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Abreviaturas y acronimos.

Q

A

[o]
AA-AMP
ac
ACH
ACN
ACQ
ACTs
ADN
ADP
Alloc
AMP
AMPs
ARN
ARNm
ARNr
ARNt
ARS
ATP
Boc
Boc,0O
CCF
cispentacina

CPPs

Abreviaturas, acronimos y anexos

soporte polimérico

longitud de onda

rotacién éptica especifica

intermedio aminoacil-adenilato

solucion acuosa

acido a-ciano-4-hidroxicinamico

acetonitrilo
6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato
terapias de combinacién con artemisina
acido desoxirribonucleico

adenosina trifosfato

aliloxicarbonilo

aminoacil-adenilato

péptidos catiénicos antibacterianos naturales
acido ribonucleico

acido ribonucleico mensajero

acido ribonucleico ribosomal

acido ribonucleico de transferencia
aminoacil-ARNt sintetasa

adenosina trifosfato

terc-butoxicarbonilo

bicarbonato de di-terc-butilo

cromatografia en capa fina

acido (1R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico

cell penetrating peptides



Abreviaturas, acrébnimos y anexos

DBAD azodicarboxilato de dibencilo

DCAD azodicarboxilato de di-p-clorobencilo

DCM diclorometano

DEAD azodicarboxilato de dietilo

DIAD azodicarboxilato de diisopropilo

DPCDI N,N’-diisopropilcarbodiimida

DIEA N,N-diisopropiletilamina

DLM disefio de ligandos multiples

DMF N,N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido

DV vacuola digestiva

EDC-HCI hidrocloruro de 1-etil-3(3’-(dimetilamino)propil)carbodiimida
eq equivalente

Et,O dietiléter

Fmoc 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

Fmoc-Amp(Alloc)-OH acido (25,4 S)-4-Fmoc-amino-1-Alloc-pirrolidina-2-carboxilico
Fmoc-Amp(Boc)-OH acido (25,4 S)-4-Fmoc-amino-1-Boc-pirrolidina-2-carboxilico
GS GlidScore

HOBt-H,O 1-hidroxibenzotriazol monohidratado

HPLC cromatografia liquida de alta eficacia

HskKRS Lisil-ARNt sintetasa humana

Hz hertz

icofungipen acido (1R,2S)-2-amino-4-metilenciclopentanocarboxilico
IEC ciclo asexual intraeritrocitrico

J constante de acoplamiento

LDH lactato deshidrogenasa

LM ligandos multiples



m/z
MBHA
min

MS (ES")
MTBE
PBS
Pd(PPh;),
PfKRS-1
PfKRS-2
PMB

ppm

RBC
RMN
RP-HPLC
Ru(COD)(Me-alilo),
s

SPPS

t.a.

TFA

THF

TIS

tr

Trt

uv

viv

Abreviaturas, acronimos y anexos

relacidbn masa/carga

p-metilbenzhidrilamina

minuto

espectrometria de masas por electroespray
terc-butil-metil-éter

tampon fosfato salino
tetrakis(trifenilfosfina)-paladio(0)

Lisil-ARNLt sintetasa citosélica de P. falciparum
Lisil-ARNLt sintetasa apicoplastica de P. falciparum
p-metoxibencil éter

partes por millén

glébulos rojos humanos

resonancia magnética nuclear

cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa
bis-(2-metilalilo) (1 5-ciclooctadieno) rutenio (Il)
solido

sintesis de péptidos en fase sélida
temperatura ambiente

acido trifluoroacético

tetrahidrofurano

triisopropilsilano

tiempo de retencion

tritilo

ultravioleta

volumen/volumen

desplazamiento quimico



Abreviaturas, acrébnimos y anexos

Anexo 1. Aminoacidos naturales.

Aminoacido Estructura
o]
Asp  L-acido OH
(D) aspartico HN OH
o]
O+ OH
Glu L-acido
(E) glutamico HoN OH
o]
Ala
L-alanina HZNJ\”/OH
(A) o)
H
N _NH,
Arg
L-arginina NH
(R) HoN OH
o]
o]
Asn NH
L-asparagina oH
(N) HoN
o]
L-cisteina OH
HyN
(C) I
Phe
L-fenilalanina
(F) HNT
o]
Gly OH
L-glicina HN" Y
(G) 0
Ox_NH,
GIn
L-glutamina
Q) Ny O
o]
HN\
His <N
L-histidina
(H) HoN” >y O
o]

lle
L-isoleucina
) HoN OH
0
Leu
L-leucina
(L) HN "
o)
NH,
Lys
K L-lisina
(K) BN OH
0
S/
Met
L-metionina
(M) HN7 O
0
Pro
L-prolina (Nj\,(OH
(P) H o
Ser L’O(H
L-serina OH
H,N
(S) I
OH
Tyr
L-tirosina
(T) H,N OH
0
Thr j;"(“
L-treonina OH
H,N
() I
Trp . ~_ NH
(W) L-triptéfano z
HoN
o]
Val _ oH
V) L-valina HoN
(0]




Abreviaturas, acronimos y anexos

Anexo 2. Aminoacidos especiales empleados en el presente trabajo.

Aminoacido Estructura

H,N

acido (28S,4S)-4-amino-L-prolina (Amp) Z>)\(0H
N

H O

HO,

L-hidroxiprolina

(Ao
N

H O

L-tialisina

HZNLH/OH

NH,

S

(e}

Anexo 3. Grupos protectores empleados en el presente trabajo.

Abreviatura Compuesto Estructura
. . . O
Alloc aliloxicarbonilo ;\JLO/\/
B butoxicarbonil %
oc terc-butoxicarbonilo ;\%LO
0
3K
Fmoc 9-fluorenilmetiloxicarbonilo '
O\
PMB p-metoxibencil éter \</©/
Trt Tritilo




Abreviaturas, acrébnimos y anexos

Anexo 4. Soportes sdlidos y espaciadores bifuncionales utilizados en el

presente trabajo.

