelve en DMF, se trata con
Quadrasil® MP durante toda la noche, se filtra y se liofiliza. Se obtienen 140 mg de 2.23
como un sélido blanco (52%). EM (ES, positivo): m/z 415 (M+H)*. '"H RMN (400 MHz,
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DMSO-ds): & 1.27, 1.44 (s, 6H, C(CHs).), 3.57 (m, 2H, H-57), 3.84 (s, 3H, OCH), 4.13
(m, 1H, H-4"), 5.02 (m, 2H, H-3", OH), 5.51 (dd, J = 5.9, 2.2 Hz, 1H, H-2"), 5.86 (d, J =
2.1 Hz, 1H, H-1"), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3"), 7.65 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2""), 8.11 (s,
1H, H-2), 12.52 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 25.2, 27.1 (C(CH).), 55.4
(OCHs), 61.6 (C-57), 81.7 (C-3"), 82.4 (C-27), 87.2 (C-4"), 90.1 (C-17), 113.2 (C(CHs).),
114.4 (C-2"), 121.1 (C-17"), 124.4 (C-5), 130.9 (C-3"), 145.6 (C-2), 148.4 (C-4), 149.6
(C-8), 156.4 (C-6), 160.8 (C-47").

8-(4""-Metoxifenil)inosina (2.24)
o Se trata 2.23 (100 mg, 0.24 mmol) con una disoluciéon de
N

HNI\\):IN\>_©—OMe TFA/H,O/dioxano (3:1:1, 2.4 mL) durante 15 min. La reaccion

HO o se neutraliza con una disolucion saturada de NH;HCOs3, y se
o 3y extrae con acetato de etilo. La fase organica se seca con
Na,SO, anhidro, se filtra y se concentra a sequedad. El crudo se purifica por CCTLC
usando como eluyente diclorometano/metanol (10:1 a 5:1). Se obtienen 88 mg (98%) de
2.24 como un soélido blanco. Pf 134-137 °C. EM (ES, positivo): m/z 375 (M+H)*. '"H RMN
(400 MHz, DMSO-dg): 6 3.53, 3.67 (m, 2H, H-57), 3.84 (s, 3H, OCHs), 3.90 (m, 1H, H-4"),
4.14 (dd, J= 2.1, 4.8 Hz, 1H, H-3"), 5.10 (tap, J = 6.0 Hz, 1H, H-2"), 5.11 (s a, 2H, OH),
5.47 (s a, 1H, OH), 5.72 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-17), 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3""), 7.65 (d,
J =8.7 Hz, 2H, H-2""), 8.06 (s, 1H, H-2). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): 6 56.0 (OCHs),
62.8 (C-57), 71.5(C-37), 71.9 (C-27), 87.0 (C-47), 89.9 (C-17), 114.9 (C-37"), 122.4 (C-17"),
125.2 (C-5), 131.6 (C-27"), 147.9 (C-2), 149.9 (C-4), 150.6 (C-8), 158.3 (C-6), 161.2 (C-
4°"). Analisis (%) para C4;H1sN4O¢. Calculado: C, 54.54; H, 4.85; N, 14.97. Encontrado:

C, 54.41; H, 5.03; N, 14.70.

2°,3°-O-Isopropiliden-8-(3""-metoxifenil)inosina (2.26)

o o 5 Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis vy

H'}'\\NI :\ T 35" purificacion del compuesto 2.23, se hace reaccionar 2°,3"-O-

HO o 2" “owe isopropilideninosina 2.22 (200 mg, 0.65 mmol) con 3-iodoanisol
o (152 pL, 1.30 mmol) en presencia de Cs,CO; (528 mg, 1.62
< mmol), Cul (371 mg, 1.95 mmol), Pd(OAc), (7 mg, 0.03 mmol) y

piperidina (26 pL, 0.26 mmol) en DMF anhidra (3.2 mL). Se obtienen 148 mg de 2.26
(55%) como un sdlido blanco. EM (ES, positivo): m/z 415 (M+H)". "H RMN (400 MHz,
DMSO-ds): 6 1.19, 1.41 (s, 6H, C(CHj3),), 3.56 (m, 2H, H-57), 3.81 (s, 3H, OCHs), 4.09
(m, 1H, H-4"), 4.98 (m, 2H, H-3", OH), 5.50 (dd, J = 6.2, 2.8 Hz, 1H, H-2"), 5.86 (d, J =
2.6 Hz, 1H, H-17), 7.22 (m, 3H, H-4"", H-5"", H-6""), 7.49 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-2""), 8.09
(s, 1H, H-2), 12.53 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-de): & 25.2, 27.0 (C(CHs),),
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55.3 (OCHy), 61.5 (C-57), 81.6 (C-3°), 82.5 (C-2°), 87.2 (C-4°), 90.1 (C-17), 113.3
(C(CHa),), 114.8, 116.0, 121.4 (C-4", C-5", C-6""), 124.5 (C-5), 130.0 (C-2"), 130.1 (C-
17), 145.9 (C-2), 148.5 (C-4), 149.4 (C-8), 156.4 (C-6), 159.3 (C-3").

2°,3"-O-Isopropiliden-8-tolilinosina (2.27)
o \ Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis vy
H'\'l:,:]:,\,»_@_ purificacion del compuesto 2.23, se hace reaccionar 2°,3’-O-
Ho o isopropilideninosina 2.22 (200 mg, 0.65 mmol) con 4-iodotolueno
(284 mg, 1.30 mmol) en presencia de Cs,CO; (528 mg, 1.62
mmol), Cul (371 mg, 1.95 mmol), Pd(OAc), (7 mg, 0.03 mmol) y
piperidina (26 L, 0.26 mmol) en DMF anhidra (3.2 mL). Se obtienen 158 mg de 2.27
(61%) como un sdlido blanco. EM (ES, positivo): m/z 399 (M+H)*. "H RMN (400 MHz,
DMSO-ds): 6 1.27, 1.43 (s, 6H, C(CHj3),), 2.40 (s, 3H, CHj3), 3.57 (m, 2H, H-57), 4.12 (m,
1H, H-4"), 5.01 (m, 2H, H-3°, OH), 5.51 (dd, J = 6.2, 2.7 Hz, 1H, H-2"), 5.86 (d, J = 2.7
Hz, 1H, H-1"), 7.41 (d, J=7.9 Hz, 2H, H-3""), 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-2""), 8.12 (s, 1H,
H-2), 12.52 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-d;): & 21.7 (CHs), 25.9, 27.7
(C(CHs3)2), 62.2 (C-57), 82.3 (C-37), 83.1 (C-27), 87.8 (C-47), 90.8 (C-17), 113.9 (C(CHs)2),
125.2 (C-5), 126.7 (C-1""), 130.0 (C-2""), 130.2 (C-3""), 140.8 (C-4""), 146.4 (C-2), 149.1
(C-4), 150.4 (C-8), 157.0 (C-6).

(o} 0}

=~

2°,3°-O-Isopropiliden-8-(4""-trifluorometilfenil)inosina (2.28)
o Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis y
H'L)‘m;N%@—CFa purificaciéon del compuesto 2.23, se hace reaccionar 2°,3"-O-
N N
HO o isopropilideninosina 2.22 (200 mg, 0.65 mmol) con yoduro de 4-
trifluorometilfenilo (191 pL, 1.30 mmol) en presencia de Cs,CO;3
(528 mg, 1.62 mmol), Cul (371 mg, 1.95 mmol), Pd(OAc), (7
mg, 0.03 mmol) y piperidina (26 pL, 0.26 mmol) en DMF anhidra (3.2 mL). Se obtienen
135 mg (46%) de 2.28 como un solido blanco. EM (ES, positivo): m/z 453 (M+H)", 475
(M+Na)". '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 1.27, 1.43 (s, 6H, C(CHs),), 3.56 (m, 2H, H-
57, 4.15 (m, 1H, H-4"), 5.30 (m, 2H, H-3", OH), 5.53 (dd, J = 6.2, 2.3 Hz, 1H, H-2"), 5.87
(d, J=2.3 Hz, 1H, H-1"), 7.97 (m, 4H, H-2"", H-37"), 8.17 (s, 1H, H-2), 12.60 (s, 1H, NH).
3C RMN (100 MHz, DMSO-ds): 6 25.8, 27.6 (C(CHs),), 62.2 (C-5°), 82.3 (C-3°), 83.3 (C-
27), 88.2 (C-47), 90.8 (C-17"), 113.9 (C(CHj3),), 124.6 (q ap, J = 272.2 Hz, CF3;), 125.4 (C-
5), 126.6 (d, J = 3.1 Hz, C-3""), 130.9 (d, J = 31.9 Hz, C-4""), 130.9 (C-2""), 133.6 (C-17),
146.7 (C-2), 148.8, 149.3 (C-8, C-4), 157.0 (C-6).

(o} 0}

=<
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2°,3°-O-Isopropiliden-8-(3 " -trifluorometilfenil)inosina (2.29)

0 Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis y
“'L | N purificacion del compuesto 2.23, se hace reaccionar 2°,3-O-
N
HO 2 CF; isopropilideninosina 2.22 (200 mg, 0.65 mmol) con yoduro de 3-

trifluorometilfenilo (187 uL, 1.30 mmol) en presencia de Cs,CO;
o\ (528 mg, 1.62 mmol), Cul (371 mg, 1.95 mmol), Pd(OAc), (7 mg,
0.03 mmol) y piperidina (26 yL, 0.26 mmol) en DMF anhidra (3.2 mL). Se obtienen 162
mg (55%) de 2.29 como un solido anaranjado. EM (ES, positivo): m/z 453 (M+H)", 475
(M+Na)*. "H RMN (400 MHz, DMSO-d): & 1.26, 1.40 (s, 6H, C(CHs),), 3.52 (m, 2H, H-
57,4.12 (m, 1H, H-4"), 4.99 (m, 2H, H-3", OH), 5.53 (dd, J = 6.3, 2.6 Hz, 1H, H-2"), 5.82
(d, J=2.6 Hz, 1H, H-1"), 7.83 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H-5""), 7.95 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-4""),
8.00 (m, 2H, H-2"", H-6"), 8.14 (s, 1H, H-2), 12.57 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz,
DMSO-ds): 6 25.8, 27.6 (C(CHs)2), 62.1 (C-57), 82.3 (C-3"), 83.1 (C-2"), 88.1 (C-4"), 91.0
(C-17), 113.9 (C(CHs),), 124.5 (q ap, J = 272.7 Hz, CF3), 125.3 (C-5), 126.7 (d, J = 4.3
Hz, C-27), 1276 (d, J = 4.1 Hz, C-4""), 130.3 (d, J = 32.4 Hz, C-3""), 130.7 (C-17),
130.9 (C-5""), 133.9 (C-67"), 146.8 (C-2), 148.9 (C-4), 149.3 (C-8), 157.0 (C-6).

8-(3""-Metoxifenil)inosina (2.30)

o Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis del

Hl\ll\\NI :»—Q compuesto 2.24, se trata 2.26 (100 mg, 0.24 mmol) con una

Ho o OMe disolucion de TFA/H,O/dioxano (3:1:1, 2.4 mL) durante 15 min.
o oH Se obtienen 76 mg (85%) de 2.30 como un sélido blanco. Pf

205-207 °C. EM (ES, positivo): m/z 375 (M+H)". '"H RMN (400 MHz, DMSO-d;): & 3.54,
3.67 (m, 2H, H-5), 3.83 (s, 3H, OCHs), 3.88 (m, 1H, H-4"), 4.15 (m, 1H, H-3"), 5.03 (s,
1H, OH), 5.10 (m, 1H, H-2"), 5.15 (s, 1H, OH), 5.47 (s, 1H, OH), 5.76 (d, J = 6.7 Hz, 1H,
H-1"), 7.15 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-4""), 7.29 (m, 2H, H-2"", H-6""), 7.49 (t, J = 7.9 Hz, 1H,
H-57), 8.12 (s, 1H, H-2), 12.35 (s a, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-d;): & 55.6
(OCH3), 624 (C-57), 711 (C-3"), 71.7 (C-2°), 86.6 (C-4"), 89.7 (C-1"), 115.2 (C-2""),
116.4 (C-47"), 122.1 (C-6""), 125.2 (C-5), 130.5 (C-57"), 130.8 (C-17"), 146.0 (C-2), 149.4
(C-4), 150.7 (C-8), 156.8 (C-6), 159.7 (C-3 *"). Analisis (%) para C4;HsN4Os. Calculado:
C, 54.54; H, 4.85; N, 14.97. Encontrado: C, 54.36; H, 5.08; N, 14.69.
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8-(4""-Metilfenil)inosina (2.31)

Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis del
)‘I >—®— compuesto 2.24, se trata 2.27 (100 mg, 0.25 mmol) con una
disolucién de TFA/H,O/dioxano (3:1:1, 2.5 mL) durante 15 min.
o oH Se obtienen 78 mg (87%) de 2.31 como un solido blanco. Pf 295-
297 °C. EM (ES, positivo): m/z 359 (M+H)*. "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 2.39 (s, 3H,
CHj3), 3.60 (m, 2H, H-57), 3.87 (m, 1H, H-4"), 4.13 (m, 1H, H-3"), 5.07 (m, 3H, H-2", 2
OH), 5.44 (s, 1H, OH), 5.71 (d, J= 6.8 Hz, 1H, H-17), 7.38 (d, J = 7.4 Hz, 2H, H-3""), 7.60
(d, J = 7.5 Hz, 2H, H-2"), 8.10 (s, 1H, H-2), 12.08 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz,
DMSO-ds): 6 21.7 (CH3), 62.7 (C-57), 71.3 (C-3"), 71.8 (C-27), 86.8 (C-4"), 90.0 (C-1"),
125.4 (C-5), 127.1 (C-17"), 130.0, 130.1 (C-2"", C-3""), 140.6 (C-4""), 146.2 (C-2), 149.6
(C-4), 151.2 (C-8), 157.3 (C-6). Analisis (%) para C4;HsN4Os. Calculado: C, 56.98; H,

5.06; N, 15.63. Encontrado: C, 56.75; H, 5.35; N, 15.49.

8-(4""-Trifluorometilfenil)inosina (2.32)
Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis del
H'}':‘]:N\>—©—CF3 compuesto 2.24, se trata 2.28 (100 mg, 0.22 mmol) con una
N N
disolucion de TFA/H,O/dioxano (3:1:1, 2.2 mL). Se obtienen 64
o oH mg (70%) de 2.32 como un solido blanco. Pf descompone a
partir de 170 °C. EM (ES, positivo): m/z 413 (M+H)*. '"H RMN (500 MHz, DMSO-d;): &
3.54, 3.67 (m, 2H, H-57), 3.91 (dt, J=7.4, 4.6 Hz, 1H, H-4"), 4.14 (m, 1H, H-3"), 5.08 (m
2H, H-2", OH), 5.19 (s, 1H, OH), 5.46 (s, 1H, OH), 5.70 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-1"), 7.95 (s,
4H, H-2"", H-3""), 8.14 (s, 1H, H-2). *C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 6 62.3 (C-5°), 71.0
(C-37), 71.7 (C-27), 86.9 (C-4"), 89.8 (C-1"), 124.4 (c ap, J = 272.4 Hz, CF3), 125.4 (C-5),
126.6 (d, J = 4.1 Hz, C-3""), 130.6 (d, J = 32.1 Hz, C-4""), 130.8 (C-27"), 133.7 (C-17),
146.7 (C-2), 149.3 (C-4), 149.6 (C-8), 157.2 (C-6). Analisis (%) para C47H15F3N4Os.
Calculado: C, 49.52; H, 3.67; N, 13.59. Encontrado: C, 49.28; H, 3.89; N, 13.30.

8-(3""-Trifluorometilfenil)inosina (2.33)
Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis del
JI >—Q compuesto 2.24, se trata 2.29 (100 mg, 0.22 mmol) con una
disolucién de TFA/H,O/dioxano (3:1:1, 2.2 mL). Se obtienen 55
o oH g (60%) de 2.33 como un solido blanco. Pf 193-195 °C. EM
(ES, positivo): m/z 413 (M+H)*. "H RMN (500 MHz, DMSO-d;): 6 3.54, 3.66 (m, 2H, H-
57, 3.90 (dt, J=7.6, 4.7 Hz, 1H, H-4"), 4.14 (c ap, J = 4.8 Hz, 1H, H-3"), 5.06 (m, 2H, H-
2°, OH), 5.17 (d, J = 4.8 Hz, 1H, OH), 5.48 (d, J = 6.2 Hz, 1H, OH), 5.69 (d, J = 6.7 Hz,
1H, H-1"), 7.84 (t, J= 7.8 Hz, 1H, H-57"), 7.97 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-4""), 8.05 (m, 2H, H-
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2", H-6"), 8.16 (s, 1H, H-2). *C RMN (125 MHz, DMSO-d;): 6 61.9 (C-5°), 70.5 (C-3"),
71.2 (C-27), 86.3 (C-4"), 89.3 (C-1"), 123.8 (c ap, J = 272.3 Hz, CF3;), 125.0 (C-5), 126.5
(d, J = 4.5 Hz, C-2"), 126.8 (d, J = 4.5 Hz, C-4""), 130.1 (d, J = 32.1 Hz, C-3""), 130.2,
130.3 (C-5", C-17"), 133.3 (C-6"), 146.0 (C-2), 148.9 (C-8), 149.1 (C-4), 156.4 (C-6).
Analisis (%) para C4;H5F3N4Os. Calculado: C, 49.52; H, 3.67; N, 13.59. Encontrado: C,
49.31; H, 3.93; N, 13.33.

2°,3"-O-Isopropiliden-8-(4 "-piridil)inosina (2.34)
o Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis del
H'L)'\lﬁ::%@N compuesto 2.23, se hace reaccionar 2°,3’-O-isopropilideninosina
Ho o 2.22 (200 mg, 0.65 mmol) con 4-iodopiridina (528 mg, 1.30 mmol)
en presencia de Cs,CO; (266 mg, 1.62 mmol), Cul (371 mg, 1.95
mmol), Pd(OAc), (7 mg, 0.03 mmol) y piperidina (26 pL, 0.26

mmol) en DMF anhidra (3.3 mL). En este caso la reaccion se trata con una mezcla de

(o} 0}

>~

cloroformo/metanol (2:1, 150 mL) y se sigue la purificacion habitual. Finalmente, se
obtienen 138 mg (55%) de 2.34 como un sélido blanco. EM (ES, positivo): m/z 386
(M+H)*. "H RMN (400 MHz, DMSO-d): 6 1.27, 1.44 (s, 6H, C(CHs),), 3.55 (m, 2H, H-5),
4.15 (m, 1H, H-4"), 5.02 (m, 2H, H-3", OH), 5.53 (dd, J = 6.3, 2.6 Hz, 1H, H-2"), 5.90 (d, J
=2.5Hz, 1H, H-1"), 7.74 (s a, 2H, H-2""), 8.17 (s, 1H, H-2), 8.85 (s a, 2H, H-3""), 12.68
(s a, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 25.9, 27.7 (C(CHs),), 62.1 (C-5), 82.3
(C-37), 83.2 (C-27), 88.3 (C-47), 90.8 (C-17), 113.9 (C(CHs),), 124.2 (C-2""), 125.5 (C-5),
137.0 (C-17), 147.1 (C-2), 147.9 (C-37"), 149.5 (C-4), 151.0 (C-8), 157.0 (C-6).

2°,3°-O-Isopropiliden-8-(3 " -piridil)inosina (2.35)
o Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis del
HN N /=N : o o
::):N\>—<\—_/) compuesto 2.23, se hace reaccionar 2°,3"-O-isopropilideninosina
o 2.22 (200 mg, 0.65 mmol) con 3-iodopiridina (528 mg, 1.30 mmol)
en presencia de Cs,CO; (266 mg, 1.62 mmol), Cul (371 mg, 1.95
mmol), Pd(OAc); (7 mg, 0.03 mmol) y piperidina (26 yL, 0.26 mmol)
en DMF anhidra (3.3 mL). La reaccién se trata con una mezcla de cloroformo/metanol
(2:1, 150 mL), y se sigue la purificacion habitual. Se obtienen 135 mg (54%) de 2.35
como un sélido blanco. EM (ES, positivo): m/z 386 (M+H)*. '"H RMN (500 MHz, DMSO-
ds): 6 1.27, 1.43 (s, 6H, C(CHs)2), 3.53 (m, 2H, H-57), 4.13 (dt, J = 9.0, 5.9 Hz, 1H, H-4"),
5.00 (m, 2H, H-3°, OH), 5.53 (dd, J = 6.2, 2.1 Hz, 1H, H-2"), 5.82 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-
1), 7.79 (m, 1H, H-57"), 8.15 (s, 1H, H-2), 8.17 (m, 1H, H-6""), 8.81 (m, 1H, H-4""), 9.29
(s, 1H, H-2""), 12.57 (s, 1H, NH). "*C RMN (125 MHz, DMSO-d;): 5 25.6, 27.5 (C(CHs),),
61.9 (C-57), 82.1 (C-37), 83.0 (C-27), 87.9 (C-4"), 90.6 (C-1"), 113.7 (C(CHg)), 124.0 (C-

HO

(o} 0}

=~
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57), 125.2 (C-5), 126.1 (C-1""), 137.0 (C-6""), 146.6 (C-8), 147.9 (C-2), 149.1 (C-4),
150.2 (C-2"), 151.4 (C-47"), 156.8 (C-6).

8-(4""-Piridil)inosina (2.36)
o) Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis del
“'L)'ﬁ[:»—@N compuesto 2.24, se trata 2.34 (100 mg, 0.26 mmol) con una
o disolucién de TFA/H,O/dioxano (3:1:1, 2.6 mL) durante 15 min. Se
obtienen 63 mg (78%) de 2.36 como un sélido blanco. Pf
descompone a partir de 200 °C. EM (ES, positivo): m/z 346
(M+H)". "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 3.55, 3.68 (m, 2H, H-5"), 3.92 (dt, J = 7.4, 4.4
Hz, 1H, H4"), 4.15 (m, 1H, H-3"), 4.95 (t, J = 6 Hz, 1H, OH), 5.05 (m, 1H, H-2"), 5.11 (d,
J=4.8Hz, 1H, OH), 540 (d, J = 6.3 Hz, 1H, OH), 5.74 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-1"), 7.73 (d,
J =59 Hz, 2H, H-2"), 8.13 (s, 1H, H-2), 8.79 (d, J = 5.8 Hz, 2H, H-3""), 12.52 (s, 1H,
NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): 6 61.7 (C-5°), 70.3 (C-3°), 71.2 (C-2°), 86.3 (C-4"),
89.2 (C-17), 123.4 (C-2""), 125.0 (C-5), 136.5 (C-17"), 146.0 (C-2), 147.8 (C-8), 149.2 (C-
4), 150.1 (C-37"), 156.2 (C-6). Analisis (%) para C4sH5Ns0s. Calculado: C, 52.17; H,
4.38; N, 20.38. Encontrado: C, 51.99; H, 4.52; N, 20.18.

HO

OH OH

8-(3""-Piridil)inosina (2.37)
Siguiendo el procedimiento empleado para la sintesis del

[o]
HN N /=N
::;IEN>—<\:/) compuesto 2.24, se trata 2.35 (100 mg, 0.26 mmol) con una
o disolucion de TFA/H,O/dioxano (3:1:1, 2.6 mL) durante 15 min. Se
obtienen 55 mg (69%) de 2.37 como un solido blanco. Pf

HO

OH OH
descompone a partir de 200 °C. EM (ES, positivo): m/z 346 (M+H)*. "H RMN (500 MHz,
DMSO-dg): 6 3.25 (s a, 2H, 2 x OH), 3.53 (dd, J = 11.9, 4.2 Hz, 1H, H-5"), 3.66 (dd, J =
11.9, 4.0 Hz, 1H, H-57), 3.91 (m, 1H, H-4"), 4.13 (m, 1H, H-3"), 5.06 (m, 1H, H-2"), 5.36
(s a, 1H, OH), 5.68 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-1"), 7.60 (dd, J = 7.5, 4.9 Hz, 1H, H-57"), 8.06
(s, 1H, H-2), 8.11 (d, J =7.8 Hz, 1H, H-6""), 8.74 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H-4""), 8.89 (s, 1H,
H-2""). ®C RMN (125 MHz, DMSO-d): & 62.5 (C-57), 71.2 (C-3"), 71.9 (C-2°), 87.0 (C-
47), 89.8 (C-17), 124.1 (C-5""), 125.5 (C-5), 126.3 (C-17"), 137.4 (C-6""), 147.5, 147.7 (C-
8, C-2), 149.7 (C-4), 150.1 (C-27"), 151.1 (C-4""), 158.8 (C-6). Analisis (%) para
C1sH1sN50s. Calculado: C, 52.17; H, 4.38; N, 20.38. Encontrado: C, 52.02; H, 4.60; N,
20.20.
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8-(3’-Metoxifenil)-1,9-dihidro-6 H-purin-6-ona (2.40)
o— El compuesto 2.30 (18 mg, 0.05 mmol) se trata con una disolucion

Jj[ >_© acuosa de TFA (pH=1.2, 0.5 mL) durante 24 h a 37 °C. Se rota a
sequedad y el crudo se purifica por CCTLC usando como eluyente

diclorometano/metanol (10:1). Se obtienen 9 mg (75%) de 2.40 como un sélido blanco.
Pf > 350 °C. EM (ES, positivo): m/z 243 (M+H)*. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds): & 3.83
(s, 3H, OCH,), 7.02 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-6"), 7.41 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.72 (m, 2H,
H-2°, H-4"), 7.99 (s, 1H, H-2), 12.29 (s, 1H, NH), 13.65 (s, 1H, NH).

8-(4 -Trifluorometilfenil)-1,9-dihidro-6 H-purin-6-ona (2.41)

El compuesto 2.32 (20 mg, 0.05 mmol) se trata con una disolucion
”“L)J\/I[N»—Q—ca acuosa de TFA (pH=1.2, 0.5 mL) durante 24 h a 37 °C. Se rota a

sequedad y el crudo se purifica por CCTLC usando como eluyente
diclorometano/metanol (10:1). Se obtienen 10 mg (71%) de 2.41 como un sdlido blanco.
Pf > 350 °C. EM (ES, positivo): m/z 281 (M+H)". '"H RMN (300 MHz, DMSO-d): & 7.90
(d, J=8.2 Hz, 2H, H-2), 8.03 (s, 1H, H-2), 8.29 (d, J= 8.0 Hz, 1H, H-3"),8.39 (d, J=7.8
Hz, 1H, H-3), 12.31 (s, 1H, NH), 13.89 (s, 1H, NH).

8-(3’-Trifluorometilfenil)-1,9-dihidro-6 H-purin-6-ona (2.42)
0 cr, El compuesto 2.33 (20 mg, 0.05 mmol) se trata con una disolucién
H'}'\\NI :>—© acuosa de TFA (pH=1.2, 0.5 mL) durante 24 h a 37 °C. Se rota a
sequedad y el crudo se purifica por CCTLC usando como eluyente
diclorometano/metanol (10:1). Se obtienen 11 mg (78%) de 2.42 como un sdlido blanco.
Pf > 350 °C. EM (ES, positivo): m/z 281 (M+H)". '"H RMN (300 MHz, DMSO-d): & 7.75
(t, J=7.7 Hz, 1H, H-57), 7.83 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-4"), 8.00 (s, 1H, H-2), 8.37 (d, J=7.6
Hz, 1H, H-6"), 8.45 (s, 1H, H-2"), 12.31 (s, 1H, NH), 13.88 (s, 1H, NH).

5.3. Estudios de estabilidad

Para llevar a cabo estos ensayos se prepararon disoluciones de cada compuesto a
estudiar, en disoluciones acuosas con pHs 1.2, 5.0 y 7.4 de concentraciones finales 50
MM a partir de disoluciones patron 50 mM en DMSO y se incubaron a 37 °C. Se analizan
alicuotas de 100 pl a determinados periodos de tiempo (Oh, 1h, 4h y 24h) en un
cromatégrafo HPLC Aligent Technologies 1120 Compact LC utilizando una columna de
fase reversa ACE 5 C-18-300 (150 x 4.6 mm), empleando un detector Photodiode Array
(PDA) y como fase mévil: A: ACN y B: H,O con 0.05% de TFA. En todos los casos el

flujo fue de 1mL/min y se emplearon distintos tipos de gradientes para la correcta
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separacion de los picos observados en el cromatograma correspondientes a las inosinas
8-sustituidas y a las correspondientes bases nitrogenadas 8-ariladas que existen en la

disoluciéon en el momento de la medida.

5.4. Estudios de fluorescencia

Se preparé una disolucion de cada compuesto seleccionado de concentracion final
50 uM en PBS partiendo de una concentraciéon patrén 5 mM en DMSO de cada
compuesto. Las medidas de fluorescencia fueron realizadas usando el espectofotometro
de luminiscencia Perkin-Elmer LS-50B, ademas se usaron cubetas estandar de
fluorescencia de paso optico de 10 mm. La rendija de excitacion se fijo a 15 nm y la de
emision a 20 nm, y los espectros fueron registrados en un intervalo de 1 nm y con una
velocidad de barrido de 100 nm por minuto, obteniéndose las Aex ¥ Aem para cada

compuesto.

5.4.1. Ensayos frente a PNP humana y de procariotas.

La separacion de la inosina y su correspondiente base hipoxantina se hizo por HPLC.
Los compuestos (100 uM) fueron expuestos a las enzimas (20 nM PNP Hyor o 6 nM
PNP humana) y se incubaron a 37 °C en buffer (pH = 6.5) en un volumen total de 500
ML. Tras 60 min de incubacion, se tomaron fracciones 100 pL y se analizaron por HPLC.
Para la actividad inhibitoria frente a la fosforolisis de inosina (100 uM), los compuestos
se ensayaron a una concentracién de 250 uM y los resultados de la incubacion se

midieron tras 60 min.

5.4.2 Ensayo frente a PNP de Plasmodium falciparum

El curso de la reaccion de fosforolisis se siguié al acoplarla a una reacciéon de
xantinoxidasa, que cataliza la oxidacion de hipoxantina a acido urico y cuya formacion
se puede seguir a 293nm (coeficiente de extincion molar para el acido Grico: 12.9 mM™
cm™). Para determinar la actividad inhibitoria se incubé una mezcla que contenia
KH,PO, (50 mM, pH 7.5), xantinaoxidasa (60mU), PPNP (0.73mg, 25nM) e inosina
(25uM) en un volumen final de 1 mL a 25 °C. Para los estudios de inhibicién, se llevaron
a cabo varios experimentos en donde la concentracion de inhibidor era variable (5

concentraciones fueron ensayadas) y la concentracion de inosina fija (25 pM).
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Todos los espectros se registraron a una concentracion 50 uM en PBS a partir de una
disolucién stock 5 mM en DMSO. Todas las medidas se realizaron en celdas de cuarzo
de paso 6ptico 10 mm. La rendija de excitacion se fijo a 15 nm y la de emisiéon a 20 nm,
y los espectros fueron registrados en un intervalo de 1 nm y con una velocidad de
barrido de 100 nm por minuto.

Una mezcla que contiene 50 mM KH,PO, pH 7.5, 268 nM (7.83mg) PfPNP y 0.5 mM
de nucledsido se incubd a temperatura ambiente entre 30min y 2 horas, y se registraron
los espectros de fluorescencia (Aex = 288nm; Aey = 300-450nm). Como controles se

emplearon el propio nucledsido y su correspondiente base.
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Capitulo 3

1. INTRODUCCION

Uno de los problemas epidemioldgicos y sanitarios del mundo global actual es la
incidencia creciente de enfermedades causadas por patdgenos fuera de su entorno
natural. El intercambio constante de personas y mercancias desde puntos muy distantes
puede conducir a brotes virulentos de dimensiones dificiles de prever, y es por ello que
existe una preocupacion intemacional que mantiene una red mundial de alerta.”? Una
de las enfermedades emergentes por las que existe preocupacion entre los
epidemidlogos es la fiebre de chikungunya. Esta enfermedad esta causada por un virus

y se transmite por la picadura de mosquitos infectados.’

Chikungunya es una palabra makonde, lengua de Tanzania y Mozambique, y
significa “hombre encorvado o retorcido”. Asi describen en estas zonas africanas la
postura fisica que adoptan los pacientes como consecuencia de la artralgia severa
(dolor articular) que provoca la enfermedad. La palabra chikungunya designa tanto al

virus (CHIKV) como a la enfermedad (Figura 3.1).*

Figura 3.1. Morfologia del virus chikungunya

CHIKV es endémico de Africa y Asia, y fue aislado por primera vez en Tanzania en
1953.°° En estos mas de 50 afios, se han producido diversos brotes pero la baja
mortalidad hacia que la enfermedad pasase casi inadvertida. En Asia, la primera
aparicion fue en Filipinas en 1954 y después se describieron casos en Tailandia, Sri
Lanka, Vietnam, Pakistan, Camboya, Laos, Birmania e India.”® Entre 1982-1985 se

extendio a Indonesia y en 1998 se dio el primer caso en Malasia.

La fiebre de chikungunya es una enfermedad arboviral, causada por el virus
chikungunya y transmitida por mosquitos.® El principal vector es el Aedes aegypti,
responsable también de la fiebre amarilla.’® Los ciclos de transmisién de este virus
pueden ser hombre-mosquito-hombre (ciclo urbano) o animal-mosquito-hombre (ciclo

selvatico) (Figura 3.2)."
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N

Ciclo Ciclo
urbano selvatico
Figura 3.2. Ciclos de transmisién del virus chikungunya

En los afios 2006-2007 se produjo un cambio sustancial en la consideracion de esta
enfermedad cuando un brote de la misma afecté a la isla de La Réunion, territorio
francés en el indico. Practicamente el 40% de una poblacién de 785.000 habitantes de
la isla sufrié la enfermedad y ademas se produjeron mas de 200 muertes.'? Desde alli
llegd a la India y afect6 a 1,4 millones de personas, habiéndose producido el anterior

brote 32 afios atras.?

El brote en la isla La Réunion, al tratarse de territorio francés, puso en marcha toda la
magquinaria epidemioldgica y asi en solo dos afios se tuvo un conocimiento tanto de la
enfermedad como del agente etiolégico muy superior al de las dos décadas
precedentes. La alarma surgié al ver que la transmisién se debia a los mosquitos Ae.
albopictus, que abundaban en la isla, y no al vector natural los Ae. aegypti, mucho
menos abundantes en La Réunion.” Se pudo determinar que la adaptacion a este
vector se habia producido por una mutacion de alanina por valina en la glicoproteina de
la envoltura del virus (E1-A226V) (Figura 3.3)."

ﬁﬁ'

“

W Aedes aegypli [ Aedes albopiclus 2 Ae. aegypli and Ae.albopictus

Figura 3.3. Principales vectores del chikungunya y su distribucién global
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Ademas, esta mutacion facilitd la reproduccion del virus en el mosquito de modo que se
alcanzaban concentraciones hasta 100 veces superiores en sus glandulas salivales, lo

que se traducia en una mayor probabilidad de transmision en la siguiente picadura.’

Los Ae. albopictus son mas infectivos que los Ae. aegypti, ademas son muy
agresivos, silenciosos, diurnos y sobreviven tanto en el entorno urbano como en el rural.
Tienen una vida media de un mes y pueden perdurar varias semanas mas si las
temperaturas oscilan entre los 25-30 °C (4-8 semanas). Sus huevos son muy resistentes
y aguantan incluso en la estacién seca. Hay que destacar que el Ae. albopictus, también
conocido como mosquito tigre, estd cada vez mas extendido en zonas templadas de

Europa, Estados Unidos o Australia.™

En el hombre la infeccion se produce inicialmente en los fibroblastos de la piel, tras la
picadura por un mosquito infectado, luego se disemina al higado, a los musculos y a las
articulaciones presuntamente a través de la sangre.'® El periodo de incubacién es de 1-
12 dias seguido de fiebre alta (39-40 °C), sarpullidos, dolores de cabeza, fotofobia,
mialgia y sobre todo por una artralgia muy severa.'”'®'? Es rara la infeccién asintomatica
por CHIKV. La poliartralgia es la caracteristica principal de la mayoria de los casos
identificados. Casi todos los pacientes presentan artralgia simétrica y casi siempre
afecta a mas de una articulacion: dedos, muinecas, rodillas, tobillos, etc. En el periodo
de 1-2 semanas los sintomas desaparecen exceptuando la artralgia, que en un 60% de

los pacientes persiste durante meses o afios.”

Existen 2 fases de la enfermedad: aguda y crénica.?’ La fase crénica se caracteriza
por fluctuaciones en la intensidad y en las recaidas, ademas suelen verse afectadas las
mismas articulaciones que en la fase aguda. Aunque la fase cronica es menos severa
que la fase aguda, ésta supone una pérdida de movilidad en las articulaciones de
manera que disminuye notablemente la calidad de vida de las personas infectadas. La
probabilidad de desarrollar una artralgia crénica es dependiente de la edad, aunque
también son poblaciones de riesgo los nifios y los adultos inmunodeprimidos. Ademas
en el brote de la isla La Réunion se observd la transmision vertical del CHIKV,
produciéndose algunas muertes fetales y sintomas de la infeccion en algunos neonatos

que desarrollaron meningoencefalitis. %%

Otras manifestaciones clinicas que se asocian a esta enfermedad son: conjuntivitis,
diarrea, vomitos, dolor abdominal, neumonia, fallo pre-renal y respiratorio.”** Las

hemorragias son raras y esta caracteristica es importante porque es lo que le diferencia
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de la fiebre del dengue, que se transmite de un modo similar. Chikungunya no es un
virus neurotropico pero existen evidencias de implicaciones neurolégicas durante la
infeccion.?® Algunas de las manifestaciones neurolégicas son: encefalopatia, paralisis

aguda y sindrome de Guillain-Barré (trastorno neurolégico autoinmune).?’%

El virus chikungunya es un miembro de la familia de los Togaviridae y pertenece al
género de los alfavirus.? Los alfavirus son virus de ARN monocatenario positivo que
presentan una envoltura y una nucleocapsida de simetria icosaédrica. Los alfavirus
constan de 29 especies de arbovirus (arthropodo-borne viruses), es decir, virus
transmitidos por mosquitos. Estos se han clasificado en 7 complejos basados en sus
propiedades antigénicas.> En concreto el virus chikungunya pertenece al complejo
antigénico Bosque Semliki (SF). En la figura 3.4 se muestra su genoma en donde se
aprecian dos secciones diferenciadas de lectura. La primera codifica para proteinas no
estructurales (complejo replicativo): nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4; mientras que la segunda

codifica para las proteinas estructurales: C (capsida), E1, E2 y E3 (envoltura).

1 2 3 4 5 & T - g i 11 12

L I 1 1 | i I 1 I i | | j

5NTR INTR
(7enf) nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 J C E3 E2 6k E1 {76 nt)
5 Cap- S SN} Foly (A)

Figura 3.4. Genoma del virus chikungunya

En la figura 3.5 se puede observar el ciclo replicativo de los alfavirus.? El virus es
reconocido por unos receptores de la membrana celular permitiendo su entrada al
citoplasma por endocitosis. El bajo pH del endosoma conlleva a una reorganizacién
conformacional de la envoltura del virus (E1-E2) exponiendo el dominio del péptido E1
hacia la membrana endosomal. Este pH acido es esencial para la fusion de las
membranas viral y endosomal, que permite la liberacion del material genético del virus al
citoplasma. El ARN viral sirve de molde tanto para la traduccién a proteinas como para
la replicacién del ARN. Para este ultimo proceso, el ARN (+) es reconocido por el
complejo replicativo para generar la copia ARN (-) que posteriormente vuelve a ser
copiada para dar el ARN (+) de los nuevos virus. Replicado el material genético y
sintetizadas las glicoproteinas de la capside y la envoltura, el virus sale de la célula por

exocitosis.
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Figura 3.5. Ciclo replicativo de los alfavirus

Actualmente la fiebre de chikungunya se ha identificado en casi 40 paises. No existe
tratamiento especifico ni vacuna comercialmente disponible para prevenir la infeccién
por este virus. Generalmente se administran antiinflamatorios no esteroideos vy
paracetamol para paliar la sintomatologia, y en los casos mas severos se receta
ribavirina y la cloroquina (Figura 3.6), farmaco para la malaria. La ribavirina alivia la
inflamacion y los efectos de la artralgia, pero tiene un efecto antiviral moderado en
cultivos celulares.® La cloroquina también muestra actividad antiinflamatoria e inhibe la
infeccion por CHIKV en cultivos celulares a través de efectos en la acidificacion
endosomal, es decir, bloquea la disminucién del pH del endosoma y asi inhibe la
expansion del virus pero no es capaz de frenar la replicacion del mismo una vez que
esta en el citoplasma.®’ Ademas existen estudios contradictorios en humanos acerca de

sus efectos beneficiosos.
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Figura 3.6

La importancia creciente y posible expansion de este virus ha llevado a activar
distintas estrategias que ayuden a la prevencion y/o tratamiento de la enfermedad."
Como en otras enfermedades transmitidas por picaduras de artropodos, un campo muy
activo en prevencion es luchar contra el trasmisor mediante el uso de insecticidas o la
liberacién masiva de mosquitos machos estériles.* Igualmente se esta trabajando en el
desarrollo de vacunas. Asi un consorcio de instituciones francesas retomd una vacuna
inicialmente desarrollada por la Armada americana en los afios 80 con una cepa
atenuada del virus, que se discontinué por cambio de prioridades.*®* Mas recientemente,
investigadores holandeses han comunicado resultados prometedores con una nueva

vacuna.®*

En paralelo, se han iniciado amplias campafias de cribado de compuestos tanto de

%538 como sintéticos,* que permitan identificar antivirales eficaces.

productos naturales
Asi se ha descrito un producto natural procedente de una planta vietnamita, Trigowiin A,
que presenta una moderada actividad antiviral (Figura 3.7).%” Al elucidar su estructura se
observé la semejanza de su esqueleto a otros diterpenos conocidos. Esto condujo a la
evaluacion de estos diterpenos descritos como antivirales. Como ejemplo cabe
mencionar la prostratina y el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) ya que han
mostrado una inhibicién del orden micro y nanomolar. Sin embargo, el bajo perfil de

seguridad del TPA como inductor tumoral lo descarta como posible antiviral.

3.3 Trigowiin A 3.4 Prostratina 3.5 TPA: 4B-OH

Figura 3.7. Productos naturales con actividad anti-CHIKV
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En 2013 se ha descrito la identificacion mediante cribado virtual y posterior

optimizacion de inhibidores de la proteasa de CHIKV, cuyo prototipo es el compuesto

3.6 con inhibicién en el rango micromolar (Figura 3.8).*°

3.6 OEt

Figura 3.8
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2. ANTECEDENTES

Como se comentaba en la introduccion no existe tratamiento especifico ni vacuna
comercialmente disponible para prevenir o tratar la infeccion por el virus chikungunya.
De ahi la importancia de encontrar compuestos eficaces para poder combatir esta

enfermedad reemergente.

En el grupo del Prof. Johan Neyts del Instituto Rega de la Universidad de Lovaina
(Bélgica) se ha iniciado un amplio programa de cribado para identificar compuestos
cabezas de serie que puedan inhibir la replicacion de este virus. En el afio 2011 desde
nuestro grupo de investigacion se procedio al envio de aproximadamente cien muestras
procedentes de nuestra quimioteca histérica, es decir, compuestos que habian sido
sintetizados a lo largo de los afios en distintos proyectos. De los productos enviados, la
muestra etiquetada como TP-274 mostr6 inhibicion significativa de la replicacion viral a
una concentracion efectiva 50, o CEsp, de 25 pg/mL y ausencia de toxicidad en células
no infectadas (CCso> 250 pg/mL). El analisis de esta muestra por HPLC-MS indico la
existencia de dos compuestos, con tiempos de retencién 3.52 y 5.04 min, en una
relacion aproximada 1:1 y picos moleculares con valor m/z 287.6 y distribucion isotépica
de Cl, y m/z 269.1, respectivamente. El primer pico correspondia al producto
inicialmente sintetizado, mientras que la masa molecular del segundo parecia indicar la
hidrélisis del producto inicial. Se procedi6 a su separacion, caracterizacion y se
sometieron a evaluacion por separado, etiquetados como 3.7 y 3.8 (Figura 3.9). Los
datos obtenidos tras su evaluaciéon revelaron que el compuesto 3.8, procedente de la
hidrdlisis, era el responsable de la actividad, con una CEs, de 5 ug/mL mientras que el

derivado con cloro (3.7) era inactivo (CEso> 250 pg/mL).

( N\
cl
N N, HN N,
N N
TP-274 HPLC )\\N N + )\\N N
CEgo = 25 pg/mL
50=25g @\( @\(o
3.7 3.8
CEsgo > 250 pg/mL CEso =5 ug/mL
|\
Figura 3.9
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3. OBJETIVOS

Actualmente existe un notable interés en la busqueda de farmacos frente al CHIKV
debido a los brotes reemergentes y a la expansion geografica de la enfermedad. Como
se acaba de comentar en los antecedentes, de la evaluacién de nuestra quimioteca de
compuestos, se ha identificado la [1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona 3.8 (Figura
3.10) como un inhibidor de la replicacion del virus chikungunya. Los valores de CEs (19
+ 2 uyM) y CCsy (>743 pM) avalaban su interés como cabeza de serie. Su estructura
quimica no descrita, su bajo peso molecular y su accesibilidad sintética le convertian en
un buen compuesto prototipo para el inicio de una linea de trabajo que estudiara la
sintesis de derivados de triazolopirimidinonas y su evaluacion como inhibidores de la

replicacion del virus chikungunya.

HN N, CEsop=19+2uM
)\\ | N‘,N CCso > 743 uM

Figura 3.10

Por ello en el presente capitulo se describe la sintesis y evaluaciéon de analogos
estructurales del compuesto patron 3.8 frente a la replicacion de CHIKV. Asi, los

objetivos principales de este capitulo han sido:

- Mejorar la potencia inhibitoria frente a la replicaciéon del CHIKV (ECsy) y/o
disminuir la concentracion citotoxica (CCsy), a fin de mejorar el indice de
selectividad (IS = CCs¢/ECsy).

- Establecer las relaciones estructura-actividad en esta familia de compuestos para

la inhibicién de la replicacion del CHIKV.

- Ensayar los compuestos que presenten un mejor perfil de actividad frente a otros

alfavirus.

Para la consecucion de estos objetivos se han realizado modificaciones estructurales

en los diferentes fragmentos de la molécula (Figura 3.11):
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- Base heterociclica (esqueleto de [1,2,3]triazolopirimidin-7-ona): modificando las

posiciones 2, 5,6y 7.

- Anillo aromatico: incorporando sustituyentes tanto electrodadores como

electroaceptores dispuestos en diferentes posiciones (meta, orto y para).

- Nexo de unién: incorporando un metileno como nexo entre la base heterociclica y

el anillo aromatico.

7l za !

6HN |
NS

5N za N3 3 Nexo de unién
(o]
Anillo aromatico €————

3.8
Figura 3.11

Base heterociclica <€—— ‘:Nz

La evaluacion de los compuestos sintetizados frente a la replicacion del CHIKV ha
sido efectuada por el grupo del Prof. Johan Neyts del Instituto Rega de la Universidad
de Lovaina (Bélgica). Estos ensayos se han simultaneado con la sintesis de modo que
los resultados obtenidos de la evaluacion antiviral han ido condicionando las
modificaciones sintéticas realizadas. Por ello, la sintesis y evaluacion anti-CHIKV seran

comentadas conjuntamente en el apartado de Resultados y discusion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Modificaciones en la base heterociclica

Las primeras variaciones realizadas sobre el compuesto prototipo 3.8 han permitido
explorar pequenas modificaciones en las posiciones 6 6 7 del heterociclo, asi como
sustituir el anillo de triazol por un anillo de imidazol. Para ello, se llevdo a cabo la
sustitucion del grupo carbonilo en la posicion 7 por los grupos amino, metilamino y
metoxi (Esquema 3.1). El tratamiento de 3.7 con amoniaco en metanol o metilamina en
metanol dio lugar a los compuestos 3.9a y 3.9b con rendimientos del 66 y 67%
respectivamente. Por otro lado, cuando el compuesto 3.7 se tratdé con metdxido sddico
en metanol mediante irradiacion por microondas a 100 °C durante 20 min, se obtuvo el

compuesto 3.10, con un grupo metoxi en posicion 7, con buen rendimiento.

NHR
N
RNH,/MeOH N)I N 3.9a (66%) R=H
cl > )\\N N 3.9b (67%) R=CH;
2 N,
NN |
o OMe
37 2 N,
N
MeONaIMeOH= )\\N N

MW 100 °C 3.10 (61%)
20 min 0

Esquema 3.1

Ademas se incorporé un grupo metilo en el N-6 del heterociclo. Para ello el
compuesto 3.8 se tratdé con yoduro de metilo y DBU en N,N-dimetilacetamida a
temperatura ambiente obteniéndose el compuesto 3.11 con un 86% de rendimiento

(Esquema 3.2).

(o]
N I\!‘N Mel, DBU, DMA \N)j:'\l“m
7’ e’ y ’
)\\ N - )\\N N

ta., 16 h
o] o]
3.8 3.11 (86%)

Esquema 3.2
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Para la sintesis de las imidazopirimidinonas 3.13a y 3.13b, se partié de los cloro
derivados 3.12a y 3.12b, previamente descritos por nuestro grupo.*’ Asi, el compuesto
3.12a se tratdé con metoxido sodico y mercaptoetanol en DMF calentando al microondas
a 120 °C durante 1 h obteniéndose el compuesto 3.13a con un 62% de rendimiento. El
compuesto 3.13b se obtuvo con un 61% de rendimiento a partir del compuesto 3.12b
mediante tratamiento con acido clorhidrico en dioxano por calentamiento al microondas
a 100 °C durante 2h (Esquema 3.3).

cl o]
NN HN N
).\ S HSCH,CH,OH, DMF IS
N/ N - )\\N N
MW 120 °C, 1h
o]
3.12a 3.13a (62%) o

o

cl
NN ) HN N
\>— HCl/Dioxano N\
)I\)NIN > A | N>_
MW 100 °C, 2h N
o
3.12b Q\{ 3.13b (61%) ©\<°

Esquema 3.3

Los compuestos 3.9a, 3.9b, 3.10, 3.11, 3.13a y 3.13b fueron evaluados frente al virus
chikungunya en células Vero y en la tabla 3.1 se pueden ver los datos obtenidos junto
con 3.8, compuesto prototipo. En esta primera tabla también se incluye la cloroquina
como compuesto de referencia.’’ Los resultados se expresan como concentracion
efectiva 50 (CEsp), que indica la concentracion efectiva a la que un compuesto protege
al 50% de las células frente al efecto citopatico del virus. Para aquellos compuestos que
han mostrado actividad significativa se ha determinado la CEg, 0 concentracion de
compuesto que protege al 90% de las células del efecto citopatico viral. En paralelo se
ha determinado la CCsy, que es la concentracién a la que aparece un dafo celular
evidente al 50% de los cultivos tratados no infectados. El parametro IS o indice de
selectividad es el cociente entre CCsy y CEsy. Este parametro es indicativo de la

seguridad del compuesto.

Como se puede observar en la tabla 3.1, el compuesto 3.9a, que presenta un grupo
NH, en la posicion 7, resultdé ser diez veces menos activo que el compuesto prototipo.
También el derivado de purina 3.13a, con un CH en la posicién 2, fue seis veces menos
activo que el derivado de triazolopirimidinona 3.8, mientras que el resto de los

compuestos sintetizados fueron inactivos.
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Taba 3.1. Actividad antiviral, citotoxicidad e indice de selectividad de 3.9a,b-3.11 y 3.13a-b.

Compuestos N° CEso(UM)?  CEgo(uM)®  CCso(uM)°® IS¢
NH,
f\/l[:‘:r« 3.9a 225+33 309+48  >746 >3
N \
Ar
SNH
fj[:‘;;n 3.9b >553 >553 553 -
N
o
)Nj\/ll:N‘:N 3.10 >706 >706 >706 -
N
N
0
l)ﬁ[:‘;n 3.11 >706 >706 >706 -
e
o
ﬂ'\\)‘j[:& 3.13a 127 + 10 161 £ 27 491 4
"
o
M- 3.13b >703 >703 >703 ;
"
0
Hfj[:\;n 3.8 19+2 3816 >743  >39
e
cloroquina 11%7 89 + 28 8.1
a: CEsp o concentracion efectiva 50. o
b: CEgo 0 concentracion efectiva 90. &
c: CCsp 0 concentracion citotéxica 50. Ar = \©)\
d: IS o indice selectivo, es el cociente entre CCsp y CEsp.

Estos datos apuntan a requisitos estructurales bastante estrictos en las posiciones 2,
6 y 7 del heterociclo para la actividad frente al CHIKV que incluyen la importancia del
anillo de triazol, la no sustitucion del NH en la posicion 6 y un grupo ceto en la posicidén
7.

4.2. Modificaciones en el anillo aromatico
La segunda serie de modificaciones se realizaron sobre el anillo aromatico del

cabeza de serie 3.8. Para ello se empled la ruta descrita en el esquema 3.4, que ya se

habia puesto a punto en el grupo para la sintesis del compuesto 3.7.%°
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»éﬂ e, T )\)I — )\)I N JI

R; N
0 e
\\l \\Rz \\Rz
2
Esquema 3.4

El primer paso consiste en la formacion de las 6-cloro-4,5-diaminopirimidinas a partir
de 4,6-dicloropirimidinas y anilinas mediante catalisis acida por calentamiento al
microondas. El empleo del calentamiento por microondas permite una reduccién muy
notable de los tiempos de reaccién respecto a la calefaccion convencional,* pasando de
horas a minutos, asi como una mejora en los rendimientos. Estas 6-cloro-4,5-
diaminopirimidinas son intermedios sintéticos muy versatiles permitiendo la sintesis de
diferentes heterociclos.*'*? En particular el tratamiento con NaNO, en condiciones
acidas conduce a la formacién de 7-cloro-3H-[1,2,3]-triazolo[4,5-d]pirimidinas. Por
ultimo, la transformacién del cloro al grupo ceto se puede llevar a cabo con acetato

sadico.