Nombre Estructura

Resina MBHA ( ) = Poliestireno
NH

(p-metilbenzhidrilamina)

espaciador bifuncional Rink Amida

U Ra,
acido p-{(R,S)-a-[1-(9-fluorenil)metoxicarbonilamino]-2,4-

dimetoxibencil}-fenoxiacético ONHN Eoc

Anexo 5. Agentes de acoplamiento y aditivos utilizados en la sintesis de

compuestos en fase sélida y en solucién descrita en el presente trabajo

Abreviatura Compuesto Estructura

DBAD azodicarboxilato de dibencilo ©/\ \/©

DCAD azodicarboxilato de di-p-clorobencilo /@/\ \/©/
cl

o)
DEAD azodicarboxilato de dietilo /\OJLN’/NTO\/
o)
o)
DIAD azodicarboxilato de diisopropilo J\OJ\N’/N 0
b j/
o)
DPCDI N, N -diisopropilcarbodiimida >n=c=Nn—<
EDC-HCI hidrocloruro de 1-etil- N \N=een—
3(3’(dimetilamino)propil)carbodiimida o
N,
HOBtH,O0  1-hidroxibenzotriazol @ENf” "0
OH

vi
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Introduccién y objetivos

1. Introduccion

1.1 La malaria causada por P. falciparum

Plasmodium es un parasito del género de protistas del filo apicomplexa del que se
conocen 175 especies; de estas, se han identificado cinco especies parasitarias que
causan malaria en humanos; P. falciparum, la especie mas mortal en humanos, P. vivax,
P. malariae, P. ovale y P. knowlesi, que ha sido detectada recientemente’. El ciclo de
infeccion del parasito afecta al sistema nervioso, al sistema hepatico y al sistema renal del
huésped. Sus sintomas son parecidos a un estado gripal incluyendo dolor de cabeza,
nauseas y ciclos de fiebres altas. Los casos severos de malaria causados por P.
falciparum pueden provocar estados de coma, insuficiencia respiratoria, anemia severa e
incluso la muerte. Las mujeres embarazadas, los nifios menores de 5 afios y los ancianos

son particularmente susceptibles a las infecciones de este parasito.

En el dltimo informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estimaron para
2010, 219 millones de casos de malaria y 660.000 muertes en todo el mundo. Aunque la
mayoria de casos y muertes provocadas por la malaria (el 90%) se producen en Africa,
aproximadamente la mitad de la poblacion mundial esta expuesta a su contagio (Figura 1.
1). El incremento en la prevencion y los esfuerzos para controlar dicha enfermedad han

reducido la tasa de mortalidad un 26% desde el afio 2000.2

[ Malaria free
[ PAPI < 0.1%0

W PR, = 0% - 5%
Wl FPR, = >5% - <40%
Wl AR, == 40%

Yo

Figura 1. 1. Distribucion geografica del endemismo de Plasmodium falciparum en 2010, en el que se indican las

predicciones del indice de P. falciparum (PfPR) de 2 a 10 afios vista®.

Las caracteristicas biolégicas mas destacadas en que se sustenta la eficacia de este
parasito son su alto indice de multiplicacion asexual, su capacidad para invadir eritrocitos
de todas las edades y el caracter elusivo que presenta frente al sistema inmune del
huésped*. Teniendo en cuenta el gran impacto que causa este patdgeno en la salud

humana, los resultados limitados que se han alcanzado para su erradicacion, no obstante
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el enorme esfuerzo invertido, ponen de manifiesto el desconocimiento actual de las bases

biologicas del parasito, asi como la gran complejidad de esta enfermedad®.

1.2 Ciclo de vida del P. falciparum

El P. falciparum tiene un ciclo biolégico muy complejo, en el que interviene un agente
vector, la hembra del mosquito Anopheles, y un huésped vertebrado, entre los que se

encuentra el ser humano entre otros animales (Figura 1. 2).

El ciclo empieza con la picadura de un mosquito hembra Anopheles portadora de
esporozoitos del parasito en sus glandulas salivales. Los esporozoitos entran en el cuerpo
y migran al higado, donde infectan los hepatocitos mediante una division asexual multiple,
transformandose en merozoitos que, tras lisar las células hepaticas, entran en el torrente
sanguineo. Cabe remarcar que dos especies del Plasmodium (vivax y ovale) son capaces
de permanecer latentes en la etapa hepatica, en forma de hipnozoito, hasta un maximo de
30 afios después de la infeccion inicial en el ser humano®. Posteriormente, en la etapa
eritrociticas o sanguinea, los merozoitos infectan los eritrocitos, estableciendo un nuevo
ciclo periddico, conocido como ciclo asexual intraeritrocitico (IEC), que dura
aproximadamente 48 horas. El proceso de invasion de los merozoitos, que empieza entre
los 7 y 15 dias posteriores a la infeccion inicial, consta de distintas etapas y comporta
numerosas interacciones moleculares, algunas de las cuales siguen siendo desconocidas.
El IEC se inicia con una reorientacion del polo apical del merozoito para formar uniones
estrechas con la membrana superficial del eritrocito. A continuacion, la invasién del
huésped viene mediada por una vacuola conocida como parasitophorous vacuole (PV)'.
Una vez dentro del eritrocito, el parasito se desarrolla en distintos estadios morfolégicos

conocidos como anillo (ring), trofozoito y esquizonte (schizont).

Figura 1. 2. Ciclo de vida
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Todos los sintomas que causa la malaria estan asociados a este periodo, durante cuyo
transcurso el parasito segrega numerosas proteinas que son expuestas en la superficie de
los eritrocitos infectados; estas proteinas, no son reconocidas de forma efectiva por el

sistema inmunitario del huésped.

En su fase tardia, los merozoitos, (esto es, los esquizontes), sufren mdultiples divisiones
mitoticas. Cada esquizonte da lugar aproximadamente a 16 merozoitos nuevos, que seran
liberados al torrente sanguineo mediante la lisis del eritrocito. Algunos de ellos se
diferencian en células sexuales, gametocitos femeninos y masculinos, que seran
transportados de nuevo por una hembra de Anopheles. Es en el mosquito donde tiene
lugar el ciclo sexual del Plasmodium. La unién de los gametos en su intestino forma un
cigoto mévil que se divide y da lugar a nuevos esporozoitos, que son transportados a las

glandulas salivares, completandose asi el ciclo vital del parasito®.

1.3 Terapias contra la malaria

Las infecciones provocadas por parasitos son una importante causa de morbilidad y
mortalidad mundial. La quimioterapia tiene un papel muy importante no sélo en el
tratamiento individual de pacientes, sino también a nivel global para controlar, reducir e
intentar erradicar la transmision de infecciones. Hoy en dia, aunque son muchos los
esfuerzos realizados por los investigadores, las vacunas para prevenir enfermedades
transmitidas por parasitos como la malaria, la leishmaniosis o la esquistosomiasis estan

aun en fase de desarrollo®™.