Asi, la reaccion de anilinas diferentemente sustituidas (3.14) con 4,6-
dicloropirimidinas (3.15) en presencia de acido clorhidrico concentrado en isobutanol por
calentamiento al microondas a 150 °C durante 10-30 minutos condujo a los compuestos
3.16a-m con rendimientos muy buenos (71-98%) (Esquema 3.5). En muchos casos, los
productos se aislaron del medio de reaccion por filtracion y se utilizaron directamente
para el segundo paso. En el caso del compuesto 3.16m (R, = COOEt), se sustituyo el
isobutanol empleado como disolvente, por dioxano para evitar la transesterificacion. A
continuacion, los productos 3.16a-m se trataron con nitrito sédico en una mezcla de
acido clorhidrico 1N y diclorometano (1:1) para dar lugar a las 7-cloro-3H-[1,2,3]-
triazolo[4,5-d]pirimidinas 3.17a-m con rendimientos entre 56-75%, exceptuando el
compuesto 3.17f (R, = NHCOCH;) que se obtuvo por tratamiento con nitrito sddico en
acido acético para evitar la desacetilacion de la acetamida. Finalmente, el tratamiento de
los derivados clorados 3.17a-m con acetato sédico en N,N-dimetilformamida dio lugar a

los compuestos 3.18a-m con rendimientos de moderados a buenos (50-83%).
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R
Ry
R3
3.14

Cl
o )NI\\ NH,
Z
N NHz2  HCI37% R NT NH
+
)I\ =
Isobutanol
R N €l mw 1500
3.16a-m
3.15 (71-98%) R;
HN N, Solo para
PN I N,N R,=CO,Et
N -
KOH 1N
O DMF
3.18n
(90%) OH

Esquema 3.5

3.18a-m
(50-83%)

NaNO;
—_—

DCM/HCI (1M)
t.a.
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Ry
)\:; Ry
3.17a-m Rs

(56-75%)

o

)LONa

DMF

MW 120 °C
Ry
R

El compuesto 3.18m, que presenta un grupo éster en posicion meta, se tratd

adicionalmente con KOH

1N en N,N-dimetilformamida para generar el

acido

correspondiente 3.18n. Los rendimientos para cada uno de los tres pasos de sintesis asi

como los sustituyentes introducidos en el anillo aromatico en esta serie se recogen en la

tabla 3.2.

Tabla 3.2. Sustituyentes y rendimientos de los tres pasos de sintesis de los compuestos 3.16a-m

al 3.18a-n
R R, R; Ry 3.16 (%) 3.17 (%) 3.18 (%)

a OCH; H H CH; 98 75 50
b H OCH; H CH; 95 75 54
c H Cl H CHs; 93 65 77
d H COCgHs H CH; 89 56 75
e H OCH(CHa), H CHs; 71 61 71
f H NHCOCH; H CHs; 62 70 35
g H N(CHs). H CHs; 98 27 81
h H CN H CH; 91 73 65
i H COCH; H H 66 77 59
j H H COCH; CH; 85 61 62
k H H OCH,CH,CH; CHgs 84 75 65
| H -OCH,0- CH; 89 26 50
m H COOCH,CHg3 H CH; 98 69 65
n* H COOH H CHs; 92

*sintetizado a partir del compuesto 3.18m por hidrolisis basica
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Los compuestos sintetizados fueron evaluados frente al virus chikungunya y en la

tabla 3.3 se muestran los datos obtenidos. Se incluye ademas los datos del compuesto

3.8, compuesto prototipo, que se ha empleado como referencia.

Tabla 3.3. Actividad antiviral, citotoxicidad e IS de los compuestos 3.18a-n.

Compuestos  N°  CEgo(uM)®  CEgy(uM)®  CCso(uM)©  IS°
@0\ 3.18a 348+ 36 460+ 13 >777 >2
B
@ 318b 2816 179 + 44 >777 >28
o/
B
@ 3.18¢c 32 +11 235+ 7 >764  >24
5 Cl
3.18d 162 + 15 >604 >604  >29
(o]
B
@ 318¢e 12+4 156 + 43 >701  >58
S
B 3.18f >261 >261 261 -
B H
@ ) 3.18g 131+ 11 187 + 21 >793 >6
N
. |
@ 3.18h  >740 >740 >740 ;
o CN
HN N,
::IN” 3.18i >784 >784 >784 -
< } (o]
)L | 318 326:37  >743 >743  >2
_ _@_o/J 3.18k >701 >701 >701 -
B
@L 3.18l >147 >147 >147 -
oJO
B
©ﬁ(° 3.18m 202 + 38 >322 322 1.6
~~
(o]
B
©\yr°” 3.18n  >515 >515 515 -
o]
B
©\f° 3.8 1912 38116 >743 239
a: CEsg o concentracion efectiva 50.
b: CEgg 0 concentracion efectiva 90.
c: CCsg 0 concentracion citotdoxica 50.

d: IS o indice selectivo, es el cociente entre CCso y CEs.
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El primer rasgo a destacar de los datos recogidos en la tabla 3.3 es que hay varios
compuestos (3.18b-c y 3.18e) que muestran una actividad antiviral similar al prototipo,
asi como ausencia de citotoxicidad y en consecuencia tienen un buen indice de
selectividad. En concreto, los compuestos que presentan una actividad antiviral
semejante al compuesto patron poseen en posicion meta un grupo metoxi (3.18b), cloro
(3.18c) o isopropoxi (3.18e). Por tanto, la naturaleza electroatractora o electrodonadora
del sustituyente no parece tener un efecto determinante en la actividad. Sin embargo,
cuando el grupo metoxi se encuentra en posicion orto (3.18a), la actividad disminuye
considerablemente con respecto a cuando se encuentra en posicion meta (3.18b). De
un modo similar, la sustituciéon con un grupo acetilo en para (3.18j) conduce a un
compuesto casi 20 veces menos activo que cuando el mismo sustituyente esta en
posicion meta (prototipo 3.8). Igualmente otros éteres en para como el n-propoxi (3.18k)
o el dioxolano (3.18l) resultaron inactivos. Cuando el grupo acetilo en meta en el
compuesto prototipo 3.8 se sustituye por un grupo benzoilo (3.18d) la actividad antiviral
también disminuye casi un orden de magnitud.

Otros sustituyentes en posicion meta como acetamida (3.18f), dimetilamino (3.18g),
ciano (3.18h) o carboxilato (3.18n) conducen a compuestos sin actividad significativa, o
en el caso del éster 3.18m, a una reduccion muy notable de la actividad.

También cabe destacar la falta de actividad del compuesto 3.18i, analogo al prototipo
pero que presenta un hidrégeno en vez de un grupo metilo en la posicion 5 del
heterociclo, lo que parece indicar la importancia de las sustituciones en esta posicion

para la actividad.

Asi, la evaluacion de esta segunda serie de compuestos indica la importancia del
metilo en la posicion 5 de la base asi como del sustituyente en el anillo aromatico,
obteniéndose los mejores resultados cuando éste es un grupo acetilo o isopropoxi en

posicién meta.

4.3. Modificaciones en la posicion 5 de la base heterociclica

Puesto que los datos anteriores apuntaban a la importancia de la sustitucion en la
posicion 5 del heterociclo para la actividad antiviral, la siguiente serie de modificaciones
se centraron en esta posicion. Segun la ruta sintética que se habia seguido hasta este
momento, el sustituyente en posicion 5 del heterociclo corresponde con el sustituyente
en posicion 2 de la dicloropirimidina de partida, y ya se habian sintetizado y evaluado
compuestos donde ese Rq eran H (inactivo) o metilo (activo). La introducciéon de otros

sustituyentes en R, siguiendo esta misma ruta requeria de la sintesis previa de estas
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pirimidinas, dada la relativa escasez de 5-amino-4,6-dicloropirimidinas comerciales. Esta
opcion parecia poco atractiva ya que el sustituyente donde se queria explorar la

diversidad se introduciria en los primeros pasos de la sintesis (Esquema 3.6).

o) cl cl cl
HN N, NN, N NH, A/NHZ S NH,
PN LN — P N — M r:} P
Ry N~ N R N7 N R "N "NH R N7 el
Ar Ar Ar
R1 = H, CH3

Esquema 3.6

Por ello, parecia razonable abordar otra estrategia sintética que permitiera introducir
este sustituyente variable en etapas tardias de la ruta sintética. En la bibliografia se ha
descrito que las triazolopirimidin-7-onas () se pueden sintetizar a partir de derivados de
5-amino-1,2,3-triazolo-4-carboxamidas (Il) que a su vez se pueden obtener por reaccion
de azidas (lll) con cianoacetamida en medio basico (Esquema 3.7).** En esta ruta, el
sustituyente en posicion 5 de la triazolopirimidinona se introduce en el ultimo paso y
viene dado por el éster empleado para la reaccion de ciclacién. Por lo tanto, esta ruta

parecia mas adecuada para nuestro obijetivo.

(0] (0]
Hfi“m e N
, , 3
R \N N NaOEYEtOH H,N N EtONa/EtOH
Ar Ar

Esquema 3.7

Como se puede observar en el esquema 3.7, los dos pasos clave de esta nueva ruta
requieren del empleo de etoxido sddico en etanol, y esto condiciond el sustituyente a
elegir en el anillo aromatico. Asi, de entre los dos compuestos que habian presentado
mejores valores de inhibicion, la cetona 3.8 y el éter 3.18e, se descartd la cetona
presente en el compuesto de referencia (3.8), ya que podria dar problemas de
reacciones secundarias por la formacién de enolatos. Por esta razon se eligi6 como
sustituyente para el anillo aromatico el grupo isopropoxi (presente en 3.18e) (Figura
3.12).
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o) o)
HN)ﬁ:N\\
| °N
)\\N N )\\N N
0
3.8 ©\< 3.18¢ ©\o>\
Figura 3.12

La sintesis de triazolopirimidinonas con el grupo isopropoxi en el anillo aromatico
requeria como producto de partida la azida 3.19, que se sintetizé6 a partir de la 3-
isopropoxianilina siguiendo procedimientos descritos (Esquema 3.8).** El tratamiento de
esta azida con cianoacetamida en las condiciones comunmente empleadas en la
bibliografia, es decir, etoxido sddico en etanol a 90 °C condujo a una mezcla de dos
compuestos que por HPLC-MS presentaban el mismo peso molecular (m/z 262). Los
espectros de 'H RMN de estos compuestos mostraban algunas diferencias en los
protones unidos a nitrégeno. El espectro del primero de los compuestos presentaba una
unica senal a 6.37 ppm que integraba para dos protones, y este compuesto fue
asignado como el 5-aminotriazol deseado (3.20a), ya que la sefial a 6.37 ppm debia
corresponder al grupo amino exociclico. El espectro del otro producto mostraba dos
sefiales muy bien diferenciadas a desplazamientos de 14.67 y 7.55 ppm que integraban
para un protdn cada una. La primera de estas sefiales, con un desplazamiento quimico
tan caracteristico, parecia corresponder al protén de una amina de heterociclo, y se
asigno al NH del anillo de triazol, mientras que el amino exociclico que integraba para
un unico protdn debia estar sustituido por el arilo. Asi, a este segundo compuesto se le
asigno la estructura 3.20b (Esquema 3.8). Por tanto, empleando las condiciones

descritas, se obtenia de forma minoritaria (15%) el isémero que se buscaba (3.20a).

fo) (o]

o)
NC H,N N, H, N 5
N3 0\|/ \)LNHZ 2 )j N
\©/ EtONa/EtOH HoN 55 opri) H 14,67 ppm
90 °C 6.37 ppm
3.19

3.20a (15%) 3.20b (68%)
Isémeros Dimroth

Esquema 3.8
La transposicién donde los nitrégenos endo y exociclicos intercambian su posicién en

anillos nitrogenados esta documentada en la bibliografia y se denomina transposicion

Dimroth.***® En particular en derivados de 5-amino-1,2,3-triazoles existen algunos
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precedentes, destacando el trabajo publicado por Baines y col.,*” donde se propone el
mecanismo para esta transposicion aplicada a 1,2,3-triazoles, y que se recoge en el
esquema 3.9. El mecanismo propuesto plantea una primera etapa de protonacién en N-
1 seguida de apertura del anillo para dar la sal de diazonio, dejando una enamina
aciclica que tautomeriza a la forma imina permitiendo la rotacion del enlace C-C. Una
nueva tautomerizacion a la enamina menos impedida favoreceria el cierre del anillo que,
tras la pérdida del protdon, conduciria al isémero donde el anillo aromatico se situa en el

grupo amino exociclico (Esquema 3.9).

(o] ® (o] ®
=N
N H NZ
H,N W o HN H,N H,N
[N == .
HN" "N HoN H,N HNZ ~NH
Ar Ar
o) o o) o
®
H,N N, 'H® H,N N, N nzN
2 | °N _— | N <— ) — H
1 N®
HNZ N HN” N HN NH, HN” —NH
| H | H H ] |
Ar Ar Ar Ar

Esquema 3.9

Si, conforme a esta secuencia, el primer paso para que ocurra la transposicion
requiere de la protonacion del anillo de triazol, se podria intentar minimizar esta
transposicion sustituyendo el disolvente polar protico empleado (EtOH) por un disolvente
polar aprético. De este modo se llevd a cabo la reaccién de la azida 3.19* con
cianoacetamida en DMF anhidra, empleando NaH como base y a temperatura ambiente.
Con estas condiciones se obtuvo exclusivamente el compuesto 3.20a con un 70% de

rendimiento (Esquema 3.10).

0
N
\l/ 2 HzN)i \:N
H,N” N
DMF, t.a. Q )\
3.20a (70%) °

0 0
. » RCOOEt
HN H,N N NaOEY/EtOH
90 °C
3.21a-g Q @\ J\
(8-79%)
3.20b

Esquema 3.10
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Una vez obtenida la 5-amino-4-carboxamida 3.20a, se procedid al tratamiento con

4849 o5 decir, etdoxido

diferentes ésteres en las condiciones descritas en la bibliografia,
sadico en etanol a 90 °C obteniéndose los compuestos ciclados 3.21a-g (Esquema 3.10)
con los rendimientos que se reflejan en la tabla 3.4 y detectandose en proporciones

variables la formacion del isomero Dimroth 3.20b.

Tabla 3.4. Rendimientos para la reaccion de ciclacién de los compuestos 3.21a-g

Compuestos R Rto (%)
3.21a CF; 67
3.21b CH,CHj, 53
3.21¢c CH.CN 23
3.21d CH,CH,CHj, 24
3.21e CH(CHj3), 8
3.21f Ph 41
3.21g 4-py 79

Como se puede observar, si bien ha sido posible introducir tanto sustituyentes
alifaticos como aromaticos, los rendimientos son variables. Desde el punto de vista
experimental se observa que cuando la reaccién de ciclacién es rapida, los rendimientos
son buenos, mientras que cuando la reaccion de ciclacién es lenta, se produce la
trasposicion al isémero Dimroth no deseado, y de este modo los rendimientos de los
productos ciclados bajan.

Por otro lado, la aminocarboxamida 3.20a podria ser utilizada para otras reacciones
de cierre de anillo. De hecho, el tratamiento de 3.20a con ciclohexilcarbodiimida en DMF

a 90 °C condujo a la triazolopirimidin-5,7-diona 3.22 con un 56% de rendimiento

o)
N N
HZNJI I\ HN I,
N [ °N
N —»CDI HO)\\N N
DMF >\
o 90 °C o

3.20a 3.22 (56%)

(Esquema 3.11).

Esquema 3.11

Otro de los objetivos era la variacion del nexo de unioén entre el N-3 del heterociclo y
el anillo aromatico incorporando un metileno entre ellos. Para ello, partiendo del alcohol
3.23 se llevd a cabo la mesilacién que tras posterior tratamiento con azida sddica

condujo al compuesto 3.24 con un 89% de rendimiento. Esta azida se hizo reaccionar
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con cianoacetamida y NaH en DMF para formar el triazol 3.25 con un 77% de
rendimiento. La ciclacion con acetato de etilo en medio basico condujo al compuesto

3.26 con un 75% de rendimiento (Esquema 3.12).°° En este caso no se observo la

formacién del isémero Dimroth debido al efecto estabilizante del grupo bencilo.***'

Ho/\©/ j/ 1. DMPA, MeSO,Cl, DMF /\©/ j/
2. NaNj
3.23 3.24 (89%)
(o]
. MeCOOEt i NCCH,CONH
HN \ EtONa/EtOH H,N N, NaH, DMF
)\ N \( - z /Uji "N \g
N

, : ; 90 °C H,N :
3.26 (75%)

3.25 (77%)

Esquema 3.12

Esta serie de compuestos diferentemente sustituidos en la posicion 5 del heterociclo
(3.21a-g y 3.22), junto con el compuesto bencilado 3.26, fueron evaluados frente a la
replicacién del virus chikungunya. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 3.5

en la que se incluye el compuesto de referencia 3.18e.

Tabla 3.5. Actividad antiviral, citotoxicidad e IS de los compuestos 3.21a-g, 3.22 y 3.26.

R N°  CEso(MM)® CEg(uM)® CCso(uM)° IS®
CFs 3.21a 66+ 1 >118 118 2
CH,CH;  3.21b 31 9+6 >134  >45
CH,CN  3.21c 11516  >296 296 3
CH,CH,CH; 3.21d  >218 >218 218 -
CH(CHs), 3.21e  >285 >285 285 ;
Ph 3.21f 227+21  >372 372 2
4-py 321g 835 >113 113 1
OH 322  >696 >696 >696 i
"~ 326 167+10 232+62  >872  >5
L N 318 12+4  156+43  >701  >58

a: CEsp o concentracion efectiva 50.

b: CEgo 0 concentracion efectiva 90.

c: CCsp 0 concentracion citotoxica 50.

d: IS o indice selectivo, es el cociente entre CCsp y CEsp.
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Los compuestos 3.21a, 3.21¢c-g y 3.22, muestran una disminucién en la actividad
antiviral respecto al prototipo. Sin embargo el compuesto 3.21b, que presenta un etilo
como sustituyente en la posicion 5, presentd mejores valores de CEs, y de CEgy que el
cabeza de serie y ademas mostré un buen indice de selectividad. Sin embargo, el
aumento en la longitud de la cadena (3.21d, R = "Pr) o su ramificacion (3.21e, R = 'Pr),
condujo a compuestos totalmente inactivos. Por otra parte, la incorporacién de un
metileno entre la base y el sustituyente aromatico (3.26) se traduce en una disminucion
de mas de un orden de magnitud en la actividad antiviral respecto al compuesto de
referencia 3.18e.

4.4. Modificaciones en el grupo acetilo del cabeza de serie 3.8

Paralelamente al apartado anterior, se realizaron algunas modificaciones sobre el
acetilo del compuesto prototipo 3.8 (Esquema 3.13). En concreto, se procedié a la
reduccioén del grupo carbonilo por tratamiento de 3.8 con borohidruro sédico en DMF
anhidra obteniéndose los alcoholes 3.27a,b como mezcla de enantiomeros con un 72%
de rendimiento. Igualmente se llevo a cabo la conversion del grupo carbonilo a oximas.
Para ello, el compuesto 3.8 se tratd con hidroxilamina o metoxilamina en etanol por
calentamiento al microondas a 80 °C durante 1 h dando lugar a la oxima 3.28a y a la

metiloxima 3.28b con rendimientos del 76 y 77% respectivamente.

o o o

N N N\
HNJ]: W oy  NaBHs HNJ]: N NH,OR HN™ JOR
A A ~— KN Q- = NN N
N DMF anh. N EtOH N
MW 100 °C
3.28a R=H (76%)

3.27a,b (86%) 3.8 3.28b R=CH3 (77%)

Esquema 3.13

En los espectros de '"H RMN de 3.28a y de 3.28b se observo la existencia de un
unico isémero. Para determinar la configuracion de estas oximas se hicieron
experimentos de NOESY y NOE selectivo. Asi, para la oxima 3.28a se observa NOE
entre el hidrogeno del OH y el metilo contiguo. Ademas se observa NOE entre el metilo
de la oxima y el H-2", asi como NOE de ese metilo con el H-4" del anillo aromatico.
Estos NOEs son compatibles con una configuracién E de la oxima e indican que existe

libertad de giro en el enlace que une al anillo aromatico con la oxima (Figura 3.13).
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2 o NOEs
N N

HN W™ /OH HN N\
LI LIy
= R

J 3.28a

NOEs

Figura 3.13

En el caso de la oxima 3.28b, se observd NOE entre el metilo del metoxilo y el metilo
de la oxima que permitiria la asignacion de la configuracion de dicha oxima como E. Al
igual que en el caso anterior, la existencia de NOEs entre el metilo de la oxima tanto con
el H-2" como con el H-4" del anillo aromatico, indican la libertad de giro entre el anillo

aromatico y la oxima (Figura 3.14).

o N o NOEs
HN I, .0 N,
)y 'Nb)@ - X '6/@'
J 3.28b
NOEs
Figura 3.14

Los datos de la evaluacion antiviral de estos compuestos son los que se recogen en
la tabla 3.6.

Tabla 3.6. Actividad antiviral, citotoxicidad e IS de los compuestos 3.27a,b y 3.28a-b.
Compuestos ~ N°  CEso(uM)® CEgo(UM)® CCs(uM)°® IS¢

3.27a,b 177 41 £19 >737 >43
3.28a 56 +19 117 + 46 >704 >13
3.28b 24 £14 87 +60 >670 >28

3.8 1912 3816 >743 >39

B
e
B
©\‘//N‘OH
B
©\‘//N‘O/
B
| °

a: CEsp o concentracion efectiva 50.

b: CEgo 0 concentracion efectiva 90.

c: CCsp 0 concentracion citotoxica 50.

d: IS o indice selectivo, es el cociente entre CCsp y CEsp.
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Todos los derivados sintetizados en este apartado muestran actividad antiviral
significativa. Ademas, cabe destacar que estos derivados no presentan citotoxicidad y
muestran un buen indice de selectividad. Tanto la mezcla de alcoholes 3.27a,b, como la
metiloxima 3.28b, presentan valores de CEsy del mismo orden que el prototipo, por lo

que estos compuestos fueron objeto de nuevas modificaciones.

Puesto que la mezcla racémica 3.27a,b mostré actividad anti-CHIKV similar a la del
compuesto prototipo 3.8, se plante6 obtener y evaluar individualmente cada uno de los
dos enantiomeros. El primer intento consistié en una reduccién enantioselectiva de la
cetona presente en el compuesto de referencia (3.8) empleando el catalizador de Corey-
ltsuno.**®> En este sentido, resultaba interesante la aportacion de Masui y Shioiri
quienes habian propuesto generar este catalizador in situ.** Ademas, un estudio
posterior de Kamijo y col. concluia que el empleo de trietéxido de aluminio permitia
acortar los tiempos de reaccién, mejorar los excesos enantioméricos y los rendimientos
de la reaccién.”® Asi, se hizo reaccionar la cetona 3.8 con el catalizador de
oxazaborolidina generado in situ en presencia de AI(OEt); a 0 °C en THF anhidro

(Esquema 3.14). Sin embargo, tras varias horas la cetona permanecia inalterada.

Ph
D+Ph
(o]

(o] N OH
N H N
HN W, HN ™
" N o AIOEt); BH;MeS " ] N’N on
" N

N N
THF anh., 0 °C ©/\
3.8

Esquema 3.14

3.27a,b

Se llevo a cabo la reduccion en las mismas condiciones pero empleando DMF
anhidra, ya que era el disolvente que se habia empleado anteriormente para la
reduccién de la cetona a la mezcla de enantidmeros, pero no se observé conversion
alguna. Se realizaron otros experimentos modificando la temperatura (temperatura
ambiente, 40 °C, 70 °C y 100 °C). Solamente cuando se calenté a 100 °C por irradiacion
al microondas se observo la reduccion de la cetona. Sobre el producto de reaccioén de la
reduccion, se realizaron estudios de '"H RMN empleando sales de europio (Eu(fod)s)®
para determinar la riqueza enantiomérica de la mezcla de alcoholes obtenida (3.27a,b),
estableciéndose una relacion 3:2. Esta baja enantioselectividad quizas podria deberse a
la necesidad de aplicar altas temperaturas para que se produzca la reaccion de

reduccion.
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El segundo intento para obtener cada enantiomero consistié en practicar la reduccion
de la cetona con NaBH, en DMF en el microondas y posteriormente derivatizar la
mezcla de enantiomeros 3.27a,b transformandolos en una mezcla de diastereémeros
(Esquema 3.15). Como es bien sabido, los diastereoisomeros tienen propiedades fisicas
y espectroscépicas diferentes, y esto permitiria su separacion y la determinacion de su
configuracion absoluta. De las varias derivatizaciones posibles, se eligié esterificar la
mezcla de enantiomeros con un derivado de (L)-fenilalanina-N-protegido. Asi, se llevé a
cabo el acoplamiento de 3.27a,b con Fmoc-Phe-OH empleando PyBOP y TEA en
diclorometano a temperatura ambiente durante toda la noche, pero el producto de
partida permanecia inalterado. Se ensayaron otros agentes de acoplamiento mas
potentes, como HCTU y HATU, sin éxito. Finalmente, la reacciéon de 3.27a,b con el
anhidrido de fenilalanina, previamente formado por reacciéon de Fmoc-Phe-OH con DIC,
en DMF anhidra condujo a los productos de acoplamiento 3.29a,b con un 80% de
rendimiento. Esta mezcla de diasteréomeros se separé empleando HPLC
semipreparativo obteniéndose los compuestos 3.29a y 3.29b con rendimientos del 24%

y 22% respectivamente.

o) o O
)ﬁ:N Fmoc-Phe-OH Jj:N o
HN » DIC, DMAP HN W N (0] .
N ’
)\\N | N OH » )\\N | N/N O)k( \n/ Q
@/\ DMF anh. @/\ phC
3.27a,b 3.29a,b (80%)

ﬂ HPLC semipreparativo
(o) (o]

HN N, HN N\\N
)\\ | N/N 0O-Phe-Fmoc + )\\ | N 0O-Phe-Fmoc

N N

3.29a (24%) 3.29b (22%)
tr = 59.4 min tr =62.9 min

Esquema 3.15

Para determinar la configuracion de estos diastereoisomeros se registraron y
compararon sus espectros de 'H RMN. Por analogia a la derivatizacién que se hace con
el acido de Mosher,”® se consideré un plano que contenia ArMeC(H)-O-C(=0)-
C(H)BnNH-Fmoc (Figura 3.15). De este modo, cuando el metilo (Me) y el grupo bencilo
(Bn) estuvieran en la misma cara, los protones del grupo metilo quedarian mas
apantallados y por tanto tendrian un menor desplazamiento quimico. Este efecto se vio

en el isomero de mayor movilidad cromatografica 3.29a (tr = 59.4 min, & = 1.55 ppm),
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que tentativamente se asigné con la configuracion (R,S). Por el contrario, si el metilo
(Me) estuviera en la cara opuesta del grupo bencilo (Bn), los protones del grupo Me no
sufririan el apantallamiento del grupo Bn y por tanto tendrian un mayor desplazamiento
quimico. Este efecto se vio en el isomero de menor movilidad cromatografica 3.29b (tr =

62.9 min, & = 1.62 ppm), al que se asigno la configuracion (S,S).

o

(0]
i&%’“ Non s 9
N~ N’ HR 0 HN - N my SOJ>S/NH-Fmoc
‘\}\OJ)S(,NH-Fmoc )§N Brl “H
Bn H

O, NH-Fmoc Q NH-Fmoc
/@ (R,S) (S,9) Bn H
CB" =" 32 | (C
Me Ar Ar Me
1.55 ppm 1.62 ppm
Figura 3.15

Posteriormente, los compuestos 3.29a y 3.29b se trataron individualmente con LiOH en
una mezcla de H,O/THF obteniéndose los alcoholes correspondientes 3.27a y 3.27b

con un 67% y 57% de rendimiento, respectivamente (Esquema 3.16).

o o}
"o "N O-Phe-F AN "\
/ -Phe-Fmoc - ; OH
)\\N N : LioH _ )\\N N I |3.27a(67%)
3.29a U\ H,OITHF ©/\ R
0 0
HN)ﬁ:N\\ HN N,
LN o-Phe-Fmoc . I N on | 3-27b(57%)
)\\N N LiOH )\\N N/ S
3.29b H,O/THF

Esquema 3.16

Para confirmar la configuracion propuesta, se derivatizé el compuesto 3.27b con los
cloruros de acido de Mosher Ry S (R-MTA-Cl y S-MTA-CI) en piridina deuterada
(Esquema 3.17).% Se registraron los espectros de '"H RMN y se compararon de nuevo
los desplazamientos del grupo metilo (Me) respecto del fenilo (Ph) del acido de Mosher.
El producto derivatizado con el enantiomero R-MTA-CI (3.30a) mostré un menor

apantallamiento del grupo metilo (6 = 1.40 ppm) que el producto resultante de la
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esterificacion con el enantiomero S-MTA-CI (3.30b) (& = 1.37 ppm). Los resultados
obtenidos permiten confirmar la asignacion de 3.27b como el enantidmero S, asignacion

que se habia realizado de modo tentativo al derivatizar con Fmoc-Phe-OH.

o

O, CF,
HN TN H o
Rmeacl NN s QRer =
0" > ® Ph OMe
0 Ph’ OMe (»A Ve
r
HN | N‘N 3.30a (S, R) 1.40 ppm
~ ) OH

)\ N
N : ] | o O, CF
3.27b HN N 3
I Sy H o =
[SMTPAC o AN _ngls Ls cr, =
o  CF3 MeO Ph)
MeO Ph Ar Me

3.30b (S, S) 1.37 ppm

Esquema 3.17

Los enantidmeros 3.27a y 3.27b han sido enviados para su evaluacion frente a la

replicacion de CHIKV, pero aun no se dispone de los resultados.
4.5. Modificaciones en el compuesto 3.28b

Otro de los compuestos que habia mostrado un valor de CEs similar al del prototipo
3.8 habia sido la metiloxima 3.28b (ver tabla 3.6). Este compuesto resultaba interesante
por dos motivos: desde el punto de vista de la actividad antiviral, podria ser objeto de
modificaciones adicionales, por ejemplo en la posicion 5 del heterociclo, puesto que el
sustituyente en el anillo aromatico mantenia una buena actividad antiviral; desde el
punto de vista quimico, la metiloxima podria ser considerada una “cetona enmascarada”
de modo que se podrian estudiar sustituciones en el heterociclo y en el ultimo paso
revertir la oxima a cetona. Con esta doble intencién, se procedié a la sintesis de la

carboxamida 3.33 (Esquema 3.18).