Las investigaciones para combatir la malaria se centran en desarrollar vacunas eficientes,
controlar el mosquito que ejerce de vector y crear nuevos farmacos''. Los métodos para
controlar el mosquito Anopheles, no han sido del todo efectivos, aunque han ayudado a
reducir la mortalidad'®. Para frenar la creciente resistencia de los parasitos, ante los
farmacos existentes, numerosas investigaciones se centran en la busqueda de agentes
capaces de inhibir dianas terapéuticas esenciales e independientes de los mecanismos de

resistencia de los parasitos’”.

1.3.1 Quimioterapia antimalarica

La quinina, un alcaloide presente en la corteza del quino, fue el primer tratamiento efectivo
contra la malaria en el siglo XVIl. Su uso como monoterapia antipaludica duré hasta el
1940, cuando fue reemplazada por la cloroquina que aparte de ser un compuesto mas
economico, presentaba mayor eficacia y tolerabilidad. Aunque desde 2006 la OMS no

recomienda el tratamiento de la malaria con quinina como monoterapia, se sigue utilizando
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en casos severos de malaria y en combinacién con otros antibiéticos para combatir las

cepas resistentes a la artemisina’®.

La cloroquina, pertenece al grupo de las 4-aminoquinolinas, del cual se han sintetizado
distintos derivados como la amodiaquina y la piperaquina. Fue el primer antimalarico
sintético y el que ha demostrado una mayor eficacia hasta la fecha. No obstante, la lenta
degradacion del farmaco, con un tiempo de vida medio de 60 dias, expone al parasito un
periodo prolongado durante el cual la concentracion del farmaco no es terapéutica,

induciendo una rapida aparicion de resistencia.

Durante décadas se ha investigado el modo de accion de las 4-aminoquinolinas, siendo la
cloroquina el farmaco mas estudiado. Su caracter de base débil permite que el farmaco
atraviese las membranas celulares, hasta llegar a la vacuola digestiva (DV) del parasito,
donde es desprotonado debido al pH acido de esta y acumulado en su interior. Una vez
dentro de la DV, la cloroquina se une a la hematina, provocando la muerte del parasito

como se describira posteriormente®.

La aparicion de cepas resistentes a la cloroquina'®, pocos afios después de su
introduccion, forz6 el uso de otros farmacos para el tratamiento de la malaria. Son
ejemplos farmacos como el antifélico sulfadoxina en combinacion con la pirimetamina; un
inhibidor de la sintesis de purinas y pirimidinas, la mefloquina; un derivado de la quinina
conocida comercialmente como Lariam® o bien el Malarone® que combina la atovacuona
con el proguanilo. Sin embargo, el uso de dichos farmacos no fue efectivo para controlar la
enfermedad, siendo remplazados por el producto natural artemisina, aislado de la planta A.

17,18,19

annua y sus derivados sintéticos mas solubles, como la arteméter, la artesunante y

la dihidroartemisina (Figura 1. 3).

Hoy en dia, para tratar la malaria se recomienda el uso de combinaciones de farmacos con
distintos modos de accién, retardando de este modo el desarrollo de nuevas resistencias.
Desde 2001 la OMS recomienda el uso de terapias de combinacion con artemisina (ACTs)
en todas las areas endémicas para combatir la malaria®’. La artemisina y sus derivados
destacan por su rapida eficacia y se combinan con farmacos como lumefantrina,
mefloquina, amodiaquina, sulfamidas/pirimetamina, piperaquina y clorproguanilo/dapsona

que son de accion retardada.

Actualmente no se conoce ningun tratamiento de la malaria con la misma eficacia y
tolerabilidad que el uso de ACTs. No obstante, la implantaciéon de las ACTs esta limitada
por su elevado coste econdmico, asi como el escaso numero de farmacos
multicomponentes existentes que facilitan su administracion y control del tratamiento.
Ademas, el reciente descubrimiento de la resistencia in vivo de P. falciparum frente al

tratamiento con ACTs en algunas zonas de Tailandia y Camboya?', donde histéricamente
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se detectaron los primeros focos resistentes de otros antimalaricos, ponen de manifiesto la

necesidad inmediata de descubrir nuevos farmacos.
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Figura 1. 3. Estructura quimica de algunos farmacos antipaltdicos.

Por otro lado, se encuentran en desarrollo diferentes vacunas, aunque actualmente no
existe ninguna completamente efectiva contra la malaria. El candidato mas prometedor,
que se encuentra en fase clinica lll avanzadazz, es la vacuna RTS,S, conocida también
como Mosquirix, desarrolladla por PATH, GlaxoSmithkline (GSK) y la fundacién de Bill &
Melinda Gates. Esta vacuna actua a nivel pre-eritrocitario y se basa en la proteina
circumsporozoite (CSP). Dicha proteina es la mas abundante en la membrana de los
esporozoitos y es imprescindible para que el parasito invada los eritrocitos®. Se ha
demostrado que RTS,S, es una vacuna segura y con un buen indice de tolerabilidad. Su
administracion ha reducido los episodios clinicos y severos de malaria a un 50% de los
nifios tratados, de edades comprendidas entre 5 y 17 meses, y a una tercera parte de los
bebés asistidos, de entre 6 y 12 semanas de vida. Se prevé que hasta 2015 no saldra

dicha vacuna al mercado.
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Para erradicar la malaria, ademas de campafias de prevencion para controlar el vector que
la transmite y herramientas diagnésticas rapidas vy fiables, se requieren farmacos que sean
tolerables, eficaces y econdmicos. Pues, dependiendo de la gravedad de la enfermedad v,
del estado inmune del paciente, asi como de su naturaleza, son necesarias combinaciones

de farmacos con diferentes modos de accién para garantizar la salud publica mundial.

1.3.2 Resistencia farmacoldgica

En las ultimas décadas, el tratamiento de la malaria ha sido complejo y muchas veces
ineficaz, debido a un diagnostico dificil y tardio, seguido por un tratamiento escaso e
inadecuado. Todo esto se suma a una creciente resistencia, en distintas zonas endémicas,

hacia todos los farmacos empleados hasta la fecha?*?® (Tabla 1. 1).

. .. Ano de introduccion Ano de aparicion de la Periodo
Farmacos antimalaricos : . .
del farmaco resistencia de uso
Quinina 1632 1910 278
Cloroquina 1945 1957 12
Proguanilo 1948 1949 1
Sulfonamidas/Pirimetamina 1967 1967 <1
Mefloquina 1977 1982 5
Atovacuona 1996 1996 <1
Artemisina y derivados 1971 2006 35

Tabla 1. 1. Fecha de la introduccion del farmaco y del descubrimiento de resistencia frente a P. falciparum?