0 o
(¢} N

N
NCCH,CONH, N
N3\©)‘\ NH,OCH; N3\©)'\ NaH. DMF HZNJK\ZN
e — » N
EtOH HoN N-0
MW 80 °C -
3.31 3.32 (88%) 3.33 (79%) 7\

Esquema 3.18
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El tratamiento de la cetona 3.31, obtenida a partir de la 3-acetilanilina siguiendo
procedimientos descritos,”” con hidroxilamina en etanol por irradiacién al microondas a
80 °C durante 1 h permiti obtener el compuesto 3.32 con un 88% de rendimiento.** La
azida 3.32 se hizo reaccionar con cianoacetamida en presencia de NaH en DMF,

obteniéndose el triazol 3.33 con un buen rendimiento (79%).

Una vez obtenida la carboxamida 3.33 se procedié al tratamiento con propionato de
etilo en etdxido sdédico/etanol a 90 °C durante 1h, obteniéndose el compuesto deseado
3.34a con bajo rendimiento. En estas condiciones se observo la formacién del producto
de trasposicion (3.34b) en una proporciéon muy significativa, junto al producto ciclado

deseado (Esquema 3.19).

(o] (o]

(o] N N

HN » HzN)Ji W
N, [ N + | N

N EtONa/EtOH
HzN N _— /N\o
7 90°c \ Ao
333 3.34a (26%) 3.34b (68%)

Esquema 3.19

Esto condujo a modificar las condiciones de reaccion para la ciclacion. Para evitar o
minimizar la protonacion en N-1 que favoreceria la trasposicion Dimroth no deseada, se
propuso un cambio en el disolvente de la reaccion, sustituyendo el disolvente polar
prético (EtOH) por un disolvente polar no prético (THF). Ademas, se sustituyd la base,
EtONa, por una base mas fuerte (‘BuOK) para favorecer la reaccién de ciclacion. Asi,
empleando THF como disolvente y ‘BuOK como base se hizo reaccionar el compuesto
3.33 con propionato de etilo calentando en el microondas a 90 °C durante 1 hora. Con
este procedimiento se obtuvo la oxima 3.34a con un 85% de rendimiento (Esquema
3.20).

o} EtCOOEt 0
N tBuONa/THF N,
HzN/lj \\IN HN\ | \IN
N MW 90 °C N~ N

H,N
N-O N-
@\( \ Q\( ]
3.33 3.34a (85%)

Esquema 3.20

En los espectros de '"H RMN del compuesto 3.34a se observé la existencia de un

unico isomero. Los experimentos de NOESY y NOE selectivo mostraron NOE entre el
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metilo del metoxilo y el metilo de la oxima que permitia la asignacién de la configuraciéon
de dicha oxima como E. Ademas, la existencia de NOEs entre el metilo de la oxima
tanto con el H-2"como con el H-4’del anillo aromatico, indican la libertad de giro entre el

anillo aromatico y la oxima (Figura 3.16).

o
N N
HN D\ ,O HN \S
| °N N“S | °N
\)\\N N@*E ‘_:\)\\N N N
J 3.34

NOEs
Figura 3.16

La carboxamida 3.33 permitia otras reacciones de cierre de anillo. Asi, la 4-amino-5-
carboxamida 3.33 se tratdé con disulfuro de carbono empleando BuOK en THF
obteniéndose la tioxantina correspondiente, 3.35, con un 86% de rendimiento. El
tratamiento de 3.35 con yoduro de metilo en ausencia de base en DMF dio lugar al
producto 3.36 con un 60% de rendimiento. Adicionalmente el tratamiento de 3.36 con
metilamina en metanol empleando DMF como codisolvente y por calentamiento al MW a

150 °C permitio obtener el compuesto 3.37 con un 38% de rendimiento (Esquema 3.21).

(o] (o] (o]
cs
N 2 N N
H2N N 'BuOK/THF HN W Mel, DMF N
kﬁﬁ . O g Mevowe A

H,N MW 120°C,2h HS™ N 30 min, r.t.
N-0 N~ N-o
3.33 @\{ \ 3.35 (86%) ©\</ Q 3.36 (60%) ©\</ ]
MeNH,/MeOH
DMF, 1h
)ﬁ: I, MW 150 °C

N\
3.37 (38%) °\

Esquema 3.21

Como se ha comentado, la oxima puede ser considerada una “cetona enmascarada”.
Asi, una vez obtenido el compuesto 3.34a, se planted la hidrolisis de la oxima a la
correspondiente cetona asi como la reduccion de ésta a la mezcla racémica de
alcoholes. De esta manera se podrian combinar los mejores sustituyentes en el anillo

aromatico con la presencia del etilo en la posicion 5 de la base heterociclica (Esquema
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3.22). El tratamiento de 3.34a con acido clorhidrico 6N en dioxano por irradiacion al
microondas a 150 °C durante 1.5 h dio lugar al compuesto 3.38 con un 33% de
rendimiento. Finalmente, el compuesto 3.38 se redujo con NaBH, en DMF anhidra a 100
°C en el microondas durante 30 min obteniéndose el compuesto 3.39a,b como mezcla

de alcoholes enantidmeros con excelente rendimiento.

0 [0} [0}
N N N
HN RN HCI 6N HN R NaBH HN)ﬁ: »
\)\\lN'N —>\)\\|N'N —4>\)\\|N'N
N Dioxano N DMF anh. N
/N‘O MW 150 °C o MW 100 °C OH
\
3.34a 3.38 (33%) 3.39a,b (88%)

Esquema 3.22

Los compuestos 3.34-3.39 fueron enviados para su evaluacion frente a CHIKV, pero
aun no se dispone de algunos datos. En la tabla 3.8 se recogen los datos disponibles

asi como, los del y compuesto prototipo 3.8, y los del compuesto 3.21b como referencia.

Tabla 3.7. Actividad antiviral, citotoxicidad e indice de selectividad de los compuestos 3.34a-3.39
N° CE50(|.IM)a CEgo(l.lM) b CC50(|.IM) ¢ ISd

3.34a 4+1 5+ 1 >274 >69
3.35 >265 >265 >265 -
3.36 > 56 >56 56 -
3.37 26+3 > 84 84 3
3.21b 3+1 9+6 >134 >45
3.8 1214 156 £ 43 >701 >58

a: CEsp o concentracion efectiva 50.

b: CEgo 0 concentracion efectiva 90.

c: CCsp 0 concentracion citotoxica 50.

d: IS o indice selectivo, es el cociente entre CCsp y CEsp.

Como se recoge en la tabla 3.7, los compuestos 3.35 y 3.36 fueron inactivos frente a
CHIKV mientras que el compuesto 3.37 mostré cierta actividad frente a CHIKV, pero la
relacion CEsi/CCsy de este compuesto muestra un bajo indice de selectividad. Sin
embargo la oxima 3.34a mostro valores de CEsy y CEgo muy similares a los del derivado
3.21b, acompaiado de una ligera disminucién de la citotoxicidad y con ello se consigue

un mejor indice de selectividad.
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4.6. Estudios biolégicos del cabeza de serie (3.8)

En paralelo al programa de quimica médica para la mejora de la actividad antiviral de
las triazolopirimidinonas, se han realizado distintos estudios encaminados a establecer
su mecanismo de accion antiviral, empleando el cabeza de serie inicial 3.8. Estos
estudios se han realizado en el grupo del Dr. Johan Neyts en el Instituto Rega de la
Universidad de Lovaina. Asi, se evalu6 su actividad frente a otros miembros
representativos del género de los alfavirus. En concreto se ensay6 el compuesto 3.8
frente a la replicacion del virus Sindbis, y del virus del bosque Semliki, en ambos casos
empleando cultivos de células Vero. No se detecto actividad antiviral significativa frente
a estos otros alfavirus. Por tanto, el compuesto 3.8 presenta un perfil antiviral selectivo
frente a chikungunya. Indirectamente esta falta de actividad frente a virus del mismo
género que también se cultivan en células Vero (como CHIKV) sugiere que la actividad
anti-CHIKV de 3.8 implica una diana viral y no una diana celular. Esta selectividad de

accion es muy deseable en un compuesto antiviral.

Ademas, para tener una idea preliminar sobre en qué etapa del ciclo replicativo del
virus CHIK podria estar actuando esa familia de compuestos, se han realizado
experimentos de tiempos de adicion. Estos experimentos permiten determinar cuanto
tiempo se puede posponer la adicion del compuesto al cultivo hasta que pierde su
accion antiviral considerando que la replicacion del virus esta “sincronizada” (Figura
3.17).

Compuesto 3.8 afadido antes Compuesto 3.8 afadido después
de empezar la sintesis del de empezarla sintesis del ARN
ARN viral intracelular viralintracelular

3.0 4

2,0 4

. n
0 4 8 12

Tiempo (h)
Figura 3.17

Log ARN viral intracelular
comparado con virus control

Asi, en el caso del CHIKV, la sintesis del ARN viral en estos experimentos comienza
6 horas después de la infeccion. Como se muestra en la figura 3.17, la actividad anti-

CHIKV de 3.8 (93 puM) se mantiene cuando se adiciona al cultivo hasta 4 h después de
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la infeccion. Sin embargo, si la adicion se realiza tras 8 h, la eficacia antiviral se reduce
significativamente. Estos resultados permiten excluir como dianas aquellas involucradas
en las primeras etapas del ciclo replicativo, y apuntan hacia dianas implicadas en la

replicacion del material genético.
Actualmente se esta realizando la seleccion de cepas virales resistentes a 3.8. De la

secuenciacién de estas cepas y posterior creacion del virus recombinante se podra

obtener una idea mas precisa de la diana molecular de estas triazolopirimidin-7-onas.
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5. CONCLUSIONES

Es evidente que la globalizacion conlleva al desarrollo de enfermedades mas alla de
su entorno habitual exponiendo poblaciones no inmunizadas a virus patdgenos.
Ademas, la capacidad de adaptacion del agente patégeno a nuevos vectores puede
conducir a nuevos brotes epidémicos de proporciones dificiles de prever. La fiebre
chikungunya supone un buen ejemplo. Aunque la mortalidad asociada a este virus aun
es baja, los cuadros clinicos son muy incapacitantes con repercusiones econémicas
graves. Por tanto es necesario trabajar en la identificacion de compuestos que puedan

frenar la replicacion viral y eventualmente disponer de un tratamiento antiviral eficaz.

Mediante un programa de cribado de distintas familias de compuestos frente a la
replicacion del CHIKV se identificé la 3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona con un

arilo en posicion 3 (3.8) como un cabeza de serie interesante.

En este capitulo se ha llevado a cabo la sintesis de una bateria de compuestos a
partir del prototipo 3.8 empleando diferentes aproximaciones sintéticas. Las 3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-onas se han sintetizado a partir de reaccion de
anilinas con 4,6-dicloropirimidinas, posterior reaccion de las pirimidin-4,5-diaminas con
NaNO, e hidrolisis del 7-Cl al grupo ceto, o alternativamente a partir de arilazidas,
reaccion con cianoacetamida y cierre de anillo con distintos ésteres. Esta segunda ruta

ha requerido de la puesta a punto de ciertas condiciones de reaccion.

Todos los compuestos sintetizados se han evaluado frente a células Vero infectadas
con el virus de chikungunya. Las relaciones estructura-actividad se pueden resumir en
los siguientes puntos:

- La necesidad de un sustituyente en la posicion meta en el anillo aromatico,
siendo los grupos acetilo, isopropoxi y 1-(metoxiimino)etilo los que mejores datos
de actividad han mostrado.

- La presencia del grupo carbonilo en la posicion 7 del heterociclo es necesario
para la actividad.

- El sustituyente etilo es el preferido en la posicion 5 del heterociclo.

- El anillo de triazol es importante para la actividad.

- La incorporacion de un grupo metileno como espaciador entre el anillo de triazol

y el anillo aromatico da lugar a una pérdida de actividad.
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Conclusiones

Asi los compuestos 3.21b y 3.34a han permitido mejorar entre 20 y 30 veces la CEg

respecto a nuestro prototipo 3.8 (Figura 3.18).

o} o}

N
HNJj:Ns HN \,
N )j: N
\)\\N N \)\\N N
O
3.21b o 3.34a

Figura 3.18

Ademas, estos compuestos no son citotoxicos y por lo tanto presentan un buen
indice de selectividad. Esta baja citotoxicidad ha permitido la seleccion de cepas virales
resistentes cuya secuenciacion apunta a una proteina viral como posible diana

molecular.

Por tanto, las 3-aril 3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-onas constituyen una
prometedora familia de compuestos de bajo peso molecular y facilmente accesibles con
potente actividad frente al virus reemergente CHIK cuyo mecanismo de accién esta

siendo objeto de estudio.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Métodos generales

El seguimiento de las reacciones se ha efectuado por cromatografia en capa fina
empleando cromatofolios de gel de silice tipo Fs4 (Merck), de un espesor de capa de
0.2 mm y se visualizaron con luz ultravioleta (254 nm), mediante pulverizacién con
disolucion de ninhidrina en etanol al 2% o con disolucion de acido fosfomolibdico en
etanol al 5% y calefaccién. Este seguimiento también se ha llevado a cabo por HPLC-
MS, mediante un cromatografo HPLC Waters 12695 conectado a un espectrometro

Waters Micromass ZQ.

Los experimentos que involucraron compuestos sensibles al agua se realizaron bajo
estrictas condiciones anhidras. EI THF se seco refluyéndolo sobre CaH, o con tamiz
molecular 4 A activado previamente en la estufa. La N,N-dimetilformamida anhidra se

obtuvo de fuentes comerciales (Aldrich).

Los experimentos de irradiacién de microondas han sido realizados en un reactor de

microondas monomodo Emrys™ Synthesizer (Biotage AB).

La purificacion de los productos de reaccién se ha realizado por: a) cromatografia
centrifuga circular en capa fina (CCTLC) en Cromatotrén® (gel de silice 60 PFs4 con
CaS0O,) en placas de 1 y 2 mm de espesor con velocidad de flujo de 4 u 8 mL/min
respectivamente; b) cromatografia en cartucho SPE de gel de silice y cromatografia
flash (HPFC) en el Biotage Horizon; c) por HPLC semipreparativo mediante un
cromatégrafo HPLC Waters 2545 conectado a un espectréometro Waters 3100
Massdeterctor, empleando una columna Sunfire C-18 (150 mm x 19 mm x 5 ym) con un

flujo de 24 mL/min.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en el disolvente
deuterado indicado en cada caso. Los espectros de 'H y "C fueron registrados en un
espectrofotémetro Varian UNIT INOVA-300 (a 300 y 75 Hz), Varian UNITY-400 (a 400 y
100 Hz) y Varian 500 (a 500 y 125 Hz), respectivamente. Los espectros
monodimensionales de 'H y "*C se obtuvieron en condiciones estandar. Se ha indicado
en cada caso los desplazamientos quimicos en la escala & (ppm), la multiplicidad de las

sefiales (s, singlete; d, doblete; t, triplete; c, cuartete; q, quintuplete; sept, septete; dd,
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doble doblete; ddd, doble doble doblete; pt, pseudo-triplete; dt, doble triplete; m,
multiplete), el valor de las constantes de acoplamiento J (Hz) y la asignacion estructural.
Los espectros bidimensionales heteronucleares (HSQC y HMBC) utilizan la misma
anchura espectral en el dominio de protén (6000 Hz) y en el dominio de carbono (30000
Hz), con un tiempo de espera de 1 s. Para el experimento de HSQC se procesan los
datos en una matriz de 4098 x 2048 puntos y las condiciones del experimento se
optimizaron para una constante de acoplamiento heteronuclear a un enlace de 145 Hz.
En el caso del experimento HMBC, los datos se procesaron en una matriz de 4096 x
4096 puntos. Las condiciones del experimento se optimizaron para una constante de

acoplamiento a larga distancia de 8 Hz.

Los espectros de masas se han registrado en un espectrometro Hewlett-Packard

LC/MS HP 1100, mediante las técnicas de Impacto Electronico o Electroespray.

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Mettler Toledo M170 de los

productos precipitados.

Los analisis elementales de los compuestos se hallan en el rango de 0.5 respecto
de los valores tedricos calculados para las formulas moleculares y se han realizado con
un analizador Heareus CHN-O-RAPID.

El analisis de la muestra TP274 se llevd a cabo por HPLC-MS, mediante un
cromatografo HPLC Waters 12695 conectado a un espectrometro Waters Micromass
ZQ, empleando una columna Sunfire C-18 (150 mm x 19 mm x 5 ym) con un flujo de 1
mL/min. Detector: Photodiode Array detector (PDA). Fase movil: A (CH;CN) y B (H,O
con 0.04% de acido formico). Flujo: 1mL/min. Método: gradiente lineal A:B 10:90 a 100:0

en 10 minutos.

3-(3’-Acetilfenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona (3.8)
70 1 Sobre una disolucion que contiene la 7-cloro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
7aN

6“:\):2[&;;«2 dlpirimidina*® (3.7) (80 mg, 0.29 mmol) en DMF (1.3 mL) se afiade

4 o acetato sodico (70 mg, 0.88 mmol). La reaccion se calienta al
microondas a 120 °C durante 1 hora. La mezcla de reaccion se diluye
en diclorometano y se lava con salmuera. La fase organica se seca sobre Na,SO,
anhidro, se filtra y se evapora a sequedad. El crudo resultante se purifica por CCTLC
(diclorometano/metanol, 30:1). Se obtienen 65 mg (83%) de 3.8 como un sdlido amarillo.

Pf 257-259 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 270 (M+H)". '"H RMN (DMSO-ds, 300
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MHz): 6 2.45 (s, 3H, CHs), 2.67 (s, 3H, COCHj;), 7.83-8.56 (m, 4H, Ar), 12.79 (s, 1H,
NH). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): & 22.1 (CHs), 27.4 (COCHs), 121.7, 126.9, 129.2
(Ar), 129.3 (C-7a), 136.1, 138.4, 130.8 (Ar), 149.3 (C-3a), 156.2 (C-5), 161.3 (C-7),
197.5 (CO). Analisis elemental (%) para C3H11NsO,. Calculado: C, 57.99; H, 4.12; N,
26.01. Encontrado: C, 57.67; H, 3.98; N, 25.75.

6.2. Sintesis de compuestos con modificaciones en la base heterociclica

3-(3"-Acetilfenil)-7-amino-5-metil-3H-[1,2,3]-triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.9a)
NH, Una disolucién de 3.7? (100 mg, 0.34 mmol) en NHs/CH;OH 2.0 M (4
)\\N | '\;:N mL) se calienta por irradiacion al microondas a 70 °C durante 30 min.
e @H\?o La mezcla de reaccion se filtra y el precipitado se purifica por
He . cromatografia flash (diclorometano/metanol). Se obtienen 60 mg (66%)
de 3.9a como un sélido. Pf 286-287 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 269 (M+H)*. 'H
RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 6 2.50 (s, 3H, CHj3), 2.69 (s, 3H, COCH3), 7.82 (pt, J = 8.0
Hz, 1H, H-57), 8.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-6"), 8.17 (s, 1H, NH), 8.45 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-
4°), 8.50 (s, 1H, NH), 8.70 (s, 1H, H-2"). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): & 26.7 (CHs),
27.6 (COCHj3), 120.9, 123.8, 126.1 (Ar), 128.6 (C-7a), 130.9, 137.1, 138.6 (Ar), 150.3 (C-
3a), 156.7 (C-7), 168.0 (C-5), 197.9 (CO). Analisis elemental (%) para Ci3H:2NgO.
Calculado: C, 58.20; H, 4.51; N, 31.33. Encontrado: C, 57.96; H, 4.68; N, 31.09.

3-(3"-Acetilfenil)-5-metil-7-metilamino-3H-[1,2,3]-triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona

(3.9b)
~NH Una disolucién de 3.7*? (100 mg, 0.34 mmol) en CH3NH,/CH;OH 2.0 M
)N\’ I N\\N (10 mL) se agita a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla de
\N NI

reaccion se concentra a sequedad y el crudo se purifica por
@\(e cromatografia flash (diclorometano/metanol). Se obtienen 64 mg (67 %)
de 3.9b como un sdlido. Pf 220-221 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 283 (M+H)". 'H
RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 6 2.55 (s, 3H, CHs), 2.68 (s, 3H, COCHj3), 3.05 (d, J = 4.6
Hz, 3H, NHCH3), 7.82 (pt, J= 7.9 Hz, 1H, H-5"), 8.10 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-6"), 8.45 (d, J
= 8.0 Hz, 1H, H-4"), 8.70 (s, 1H, H-2"), 8.92 (s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz):
0 27.2 (CHj), 27.6 (COCHa;), 27.8 (NHCH3), 120.9, 124.4. 126.1 (Ar), 128.6 (C-7a),
130.9, 137.1, 138.6 (Ar), 150.3 (C-3a), 156.7 (C-7), 168.0 (C-5), 197.9 (CO). Analisis
elemental (%) para C44H14sNgO. Calculado: C, 59.56; H, 5.00; N, 29.77. Encontrado: C,
59.46; H, 4.85; N, 29.58.

147



Parte experimental

3-(3"-Acetilfenil)-7-metoxi-5-metil-3H-[1,2,3]-triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.10)

~ A una disolucién de 3.7* (100 mg, 0.32 mmol) en metanol (4 mL) se
)N\)IN\\N afnade metoxido sodico (86 mg, 1.59 mmol). La reaccion se calienta al
\N NI

microondas a 100 °C durante 20 min. La mezcla se concentra a
Q\(O sequedad y el crudo se purifica por CCTLC (diclorometano/metanal,
30:1). Se obtienen 55 mg (61%) de 3.10 como un sélido blanco. Pf 158-160 °C. EM (ES,
modo positivo): m/z 284 (M+H)*. "H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & 2.69 (s, 3H, CHa),
2.72 (s, 3H, CHs), 4.23 (s, 3H, OCHs), 7.86-8.67 (m, 4H, Ar). *C RMN (DMSO-ds, 100
MHz): 6 26.8 (CH3), 27.6 (CH3), 55.6 (OCH,), 125.2, 121.4, 126.6 (Ar), 129.3 (C-7a),
131.1, 136.5, 138.7 (Ar), 151.6 (C-3a), 161.6 (C-7), 168.0 (C-5), 197.8 (CO). Analisis
elemental (%) para C44H13N50,. Calculado: C, 59.36; H, 4.63; N, 24.72. Encontrado: C,
59.60; H, 4.62; N, 24.53.

3-(3"-Acetilfenil)-5,6-dimetil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.11)

o A una disolucion de 3.8 (90 mg, 0.33 mmol) en DMF (2 mL) se anade
j\)‘]:N‘\N DBU (66 pL, 0.44 mmol) y iodometano (27 pL, 0.43 mmol). La mezcla
\N NI

se agita a temperatura ambiente durante la noche. Después, se afiade

Q\(O una mezcla de hexano/éter (1:1) (10 mL). La suspension resultante se
enfria a -20 °C y se filtra. El precipitado se disuelve en diclorometano (20 mL) y se lava
con una disolucion saturada de NaHCO; (15 mL). La fase organica se seca con Na,SO,
anhidro, se filtra y se concentra a sequedad. El residuo obtenido se purifica por
cromatografia flash (diclorometano/metanol). Se obtienen 80 mg (86%) de 3.11 como un
solido amarillo. Pf 166-168 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 284 (M+H)". '"H RMN
(DMSO-dg, 400 MHz): 6 2.66 (s, 3H, CHj3), 2.68 (s, 3H, COCHj3), 3.57 (s, 3H, NCHj),
7.80-8.57 (m, 4H, Ar). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): 6 24.2 (CH3), 26.9 (COCHs), 30.8
(NCHs), 121.0, 126.1, 128.1 (Ar), 128.6 (C-7a), 130.4, 135.6, 138.0 (Ar), 146.8 (C-3a),
155.5 (C-5), 162.1 (C-7), 197.1 (CO). Analisis elemental (%) para Ci4H3N5O,.

Calculado: C, 59.36; H, 4.63; N, 24.72. Encontrado: C, 59.65; H, 4.59; N, 24.68.

9-(3"-Acetilfenil)-2-metil-1H-purin-6(9H)-ona (3.13a)
S Una disolucién de 3.12a* (200 mg, 0.70 mmol) en metanol (12.6 mL)
D:\\NL N‘>8 se trata con metoxido sdédico (3.9 mmol) y 2-mercaptoetanol (146 L,
o 2.09). La reaccion se calienta al microondas a 100 °C durante 90 min.
©\< El producto se aisla por filtracion obteniéndose 143 mg (76%) de 3.13a
como un sélido amarillo. Pf 286-287 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 269 (M+H)*. 'H
RMN (400 MHz, DMSO-dg): 6 2.25 (s, 3H, CHj3), 2.64 (s, 3H, COCH3), 7.68 (pt, J = 7.9
Hz, 1H, H-57), 7.93 (ddd, J = 7.8, 2.1, 1.1 Hz, 1H, H-6"), 8.15 (ddd, J = 8.0, 2.2, 1.0 Hz,
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1H, H-4"), 8.25 (s, 1H, H-8), 8.43 (s, 1H, H-2"). ®*C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): & 25.6
(CH;), 27.6 (COCHs), 122.7 (Ar), 123.3 (C-5), 126.8, 127.7, 130.5 (Ar), 136.5 (C-8),
137.1, 138.5 (Ar), 150.5 (C-4), 161.4 (C-2), 165.6 (C-6), 198.2 (CO). Analisis elemental
(%) para Cy4H12N4O,. Calculado: C, 62.68; H, 4.51; N, 20.88. Encontrado: C, 62.52; H,
4.85; N, 20.79.

9-(3"-Acetilfenil)-2,8-dimetil-1 H-purin-6(9H)-ona (3.13b)

0 Una disolucién de 3.12b* (63 mg, 0.20 mmol) en dioxano (5.0 mL) se
j‘::]::y_ trata con HCI 1N. La reaccion se calienta al microondas a 100 °C
@\(e durante 2 h. La mezcla se extrae con acetato de etilo (15 mL) y la fase
organica se lava con una disolucion saturada de Na,CO; (10 mL) y
salmuera (10 mL); se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se concentra a sequedad.
El crudo resultante se purifica por cromatografia flash (diclorometano/metanol). Se
obtienen 35 mg (61%) de 3.13b como un sdlido. Pf 282-283 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 283 (M+H)". '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 2.26 (s, 3H, CHs), 2.30 (s, 3H, CHs),
2.62 (s, 3H, COCHs), 7.74 (m, 2H, H-5", H-6"), 8.01 (dd, J = 2.4, 1.1 Hz, 1H, H-2"), 8.10
(ddd, J = 5.0, 3.5, 1.7 Hz, 1H, H-4"). Analisis elemental (%) para CisH4N4O..

Calculado: C, 63.82; H, 5.00; N, 19.85. Encontrado: C, 63.58; H, 5.06; N, 19.98.

6.3. Sintesis de [1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona con modificaciones en el

anillo aromatico,

Procedimiento general para la reaccion de 4,6-dicloropirimidinas con anilinas
(3.16a-m).

En un vial de microondas se introduce la anilina correspondiente (3.14, 1.0 mmol), la
4,6-dicloropirimidina (3.15, 1.0 mmol), HCI acuoso al 37% (0.07 mL/mmol) e isobutanol
(2.5 mL). Se sella el vial y se calienta en el microondas a 150 °C durante 10-30 min. La

mezcla de reaccion se deja enfriar y el sélido formado se aisla por filtracion.

6-Cloro-N*-(2’-metoxifenil)-2-metilpirimidin-4,5-diamina (3.16a)
cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 5-amino-4,6-
PP " dicloro-2-metilpirimidina (200 mg, 1.12 mmol) con 2-metoxianilina (126
o ML, 1.12 mmol) en presencia de HCI al 37% (84 uL) en isobutanol (2.8
©/ mL). La reaccion se filtra obteniéndose 291 mg (98%) de 3.16a como un
sélido beige. Pf 241-243 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 265 (M+H)" con distribucion
isotépica de Cl. "H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & 2.27 (s, 3H, CHs), 3.81 (s, 3H, OCH),
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6.58 (s, 2H, NH,), 6.96 (m, H-6"), 7.14 (m, 2H, H-4", H-57), 7.75 (m, 1H, H-3"), 8.68 (s,
1H, NH).

6-Cloro-N*-(3’-metoxifenil)-2-metilpirimidin-4,5-diamina (3.16b)
cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 5-amino-4,6-
)Nl\)j['\‘“z dicloro-2-metilpirimidina (200 mg, 1.12 mmol) con 3-metoxianilina (126
N™ "NH uL, 1.12 mmol) en presencia de HCI al 37% (84 uL) en isobutanol (2.8
@\ _ mL). La reaccion se filtra obteniéndose 280 mg (95%) de 3.16b como un
° solido beige. Pf > 250 °C (descomp). EM (ES, modo positivo): m/z 265
(M+H)" con distribucion isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & 2.33 (s, 3H,
CHj3), 3.74 (s, 3H, OCHs), 5.49 (s, 2H, NHy), 6.62 (ddd, J = 8.2, 2.2, 0.8 Hz, 1H, H-4"),
7.21 (pt, J = 8.1 Hz, 1H, H-57), 7.32 (ddd, J = 8.1, 2.1, 0.8 Hz, 1H, H-6"), 7.53 (pt, J = 2.2

Hz, 1H, H-2"), 9.13 (s, 1H, NH).

6-Cloro-N*-(3’-clorofenil)-2-metilpirimidin-4,5-diamina (3.16c)
cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 5-amino-4,6-
)'\‘L)INHZ dicloro-2-metilpirimidina (100 mg, 0.48 mmol) con 3-cloroanilina (50 pL,
N 0.48 mmol), en presencia de HCI al 37% (36 pL) en isobutanol (1,2 mL).
o La reaccion se filtra obteniéndose 120 mg (93%) de 3.16c como un so6lido
marron. Pf 239-241 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 269 (M+H)" con distribucion
isotépica de 2 Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & 2.33 (s, 3H, CHs), 6.38 (s, 2H, NH,),
7.05 (ddd, J = 8.0, 2.0, 0.8 Hz, 1H, H-4"), 7.33 (pt, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 7.73 (ddd, J =
8.3, 2.0, 0.8 Hz, 1H, H-6"), 7.99 (pt, J = 2.1 Hz, 1H, H-2"), 9.11 (s, 1H, NH).

6-Cloro-N*-(3’-benzoilfenil)-2-metilpirimidin-4,5-diamina (3.16d)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 5-amino-4,6-
)N|\ j NHz dicloro-2-metilpirimidina (200 mg, 1.12 mmol) con  3-
N NH aminobenzofenona (221 mg, 1.12 mmol) en presencia de HCI al 37%
(84 uL) en isobutanol (2.8 mL). La reaccion se filtra obteniéndose 338

Y mg (89%) de 3.16d como un sélido oscuro que se utiliza tal cual para
el siguiente paso. EM (ES, modo positivo): m/z 339 (M+H)" con distribucion isotdpica de
Cl. 'H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): 6 2.26 (s, 3H, CH3), 6.23 (s, 2H, NH,), 7.56 (m, 5H, H-
4, H-5",H-3",H-4""),7.78 (d, J= 7.6 Hz, 2H, H-2""), 8.06 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-6"), 8.26
(s, 1H, H-27), 9.13 (s, 1H, NH).
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6-Cloro-N*-(3’-isopropoxifenil)-2-metilpirimidin-4,5-diamina (3.16e)

cl Siguiendo el procedimiento general para la sintesis de 4,5-

NH, . . .
” D diaminopirimidinas, se hace reaccionar 5-amino-4,6-dicloro-2-

metilpirimidina (356 mg, 2.00 mmol) con 3-isopropoxianilina (300 uL,
@\ J\ 2.00 mmol) en presencia de HCI al 37% (150 uL) en isobutanol (5.0
mL). La reaccion se lava con una disolucion saturada de NaHCO;. La fase organica se
seca con Na,SO, anhidro, se filira y se concentra a sequedad. El crudo se purifica por
cromatografia flash (diclorometano/metanol, 30:1) para obtener 417 mg (71%) de 3.16e.
Pf 144-146 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 293 (M+H)" con distribucion isotdpica de CI.
'"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & 1.28 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHjs),), 2.30 (s, 3H, CHs),
4.53 (sept, J = 6.0 Hz, 1H, CH), 5.18 (s, 2H, NH,), 6.54 (m, 1H, H-4"), 7.17 (m, 2H, H-5",
H-67), 7.50 (pt, J= 1.4 Hz, 1H, H-2"), 8.44 (s, 1H, NH).

Los compuesto 3.16f y 3.16g se prepararon siguiendo el procedimiento descrito.*®

3"-((5-Amino-6-cloro-2-metilpirimidin-4-illamino)benzonitrilo (3.16h)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 5-amino-4,6-
NH

)‘.\j ’ dicloro-2-metilpirimidina (200 mg, 1.12 mmol) con 3-aminobenzonitrilo
N NH

(133 mg, 1.12 mmol) en presencia de HCI al 37% (84 uL) en isobutanol

@\CN (2.8 mL). La reaccion se filtra obteniéndose 264 mg (91%) de 3.16h como

un solido marron. Pf 235-237 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 260 (M+H)" con

distribucién isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & 2.35 (s, 3H, CHs), 5.75 (s,

2H, NH), 7.50 (m, 2H, H-4", H-57), 8.08 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H-6"), 8.30 (s, 1H, H-2"), 9.28
(s, TH, NH).

Los compuestos 3.16i y 3.16j se prepararon siguiendo el procedimiento descrito.*°

6-Cloro-2-metil-N*-(4’-propoxifenil)pirimidin-4,5-diamina (3.16k)
cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 5-amino-4,6-
PP " dicloro-2-metilpirimidina (356 mg, 2.00 mmol) con 4-propoxianilina (297 L,
2.00 mmol) en presencia de HCI al 37% (150 pL) en isobutanol (5.0 mL).
© La reaccion se filtra obteniéndose 493 mg (84%) de 3.16k como un solido
\|\ beige. Pf 208-209 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 293 (M+H)" con
distribucion isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): 5 0.96 (t, J =
7.4 Hz, 3H, CH,CHj3), 1.71 (hex, J = 7.3 Hz, 2H, CH,CH3), 2.30 (s, 3H, CH3), 3.90 (t, J =
6.5 Hz, 2H, OCHy), 4.38 (s, 2H, NHy), 6.91 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H-3"), 7.59 (d, J = 9.0 Hz,

2H, H-2°), 9.14 (s, 1H, NH).
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6-Cloro-N*-(3",4 -metilendioxifenil)-2-metilpirimidin-4,5-diamina (3.16l)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 5-amino-4,6-

NN NH:

)I\N/ " dicloro-2-metilpirimidina (200 mg, 1.12 mmol) con 3,4-(metilendioxi)anilina

(154 mg, 1.12 mmol) en presencia de HCI al 37% (84 uL) en isobutanol

@o (2.8 mL). La reaccion se filtra obteniéndose 278 mg (89%) de 3.161 como

un sélido negro. EM (ES, modo positivo): m/z 279 (M+H)" con distribucién

isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): 6 2.32 (s, 3H, CHs), 6.00 (s, 2H, CH,),

6.47 (s, 2H, NH,), 6.88 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 7.11 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H, H-6"),
7.43 (d, J=2.1 Hz, 1H, H-2"), 9.38 (s, 1H, NH).

3"-((5-Amino-6-cloro-2-metilpirimidin-4-illamino)benzoato de etilo (3.16m)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 5-amino-4,6-
i " dicloro-2-metilpirimidina (300 mg, 1.69 mmol) con 3-aminobenzoato de
N NH

etilo (247 uL, 1.69 mmol) en presencia de HCI al 37% (127 uL) en

o dioxano (4.2 mL). La reaccion se filtra obteniéndose 511 mg (98%) de

°\| 3.16m como un solido beige. Pf 237-239 °C. EM (ES, modo positivo):

m/z 307 (M+H)" con distribucién isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300

MHz): 6 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH,CHs), 2.34 (s, 3H, CHa3), 4.31 (q, J = 7.1 Hz, 2H,

CH,CHj3), 5.84 (s, 2H, NH,), 7.46 (pt, J = 7.9 Hz, 1H, H-5"), 7.60 (m, 1H, H-4"), 8.12
(ddd, J=8.0, 2.3, 1.1 Hz, 1H, H-6"), 8.46 (pt, J = 1.9 Hz, 1H, H-2"), 9.05 (s, 1H, NH).

Procedimiento general para la sintesis de 7-cloro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
d]pirimidinas (3.17a-m) a partir de 4,5-diaminopirimidinas (3.16a-m).

A una suspension de la correspondiente 4,5-diaminopirimidina (3.16, 1.00 mmol) en
diclorometano (3.5 mL/mmol) se afiade NaNO, (1.05 mmol) y HCI ac 1N (3.5 mL/mmol).
La reaccion se agita durante 30 min a temperatura ambiente. Se extrae con
diclorometano. La fase organica se lava con una disolucion saturada de NaHCO3;, se

seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se concentra a sequedad.

7-Cloro-3-(2"-metoxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina (3.17a)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16a (296 mg,
)N,\\ '\!:N 1.12 mmol) con NaNO, (81 mg, 1.17 mmol) en una mezcla CH,Cl,:HCI
N

b°‘ 1N (1:1) (7.8 mL). Después del procesado se obtienen 233 mg (75%) de

3.17a como un solido marrén. Pf 156-158 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 276 (M+H)* con distribucion isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & 2.34
(s, 3H, CHs), 3.74 (s, 3H, OCHj3), 7.15 (ddd, J= 7.6, 1.7, 1.1 Hz, 1H, H-5"), 7.32 (dd, J =
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8.5, 1.1 Hz, 1H, H-3"), 7.47 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, H-6"), 7.62 (ddd, J = 8.4, 7.5, 1.7
Hz, 1H, H-4").

7-Cloro-3-(3"-metoxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina (3.17b)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16b (296 mg,
)NL)IN‘:N 1.12 mmol) con NaNO, (81 mg, 1.17 mmol) en una mezcla CH,ClI,:HCI
N N

@\ , 1N (1:1) (7.8 mL). Después del procesado se obtienen 233 mg (75%) de
®  3.17b como un sélido. Pf > 110 °C (descomp). EM (ES, modo positivo):
m/z 276 (M+H)* con distribucion isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): & 2.80
(s, 3H, CHj3), 3.86 (s, 3H, OCHj3), 7.17 (ddd, J = 8.3, 2.4, 1.1 Hz, 1H, H-4"), 7.52-7.70 (m,
3H, H-2", H-5", H-6").

7-Cloro-3-(3"-clorofenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina (3.17c)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16¢ (300 mg,
)N.\j 1.11 mmol) con NaNO; (81 mg, 1.17 mmol) en una mezcla CH,Cl,:HCI
N

NN

b\ 1N (1:1) (7.8 mL). Después del procesado se obtienen 203 mg (65%) de
© 3.17¢ como un sdlido marrén claro. Pf 106-108 °C. EM (ES, modo

positivo): m/z 280 (M+H)" con distribucion isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300

MHz): 6 2.45 (s, 3H, CH3), 7.62 (ddd, J = 8.0, 2.0, 1.0 Hz, 1H, H-4"), 7.68 (pt, J = 8.1 Hz,

1H, H-57), 8.02 (ddd, J = 8.1, 2.0, 1.0 Hz, 1H, H-6"), 8.13 (pt, J= 2.0 Hz, 1H, H-2").

7-Cloro-3-(3’-benzoilfenil)-5-metil-3H-[1,2,3]-triazolo[4,5-d]pirimidina (3.17d)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16d (338
)'\‘,\)j[:\:,\, mg, 1.00 mmol) con NaNO, (73 mg, 1.05 mmol) en una mezcla
N

Q o CH.CI:HCI 1N (1:1) (7.0 mL). Después del procesado se obtienen

195 mg (56%) de 3.17d como un so6lido marrén claro. Pf 136-138 °C.

Q EM (ES, modo positivo): m/z 350 (M+H)" con distribucion isotdpica

de Cl. "H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): 5 2.46 (s, 3H, CHs), 7.78 (m, 7H, H-4", H-5", H-2"",
H-3", H-47"), 8.43 (m, 1H, H-6), 8.50 (pt, J = 1.6 Hz, 1H, H-2").

7-Cloro-3-(3 -isopropoxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina (3.17e)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16e (150
N
)Nl\j '\;IN mg, 0.51 mmol) con NaNO, (69 mg, 0.56 mmol) en una mezcla
N

@\ CH.CI:HCI 1N (1:1) (4.0 mL). Después del procesado, el crudo de

S\ reaccion se purifica por cromatografia flash (hexano/acetato de etilo,

1:1). Se obtienen 152 mg (61%) de 3.17e como un sdlido. Pf 223-225 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 304 (M+H)" con distribucion isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300
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MHz): & 1.34 (d, J = 6.1 Hz, 6H, CH(CHs),), 2.82 (s, 3H, CHs), 4.74 (sept, J = 6.0 Hz,
1H, CH), 7.16 (m, 1H, H-4"), 7.62 (m, 3H, H-2", H-5", H-6").

N-(3"~(7-Cloro-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-3-il)fenil)acetamida (3.17f)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16f (150
)NI\Nj :‘fN mg, 0.51 mmol) con NaNO; (35 mg, 0.51 mmol) en una mezcla
@\ c)’;\ CHCI,:CH;COOH (1:1) (8.0 mL). Después del procesado, el crudo de

N reaccion se purifica por CCTLC (diclorometano/metanol, 20:1). Se

obtienen 108 mg (70%) de 3.17f como un sdlido beige. Pf 296-298 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 303 (M+H)" con distribucién isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300
MHz): 6 2.09 (s, 3H, COCHj3), 2.45 (s, 3H, CH3), 7.53-8.36 (m, 4H, Ar), 12.75 (s, 1H,
NH).

3’-(7-Cloro-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-3-il)-N ;N -dimetilanilina (3.17g)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16g (312 mg,
)N\/I Ny 1.12 mmol) con NaNO, (81 mg, 1.18 mmol) en una mezcla de
\N NI

mg (27%) de 3.17g como un sélido amarillo. Pf 140-141 °C. EM (ES,
modo positivo): m/z 289 (M+H)" con distribucion isotépica de Cl. "H RMN (DMSO-ds, 300
MHz): 6 2.83 (s, 3H, CHa), 7.95 (pt, J = 8.0 Hz, 1H, H-57), 8.09 (m, 1H, H-4"), 8.48 (ddd,
J=8.2Hz 2.2,1.1 Hz, 1H, H-6), 8.59 (pt, J = 1.8 Hz, 1H, H-2").

? CH.CI:HCI 1N (1:1) (8.0 mL). Después del procesado se obtienen 87
N
\

3’~(7-Cloro-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-3-il)benzonitrilo (3.17h)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16h (264 mg,
N
)Nl\j '\;:N 1.02 mmol) con NaNO; (74 mg, 1.05 mmol) en una mezcla CH,Cl,:HCI
N

Q 1N (1:1) (7.2 mL). Después del procesado se obtienen 202 mg (73%)
™ de 3.17h como un solido marron. Pf 136-138 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 271 (M+H)" con distribucion isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300
MHz): 6 2.83 (s, 3H, CHa), 7.95 (pt, J = 8.0 Hz, 1H, H-5"), 8.09 (m, 1H, H-6"), 8.48 (ddd,
J=82,22,11Hz 1H, H-4"), 859 (pt, J = 1.8 Hz, 1H, H-2").

El compuesto 3.17i se preparé siguiendo el procedimiento descrito.*?
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7-Cloro-3-(4"-acetilfenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina (3.17j)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16j (240 mg,
PP N 0.86 mmol) con NaNO, (66 mg, 0.95 mmol) en una mezcla CH,ClI,:HCI
1N (1:1) (4.0 mL). Después del procesado se obtienen 152 mg (61%) de
3.17j como un sodlido. Pf 195-197 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 288
(M+H)" con distribucién isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): &
2.45 (s, 3H, CHj3), 2.65 (s, 3H, COCHj3), 8.19-8.35 (m, 4H, Ar).

7-Cloro-3-(4"-propoxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina (3.17k)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16k (150 mg,
N
)Nl\j '\;fN 0.51 mmol) con NaNO, (40 mg, 0.46 mmol) en una mezcla CH,Cl,:HCI
N

Q 1N (1:1) (4.0 mL). Después del procesado se obtienen 116 mg (75%)
s de 3.17k como un sélido. Pf 222-224 °C. EM (ES, modo positivo): m/z

. 304 (M+H)* con distribucién isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300
MHz): 6 1.00 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CH3), 1.77 (h, J = 7.3 Hz, 2H, CH.CH3), 2.78 (s, 3H,
CHj3), 4.03 (t, J = 6.6 Hz, 2H, OCHy,), 7.22 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H-3"), 7.92 (d, J = 9.1 Hz,
2H, H-2").

7-Cloro-3-(3",4 -metilendioxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina (3.17I)
cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.161 (221 mg,
)I\N/ N‘:N 0.79 mmol) con NaNO; (57 mg, 0.83 mmol) en una mezcla CH,Cl,:HCI
1N (1:1) (5.6 mL). Después del procesado se obtienen 60 mg (26%) de
Ql:,o 3.171 como un sélido beige. Pf > 300 °C (descomp). EM (ES, modo
positivo): m/z 290 (M+H)" con distribucion isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 300
MHz): 6 2.42 (s, 3H, CHj3), 6.17 (s, 2H, CH,), 7.17 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.42 (dd, J =

8.3, 2.0 Hz, 1H, H-6"), 7.49 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-2").

3’~(7-Cloro-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-3-il)benzoato de etilo (3.17m)

cl Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.16m (511
N
)NL? '\;jN mg, 1.67 mmol) con NaNO; (121 mg, 1.75 mmol) en una mezcla
N

@\(o CH.CI:HCI 1N (1:1) (11.6 mL). Después del procesado se obtienen

o 367 mg (69%) de 3.17m como un sélido blanco. Pf 109-110 °C. EM

< (ES, modo positivo): m/z 318 (M+H)" con distribucion isotdpica de Cl.

"H RMN (DMSO-ds, 300 MHz): 5 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH3), 2.82 (s, 3H, CHs), 4.39 (c,

J=7.1Hz 2H, CH,), 7.87 (pt, J = 8.0 Hz, 1H, H-5"), 8.15 (m, 1H, H-6"), 8.42 (m, 1H, H-
4), 8.70 (pt, J= 1.9 Hz, 1H, H-2").
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Procedimiento general para la sintesis de [1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-onas
(3.18a-m) a partir de 7-cloro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidinas (3.17a-m). Sobre
una disolucion que contiene la correspondiente 7-cloro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina
(3.17) (1.00 mmol) en DMF (4.5 mL/mmol) se afiade acetato sddico (3.00 mmol). La
reaccion se calienta al microondas a 120 °C durante 1 hora. La mezcla de reaccion se
diluye en diclorometano y se lava con salmuera. La fase organica se seca sobre Na,SO,
anhidro, se filtra y se evapora a sequedad. El crudo resultante se purifica como se indica

en cada caso.

3-(2’-Metoxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.18a)

o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17a (170 mg,
N
”A”\J\/l[N‘:N 0.62 mmol) con acetato sédico (154 mg, 1.85 mmol) en DMF (2.8 mL).
N

GO\ Después del lavado, el crudo resultante se purifica por precipitaciéon con

diclorometano/hexano. Se obtienen 79 mg (50%) de 3.18a como un
solido beige. Pf 235-237 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 258 (M+H)". '"H RMN (DMSO-
ds, 400 MHz): 6 2.34 (s, 3H, CHs), 3.75 (s, 3H, OCHs), 7.16 (m, 1H, H-57), 7.33 (d, J =
8.5, 1H, H-3"), 7.48 (dd, J=7.8, 1.3 Hz, 1H, H-4"), 7.63 (m, 1H, H-6"), 12.63 (s, 1H, NH).
*C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): & 21.8 (CHs), 56.5 (OCHs), 113.5, 121.1, 123.3, 127.9
(Ar), 129.2 (C-7a), 132.7 (Ar), 150.8 (C-3a), 154.9 (Ar), 156.3 (C-5), 160.7 (C-7).
Analisis elemental (%) para Ci;H:1NsO,. Calculado: C, 56.03; H, 4.31; N, 27.22.
Encontrado: C, 55.92; H, 3.97; N, 26.90.

3-(3"-Metoxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.18b)
o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17b (167 mg,
B«\ I Ny 0.61 mmol) con acetato sédico (151 mg, 1.82 mmol) en DMF (2.7 mL).
NN Después del lavado, el crudo resultante se lava con diclorometano
Q\O obteniéndose 84 mg (54%) de 3.18b como un sdlido beige. Pf 280-282
°C. EM (ES, modo positivo): m/z 258 (M+H)*. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 2.42 (s,
3H, CHs), 3.84 (s, 3H, OCH3), 7.10 (ddd, J = 8.3, 2.3, 1.2 Hz, 1H, H-4"), 7.54 (pt, J = 8.3,
1H, H-57), 7.61 (m, 2H, H-2", H-6"), 12.74 (s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): &
22.4 (CHs), 56.0 (OCH3), 108.3, 114.5, 114.7 (Ar), 129.3 (C-7a), 131.0, 136.8 (Ar), 149.3
(C-3a), 156.9 (C-5), 160.3 (C-7), 161.5 (Ar). Analisis elemental (%) para C1,H{NsO..

Calculado: C, 56.03; H, 4.31; N, 27.22. Encontrado: C, 55.96; H, 4.10; N, 27.12.
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3-(3"-Clorofenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.18c)
o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17¢ (150 mg,
j\'\\NI :‘IN 0.54 mmol) con acetato sodico (133 mg, 1.61 mmol) en DMF (2.4 mL).
Después del lavado, el crudo resultante se purifica por precipitacion con
diclorometano/ hexano. Se obtienen 109 mg (77%) de 3.18c como un
sélido beige. Pf 255-257 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 262 (M+H)" con distribucion
isotépica de Cl. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 2.45 (s, 3H, CH3), 7.62 (ddd, J = 8.0,
2.0, 1.0 Hz, 1H, H-4"), 7.68 (pt, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 8.03 (ddd, J = 8.0, 2.0, 1.1 Hz, 1H,
H-6"), 8.13 (pt, J = 2.0 Hz, 1H, H-2"), 12.79 (s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz):
0 22.1 (CH3), 121.1, 122.1, 129.2 (Ar), 129.3 (C-7a), 131.9, 134.3, 136.9 (Ar), 149.3 (C-
3a), 156.1 (C-5), 161.4 (C-7). Analisis elemental (%) para C41HsCIN5O,. Calculado: C,

50.49; H, 3.08; N, 26.76. Encontrado: C, 50.79; H, 2.91; N, 26.58.