La resistencia farmacolégica se debe en gran medida a la evolucion espontanea del
parasito. Las mutaciones genéticas de los parasitos permiten una cierta tolerabilidad al
farmaco debido a una disminucién de la afinidad hacia la diana terapéutica®’. El
mecanismo molecular de la resistencia hacia algunos farmacos antimalaricos ha sido
atribuido a una menor concentracion intracelular del farmaco (disminucién del influjo y un
aumento del eflujo o secuestro del compuesto). Algunas fuentes causantes son la
administracion de dosis farmacolégicamente insuficientes, asi como el creciente uso de
profilacticos antimalaricos por parte de los viajeros. Dichos factores contribuyen a la
supervivencia y reproduccion de los parasitos?® que se reflejan en un aumento de casos de
malaria. La resistencia farmacolégica comporta un riesgo para la salud publica® que
podria prevenirse mediante la combinacién de antimalaricos con distintos mecanismos de

accion, siempre y cuando su dosis sea correcta y esté estrictamente controlada®.
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1.4 Dianas terapéuticas para el tratamiento de la malaria

En las dos ultimas décadas, numerosos avances en la investigacion de la malaria han
tenido lugar gracias a la secuenciaciéon genémica de distintas especies apicomplejas, asi
como el genoma de P. falciparum. Hoy en dia se sigue desconociendo la funcionalidad de
muchos de los genes y de las proteinas expresadas por el parasito. Sin embargo, los
avances en trancriptomica, protedmica y herramientas bioinformaticas han permitido
ampliar los conocimientos de las bases bioquimicas del parasito. Dichas herramientas han
permitido detectar nuevas dianas terapéuticas®, algunas de las cuales no han sido
validadas. Las dianas terapéuticas descubiertas hasta la fecha pueden ser clasificadas

segun su localizacion®.

1.4.1 Dianas citosoélicas

En el citosol tienen lugar numerosas vias metabdlicas que involucran un gran numero de
enzimas. La mayoria de ellas resultan esenciales para la supervivencia del parasito, por lo
que se consideran posibles dianas terapéuticas. No obstante, muchas vias metabdlicas
estan conservadas evolutivamente. Es decir, tanto el parasito como el huésped las
comparten, hecho que dificulta inhibirlas selectivamente. Sin embargo, se han detectado
algunas que son susceptibles de ser inhibidas sin causar toxicidad en humanos, como es

el caso de la sintesis del acido folico>.

Distintos compuestos como la pirimetamina, el proguanilo, la sulfadoxina y la dapsona han
mostrado actividad frente a parasitos y bacterias, inhibiendo selectivamente la dihidrofolato
reductasa (PfDHFR) o la dihidropteroato sintetasa (PfDHPS). Estas dos enzimas son
esenciales para la produccion de ADN, ARN y proteinas. A pesar de ser una diana
terapéutica validada para el tratamiento de la malaria, la resistencia debida a mutaciones
en las enzimas antes nombradas aparece rapidamente tras la administracion del

farmaco®*.

Por otro lado, el P. falciparum no es capaz de sintetizar purinas, por lo que utiliza
intermedios en la ruta de degradacion de los nucleé6tidos del huésped para la sintesis de
nuevos nucleétidos. La principal fuente de purinas para el parasito proviene de la
hipoxantina, por 1lo que se considera a la enzima hipoxantina-guanina

fosforibosilotransferasa (HGPRT) una potencial diana terapéutica®.

La glucdlisis, a partir de la cual se obtiene energia mediante la oxidacion de la glucosa, es
otra via metabdlica del parasito que puede ser alterada. Una de las enzimas mas
expresadas en P. falciparum es la lactato deshidrogenasa (LDH). Dicha enzima es

indispensable para el ciclo de vida anaerébico del parasito. Se ha demostrado que la
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enzima LDH del P. falciparum difiere de la enzima
homéloga humana por lo que puede ser inhibida
selectivamente. El compuesto que valida dicha diana

terapéutica es el gosipol, un polifenol derivado de la planta

del algoddén, que compite con NADH para unirse a la

enzima del parésito36 (Figura 1. 4). Figura 1. 4. Estructura quimica del
gosipol.

1.4.2 Dianas en las membranas

Teniendo en cuenta la gran cantidad de fosfolipidos que necesita el parasito para la
produccidon de membranas, la sintesis de fosfolipidos constituye una diana terapéutica
sugestiva para el tratamiento de la malaria. El P. falciparum secuestra la colina sintetizada
por el huésped para formar la fosfatidilcolina; el fosfolipido de membrana mas abundante
del parasito. A partir del descubrimiento del modo de accion y la efectividad antimalarica in
vitro e in vivo® del compuesto G25, se ha identificado la inhibicion del transporte de la

colina como estrategia terapéutica.

Las quinasas, como la proteina dependiente de calcio del P. falciparum (PfCDPK1), se
consideran posibles dianas terapéuticas®. A partir de métodos computacionales y estudios
filogenéticos, se han encontrado diferencias significativas entre las proteinas quinasas del
parasito y del huésped. Dicha enzima puede ser inhibida selectivamente sin alterar la

funcionalidad de las homélogas del huésped*®.

Otra ruta importante para la supervivencia del parasito es el transporte de nutrientes a
través de las membranas celulares. Aunque los mecanismos de transporte del parasito
siguen siendo poco comprendidos, es sabido que las vias enddgenas del transporte de los
eritrocitos infectados estan alteradas. Estas pueden ser inhibidas selectivamente gracias a

las divergencias con los mecanismos de transporte de los eritrocitos sanos™.

1.4.3 Dianas en la vacuola digestiva

El P. falciparum contiene una vacuola digestiva donde la hemoglobina de los eritrocitos es
degradada, liberandose el grupo hemo. Durante dicho proceso se forma a-hematina que el
parasito polimeriza formando cristales insolubles de hemozoina (B-hematina). Asi se evita
la permeabilizacion de la membrana celular que conlleva a la muerte del parasito. Este
proceso de desintoxicacion es esencial para el Plasmodium. Algunos farmacos

antimalaricos como la cloroquina inhiben dicho proceso (Figura 1. 5).