3-(3"-Benzoilfenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.18d)
o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17d (195

HN N, mg, 0.56 mmol) con acetato sodico (139 mg, 1.67 mmol) en DMF (2.5
)\\NI N'N
Q ° precipitacion con diclorometano/hexano. Se obtienen 140 mg (75%)
Q de 3.18d como un soélido amarillo. Pf 281-283 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 332 (M+H)*. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 2.41 (s, 3H, CHs), 7.74 (m,
7H, H-4", H-5", H-2"", H-3"", H-4""), 8.31 (ddd, J = 7.8, 2.1, 1.3 Hz, 1H, H-6"), 8.39 (pt, J
= 1.6 Hz, 1H, H-2"), 12.76 (s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): & 22.3 (CHs),
123.5, 129.4 (Ar), 129.6 (C-7a), 126.4, 130.4, 130.5, 131.0, 133.8, 136.0, 137.1, 138.7
(Ar), 149.5 (C-3a), 156.4 (C-5), 161.5 (C-7), 195.2 (CO). Analisis elemental (%) para
C1sH13NsO,. Calculado: C, 65.25; H, 3.95; N, 21.14. Encontrado: C, 64.98; H, 3.81; N,
20.89.

mL). Después del lavado, el crudo resultante se purifica por

3-(3 -Isopropoxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona (3.18¢)
o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17e (60 mg,
j‘\\N | :‘IN 0.19 mmol) con acetato sédico (75 mg, 0.57 mmol) en DMF (1.0 mL).
>\ Después del lavado, el crudo resultante se purifica por cromatografia
flash (diclorometano/metanol). Se obtienen 38 mg (71%) de 3.18e
como un solido. Pf 224-225 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 286 (M+H)*. '"H RMN
(DMSO-dg, 400 MHz): 6 1.33 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHs).), 2.45 (s, 3H, CH3), 4.71
(sept, J = 5.7 Hz, 1H, CH), 7.10 (m, 1H, H-4"), 7.54 (m, 3H, H-2", H-5", H-6"), 12.75 (s,
1H, NH). ®C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): & 22.1 (CH(CHs),), 22.7 (CHs), 70.2 (CH),
109.5, 114.1, 116.0 (Ar), 129.3 (C-7a), 131.0, 137.0 (Ar), 157.5 (C-5), 158.4 (Ar), 161.8
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(C-7). Analisis elemental (%) para C44H4sNsO,. Calculado: C, 58.94; H, 5.30; N, 24.55.
Encontrado: C, 58.75; H, 5.60; N, 24.25.

N-(3-(5-Metil-7-0x0-6,7-dihidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-3-il)fenil)-
acetamida (3.18f)
o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17f (90 mg,
ﬂ::l\/l[:‘jN 0.30 mmol) con acetato sédico (75 mg, 0.90 mmol) en DMF (1.5 mL).
@\ c;;\ Después del lavado, el crudo resultante se purifica por CCTLC
N (diclorometano/metanol, 30:1). Se obtienen 30 mg (35%) de 3.18f
como un sélido blanco. Pf 287-289 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 285 (M+H)". 'H
RMN (DMSO-dg, 300 MHz): 6 2.09 (s, 3H, COCH;3), 2.45 (s, 3H, CH3), 7.53-8.35 (m, 4H,
Ar), 10.29 (s, 1H, NH), 12.74 (s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): 6 22.1 (CHs),
24.5 (COCHj3), 112.9, 117.0, 119.5 (Ar), 129.3 (C-7a), 130.4, 135.9, 140.8 (Ar) 149.1 (C-
3a), 156.2 (C-5), 161.0 (C-7) 169.2 (CO). Analisis elemental (%) para C3H12NgO5.
Calculado: C, 54.93; H, 4.25; N, 29.56. Encontrado: C, 54.82; H, 4.36; N, 29.65.

3-(3’«(Dimetilamino)fenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona

(3.189)
o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17g (50 mg,
j\'\\ | N:N 0.17 mmol) con acetato soddico (43 mg, 0.52 mmol) en DMF (0.8 mL).
N N

El precipitado resultante se filtra y se lava con agua obteniéndose 38

N\/ mg (81%) de 3.18g como un sdlido amarillo. Pf 319-321 °C. EM (ES,

modo positivo): m/z 272 (M+H)*. "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz) : & 2.42 (s, 3H, CHa),

2.97 (s, 3H, NMe,), 6.86 (dd, J= 8.4, 2.2 Hz, 1H, H-6"), 7.21 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 1H, H-

4°),7.27 (pt, J = 2.2 Hz, 1H, H-2"), 7.40 (pt, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 12.68 (s, 1H, NH). "*C

RMN (DMSO-dg, 100 MHz): 6 22.1 (CHs), 40.4 (NMe,), 106.2 (C-27), 110.0 (C-4"), 113.0

(C-67), 129.2 (C-7a), 130.3 (C-57), 136.6 (C-1"), 149.1 (C-3a), 151.4 (C-3), 156.3 (C-5),

160.8 (C-7). Analisis elemental (%) para C43H14N6O. Calculado: C, 57.77; H, 5.22; N,
31.09. Encontrado: C, 57.51; H, 5.02; N, 30.78.

3’~(5-Metil-7-0x0-6,7-dihidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-3-il)benzonitrilo
(3.18h)
o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17h (170 mg,
j\l\ I '\!:N 0.63 mmol) con acetato sodico (153 mg, 1.88 mmol) en DMF (2.8 mL).
NN Después del lavado, el crudo resultante se lava con éter y el solido
SN obtenido se purifica por precipitacion con diclorometano/metanol. Se

obtienen 104 mg (65%) de 3.18h como un sélido beige. Pf > 280 °C (descomp). EM (ES,
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modo positivo): m/z 253 (M+H)*. "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 6 2.46 (s, 3H, CHs),
7.87 (pt, J=8.0 Hz, 1H, H-57), 8.03 (m, 1H, H-6"), 8.39 (ddd, J = 8.3, 2.1, 1.0 Hz, 1H, H-
4°), 8.50 (pt, J = 1.8 Hz, 1H, H-2"), 12.82 (s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): &
22.0 (CH3), 112.9 (Ar), 118.3 (CN), 125.7, 127.3 (Ar), 129.2 (C-7a), 131.7, 133.1, 136.1
(Ar), 149.4 (C-3a), 156.3 (C-5), 161.4 (C-7). Analisis elemental (%) para C;HgNgO.
Calculado: C, 57.14; H, 3.20; N, 33.32. Encontrado: C, 57.02; H, 3.25; N, 33.45.

3-(3"-Acetilfenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona (3.18i)
o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17i (90 mg,
”'}'\\Nl :‘jN 0.33 mmol) con acetato sédico (82 mg, 0.99 mmol) en DMF (1.5 mL).
©\<0 Después del lavado, el crudo resultante se purifica por cromatografia
flash (diclorometano/metanol). Se obtienen 50 mg (59%) de 3.18i como
un sélido beige. Pf 262-264 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 256 (M+H)". "H RMN
(DMSO-dg, 400 MHZz): 6 2.65 (s, 3H, CH3), 7.80 (pt, J=7.9 Hz, 1H,H-57),8.13 (d, J=7.8
Hz, 1H, H-6"), 8.28 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-4"), 8.37 (s, 1H, H-5), 8.55 (s, 1H, H-2"), 12.94
(s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): & 27.6 (CHs), 121.7, 127.0 (Ar), 129.6 (C-
7a), 131.0, 131.2, 136.2, 138.6 (Ar), 149.1 (C-3a), 151.4 (C-7), 155.9 (C-5), 197.7 (CO).
Analisis elemental (%) para Ci;HgNsO,. Calculado: C, 56.47; H, 3.55; N, 27.44.

Encontrado: C, 56.28; H, 3.69; N, 27.25.

3-(4"-Acetilfenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona (3.18j)

o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17j (86 mg,
“i\)‘j[:‘;N 0.29 mmol) con acetato sédico (75 mg, 0.87 mmol) en DMF (2.0 mL).
N

Después del lavado, el crudo resultante se purifica por cromatografia
flash (diclorometano/metanol). Se obtienen 54 mg (62%) de 3.18j como
un sélido. Pf 286-287 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 270 (M+H)*. "H
RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 6 2.45 (s, 3H, CHj3), 2.64 (s, 3H, COCHa), 8.24 (m, 4H, H-2",
H-3%), 12.75 (s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-dg, 100 MHz): & 22.1 (CH3), 27.3 (CH3), 122.0
(Ar), 129.5 (C-7a), 130.2, 136.8, 139.1 (Ar), 149.4 (C-3a), 156.1 (C-5), 161.4 (C-7),
197.5 (CO). Analisis elemental (%) para C3H11NsO,. Calculado: C, 57.99; H, 4.12; N,
26.01. Encontrado: C, 57.84; H, 4.28; N, 25.95.

(o}
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5-Metil-3-(4 " -propoxifenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.18k)

0 Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17k (60 mg,
“i‘ﬁ[:;n 0.19 mmol) con acetato sédico (50 mg, 0.57 mmol) en DMF (2.0 mL).
N

Después del lavado, el crudo resultante se purifica por cromatografia

flash (diclorometano/metanol). Se obtienen 35 mg (65%) de 3.18k

0\\\ como un solido. Pf 267-268 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 286

(M+H)". "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 5 5 1.01 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,CHj3), 1.78 (hex, J

=7.1 Hz, 2H, CH,CHj3), 2.43 (s, 3H, CH3), 4.03 (t, J = 6.5 Hz, 2H, OCH,), 7.18 (d, J=9.0

Hz, 2H, H-3°), 7.85 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H-2"), 12.69 (s, 1H, NH). *C RMN (DMSO-ds, 100

MHz): 6 11.1 (CH,CHj3), 22.2 (CH3), 22.6 (CH,CH3), 70.1 (OCH,), 115.8, 124.8, 128.7

(Ar), 129.2 (C-7a), 149.2 (C-3a), 156.5 (C-5), 159.6 (C-7), 160.9 (Ar). Analisis

elemental (%) para C14H1sN50,. Calculado: C, 58.94; H, 5.30; N, 24.55. Encontrado: C,
58.84; H, 5.55; N, 24.36.

3-(3",4 -Metilendioxifenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.18l)

o Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.171 (32 mg,
N
HAN\)E'[N\:” 0.11 mmol) con acetato sédico (28 mg, 0.33 mmol) en DMF (0.5 mL). La
N

mezcla de reaccion se filtra y el filtrado se lava con agua. Se obtienen 15

Ql\j mg (50%) de 3.181 como un sélido beige. Pf > 290 °C (descomp). EM

(ES, modo positivo): m/z 272 (M+H)". '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 2.30 (s, 3H,

CHj3), 6.12 (s, 2H, CHy), 7.10 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5"), 7.57 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, H-

6°), 7.63 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-2")."*C RMN (DMSO-ds, 100 MHz): & 24.0 (CHs), 102.3

(CHy), 103.3, 108.9, 115.3 (Ar), 129.3 (C-7a), 131.1, 147.0, 148.1 (Ar), 150.3 (C-3a),

165.1 (C-5), 173.9 (C-7). Analisis elemental (%) para C;,HgNsO3. Calculado: C, 53.14;
H, 3.34; N, 25.82. Encontrado: C, 53.02; H, 3.68; N, 25.77.

3’-(5-Metil-7-0x0-6,7-dihidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-3-il)benzoato de etilo
(3.18m)

0 Siguiendo el procedimiento general, se hace reaccionar 3.17m (46 mg,
ﬂ‘\)‘\l['\!‘,\. 0.14 mmol) con acetato sédico (36 mg, 0.43 mmol) en DMF (0.7 mL).
\N N’

@\(o Después del lavado, el crudo resultante se disuelve en diclorometano
y se precipita con hexano obteniéndose 24 mg (57%) de 3.18m como

( un solido beige. Pf 245-247 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 300

(M+H)*. "H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): 5 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs), 2.45 (s, 3H, CHs),
4.37 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CHy), 7.81 (pt, J = 7.9 Hz, 1H, H-5"), 8.09 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-
6°), 8.33 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-4"), 8.62 (t, 1H, H-2"), 12.78 (s, 1H, NH). *C RMN
(DMSO-dg, 100 MHz): 6 14.6 (CH,CHs), 22.1 (CH;), 61.8 (CHy), 122.6, 126.7 (Ar), 129.4
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(C-7a), 129.7, 130.8, 131.7, 136.1 (Ar), 149.3 (C-3a), 156.2 (C-5), 161.3 (C-7), 165.2
(CO). Analisis elemental (%) para Cq4H13NsO3. Calculado: C, 56.18; H, 4.38; N, 23.40.

Encontrado: C, 56.02; H, 4.62; N, 23.33.

Acido  3’-(5-metil-7-0x0-6,7-dihidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-3-il)benzoico

(3.18n)
0 Sobre una disolucién de 3.18m (500 mg, 1.67 mmol) en DMF (11.0
ﬂ\)‘\/I[N‘\N mL/mmol) se le anade KOH al 20% (4.3 mL). La reaccion se calienta al
\N NI

@\(o microondas a 100 °C durante 30 min. La mezcla se disuelve en agua y
Ly Se acidifica con HCI 1N. El precipitado se aisla por filtracién
obteniéndose 419 mg (92%) de 3.18n como un sdlido amarillo. Pf > 290 °C (descomp).
EM (ES, modo positivo): m/z 272 (M+H)*. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 2.45 (s, 3H,
CHs3), 7.79 (pt, J = 8.0 Hz, 1H, H-5), 8.08 (m, 1H, H-6"), 8.29 (ddd, J = 8.0, 2.2, 1.0 Hz,
1H, H-4"), 8.58 (pt, J = 1.7 Hz, 1H, H-2"), 12.78 (s, 1H, NH), 13.42 (s, 1H, COOH). *C
RMN (DMSO-ds, 100 MHz): 6 22.1 (CHj3), 122.9, 126.5 (Ar), 129.4 (C-7a), 129.9, 130.7,
132.7, 136.0 (Ar), 149.3 (C-3a), 156.2 (C-5), 161.3 (C-7), 166.8 (COOH). Analisis
elemental (%) para C4;HgNsO3. Calculado: C, 53.14; H, 3.34; N, 25.82. Encontrado: C,

52.95; H, 3.28; N, 25.75.
6.4. Sintesis de compuestos modificados en la posicion 5 del heterociclo

5-Amino-1-(3’-isopropoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida (3.20a) y 5-((3'-
Isopropoxifenil)Jamino)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida (3.20b)

A una disolucion de Na (71 mg, 3.08 mmol) en etanol (3 mL) se afiade cianoacetamida
(130 mg, 1.54 mmol) durante 30 min. Después se le adiciona la azida 3.19* (273 mg,
1.54 mmol) y la reaccion se calienta a reflujo durante 2 h. La mezcla se concentra a
sequedad. El bruto obtenido se disuelve en agua, se acidifica con acido acético y se
extrae con acetato de etilo. La fase organica se lava con NaHCO; saturado y salmuera,
se seca con Na,SO, y se concentra a sequedad. El crudo se purifica por cromatografia
flash (hexano/acetato de etilo, 1:1). Se obtienen 274 mg (68%) de 3.20b como un soélido
amarillento y 60 mg (15%) de 3.20a como un sélido amarillo.

0 3.20b > Pf 212-213 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 262 (M+H)*. 'H
HZNFﬁI:jN RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 1.25 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CH).), 4.56
/@ " (sept, J=6.0 Hz, 1H, CH), 6.42 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-4"), 6.96 (d, J = 7.7

)\o Hz, 1 H, H-6"), 7.13 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 7.21 (s 1H, H-2"), 7.53 (s,
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1H, NH-amida), 7.86 (s, 1H, NH-amida), 8.53 (s, 1H, NH-amina), 14.67 (s, 1H, NH-
triazol). Analisis elemental (%) para C;,HsNsO,. Calculado: C, 55.16; H, 5.79; N,
26.80. Encontrado: C, 54.68; H, 5.87; N, 26.61.

o 3.20a = Pf 123-125 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 262 (M+H)". 'H
HZNth[N:Nz RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 1.29 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHjs),), 4.70
H,N"5 N1

@\ >\ (sept, J = 5.7 Hz, 1H, CH), 6.37 (s, 2H, NH,), 7.08 (m, 3H, H-2", H-4",
© H-67), 7.26 (s, 1H, CONH,), 7.47 (pt, J = 7.9 Hz, 1H, H-5"), 7.62 (s,
1H, CONH,). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 22.4 (CHs), 70.4 (CH), 111.6, 116.5,
116.9 (Ar), 122.3 (C-4), 131.3, 136.6 (Ar), 145.3 (C-5), 158.9 (Ar), 165.0 (CO). Analisis
elemental (%) para C4;HsN50,. Calculado: C, 55.16; H, 5.79; N, 26.80. Encontrado: C,
55.30; H, 5.80; N, 26.78.

5-Amino-1-(3 -isopropoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida (3.20a)

o Sobre una suspension de NaH (60% en aceite mineral, 152 mg, 6.24
HzNJjI'\!\N mmol) en DMF anhidra (5.9 mL) se adiciona una disolucion de
H,N N

cianoacetamida (326 mg, 3.88 mmol) en DMF anhidra (5.9 mL) y se
QO agita a 0 °C 30 min. A continuacién se afiade lentamente a 0 °C una
disolucién de 3.19* (624 mg, 3.52 mmol) en DMF anhidra (5.9 mL). La mezcla de
reaccion se agita durante 1 h a temperatura ambiente. Se concentra y el crudo se
purifica por cromatografia flash (diclorometano/metanol, 20:1). Se obtienen 641 mg
(70%) de 3.20a como un solido amarillo, cuyos datos analiticos y espectroscépicos se

han aportado en el parrafo anterior.

Procedimiento general para la sintesis de [1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-onas
(3.21) a partir de 5-amino-1H-1,2,3-triazolo-4-carboxamidas.

A una disolucién de Na (5.00 mmol) en etanol (10 mL/mmol) se afiade la carboxamida
3.20a (1.00 mmol) y el ester correspondiente (4.00 mmol). La reaccion se calienta a
reflujo durante 1-8 h. La mezcla se concentra a sequedad. El crudo se disuelve en agua
y se acidifica con acido acético. El precipitado que se forma se filtra y el sdlido se

purifica como se indica en cada caso
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3-(3 -Isopropoxifenil)-5-trifluorometil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona
(3.21a)

o Siguiendo el procedimiento general, a una disolucién de Na (43 mg,
*ﬁ'\)‘\/l[:jm 1.85 mmol) en etanol (3.7 mL) se afiade 3.20a (96 mg, 0.37 mmol) y
@\ >\ trifluoroacetato de etilo (175 uL, 1.47 mmol). La reaccion se calienta

a reflujo durante 1 h. Después del procesado, aparece un
precipitado que se filtra obteniéndose 84 mg (67%) de 3.21a como un sdlido blanco. Pf
214-216 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 340 (M+H)*. '"H RMN (400 MHz, DMSO-d): &
1.32 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHjs).), 4.69 (sept, J = 6.2 Hz, 1H, CH), 7.13 (ddd, J = 7.8,
2.5,1.6, 1H, H-4"), 7.55 (m, 3H, H-2", H-5", H-6"). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): 5 22.0
(CHs), 70.4 (CH), 109.8, 114.5, 117.1 (Ar), 122.1 (q ap, CF3;), 131.2 (C-7a), 131.3, 136.2
(Ar), 147.5 (C-3a), 148.0 (d, J = 39.3 Hz, C-5), 156.7 (C-7), 158.6 (Ar). Analisis
elemental (%) para C44H2F3NsO,. Calculado: C, 49.56; H, 3.57; N, 20.64. Encontrado:
C, 49.29; H, 3.33; N, 20.38.

5-Etil-3-(3 -isopropoxifenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona (3.21b)

o Siguiendo el procedimiento general, a una disolucién de Na (44 mg,
HNJ\J['\!\N 1.90 mmol) en etanol (3.8 mL) se afiade 3.20a (100 mg, 0.38 mmol)
\N N’

@\ >\ y propionato de etilo (176 uL, 1.52 mmol). La reaccion se calienta a
°© reflujo durante 8 h. Después del procesado, aparece un precipitado
que se filtra y se purifica por CCTLC (diclorometano/metanol, 20:1). Se obtienen 60 mg
(53%) de 3.21b como un sdlido blanco. Pf 242-244 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 300
(M+H)". '"H RMN (400 MHz, DMSO-d): 6 1.23 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH3), 1.31 (d, J = 6.0
Hz, 6H, CH(CHs),), 2.71 (q, J = 7.5 Hz, 2H, CH,), 4.69 (sept, J = 6.0 Hz, 1H, CH), 7.06
(d, J=8.0, 1H, H-4"), 7.51 (pt, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 7.58 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-6"), 7.63
(s, 1H, H-2), 12.70 (s 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-d;): & 11.5 (CHs), 22.1
(CH(CHs3),), 28.1 (CH,), 70.3 (CH), 109.2, 114.0, 116.6 (Ar), 129.4 (C-7a), 131.1, 136.9
(Ar), 149.1 (C-3a), 156.3 (C-7), 158.5 (Ar), 165.0 (C-5). Analisis elemental (%) para
C15H47NsO,. Calculado: C, 60.19; H, 5.72; N, 23.40. Encontrado: C, 60.21; H, 6.01; N,
23.62.

5-Cianoetil-3-(3 -isopropoxifenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona
(3.21¢c)
0 Siguiendo el procedimiento general, a una disolucion de Na (38
Nc\j‘\\N| :\:N mg, 1.65 mmol) en etanol (3.3 mL) se afiade 3.20a (90 mg, 0.33
@\()\ mmol) y cianoacetato de etilo (140 yL, 1.31 mmol). La reaccion se
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calienta a reflujo durante 8 h. Después del procesado, aparece un precipitado que se
filtra y se purifica por CCTLC (diclorometano/metanol, 20:1). Se obtienen 23 mg (23%)
de 3.21c como un sdlido beige. Pf 242-244 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 311
(M+H)*. "H RMN (400 MHz, DMSO-d): 6 1.30 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHa),), 4.31 (s,
2H, CHy), 4.73 (sept, J = 6.0 Hz, 1H, CH), 7.07 (ddd, J = 8.3, 2.5, 0.9, 1H, H-4"), 7.52 (pt,
J=28.2Hz, 1H, H-5%), 7.60 (ddd, J = 8.0, 1.9, 0.9 Hz, 1H, H-6"), 7.73 (pt, J = 2.1 Hz, 1H,
H-2°), 13.05 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-d;): & 22.2 (CH3), 25.0 (CH,), 70.4
(CH), 108.8, 113.8 (Ar), 115.6 (CN), 117.2 (Ar), 129.8 (C-7a), 131.2, 136.7 (Ar), 148.3
(C-3a), 154.8 (C-5), 155.7 (C-7), 158.6 (Ar). Analisis elemental (%) para C15H14NsO..
Calculado: C, 58.06; H, 4.55; N, 27.08. Encontrado: C, 57.96; H, 4.52; N, 26.98.

3-(3 -Isopropoxifenil)-5-propil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7 (6 H)-ona (3.21d)

o Siguiendo el procedimiento general, a una disolucion de Na (36
/\ﬂ'\)‘\/I[N‘N mg, 1.55 mmol) en etanol (3.1 mL) se afiade 3.20a (80 mg, 0.31
\N NI

mmol) y butirato de etilo (139 pL, 1.22 mmol). La reaccion se
Q\O calienta al microondas a 90 °C durante 2 h. Después del
procesado, aparece un precipitado que se filira y se purifica por CCTLC
(diclorometano/metanol, 20:1). Se obtienen 23 mg (24%) de 3.21d como un solido
blanco. Pf 216-218 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 314 (M+H)*. '"H RMN (400 MHz,
DMSO-ds): 6 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3), 1.31 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHs).), 1.74 (d, J
= 7.4 Hz, 2H, CH,), 2.66 (h, J = 7.4 Hz, 2H, CH,), 4.68 (sept, J = 5.6 Hz, 1H, CH), 7.07
(d, J=8.2 Hz, 1H, H-4"), 7.51 (pt, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-6"),
7.62 (s, 1H, H-2"), 12.70 (s 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-de): 6 13.8 (CHs), 20.6
(CHy), 22.1 (CH(CHj3),), 36.5 (CH,), 70.3 (CH), 109.3, 114.1, 116.6 (Ar), 129.4 (C-7a),
131.1, 136.9 (Ar), 149.1 (C-3a), 156.4 (C-7), 158.5 (Ar), 164.0 (C-5). Analisis elemental
(%) para C4sH19NsO,. Calculado: C, 61.33; H, 6.11; N, 22.35. Encontrado: C, 61.08; H,
6.23; N, 22.46.

3-(3 -Isopropoxifenil)-5-isopropil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona
(3.21¢)

o Siguiendo el procedimiento general, a una disolucion de Na (36 mg,
HNJ\J["!\N 1.55 mmol) en etanol (3.1 mL) se afiade 3.20a (80 mg, 0.31 mmol) e
\N NI

>\ isobutirato de etilo (140 pL, 1.22 mmol). La reaccion se calienta al
Q\O microondas a 90 °C durante 2 h. Después del procesado, aparece
un precipitado que se filtra y se purifica por CCTLC (diclorometano/metanol, 20:1). Se
obtienen 8 mg (8%) de 3.21e como un sdlido blanco. Pf 246-247 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 314 (M+H)*. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 1.25 (d, J = 6.8 Hz, 6H,
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CH(CHj3)2), 1.32 (d, J = 6.0 Hz, 6H, OCH(CHs).), 3.00 (hept, J = 6.8 Hz, 1H, CH), 4.69
(sept, J = 6.0 Hz, 1H, OCH), 7.05 (ddd, J = 8.3, 2.5, 0.9 Hz, 1H, H-4"), 7.52 (pt, J = 8.1
Hz, 1H, H-5"), 7.60 (ddd, J = 8.1, 2.0, 0.9 Hz, 1H, H-6"), 7.68 (pt, J = 2.2 Hz, 1H, H-2"),
12.69 (s 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): 6 21.1 (CH(CHs),), 22.4 (OCH(CHa)y),
33.9 (CH), 70.5 (OCH), 109.0, 114.1, 117.1 (Ar), 129.7 (C-7a), 131.4, 137.2 (Ar), 149.2
(C-3a), 156.7 (C-7), 158.7 (Ar), 168.5 (C-5). Analisis elemental (%) para CigH19N5O5.
Calculado: C, 61.33; H, 6.11; N, 22.35. Encontrado: C, 61.08; H, 6.23; N, 22.46.

3-(3 -Isopropoxifenil)-5-fenil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona (3.21f)
o Siguiendo el procedimiento general, a una disolucion de Na (33
HN\):I\/I[:jN mg, 1.45 mmol) en etanol (2.9 mL) se afiade 3.20a (80 mg, 0.31
©)\ @\ >\ mmol) y fenilacetato de etilo (145 yL, 1.16 mmol). La reaccion se
° calienta a reflujo durante 8 h. Después del procesado, aparece un
precipitado que se filtra y se purifica por CCTLC (diclorometano/metanol, 20:1). Se
obtienen 44 mg (41%) de 3.21f como un sdlido beige. Pf 245-246 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 348 (M+H)*. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 1.33 (d, J = 6.0 Hz, 6H,
CH(CHa).), 4.73 (sept, J = 6.0 Hz, 1H, CH), 7.09 (m, 1H, H-4"), 7.62 (m, 6H, H-3"", H-4"",
H-2°, H-5", H-6"), 8.14 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2""), 13.05 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz,
DMSO-ds): 6 22.3 (CH3), 70.6 (CH), 109.5, 114.5, 117.2, 129.2, 129.5 (Ar), 129.8 (C-7a),
131.4, 132.3, 133.1, 137.1 (Ar), 149.3 (C-3a), 156.9 (C-7), 158.4 (Ar), 158.8 (C-5).
Analisis elemental (%) para CigH:;NsO,. Calculado: C, 65.69; H, 4.93; N, 20.16.