Anuque se desconoce la diana especifica de la artemisina y sus derivados, algunas
investigaciones apuntan a una alteracion de la vacuola digestiva. En este caso, la toxicidad
del farmaco proviene de la formacion de radicales libres que producen estrés oxidativo y

causan la muerte del parasito. No obstante, otras investigaciones identifican la diana
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terapéutica de la artemisina fuera de la vacuola digestiva, inhibiendo concretamente el
41

reticulo sacro-endoplasmatico Ca**-ATPasa (SERCA)
Cabe mencionar que la hidrélisis de la hemoglobina esta mediada por
metaloaminproteasas cisteina y aspartico proteasas (falcipainas y plasmepsinas
respectivamente). Se ha demostrado que la inhibicion de ambas clases de proteasas
provoca un efecto sinérgico antimalarico®®. Existen distintos farmacos comerciales
utilizados en el tratamiento de la diabetes, la trombosis y el cancer entre otros que actiuan
inhibiendo dichas enzimas*®. Sin embargo, actualmente no existe en el mercado ningdn

farmaco antimalarico con este modo de accion.
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Figura 1. 5. Mecanismos de la degradacion de la hemoglobina y hemo desintoxicacion en eritrocitos infectados

por P. falciparum. Figura extraida de Mambu y Grellier, 2008*.

1.4.4 Dianas mitocondriales

La atovacuona, un antimalarico relativamente nuevo, inhibe el transporte de los electrones
actuando en el ubiquinol citocromo-c-reductasa (complejo Ill). Dicho farmaco colapsa el
potencial de membrana mitocondrial. El compuesto tiene una potente actividad
antimalarica, aunque no obstante las mutaciones en dicha enzima aparecen rapidamente,
lo que conlleva una resistencia al farmaco, por lo que no resulta apropiado su uso como

monoterapia®.
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1.4.5 Dianas en el apicoplasto

El apicoplasto es un organulo presente en todos los apicomplejos, con excepcion de
Cryptosporidium spp. Tiene caracter bacteriano, esta evolutivamente bien conservado y
fue descubierto hace relativamente poco®®. Aunque es un organulo esencial para la

supervivencia del parasito, se desconoce su funcionalidad principal.

Si bien su origen sigue siendo motivo de debate®’, la hipdtesis mas aceptada explica la
integracion de dicho organulo mediante una endosimbiosis secundaria. La primera
simbiosis se origind entre una cianobacteria y una célula eucariota, dando lugar a un alga,
seguida de una segunda simbiosis entre el alga y otra célula eucariota, explicandose asi la
procedencia de las cuatro membranas de diferente composicion que rodean al orge’mulo48
(Figura 1. 6). Una de las peculiaridades de este organulo es su similitud con el cloroplasto
de las plantas, aunque carece de funcionalidad fotosintética, por lo que se sospecha que el

alga que fue endocitada tiene un origen comun con los dinoflagelados.

/_ —R Cyanobactarium fﬁ_‘_\\ P Land plants
@0 e
ukaryote //_‘{7 -
e
= @@
@ <N> Cryptophytes
e e Dlntorns

Figura 1. 6. Filogenia simplificada del apicoplasto; hipétesis del origen del apicoplasto, procedente de una

endosimbiosis secundaria. Figura extraida de Wiesner, J., 2008.4

Partiendo de la informacion del genoma del P. falciparum vy utilizando métodos
bioinformaticos, se han identificado distintas rutas metabdlicas del apicoplasto*® como son
la sintesis anaerobica de acidos grasos, la sintesis de isoprenoides, la sintesis del grupo
hemo y la biogénesis de clusters Fe-S (Figura 1. 7). Estas rutas metabdlicas, aparte de ser
esenciales para el parasito son de origen bacteriano, por lo que difieren completamente de

las rutas analogas utilizadas por las células eucariotas del huésped™.
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Fatly acids

FASI pathway |
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AL F’mtems

Fe5 cluster synihesis |

Figura 1. 7. Funciones biolégicas y rutas metabdlicas que tienen lugar en el apicoplasto. (Figura adaptada de
Botté, C. Y, 2012*%).

No obstante, para que un compuesto alcance e interfiera con la funcionalidad del
apicoplasto, tiene que cruzar como minimo siete membranas celulares entre ellas la
plasmatica de un eritrocito infectado, la de la vacuola parasitaria, la plasmatica del P.
falciparum y las cuatro membranas que envuelven el apicoplasto. Aunque no cabe duda de
que el apicoplasto es una diana terapéutica dificil de alcanzar, algunos antibiéticos han
sido utilizados para combatir infecciones provocadas por parasitos apicomplejos durante

su estadio asexual, que tiene lugar en los eritrocitos del huésped*.

La mayoria de ellos actuan interceptando la maquinaria de replicacion, transcripcion y
traduccion del ADN bacteriano del apicoplasto. Son ejemplos de estos antibiéticos las
quinolinas y fluoroquinolinas (norfloxacino y ciprofloxacina) o la rifampicina, un inhibidor de
la ARN polimerasa bacteriana que también es efectivo para el tratamiento de la malaria.
Se ha demostrado que algunos antibiéticos clasicos como las tetraciclinas (tetraciclina,
doxiciclina y minociclina), los macrolidos (espiramicina y azitromicina), las lincosamidas
(lincomicina, clindamicina y pirlimicina) y el cloranfenicol inhiben las funcionalidades del

apicoplasto, por lo que han sido utilizados como terapia antipaludica. (Figura 1. 8).

Los compuestos que actuan interfiriendo la codificaciébn proteica a nivel apicoplastico
tienen una caracteristica comun: su actividad tiene efecto retardado. Los parasitos mueren
durante el segundo ciclo intracelular de infeccion, o lo que seria lo mismo, a las 96 horas

de la administracién del farmaco.
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Figura 1. 8. Antibioticos clasicos que actuan en el apicoplasto. Figura extraida de Wiesner, J., 2008%.