Encontrado: C, 65.43; H, 5.08; N, 20.07.

3-(3 -Isopropoxifenil)-5-(4""-piridil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7 (6 H)-ona
(3.219g)
o Siguiendo el procedimiento general, a una disoluciéon de Na (33
HN\J\/I[N\:N
Yy NN - .
N~ @\ >\ mmol) y 4-piridilacetato de metilo (159 pL, 1.16 mmol). La
(0]

reaccion se calienta a reflujo durante 5 h. Después del procesado,

mg, 1.45 mmol) en etanol (2.9 mL) se afiade 3.20a (80 mg, 0.31

el precipitado se filtra obteniéndose 85 mg (79%) de 3.21g como un sélido beige. Pf
259-260 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 349 (M+H)". "H RMN (400 MHz, DMSO-d;): &
1.33 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHs),), 4.73 (sept, J = 6.0 Hz, 1H, CH), 7.11 (d, J = 8.7 Hz,
1H, H-4"), 7.56 (pt, J = 8.3 Hz, 1H, H-5"), 7.66 (m, 2H, H-2", H-6"), 8.05 (d, J = 5.8 Hz,
2H, H-2"), 8.83 (d, J = 5.8 Hz, 2H, H-3""). "*C RMN (100 MHz, DMSO-ds): 6 22.2 (CHs),
70.4 (CH), 109.4, 114.4, 117.0, 122.5 (Ar), 130.1 (C-7a), 131.2, 136.7, 139.5 (Ar), 148.7
(C-3a), 150.9 (Ar), 156.4, 156.6 (Ar, C-7), 158.6 (C-5). Analisis elemental (%) para
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C1sH1sNgO,. Calculado: C, 62.06; H, 4.63; N, 24.12. Encontrado: C, 61.70; H, 4.61; N,
23.78.

3-(3 -Isopropoxifenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-5,7(6 H,4H)-diona (3.22)
o A una disolucion de 3.20a (120 mg, 0.50 mmol) en DMF (2.5 mL) se
I 7a

6 HN

5 | )
OA\N 3a N3

NNz anade N,N'-diisopropilcarbodiimida (89 mg, 0.55 mmol). La mezcla
*H @\ >\ se calienta a 90 °C durante la noche. Se concentra a sequedad y se
° suspende en acetona. El precipitado que aparece se filtra
obteniéndose 81 mg (56%) de 3.22 como un sélido blanco. Pf 286-288 °C. EM (ES,
modo positivo): m/z 288 (M+ H)*. '"H RMN (400 MHz, DMSO-d;): & 1.25 (d, J = 6.0 Hz,
6H, CH(CHa),), 4.63 (sept, J = 6.1 Hz, 1H, CH), 6.97 (m, 1H, H-4"), 7.31 (s, 1H, H-2"),
7.40 (m, 2H, H-5", H-6"), 8.34 (s, 1H, N*H),10.63 (s, 1H, N°H). *C RMN (100 MHz,
DMSO-ds): 6 22.2 (CHg3), 70.1 (CH), 110.0, 115.3, 116.2 (Ar), 121.0 (C-7a), 130.8 (Ar),
135.2 (C-3a), 136.5 (Ar), 154.3 (C-5), 157.5 (C-7), 158.3 (Ar). Anadlisis elemental (%)
para C43H13Ns0;. Calculado: C, 54.35; H, 4.56; N, 24.38. Encontrado: C, 54.22; H, 4.65;
N, 24.21.

1-(Azidometil)-3-isopropoxibenceno (3.24)
N, A una disolucion de 3.23 (185 mg, 1.11 mmol) en DMF anhidra (1.4 mL)
b\ >\ se le afiade DMAP (163 mg, 1.34 mmol) y CH3SO,CI (104 pL, 1.34
° mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 5 h.
Después, se adiciona NaN; y se agita a temperatura ambiente durante 4 h mas. La
reaccion se diluye con agua (20 mL) y se extrae con eter etilico (4 x 10 mL). La fase
organica se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se concentra a sequedad. Se obtienen
226 mg (89%) de 3.24 como un aceite. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds): & 1.25 (d, J = 6.1
Hz, 6H, CH(CHs).), 4.38 (s, 2H, CH,), 4.61 (hept, J = 6.0 Hz, 1H, CH), 6.89 (m, 3H, H-2,

H-4, H-6), 7.28 (pt, J = 7.7 Hz, 1H, H-5).

5-Amino-1-(3 -isopropoxibencil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida (3.25)
o Sobre una suspension de NaH (60% en aceite mineral, 37 mg, 1.55
HNT Y '\!:N \( mmol) en DMF anhidra (1.4 mL) a 0 °C, se adiciona una disolucion de
HN N\\QO cianoacetamida (79 mg, 0.94 mmol) en DMF anhidra (1.4 mL) y se
agita a 0 °C durante 1 h. A continuacion se afiade lentamente a 0 °C
una disolucion de 3.24 (196 mg, 0.86 mmol) en DMF anhidra (1.4 mL). La reaccién se
agita a temperatura ambiente durante 1 h. Se concentra a sequedad y el crudo se
purifica por cromatografia flash (diclorometano/metanol, 20:1) obteniéndose 183 mg

(77%) de 3.25 como un sélido blanco. Pf 171-173 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 276
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(M+H)". "H RMN (300 MHz, DMSO-ds): & 1.23 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHs),), 4.54 (sept,
J = 6.0 Hz, 1H, CH), 5.35 (s, 2H, CH,), 6.38 (s, 2H, NH,), 6.71 (m, 2H, H-2", H-6"), 6.83
(d, J = 7.9 Hz, 1H, H-4"), 7.08 (s, 1H, CONH,), 7.23 (pt, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 7.45 (s,
1H, CONH.,).

3-(3-Isopropoxibencil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona (3.26)
9 A una disolucién de Na (41 mg, 1.80 mmol) en etanol (3.6 mL) se
ﬂ::l\/l[:jN \g anade 3.25 (100 mg, 0.36 mmol) y acetato de etilo (230 uL, 1.45
\\Q mmol). La reaccion se calienta a reflujo durante 8 h. Después, la
mezcla se concentra a sequedad. El crudo se disuelve en agua y se
acidifica por adicién de acido acético. Se filtra el precipitado obteniéndose 81 mg (75%)
de 3.26 como un sdlido blanco. Pf 186-187 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 300 (M+H)".
'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 1.22 (d, J = 6.0 Hz, 6H, CH(CHs),), 2.41 (s, 3H, CHs),
4.56 (sept, J = 6.1 Hz, 1H, CH), 5.65 (s, 2H, CH,), 6.72 (m, 3H, H-2", H-4", H-6"), 7.22
(pt, J = 8.1 Hz, 1H, H-5")."*C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 22.1 (CH3), 22.4 (CH3), 50.0
(CH,), 69.8 (CH), 115.6, 115.6, 120.1 (Ar), 128.7 (C-7a), 130.6, 137.7 (Ar), 149.7 (C-3a),
156.6 (C-5), 158.3 (C-7), 160.7 (Ar). Analisis elemental (%) para CisH7N5O,.

Calculado: C, 60.19; H, 5.72; N, 23.40. Encontrado: C, 60.24; H, 6.01; N, 23.68.

6.5. Sintesis de compuestos modificados en el grupo acetilo del cabeza de serie
3.8

(RIS)  3-(3"-(1-Hidroxietil)fenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-ona

(3.27a,b)
0 A una disolucién de 3.8 (80 mg, 0.30 mmol) en una mezcla de
N
“i‘\)‘\/l[N‘jN THF/DMF anhidra (1:1) (2.0 mL) se afiade NaBH, (22 mg, 0.59 mmol).
N

@\(m La reaccion se calienta al microondas a 100 °C durante 30 min y se

concentra a sequedad. ElI crudo se purifica por CCTLC
(diclorometano/metanol) obteniéndose 58 mg (72%) de 3.27a,b. EM (ES, modo
positivo): m/z 272 (M+H)*. '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 1.39 (d, J = 6.4 Hz, 3H,
CHCHg), 2.45 (s, 3H, CH3), 4.85 (q, J = 6.3 Hz, 1H, CH), 5.40 (d, J = 4.3 Hz, 1H, OH),
7.52 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-4"), 7.59 (pt, J = 7.8 Hz, 1H, H-5"), 7.86 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-
6°), 7.97 (s, 1H, H-2"), 12.73 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 22.1 (CHs),
26.3 (CHCHs), 68.1 (CH), 119.7, 121.0, 126.4 (Ar), 129.2 (C-7a), 129.7, 135.5 (Ar),
149.1 (C-3a), 149.8 (Ar), 156.3 (C-5), 160.9 (C-7). Analisis elemental (%) para
C13H13N50,. Calculado: C, 57.56; H, 4.83; N, 25.82. Encontrado: C, 57.56; H, 4.96; N,
25.61.
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(E)-3-(3"-(1-(Hidroxiimino)etil)fenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7 (6 H)-
ona (3.28a)

o A una disolucién de 3.8 (130 mg, 0.48 mmol) en etanol (5 mL) se
ﬂ‘\)‘]:'\!‘n afiade el clorohidrato de hidroxilamina (68 mg, 0.96 mmol) y la
\N NI

©\<N~0H mezcla se calienta en el microondas a 80 °C durante 1 h. Se filtra y
¢ el precipitado se purifica por cromatografia flash
(diclorometano/metanol). Se obtienen 104 mg (76%) de 3.28a como un sélido. Pf 289-
291 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 285 (M+H)*. '"H RMN (300 MHz, DMSO-d;): 5 2.23
(s, 3H, CH3C=N(OH)), 2.45 (s, 3H, CHj3), 7.68 (pt, J = 8.0 Hz, 1H, H-57),7.82 (d, J=7.0
Hz, 1H, H-4"), 8.01 (d, J = 7.1 Hz, 1H, H-6"), 8.30 (s, 1H, H-2"), 11.46 (s, 1H, N-OH),
12.75 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): 6 21.2 (CH3;C=N(OH)), 22.3 (CHa),
119.7, 123.0, 126.9 (Ar), 129.5 (C-7a), 130.5, 136.1, 139.0 (Ar), 149.4 (C-3a), 152.7 (C-
5), 156.4 (CH;C=N(OH)), 161.3 (C-7). Analisis elemental (%) para Ci3H12NgO,.
Calculado: C, 54.93; H, 4.25; N, 29.56. Encontrado: C, 54.91; H, 4.19; N, 29.38.

(E)-3-(3"-(1-(Metoxiimino)etil)fenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7 (6 H)-
ona (3.28b)

o A una disolucion de 3.8 (123 mg, 0.45 mmol) en etanol (5 mL) se
ﬂ\)‘]:N‘\N afiade el clorohidrato de N-metilhidroxilamina (77 mg, 0.91 mmol) y
\N NI

la mezcla se calienta al microondas a 80 °C durante 1 h. Se filtra 'y
©\</N\o el precipitado se purifica por cromatografia flash
(diclorometano/metanol). Se obtienen 103 mg (77%) de 3.28b como un solido. Pf 272-
274 °C. EM (ES, modo positivo): m/z 299 (M+H)*. "H RMN (300 MHz, DMSO-d;): 5 2.25
(s, 3H, CH;C=N(OH)), 2.46 (s, 3H, CHj3), 3.96 (s, 3H, OCHj3), 7.70 (pt, J = 8.0 Hz, 1H, H-
57, 7.83 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H-4"), 8.07 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-6"), 8.32 (s, 1H, H-2),
12.76 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 13.0 (CH3C=N(OCHj3)), 22.3 (CHa),
62.5 (OCHj3), 119.9, 123.4, 127.0 (Ar), 129.5 (C-7a), 130.6, 136.1, 138.0 (Ar), 149.5 (C-
3a), 153.9 (C-5), 156.4 (CH3C=N(OCHz3)), 161.3 (C-7). Analisis elemental (%) para
C14H14NsO,. Calculado: C, 56.37; H, 4.73; N, 28.17. Encontrado: C, 56.31; H, 4.80; N,
28.04.

(R,S)I(S,S) 3-(3"«(1-O-[N-((Fluoren-9-il)metoxicarbonil)-L-fenilalanillhidroxietil)
fenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.29a,b)

o A una disolucién de Fmoc-Phe-OH (930 mg, 2.41 mmol) en
ﬂ'::l]::‘ﬂ DMF anhidra (2 mL) se afade diisopropilcarbodiimida (DIC)

@\(O_Phe_,:moc (180 pl, 1.15 mmol) y la mezcla se agita durante 30 min a 0 °C.
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A continuacion se adiciona una disolucion de 3.27a,b (131 mg, 0.48 mmol) en DMF
anhidra (3 mL), DMAP (12 mg, 0.10 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 1
hora. La mezcla de reaccién se diluye con diclorometano (20 mL). La fase organica se
lava con acido citrico al 5% (15 mL), una disolucién saturada de NaHCO; (15 mL) y
salmuera (15 mL), se seca con MgSO, anhidro, se filtra y se evapora. El crudo obtenido
se purifica por cromatografia flash usando como eluyente diclorometano/MeOH (20:1).
Se obtienen 241 mg (80%) de 3.29a,b como un solido blanco. EM (ES, positivo): m/z
627 (M+1)". La mezcla de diasteredmeros se separ6 por HPLC semipreparativo en una
columna Sunfire C-18 (150 mm x 19 mm x 5 pym) con flujo de 24 mL/min, empleando un
método isocratico con una mezcla de 45% de ACN con 0.1% de acido féormico y de un
55% de agua durante 70 min. Se obtuvo el compuesto 3.29a (tiempo de retencion 59.4
min) con un 24% de rendimiento como un sélido blanco, mientras que el 3.29b (tiempo
de retencién 62.9 min) se obtuvo con un 22% de rendimiento como un sélido blanco. 'H
RMN 3.29a (400 MHz, DMSO-ds): 6 1.55 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHj3), 2.63 (s, 3H, CHj),
3.16 (t, J = 6.5 Hz, 2H, B-CH,), 4.16 (t, J = 7.8 Hz, 1H, CHCHy), 4.36 (m, 2H, CHCH,),
4.70 (q, J = 6.7 Hz, 1H, a-CH), 5.27 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH), 5.96 (q, J = 6.8 Hz, 1H,
CHCHj3), 7.12 (m, 2H, Ar), 7.23 (m, 5H, Ar), 7.36 (m, 3H, Ar), 7.52 (m, 3H, Ar), 7.72 (m,
2H, Ar), 8.05 (m, 2H, Ar), 11.96 (s, 1H, NH). '"H RMN 3.29b (400 MHz, DMSO-dj): 6 1.62
(d, J=6.6 Hz, 3H, CH3), 2.64 (s, 3H, CH3), 3.07 (m, 2H, , B-CH,), 4.16 (t, J= 7.3 Hz, 1H,
CHCH,), 4.36 (m, 2H, CHCH,), 4.73 (q, J = 6.7 Hz, 1H, a-CH), 5.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H,
NH), 6.02 (q, J = 6.2 Hz, 1H, CHCH3), 6.91 (m, 2H, Ar), 7.11 (m, 3H, Ar), 7.28 (m, 2H,
Ar), 7.38 (m, 3H, Ar), 7.54 (m, 3H, Ar), 7.73 (m, 2H, Ar), 8.10 (m, 2H, Ar), 12.03 (s, 1H,
NH).

(R) 3-(3"-(1-Hidroxietil)fenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona

(3.27a)
0 A una disolucion de 3.29a (36 mg, 0.06 mmol) en THF (1 mL) se
N
“A”\JI,}N afiade otra disolucion de LiOH (10 mg, 0.32 mmol) en agua (1 mL) y
N

@\\\OH se agita durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla se
\ concentra a sequedad y el crudo se purifica por CCTLC
(diclorometano/metanol, 20:1) obteniéndose 13 mg de 3.27a (67%) como un solido
blanco. EM (ES, modo positivo): m/z 272 (M+H)*. Los espectros de '"H RMN y *C RMN

son idénticos a los descritos en el epigrafe de la mezcla 3.27a,b.
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(S) 3-(3"~(1-Hidroxietil)fenil)-5-metil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona

(3.27b)
0 A una disolucion de 3.29b (33 mg, 0.05 mmol) en THF (1 mL) se
N
ﬂ:‘]:N‘jN afade otra disolucion de LiOH (10 mg, 0.31 mmol) en agua (1 mL) y
N

©\<0H se agita durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla se

concentra a sequedad y el crudo se purifica por CCTLC
(diclorometano/metanol, 20:1) obteniéndose 8 mg de 3.27b (57%) como un solido
blanco. EM (ES, modo positivo): m/z 272 (M+H)*. Los espectros de '"H RMN y *C RMN

son idénticos a los descritos en el epigrafe de la mezcla 3.27a,b.
6.6. Modificaciones en el compuesto 3.28b

(E)-1-(3-Azidofenil)etanona O-metil oxima (3.32)

| Sobre una disolucién de 3.31%° (100 mg, 0.62 mmol) en etanol (5 mL) se
N° afiade el clorohidrato de metoxiamina (104 mg, 1.24 mmol). La mezcla se

I
N3\©)\ calienta al microondas a 80 °C durante 1 h. La reacciéon se concentra a

sequedad. El crudo se disuelve en diclorometano y se lava con salmuera.
La fase organica se seca con Na,SO, anhidra, se filtra y se concentra a sequedad. Se
obtienen 336 mg (88 %) de 3.32 como un aceite anaranjado. 'H RMN (300 MHz, DMSO-
ds): 0 2.16 (s, 3H, CHs), 3.91 (s, 3H, OCHs), 7.16 (ddd, J = 6.7, 2.2, 2.1 Hz, 1H, H-4),
7.31 (m, 1H, H-5), 7.44 (m, 2H, H-2, H-6).

(E)-5-Amino-1-(3"-(1-(metoxiimino)etil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-carboxamida
(3.33)

o Sobre una suspension de NaH (60% en aceite mineral, 43 mg, 1.78
N
HzNJ]:'\;N mmol) en DMF anhidra (1.7 mL) a 0 °C se afiade una disolucion de
H,N

@\</N~o/ cianoacetamida (92 mg, 1.09 mmol) en DMF anhidra (1.7 mL) y se

agita a 0 °C durante 1 h. A continuacién se anade lentamente a 0 °C
una disolucion de 3.32 (189 mg, 0.99 mmol) en DMF anhidra (1.7 mL). La reaccién se
agita a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla se concentra a sequedad vy el
crudo se purifica por cromatografia flash (diclorometano/metanol, 20:1) obteniéndose
330 mg (79%) de 3.33 como un solido blanco. Pf 155-157 °C. EM (ES, modo positivo):
m/z 275 (M+H)*. "H RMN (300 MHz, DMSO-d;): 5 2.22 (s, 3H, CHj), 3.93 (s, 3H, OCH,),
6.44 (s, 2H, NH,), 7.22 (s, 1H, CONH,), 7.60 (m, 3H, CONH,, H-5, H-4), 7.78 (m, 2H, H-
2, H-6). Analisis elemental (%) para Cq;H4NgO,. Calculado: C, 52.55; H, 5.14; N,
30.64. Encontrado: C, 52.76; H, 5.40; N, 30.83.
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(E)-5-Etil-3-(3"-(1-(metoxiimino)etil)fenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona
(3.34a)

o Procedimiento 1: sobre una disoluciéon de Na (42 mg, 1.82 mmol)
N
\ﬂ'\\)‘]:'\;N en etanol (3.6 mL) se afiade 3.33 (100 mg, 0.36 mmol) y
N

©\<N~o/ propionato de etilo (168 pL, 1.46 mmol). La reaccion se calienta al
microondas a 90 °C durante 1 h. La mezcla se concentra a
sequedad. El crudo se disuelve en agua y se acidifica por adicion de acido acético. El
precipitado se filtra y se analiza por HPLC-MS. El analisis indico la presencia de 2
productos que se asignaron tentativamente como 3.34a (30%) y el isémero Dimroth del
producto de partida 3.34b (70%). EI sdlido obtenido se purifica por CCTLC
(diclorometano/metanol, 10:1) obteniéndose 29 mg (26%) de 3.34a como un solido
blanco.
Procedimiento 2: sobre una disolucién de 3.33 (300 mg, 1.09 mmol) en THF seco (11.0
mL) se adiciona BuOK en THF 1 M (1.6 mL, 1.64 mmol) y propionato de etilo (505 pL,

4.38 mmol). La reaccion se calienta al microondas a 90 °C durante 30 min. La mezcla se

disuelve en agua y se trata con acido acético. El precipitado resultante se filtra
obteniéndose 245 mg (72%) de 3.34a como un sélido blanco. Pf 251-252 °C. EM (ES,
modo positivo): m/z 313 (M+H)*. '"H RMN (300 MHz, DMSO-d): 6 1.26 (t, J = 7.5 Hz,
3H, CH3), 2.24 (s, 3H, CHa3), 2.73 (q, J = 7.4 Hz, 2H, CH,), 3.94 (s, 3H, OCHs), 7.68 (pt, J
= 8.0 Hz, 1H, H-57), 7.80 (m, 1H, H-4"), 8.10 (ddd, J = 7.9, 2.0, 1.0 Hz, 1H, H-6"), 8.49
(pt, J = 2.0 Hz, 1H, H-2"), 12.73 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-d;): 6 11.4
(CH.CH3), 12.9 (CH;C=NO), 28.2 (CH,CHj3), 62.5 (OCH3), 119.3, 122.7, 126.8 (Ar),
129.7 (C-7a), 130.6, 136.3, 137.8 (Ar), 149.4 (C-3a), 153.8 (CH3;C=NO), 156.5 (C-5),
165.2 (C-7). Analisis elemental (%) para C4sH1sNeO,. Calculado: C, 57.68; H, 5.16; N,
26.91. Encontrado: C, 57.48; H, 4.93; N, 27.05.

(E)-3-(3"-(1-(Metoxiimino)etil)fenil)-5-mercapto-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-
7(4H)-ona (3.35)

o Sobre una disolucion de 3.33 (30 mg, 0.11 mmol) en THF seco
*l)‘]:N‘jN (1.1 mL) se aflade BuOK en THF (1.0 M, 0.17 mmol, 170 uL) y
HS \ , CS; (200 pL, 3.32 mmol). La reaccion se calienta al microondas a
©\</N\o 120 °C durante 2 h. La mezcla se disuelve en agua, se trata con
acido acético y se concentra a sequedad. El crudo se tritura con ‘BuOH obteniéndose 31
mg (86%) de 3.35 como un sdlido blanco. Pf > 300 °C (descomp). EM (ES, modo
positivo): m/z 317 (M+H)*. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds): & 2.24 (s, 3H, CHs), 3.95 (s,
3H, OCHg), 7.68 (pt, J=7.8 Hz, 1H, H-5"), 7.71 (d, J= 7.7 Hz, 1H, H-4"), 8.20 (d, J = 7.7
Hz, 1H, H-6"), 8.31 (s, 1H, H-2"), 10.95 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz, DMSO-d;): &

171



Parte experimental

13.1 (CH3;), 62.5 (OCH,3), 118.8, 122.4, 125.7 (Ar), 127.4 (C-7a), 130.2, 137.2, 137.7
(Ar), 151.7 (C-3a), 154.2 (CH3C=NO), 156.9 (C-7), 180.7 (C-5). Andlisis elemental (%)
para C43H12NgO,S. Calculado: C, 49.36; H, 3.82; N, 26.57; S, 10.14 Encontrado: C,
49.18; H, 3.95; N, 26.54; S, 10.06.

(E)-5-Metiltio-3-(3"-(1-(metoxiimino)etil)fenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-
7(6H)-ona (3.36)
Sobre una disolucién de 3.35 (228 mg, 0.72 mmol) en DMF

HNJ\/I['\!,N anhidra (3.6 mL) se afiade iodometano (54 uL, 0.87 mmol) y se

SsTWTN agita a temperatura ambiente durante 30 min. Se filtra el
7

@\(N ° precipitado que aparece y se lava con metanol obteniéndose 143

mg (60%) de 3.36 como un solido beige. Pf 277-279 °C. EM (ES, modo positivo): m/z
331 (M+H)". '"H RMN (400 MHz, DMSO-d;): & 2.24 (s, 3H, CHs), 2.62 (s, 3H, SCH),
3.94 (s, 3H, OCHg3), 7.65 (pt, J = 7.7 Hz, 1H, H-5"), 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-4"), 8.13
(d, J = 7.6 Hz, 1H, H-6"), 8.59 (s, 1H, H-2"), 10.95 (s, 1H, NH). *C RMN (100 MHz,
DMSO-dg): 6 12.6 (CH3), 14.0 (SCHs3), 62.3 (OCHj3), 118.2, 122.0, 126.3 (Ar), 128.6 (C-
7a), 130.4, 136.2, 137.6 (Ar), 148.5 (C-3a), 153.6 (CH3C=NO), 156.3 (C-7), 164.7 (C-5).
Analisis elemental (%) para C14H14NsO,S. Calculado: C, 50.90; H, 4.27; N, 25.44; S,
9.71. Encontrado: C, 50.75; H, 4.46; N, 25.40, S, 9.81.

(E)-5-(Metilamino)-3-(3"-(1-(metoxiimino)etil)fenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-
7(6H)-ona (3.37)
Sobre una suspension de 3.36 (60 mg, 0.18 mmol) en DMF

[o]
HNJ\/I[N,N anhidra (0.4 mL) se aflade MeNH, en metanol 2N (1.4 mL). Se
\ﬁ NN calienta por irradiacién al microondas a 150 °C durante 1 h. Se
/
©\</N‘° filtra el precipitado que aparece obteniéndose 21 mg (38%) de

3.37 como un solido blanco. Pf 286-288 °C. EM (ES, modo
positivo): m/z 314 (M+H)*. "H RMN (400 MHz, DMSO-d): & 2.24 (s, 3H, CH3), 2.91 (s,
3H, NCH3), 3.94 (s, 3H, OCHg), 7.65 (m, 2H, H-5", H-6"), 8.18 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-4"),
8.70 (s, 1H, H-2"). *C RMN (100 MHz, DMSO-ds): & 12.6 (CHs), 25.9 (NCHs), 62.2
(OCHg), 117.7, 121.0, 125.2, 125.8 (Ar), 130.1 (C-7a), 137.1, 137.4 (Ar), 151.4 (C-3a),
153.7 (CH;C=NO), 157.8 (C-5), 159.2 (C-7). Analisis elemental (%) para Ci;H5N;O..
Calculado: C, 53.67; H, 4.83; N, 31.29. Encontrado: C, 53.60; H, 4.62; N, 31.36
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3-(3"-Acetilfenil)-5-etil-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona (3.38)

o A una disolucion de 3.34a (100 mg, 0.32 mmol) en dioxano (1 mL) se
N
\ﬂ:‘]:'\;h afnade HCI 6N (1 mL). La reaccién se calienta por irradiaciéon al MW a
N

@\(o 120 °C durante 1h. La mezcla se filtra. El solido resultante se

disuelve en diclorometano y se precipita con hexano obteniéndose 20
mg (33%) de 3.38 como un sdlido blanco. Pf > 240 °C (descomp). EM (ES, modo
positivo): m/z 284 (M+H)*. 'H RMN (500 MHz, DMSO-de): 6 1.25 (t, J = 7.5 Hz, 3H,
CHj3), 2.66 (s, 3H, COCHg), 2.73 (q, J = 7.5 Hz, 2H, CH,), 7.81 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-5"),
8.11 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-6"), 8.32 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-4"), 8.66 (s, 1H, H-2"), 12.74 (s,
1H, NH). *C RMN (125 MHz, DMSO-ds): & 11.4 (CH3), 27.3 (COCHj3), 28.1 (CH,), 121.4,
126.4, 128.9 (Ar), 129.5 (C-7a), 130.8, 136.2, 138.4 (Ar), 149.3 (C-3a), 156.3 (C-5),
165.2 (C-7), 197.4 (COCHs;). Analisis elemental (%) para C44H:3Ns0,. Calculado: C,
59.36; H, 4.63; N, 24.72. Encontrado: C, 59.16; H, 4.74; N, 24.50.