Este retraso en la actividad es conocido como delayed death effect y se mantiene aunque
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el farmaco sea eliminado por completo antes del
de

aproximadamente 48 horas® (Figura 1. 9).

primer  ciclo infeccion, que  dura

Aparentemente, la inhibicion de la expresion

génica del apicoplasto no interfiere con las

funciones metabdlicas del organulo y el parasito

Figura 1. 9. Tinciones de Giemsa durante los distintos
estadios morfolégicos que sufren los merozoitos de P.
falciparum durante su ciclo asexual intraeritrocitico (IEC) que
dura aproximadamente 48h. Figura extraida de Bozdech, Z.,
2003°%".
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es capaz de crecer y reproducirse con normalidad, liberando nuevos merozitos. No
obstante, una vez las células hijas establecen una nueva infeccién, su apicoplasto es
incapaz de importar y procesar proteinas codificadas en el nucleo. Esto bloquea la
segregacion y la division celular, por lo que los merozitos no son capaces de completar su
ciclo vital y mueren. Dicha caracteristica pone de manifiesto que los farmacos que inhiben
el apicoplasto son de actuacion lenta, por lo que pueden usarse a nivel clinico como

terapia combinada con farmacos de actuacion rapida o bien como profilacticos.

Por el contrario, los compuestos que inhiben directamente enzimas involucradas en
procesos metabdlicos que tienen lugar en el apicoplasto, como la tiolactomicina y el
triclosan® en la sintesis de acidos grasos o la fosmidomicina®, que inhibe la sintesis de

los isoprenoides (Figura 1. 10) no presentan delayed death effect (Tabla 1. 2).

Cl OH oH o
(0] o H [ll\/\/i:!‘\
/©/ \©\ hig OPH  Figura 1. 10. Antibiéticos que inhiben
cl c O

procesos metabolicos del apicoplasto y

tiolactomicina triclosan fosmidomicina
no producen delayed death effect.
L. L. ) . . Delayed
Actividad metabdlica Farmaco Diana terapeutica death effect
Replicacién del ADN ciprofloxacina plastido ADN topoisomerasa Il (gyrA) *
Transcripcion ARN rifampicina plastido RNA polimerasa (rpoB) **
Traduccién de proteinas clindamicina plastido 23S rRNA (rrnL) si
eritromicina si
aztromicina si
spiramicina si
micrococcina si
cloranfenicol si
doxiciclina plastido 16S rRNA (rrnS) si
tetraciclina si
amitiamicina factor de elongacién Tu (tufA) no
Biosintesis IPP fosmidomicina DOXP reductoisomerasa no
Biosintesis de acidos grasos tiolactomicina B-cetoacilo-APC sintetasa Il (fabH) no
triclosan enoil-ACP reductasa (fabl) no

Tabla 1. 2. Farmacos que tienen como diana terapéutica el apicoplasto de P. falciparum®®. *La
ciprofloxamicina es mas activa a las 96 horas que a las 48 horas, pero la diferencia de ICs0 no es
suficientemente significativa como para considerarlo delayed death effect®. **En la literatura existe controversia
sobre el efecto de la rifampicina; algunos autores consideran que su actuacion es retardada, mientras que otros

opinan que su administracién no presenta delayed death effect™”®".
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1.5 El genoma de P. falciparum

El P. falciparum contiene un genoma de 22.8 Mb compuesto por 14 cromosomas lineales,
un genoma circular apicoplastico y un genoma lineal mitocondrial. Cada uno de estos tres
organulos (Figura 1. 11) requiere de su propia maquinaria de transcripcion y traduccion

genética para la supervivencia del parasito®®.

Se estima que un 60% del marco abierto de lectura (ORF)
del genoma de dicho parasito diverge en la similitud de su
Apical secuenciacion con respecto al genoma del resto de
Complex organismos conocidos®®. El genoma de P. falciparum
Apicoplast codifica proteinas mas largas que los genes homélogos de
otras especies y contiene un alto indice (~80%) de regiones

- _ Kitochandrion
A-T.

Hucleus Se ha demostrado que al menos el 60% del genoma del P.

falciparum se transcribe durante el estadio intraerocitario.

Dicha transcripcion estd extremadamente regulada
mediante una cascada de transcripciones que ocurre una
sola vez por ciclo y en el momento idéneo. Primero se

Figura 1. 11. Esquema estructural - yanseriben los genes que corresponden a  procesos

del P. falciparum donde se i . i
celulares generales como la sintesis de proteinas.

muestra el complejo apical y los
tres organulos que contienen ADN, Posteriormente, se  transcriben  funcionalidades mas
(Figura adaptada de Botté, C. Y, especificas como los genes involucrados en la invasion de

49 . .
2012%). eritrocitos®.

1.5.1 La traduccion genética del Plasmodium

A pesar de que el sistema de traduccion genética de P. falciparum sigue estando poco
caracterizado, la informacién que se puede obtener es extremadamente util para la

identificacion de nuevos compuestos quimioterapéuticos®.

Como se ha sefalado anteriormente, el Plasmodium contiene tres organulos donde tiene
lugar la traduccidn genética. Los mecanismos de traduccion del citoplasma tienen caracter

eucariético, mientras que los otros dos organulos tienen componentes procariéticos.

En el genoma nuclear del P. falciparum se han encontrado 46 genes ARNt que codifican
45 ARNLt isoaceptores distintos. El genoma apicoplastico contiene 35 genes que codifican
26 ARNt isoaceptores. La caracteristica mas notable es que el genoma nuclear del

parasito difiere de los eucariotas porque existe una sola copia para cada ARNt isoaceptor.
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En el citoplasma se transcriben aproximadamente 5385 genes codificados por el genoma
nuclear, mientras que el genoma circular del apicoplasto, de solo 35 Kb, codifica menos de
50 genes®’, entre ellos los que estan relacionados con procesos metabolicos basicos como
ARN ribosomal (ARNr), ARN de transferencia (ARNt), proteinas ribosomales y factores de
elongacion Tu (EF-Tu). En general, el apicoplasto codifica menos de 50 proteinas®. Sin
embargo, el proteoma del apicolasto es suplementado con proteinas codificadas en el
nucleo. Dichas proteinas son posteriormente transportadas mediante un péptido sefal al
apicoplasto. Se calcula que un total de 551 proteinas sintetizadas en el nlcleo del parasito

tienen como destino el apicoplasto®.

Por otro lado, el genoma de la mitocondria del Plasmodium, de solo 6Kb, es el mas
pequefio que se conoce hasta la fecha. EI genoma mitocondrial no codifica genes de
ARNL, pero si pequefios fragmentos de ARNTr, por lo que importa el ARNt y las proteinas
necesarias para la traduccion. En la mitocondria se codifican tan sélo tres proteinas: las
subunidades | y Ill del citocromo ¢ oxidasa (Cox1 y Cox3) y el citocromo b (Cytb)®.
Aunque se desconoce la maquinaria de transcripciéon de dicho organulo, hay evidencias
indirectas, como la resistencia al atovaquona mediante la mutacion del Cytb®®, que

sugieren que la transcripcion y la traduccién en la mitocondria es activa y esencial.

1.6 Aminoacil ARNt sintetasa (ARS)

Las enzimas ARS son muy especificas, esenciales y conservadas. Cada especie contiene
como minimo 20 ARS distintas, una por cada aminoacido. Dichas enzimas son las
responsables de la sintesis proteica mediante la traduccion de la informacion genética
contenida en el ARN mensajero (ARNm). La insercion de un aminoacido en una
determinada posicion durante la sintesis de proteinas viene determinada por los codones
(unidades de trinucledtidos) del ARNm®. Estos son reconocidos por el anticodon presente
en el ARNt. El reconocimiento entre los tripletes del mensajero y los anticodones de los
ARNt cargados con su correspondiente aminoacido, asi como el establecimiento de los
enlaces peptidicos entre dos aminoacidos sucesivos tiene lugar en los ribosomas (Figura
1. 12 A).

Los ribosomas son unas estructuras o particulas citoplasmaticas formadas por
ribonucleoproteinas (unién de ARN ribosémicos con proteinas ribosomales). La estructura
general de los ribosomas procariéticos y eucarioticos difieren en tamafio y constan de una
subunidad pequefia, una subunidad grande y dos sedes. La sede aminoacidica (Sede A)
es la entrada de los ARNt cargados con un aminoacido (aminoacil-ARNt) y la sede

peptidica (Sede P) donde se encuentran los ARNt cargados con un péptido (peptidil-
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ARNt). Los ribosomas presentes en los cloroplastos y mitocondrias de células eucariotas,

asi como los del apicoplasto, tienen caracter bacteriano (Figura 1. 12 B).

B)
Ribesoma Ribesoma
procariétice eucariético
8
ARN 238 ARN o oe
ARN 58 Subunidad ARN 58

508 grande 60S
\ aa-ARN-t.
. entrante

L1al3t

saliente

Subunidad
pequefia

7% VN TN R T o

Movimiento del 708
ribosoma

Codén codén Coddén Codén Codén Coddn Codén
a3, a3, aa, 88, ad as,

Figura 1. 12. A) Elongaciéon de la traduccion; sintesis de proteinas. B) Subunidades de los ribosomas

procarioticos y eucariéticos. llustracion extraida de www.ucm.es.

La activacion de los aminoacidos para formar los complejos de transferencia es el paso
previo necesario para que pueda comenzar la traduccién. Esta activacion viene medida por
los enzimas ARS que se encargan de catalizar la esterificacion de un aminoacido
especifico o su precursor, con uno de los ARNt correspondiente para formar el complejo
aminoacilo-ARNt. EI mecanismo de la reaccién enzimatica se da en dos etapas (Figura 1.
13).

*HiN | o] A
N \[)\O—P—O g
i) & P 0—P—0
HO OH o §
HO OH
o} o A aminoacyl-tRNA
0—P—0 o. A

Figura 1. 13. Esquema de la reaccion catalizada por las ARS que tiene lugar en dos etapas. Las ARS de clase |
aminoacilan el hidroxilo 2-OH de la adenosina, mientras que las de clase Il lo hacen en el 3-OH. Figura
extraida de Vondenhoff, G. H. M., 2011°".

En la primera de ellas se forma el intermedio AA-AMP mediante un aporte energético. Se
une una molécula de adenosina trifosfato (ATP) al correspondiente aminoacido, liberando

una molécula de pirofosfato (PPi). En la segunda etapa, también conocida como de carga,
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el complejo se une a la molécula apropiada de ARNt. Se transfiere el aminoacido a uno de
los dos hidroxilos (2° o 3’) del ultimo nucleétido al extremo 3’ del ARNt correspondiente
(Figura 1. 14).

La enzima activa el aminodcido, catalizando una
reaccion con ATP para formar un AMP-aminodcido
de alta energia y un ion pirofosfato.

Ammuacwdu especifico L] O QP;
® (AA) ET:!’}
P\rofusfatu
Activacion de
la enzima Smu del aminodcido 0
~ 7™ Sitio de ATP (AMP)
Smo del ARN Aminoacido

activado

Y

ARNt cargado ARNt especmco

ARNt unido
al aminodcido

La enzima entonces cataliza una
reaccion de el aminodcido
activado con el ARNt correcto.

EIARNt cargado se entregaré el
aminoacido apropiado para unirse

al polipéptido en alargamiento,
producto de la traduccién.

La especificidad de la enzima asegura
la correcta unién del aminodcido con el
ARNt.

Figura 1. 14. Proceso catalitico de las enzimas ARS. La ARS contiene un dominio catalitico (donde ocurren las
dos reacciones antes descritas), y un dominio de unién al anticodén (que interactia mayormente con la region
del anticodon del ARNt, y se asegura de unir el ARNt correcto a cada aminoacido). Ademas, algunas ARS
poseen sitios adicionales de union al ARNt y dominios de edicion que hidrolizan las moléculas aminoacil-ARNt

incorrectamente emparejadas. llustracién extraida de http://temasbiologiamolecular.blogspot.com.

A pesar de la conservacion en el mecanismo de accion de las ARS, estas enzimas se
pueden dividir en dos clases distintas segun su estructura®®. Esta clasificacion se basa en
la secuencia de los residuos que forman el centro activo de la enzima, que repercute en
distintas conformaciones para la union del ATP y del ARNt. La clase | posee dos motivos
de secuencias muy conservadas. Su aminoacilacion ocurre en el extremo 2'-OH del
nucleotido de adenosina y es usualmente una proteina monomeérica o dimérica (una o dos
subunidades respectivamente). Por su parte, la clase |l posee tres motivos de secuencias
altamente conservadas. Su aminoacilacién ocurre en el extremo 3'-OH del nucleétido
adenosina. Usualmente es una proteina dimérica o tetramérica (dos o cuatro unidades
respectivamente). No obstante hay algunas excepciones como la fenilalanina-ARNt
sintetasa que aunque pertenece a la clase Il, produce aminoacilacion en el extremo 2'-
OH®.
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Independientemente de donde esté el aminoacilo inicialmente conectado al nucleoétido, el
2'-0O-aminoacil-ARNt finalmente migra a la posicion 3 'a través de un proceso de

transesterificacion.