(+/-) 5-Etil-3-(3-(1-hidroxietil)fenil)-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6 H)-ona
(3.39a,b)

o A una disolucién de 3.38 (18 mg, 0.06 mmol) en DMF anhidra (0.5
\ﬂ'\\):l\/l[:‘jN mL) se afade NaBH, (5 mg, 0.13 mmol). La reaccién se calienta al

@\{w microondas a 100 °C durante 30 min y se concentra a sequedad. El
crudo se purifica por CCTLC (diclorometano/metanol, 20:1)
obteniéndose 15 mg (88%) de 3.39a,b. EM (ES, modo positivo): m/z 286 (M+H)*. 'H
RMN (300 MHz, DMSO-de): 6 1.24 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CH,CHs), 1.37 (d, J = 6.4 Hz, 3H,
CHCHg), 2.72 (q, J = 7.5 Hz, 2H, CH,CHs), 4.83 (m, 1H, CHCHj3), 5.39 (d, J = 4.1 Hz,
1H, OH), 7.49 (d, J=7.8 Hz, 1H, Ar), 7.58 (t, J= 7.7 Hz, 1H, Ar), 7.89 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
Ar), 8.05 (s, 1H, Ar), 12.70 (s, 1H, NH). Analisis elemental (%) para Ci;H5N50..
Calculado: C, 58.94; H, 5.30; N, 24.55. Encontrado: C, 59.66; H, 5.54; N, 24.50.

6.7. Ensayos de actividad antiviral en células Vero

Los virus utilizados han sido: virus Chuikungunya cepa 899, virus Sindbis cepa HRsp
y virus del bosque Semliki. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos segun
procedimientos descritos.*’ La incubacion se realizé durante 6-7 dias, tiempo en el que
se detecta el mayor efecto citopatico del virus en células control infectadas no tratadas.
A continuacion se aspira el medio de cultivo y se anaden 75 pL de una disolucion al 5%
de un compuesto de tetrazolio (MTS) en fenol y se incuba por 1.5 h. A continuacion se

mide la absorbancia a 498 nm. Las lecturas obtenidas se transforman en porcentajes

173



Parte experimental

respecto al control, y se determinan los valores de CEsy y CCs a partir de curvas dosis-
respuesta. En los pocillos donde se detecta un efecto antiviral superior al 50%, se
realiza una inspeccién al microscopio para detectar posibles efectos citopaticos sobre la

célula hospedadora o posibles cambios morfolégicos.

174



Capitulo 3

8. BIBLIOGRAFIA

(8)

(10)

(11)

(12)

(13)

Powers, A. M.; Logue, C. H. Changing patterns of chikungunya virus: re-
emergence of a zoonotic arbovirus. J Gen Virol 2007, 88, 2363-2377.

Staples, J. E.; Breiman, R. F.; Powers, A. M. Chikungunya fever: an
epidemiological review of a re-emerging infectious disease. Clin Infect Dis 2009,
49, 942-948.

Solignat, M.; Gay, B.; Higgs, S.; Briant, L.; Devaux, C. Replication cycle of
chikungunya: a re-emerging arbovirus. Virology 2009, 393, 183—-197.

Kondekar, S.; Gogtay, N. Why Chikungunya is called Chikungunya. J Postgrad
Med 2006, 52, 307.

Robinson M. C. An epidemic of virus disease in Southern province, Tanganyika
territory, in 1952-53 |. Trans R Soc Trop Med Hyg 1955, 49, 2832.

Lumsden, W. H. R. An epidemic of virus disease in Southern Province,
Tanganyika territory, in 1952-1953 Il. General description and epidemiology.
Trans R Soc Trop Med Hyg 1955, 49, 33-57.

Lahariya, C.; Pradhan, S. K. Emergence of chikungunya virus in Indian
subcontinent after 32 years: A review. J Vector Borne Dis 2006, 43, 151-160.
Mackenzie, J. S.; Chua, K. B.; Daniels, P. W.; Eaton, B. T.; Field, H. E.; Hall, R.
A.; Halpin, K.; Johansen, C. A.; Kirkland, P. D.; Lam, S. K.; McMinn, P.; Nisbet, D.
J.; Paru, R.; Pyke, A. T.; Ritchie, S. A.; Siba, P.; Smith, D. W.; Smith, G. A.; van
den Hurk, A. F.; Wang, L. F.; Williams, D. T. Emerging viral diseases of Southeast
Asia and the Western Pacific. Emerg Infect Dis 2001, 7, 497-504.

Pialoux, G.; Gauzére, B.-A.; Jauréguiberry, S.; Strobel, M. Chikungunya, an
epidemic arbovirosis. Lancet Infect Dis 2007, 7, 319-327.

Soper, F. L. Aedes aegypti and yellow fever. Bull World Health Organ 1967, 36,
521-527.

Singh, S. K.; Unni, S. K. Chikungunya virus: host pathogen interaction. Rev Med
Virol 2011, 21, 78-88.

March, B.; Ocean, |.; January, F. Chikungunya disease outbreak , Reunion Island.
Emerg Infect Dis 2006, 12, 2005-2006.

Vazeille, M.; Moutailler, S.; Coudrier, D.; Rousseaux, C.; Khun, H.; Huerre, M,;
Thiria, J.; Dehecq, J. S.; Fontenille, D.; Schuffenecker, |.; Despres, P.; Failloux, A.
B. Two Chikungunya isolates from the outbreak of La Reunion (Indian Ocean)
exhibit different patterns of infection in the mosquito, Aedes albopictus. PLoS One
2007, 2, e1168.

175



Bibliografia

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

176

Tsetsarkin, K. A.; Vanlandingham, D. L.; McGee, C. E.; Higgs, S. A single
mutation in chikungunya virus affects vector specificity and epidemic potential.
PLoS Pathog 2007, 3, e201.

Thiboutot, M. M.; Kannan, S.; Kawalekar, O. U.; Shedlock, D. J.; Khan, A. S;
Sarangan, G.; Srikanth, P.; Weiner, D. B.; Muthumani, K. Chikungunya: a
potentially emerging epidemic? PLoS Negl Trop Dis 2010, 4, e623.

Couderc, T.; Lecuit, M. Focus on Chikungunya pathophysiology in human and
animal models. Microbes Infect 2009, 11, 1197-1205.

Mohan, A. Chikungunya fever: clinical manifestations & management. Indian J
Med Res 2006, 124, 471-474.

Fourie, E. D.; Morrison, J. G. Rheumatoid arthritic syndrome after chikungunya
fever. S Afr Med J 1979, 56, 130-132.

Malvy, D.; Ezzedine, K.; Mamani-Matsuda, M.; Autran, B.; Tolou, H.; Receveur,
M.C.; Pistone, T.; Rambert, J.; Moynet, D.; Mossalayi, D. Destructive arthritis in a
patient with chikungunya virus infection with persistent specific IgM antibodies.
BMC Infect Dis 2009, 9, 1-7.

Chia, P.; Ng, M. M.; Jang, J.; Chu, H. Chikungunya fever: a review of a re-
emerging mosquito-borne infectious disease and the current status. In Current
research, technology and education topics in applied microbiology and microbial
biotechnology; Badajoz, Spain: Formatex Research Center, 2010, Ed.; 2010; pp.
597-606.

Queyriaux, B.; Simon, F.; Grandadam, M.; Michel, R.; Tolou, H.; Boutin, J. P.
Clinical burden of chikungunya virus infection. Lancet Infect Dis 2008, 8, 2-3.
Barau, G.; Michault, A.; Bintner, M.; Randrianaivo, H.; Choker, G.; Ge, P.;
Schuffenecker, |.; Lenglet, Y.; Touret, Y.; Bouveret, A.; Grivard, P.; Roux, K. L.
Multidisciplinary prospective study of mother-to-child Chikungunya virus infections
on the island of La Réunion. PLos Med 2008, 5, e60.

Ramful, D.; Carbonnier, M.; Pasquet, M.; Bouhmani, B.; Ghazouani, J;
Noormahomed, T.; Beullier, G.; Attali, T.; Samperiz, S.; Fourmaintraux, A.;
Alessandri, J. L. Mother-to-child transmission of Chikungunya virus infection.
Pediatr Infect Dis J 2007, 26, 811-815.

Borgherini, G.; Poubeau, P.; Staikowsky, F.; Lory, M.; Moullec, N. Le; Becquart, J.
P.; Wengling, C.; Michault, A.; Paganin, F. Outbreak of Chikungunya on Reunion
Island: early clinical and laboratory features in 157 adult patients. Clin Infect Dis
2007, 44, 1401-1407.

Economopoulou, A.; Dominguez, M.; Helynck, B.; Sissoko, D.; Wichmann, O.;

Quenel, P.; Germonneau, P.; Quatresous, |. Atypical Chikungunya virus



(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

Capitulo 3

infections: clinical manifestations, mortality and risk factors for severe disease
during the 2005-2006 outbreak on Réunion. Epidemiol Infect 2009, 137, 534-541.
Arpino, C.; Curatolo, P.; Rezza, G. Chikungunya and the nervous system: what
we do and do not know. Rev Med Virol 2009, 19, 121-129.

Wielanek, A. C.; Monredon, J. De; Amrani, M. El; Roger, J. C.; Serveaux, J. P.
Guillain-Barré syndrome complicating a Chikungunya virus infection. Neurology
2007, 69, 2105-2107.

Singh, S. S.; Manimunda, S. P.; Sugunan, A. P.; Sahina; Vijayachari, P. Four
cases of acute flaccid paralysis associated with chikungunya virus infection.
Epidemiol Infect 2008, 136, 1277-1280.

Schwartz, O.; Albert, M. L. Biology and pathogenesis of chikungunya virus. Nat
Rev Microbiol 2010, 8, 491-500.

Ravichandran, R.; Manian, M. Brief original article ribavirin therapy for
Chikungunya arthritis. J Infect Developing Countries 2008, 2, 140-142.

Bréhin, A. C.; Casadémont, |.; Frenkiel, M. P.; Julier, C.; Sakuntabhai, A
Despres, P. The large form of human 2’,5'-Oligoadenylate Synthetase (OAS3)
exerts antiviral effect against Chikungunya virus. Virology 2009, 384, 216—222.
Oliva, C. F.; Jacquet, M.; Gilles, J.; Lemperiere, G.; Maquart, P.-O.; Quilici, S.;
Schooneman, F.; Vreysen, M. J. B.; Boyer, S. The sterile insect technique for
controlling populations of Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) on Reunion Island:
mating vigour of sterilized males. PLoS One 2012, 7, e49414.

Levitt, N. H.; Ramsburg, H. H.; Hasty, S. E.; Repik, P. M.; Cole, F. E.; Lupton, H.
W. Development of an attenuated strain of chikungunya virus for use in vaccine
production. Vaccine 1986, 4, 157-162.

Plante, K.; Wang, E.; Partidos, C. D.; Weger, J.; Gorchakov, R.; Tsetsarkin, K.;
Borland, E. M.; Powers, A. M.; Seymour, R.; Stinchcomb, D. T.; Osorio, J. E;;
Frolov, I.; Weaver, S. C. Novel chikungunya vaccine candidate with an IRES-
based attenuation and host range alteration mechanism. PLoS Pathog 2011, 7,
e1002142.

Bourjot, M.; Leyssen, P.; Eydoux, C.; Guillemot, J. C.; Canard, B.; Rasoanaivo, P.;
Guéritte, F.; Litaudon, M. Flacourtosides A-F, phenolic glycosides isolated from
Flacourtia ramontchi. J Nat Prod 2012, 75, 752—758.

Bourjot, M.; Leyssen, P.; Eydoux, C.; Guillemot, J. C.; Canard, B.; Rasoanaivo, P.;
Guéritte, F.; Litaudon, M. Chemical constituents of Anacolosa pervilleana and their
antiviral activities. Fitoterapia 2012, 83, 1076—1080.

Bourjot, M.; Delang, L.; Nguyen, V. H.; Neyts, J.; Guéritte, F.; Leyssen, P.;

Litaudon, M. Prostratin and 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate are potent and

177



Bibliografia

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

178

selective inhibitors of Chikungunya virus replication. J Nat Prod 2012, 75, 2183—
2187.

Allard, P. M.; Martin, M. T.; Dau, M. E. T. H.; Leyssen, P.; Guéritte, F.; Litaudon,
M. Trigocherrin A, the first natural chlorinated daphnane diterpene orthoester from
Trigonostemon cherrieri. Org Lett 2012, 14, 342-345.

Bassetto, M.; De Burghgraeve, T.; Delang, L.; Massarotti, A.; Coluccia, A.; Zonta,
N.; Gatti, V.; Colombano, G.; Sorba, G.; Silvestri, R.; Tron, G. C.; Neyts, J.;
Leyssen, P.; Brancale, A. Computer-aided identification, design and synthesis of a
novel series of compounds with selective antiviral activity against chikungunya
virus. Antiviral Res 2013, 98, 12—18.

Aguado, L.; Camarasa, M. J.; Pérez-Pérez, M. J. Microwave-assisted synthesis of
9-arylpurines. J Comb Chem 2009, 11, 210-212.

Send, D.; Dasgupta, A.; Sengupta, P. Synthesis of 2,6-disubstituted 9-arylpurines,
9-aryl-8-azapurines & related 5-phenylazopyrimidines & their biological activity.
Indian J chem Sect B Org incl Med 1985, 24, 952—-958.

Aguado, L.; Thibaut, H. J.; Priego, E. M.; Jimeno, M. L.; Camarasa, M. J.; Neyts,
J.; Pérez-Pérez, M. J. 9-Arylpurines as a novel class of enterovirus inhibitors. J
Med Chem 2010, 53, 316-324.

Barili, P. L.; Biagi, G.; Livi, O.; Scartoni, V. A facile “one pot” synthesis of 2,9-
disubstituted 8-azapurin-6-ones (3,5-disubstituted 7-hydroxy-3 H -1,2,3-
triazolo[4,5- d Jpyrimidines). J Heterocycl Chem 1985, 22, 1607—1609.

Hu, M.; Li, J.; Yao, S. Q. In situ “click” assembly of small molecule matrix
metalloprotease inhibitors containing zinc-chelating groups. Org Lett 2008, 10,
5529-5531.

Bertelli, L.; Biagi, G.; Calderone, V.; Giorgi, I.; Livi, O.; Scartoni, V.; Barili, P. L. 1-
(1,2,3-triazol-4-yl)-benzimidazolones, a new series of heterocyclic derivatives. J
Heterocyclic Chem 2000, 37, 1169-1173.

Loidreau, Y.; Marchand, P.; Dubouilh-Benard, C.; Nourrisson, M.-R.; Duflos, M.;
Lozach, O.; Loaéc, N.; Meijer, L.; Besson, T. Synthesis and biological evaluation
of N-arylbenzo[b]thieno[3,2-d]pyrimidin-4-amines and their pyrido and pyrazino
analogues as Ser/Thr kinase inhibitors. Eur J Med Chem 2012, 58, 171-183.
Baines, K. M.; Rourke, T. W.; Vaughan, K.; Hooper, D. L. 5-(Arylamino)-1,2,3-
triazoles and 5-amino-1-aryl-1,2,3-triazoles from 3-(cyanomethyl)triazenes. J Org
Chem 1981, 46, 856—859.

Miyashita, A.; Fujimoto, K.; Okada, T.; Higashino, T. Synthesis of fused

pyrimidinones by reaction of aminoarenecarboxamide with esters; Preparation of



(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

Capitulo 3

pyrrolo[2,3-d]-,  thieno[2,3-d]-, isoxazolo[5,4-d]-, and 1,2,3-triazolo[4,5-
d]pyrimidinones, and quinazolones. Heterocyles 1996, 42, no.

Markwalder, J. A.; Arnone, M. R.; Benfield, P. A.; Boisclair, M.; Burton, C. R;
Chang, C. H.; Cox, S. S.; Czerniak, P. M.; Dean, C. L.; Doleniak, D.; Grafstrom,
R.; Harrison, B. A.; Kaltenbach, R. F.; Nugiel, D. A.; Rossi, K. A.; Sherk, S. R.;
Sisk, L. M.; Stouten, P.; Trainor, G. L.; Worland, P.; Seitz, S. P. Synthesis and
biological evaluation of 1-aryl-4,5-dihydro-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-one
inhibitors of cyclin-dependent kinases. J Med Chem 2004, 47, 5894-5911.

Giorgi, I.; Bianucci, A. M.; Biagi, G.; Livi, O.; Scartoni, V.; Leonardi, M.; Pietra, D.;
Coi, A.; Massarelli, I.; Nofal, F. A.; Fiamingo, F. L.; Anastasi, P.; Giannini, G.
Synthesis, biological activity and molecular modelling of new trisubstituted 8-
azaadenines with high affinity for A1 adenosine receptors. Eur J Med Chem 2007,
42, 1-9.

Kuleshov, K. V; Rodin, O. G.; Perevalov, V. P. Synthesis of novel 5-piperidyl-
substituted 7-hydroxy-3H-1,2,3-triazolo[4,5-d]pyrimidines. Chem Heterocycl Comp
2006, 42, 276-290.

Corey, E. J.; Shibata, S.; Bakshi, R. K. An efficient and catalytically
enantioselective route to (S)-(-)-phenyloxirane. J Org Chem 1988, 8, 2861-2863.
Mathre, D. J.; Jones, T. K.; Xavier, L. C.; Blacklock, T. J.; Reamer, R. A.; Mohan,
J. J.; Jones, E. T. T.; Hoogsteen, K.; Baum, M. W.; Grabowski, E. J. J. A practical
enantioselective synthesis of alpha,alpha-diaryl-2-pyrrolidinemethanol.
Preparation and chemistry of the corresponding oxazaborolidines. J Org Chem
1991, 751-762.

Masui, M.; Shioiri, T. A practical method for asymmetric borane reduction of
prochiral ketones using chiral amino alcohols and trimethyl borate. Synlett 1997,
3, 273-274.

Yanagi, T.; Kikuchi, K.; Takeuchi, H.; Ishikawa, T.; Nishimura, T.; Kamijo, T.
Asymmetric borane reduction of prochiral ketones using aluminum triethoxide and
chiral amino alcohols. Chem Lett 1999, 11, 1203—-1204.

Hollis, F. J. NMR through the looking glass: uses of NMR spectroscopy in the
analysis and synthesis of chiral pharmaceuticals.
http://homepage.ntiworld.com/chemist/s442.pdf.

Rao, P. N. P.; Uddin, M. J.; Knaus, E. E. Design, synthesis, and structure-activity
relationship studies of 3,4,6-triphenylpyran-2-ones as selective cyclooxygenase-2
inhibitors. J Med Chem 2004, 47, 3972-3990.

179



Bibliografia

(58)

(59)

180

Aguado, L.; Canela, M. D.; Thibaut, H. J.; Priego, E. M.; Camarasa, M. J.;
Leyssen, P.; Neyts, J.; Pérez-Pérez, M. J. Efficient synthesis and anti-enteroviral
activity of 9-arylpurines. Eur J Med Chem 2012, 49, 279-288.

Chakraborty, A.; Dey, S.; Sawoo, S.; Adarsh, N. N.; Sarkar, A. Regioselective 1,3-
dipolar cycloaddition reaction of azides with alkoxy alkynyl Fischer carbene
complexes. Organometallics 2010, 29, 6619-6622.



Conclusiones generales

CONCLUSIONES GENERALES

Como ya se comentdé en la Introduccidon general, el caracter multidisciplinar de la
quimica médica hace que la investigacion en este campo se realice muy a menudo en
colaboracion con otros grupos. Asi, al trabajo de sintesis y caracterizacion estructural
hay que anadir la interpretacion de resultados bioldgicos, resultando una formacion
multidisciplinar. Los resultados mas relevantes de esta Memoria, agrupados por

capitulos, se comentan a continuacion.

En el Capitulo 1, y con el fin de mejorar la solubilidad acuosa del compuesto
antiangiogénico 5°-O-tritilinosina se han abordado distintas aproximaciones para la
preparacion de profarmacos mediante la conjugacion con oligopéptidos que puedan ser

reconocidos por la enzima CD26 y de este modo liberen el compuesto activo.

e Para la sintesis de conjugados a través de los OHs de las posiciones 2" 6 3'del
nucleésido, y utilizando una valina como nexo de union, se han preparado
conjugados tripeptidicos de secuencia Val-Pro-Val, Lys-Pro-Val y Asn-Pro-Val. En
una segunda aproximacion, y empleando el dipéptido Val-Pro como nexo de
unién, se han preparado los conjugados tetrapeptidicos de secuencia Lys-Pro-Val-
Pro.

e Sobre los profarmacos ftripeptidicos obtenidos se han realizado estudios de
solubilidad, estudios de estabilidad quimica en PBS y estudios de estabilidad
enzimatica frente a la enzima CD26 y en suero humano al 20%. Sobre el
profarmaco tetrapeptidico se han realizado estudios de solubilidad y estabilidad
quimica, siendo el que presenté un mayor incremento de solubilidad respecto a la
5°-O-tritilinosina, aproximadamente 2000 veces mas soluble, si bien su estabilidad
quimica es moderada. Los resultados obtenidos han llevado a proponer la sintesis
de nuevos derivados tetrapeptidicos de secuencia Asn-Pro-Val-Pro, en donde se
espera combinar una solubilidad, estabilidad quimica y reconocimiento por CD26
adecuados.

e Se ha preparado un derivado de la 5°-O-tritilinosina modificado en la posicién N-1
con un espaciador de glicol y un grupo amino prirmario terminal, el compuesto
1.29. Una vez confirmada su actividad antiangiogénica, se ha sintetizado un
profarmaco incorporando la secuencia Lys-Pro sobre el grupo amino. Este
profarmaco 1.32 es perfectamente estable en PBS, libera el compuesto patréon

(1.29) en presencia de la enzima CD26 en tiempos cortos y es 177 veces mas
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soluble que la 5°-O-tritilinosina. Los ensayos “in vivo” realizados hasta el momento
no han demostrado la actividad antitumoral deseada. Aun asi, el compuesto 1.29
merece ser explorado en otros ensayos asi como ser objeto de nuevas

modificaciones como la preparacion de profarmacos tetrapeptidicos.

En el capitulo 2 se recoge la sintesis de 8-aril y 8-piridil inosinas, su estabilidad en
distintos pHs, y su evaluacion como antivirales y como inhibidores de la enzima purina

nucledsido fosforilasa de varios organismos.

e La sintesis se ha llevado a cabo a partir de la 2°,3-O-isopropilideninosina
mediante reaccion de arilacion directa con yoduros de arilo o piridilo catalizada por
Pd/Cu. EI empleo de la calefaccion por microondas ha permitido una reduccion
muy significativa de los tiempos de reaccion. La obtencién de estos compuestos
con la pureza requerida para su evaluacion bioldégica ha sido posible gracias al
empleo de la resina Quadrasil® MP.

e Los estudios de estabilidad realizados a diferentes pHs muestran que las 8-aril y
8-piridil inosinas sintetizadas son perfectamente estables a pHs 7.4 y 5.0, mientras
que su vida media a pH = 1.2 es de aproximadamente 5 horas para las 8-
arilinosinas y de 10 horas para las 8-piridilinosinas.

o Los compuestos sintetizados no han presentado actividad antiviral ni citotoxicidad
a concentraciones de 100 yM.

e Los nucledsidos 2.30, 2.32 y 2.33, portadores de los grupos 3-OMe, 4-CF; y 3-CF;
en el arilo en posicion 8, respectivamente, han mostrado una inhibicion moderada
frente a la enzima purina nucledsido fosforilasa del Plasmodium falciparum. Esta
inhibicion enzimatica es ademas selectiva ya que no se ha observado inhibicion de
otras PNP (humana, E. coliy Mycoplasma hyorhinis).

¢ Se han medido las propiedades fluorescentes de los nucledsidos 2.30, 2.32 y 2.33,
y sus correspondientes bases. En concreto el compuesto 2.30 se incubd en

presencia de la enzima PfPNP resultando no ser sustrato de la misma.

El capitulo 3 se ha centrado en la busqueda de compuestos capaces de inhibir la
replicacion del virus reemergente chikungunya (CHIKV). En un amplio programa de
screening, se identificé un derivado [1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidina como un buen hit
dado su bajo peso molecular, su accesibilidad sintética y su novedad estructural

respecto a otros inhibidores descritos. En el desarrollo de este trabajo se ha llevado a
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cabo el disefio, la sintesis y evaluacion antiviral de este compuesto variando

sistematicamente los distintos fragmentos de la molécula.

Para llevar a cabo estas modificaciones se han empleado dos rutas sintéticas
diferentes. Una de ellas estaba puesta a punto por nuestro grupo de investigacion
a partir de la cual se obtenian las 3H-[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7(6H)-onas a
través de reaccién de anilinas con 4,6-dicloropirimidinas, posterior reaccion de las
pirimidin-4,5-diaminas con NaNO, e hidrolisis del 7-Cl al grupo ceto. La segunda
ruta se ha puesto a punto en esta tesis doctoral obteniéndose los compuestos
finales a partir de arilazidas, reaccion con cianoacetamida y cierre de anillo con
distintos ésteres.

Todos los compuestos sintetizados han sido evaluados frente a células Vero
infectadas con el virus de chikungunya. La evaluacion de estos compuestos han
permitido establecer la necesidad de la presencia de: 1) un sustituyente en la
posicion meta en el anillo aromatico (siendo los grupos acetilo, isopropoxi y 1-
(metoxiimino)etilo los que mejores datos de actividad han mostrado), 2) el grupo
carbonilo en la posicién 7, 3) el anillo de triazol y 4) el grupo etilo en posicion 5 del
heterociclo.

Los compuestos que mejores resultados de actividad han mostrado son 3.21b y
3.34a. Estos han supuesto una mejora entre 20 y 30 veces de la CEg, respecto a
nuestro prototipo (3.8). Ademas, no son citotdxicos y por lo tanto presentan un
buen indice de selectividad. Esta baja citotoxicidad ha permitido la seleccién de
cepas virales resistentes cuya secuenciacion apunta a una proteina viral como

posible diana molecular.
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