1.6.1 ARS del P. falciparum

El P. falciparum tan sélo codifica 37 ARS, cifra aparentemente suficiente para traducir el
genoma nuclear, apicoplastico y mitocondrial’®. El genoma de cada organulo presenta
diferencias en la utilizacién de los codones, pero cada aminoacido es utilizado como
minimo una vez en cada organulo. Te6ricamente se esperaria encontrar como minimo 60
ARS distintas, 20 para cada organulo. Esta reducciéon en numero implica que diversas ARS

son activas en mas de un organulo.

La distribucion subcelular de la mayoria de ARS de P. falciparum se basa en predicciones
computacionales. La mayoria de las ARS se encuentran en el apicoplasto y el citosol, pero

no en la mitocondria (Tabla 1. 3).

ARS Mitocondria Apicoplasto  Citosol
1

Arg
Cys
Glu
GIn ?
lle
Leu
Met
Tyr
Trp
Val
Ala
Asp
Asn
Gly
His
Lys
Phe
Pro
Ser
Thr

Clase |
N P

—

Clase Il
A AN 2 A

A AN A2 A aaalaaaaaa 4 aa

Tabla 1. 3. Prediccion de la localizacién subcelular de las ARS del P. falciparum’'.* Se predice que existe una

amidotransferasa para GIn-ARNt®" localizada en el apicoplasto.

Recientemente se ha demostrado que tres de las ARS de P. falciparum que soélo estan
presentes en el genoma citosoélico (GlyRS, AlaRS y ThrRS) se pueden localizar tanto en el
citosol como en el apicoplasto pero no en la mitocondria’®. Se prevé que las ARS
mitocondriales se aminoacilen en el citosol y, una vez cargadas con el aminoacido
correspondiente, son transportadas al organulo, como es el caso del protozoo apicomplejo

Toxoplasma gondii’.

Por otro lado, se ha demostrado experimentalmente, que es posible inhibir selectivamente

la lleRS apicoplastica de P. falciparum sin alterar la funcionalidad de la enzima homéloga
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citosolica™. El acido pseudomonico, la mupirocina, es el farmaco que inhibe dicha enzima,
causando el efecto retardado (delayed death effect) caracteristico de la inhibicion

apicoplastica del P. falciparum.

1.6.2 ARS como dianas terapéuticas para el tratamiento de la malaria

Desde un punto de vista tedrico, las ARS son potenciales dianas terapéuticas para el
tratamiento de la malaria por cuanto: a) son esenciales pues su inhibicion conlleva a la
inviabilidad celular y muerte del parasito; b) son enzimas altamente expresadas durante el
ciclo asexual intraeritrocitico (IEC) que tiene lugar en el huésped; c) aunque no se conoce
su estructura de rayos-X son estructuralmente viables para disefiar modelos homélogos.
Utilizando la informacién del genoma de distintos microorganismos e herramientas

bioinformaticas se pueden identificar nuevos compuestos capaces de inhibir las ARS™®.

Ademas, las ARS son dianas terapéuticas validadas ya que se ha demostrado que existen
compuestos, en su mayoria antibioticos y antifungicos, capaces de inhibir su funcionalidad.
Se conocen distintos productos naturales que son capaces de inhibir la actividad de las
ARS de distintos microorganismos. Son ejemplos los antibiéticos como la borrelidina’®, la
furanomicina’’, la granacitina’®, la indolmicina’®, la ocratoxina A* y la cispentacina®’
(Figura 1. 15).
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Figura 1. 15. Estructura de algunos productos naturales inhibidores de las enzimas ARS. Entre paréntesis se

indica la ARS especifica de cada compuesto. Figura adaptada de Kim, S., 20032,

Un ejemplo de aplicacion clinica de este tipo de compuestos es la mupirocina. Dicho
antibidtico es utilizado hasta la fecha para controlar las infecciones causadas por
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM). Sin embargo, recientemente se

han detectado algunas cepas resistentes a dicho farmaco®.
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Numerosas investigacidones se han centrado en el disefio y sintesis de compuestos no
hidrolizables que mimetizan el intermedio aminoacil-adenilato (AA-AMP). EI AA-AMP, esta
presente en las dos etapas de la reaccion catalizada por las ARS. Dichos compuestos
bloguean el centro activo de la enzima e inhiben su funcionalidad. Se ha demostrado que
algunos miméticos de AA-AMP causan actividad antibacteriana®. Sin embargo, este tipo
de compuestos, presentan limitaciones a causa de su baja actividad penetradora, aunque
algunos de ellos han mostrado efectividad in vitro e in vivo. Se describira este tipo de

compuestos mas detenidamente en el capitulo 1 de la presente tesis.

Por otro lado, la selectividad es la caracteristica imprescindible para que un farmaco sea
efectivo y no cause toxicidad al huésped; asi, todas las ARS del P. falciparum tienen su
enzima homoéloga humana. No obstante, existen diferencias filogenéticas que otorgan
cierta divergencia estructural a las enzimas, por lo que podrian ser inhibidas
selectivamente. Un ejemplo de ello es la cladosporina, un metabolito secundario con
caracter antifungico producido por Cladosporium cladosporioides. Dicho compuesto,
también conocido como asperentina, es capaz de inhibir selectivamente la Lisil-tRNA
sintetasa citosélica del P. falciparum. El compuesto muestra una potencia 100 veces
mayor para la enzima parasitaria en comparacién con la potencia detectada para la enzima
homoéloga humana. Dicha selectividad viene determinada por las diferencias secuenciales

del centro activo de la enzima de ambas especies®.

Se presenta asi la posibilidad de disefiar compuestos que inhiban especificamente las
ARS del patégeno sin afectar las enzimas homologas humanas. Ademas, cabe recordar
que las enzimas ARS apicoplasticas tienen origen bacteriano. En algunos casos, las ARS
eucaribticas y las procarioticas difieren en los mecanismos de reconocimiento del ARNt.
Un ejemplo de ello es la TyrRS eucaridtica, que no es capaz de acilar la tRNA™ de las
bacterias y viceversa. En este caso concreto, la selectividad se debe a la divergencia

secuencial de un par de bases que se encuentran en el centro activo de la enzima®.

Se concluye asi que las ARS citoplasmaticas y apicoplasticas del P. falciparum pueden ser
inhibidas selectivamente, por lo que pueden considerarse potenciales dianas terapéuticas

para el tratamiento de la malaria.
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1.7 Objetivos generales

El objetivo principal de esta tesis es el de disefiar y sintetizar distintas quimiotecas de
compuestos que actuen como inhibidores especificos y selectivos de las enzimas

aminoacil-ARNt sintetasas del Plasmodium falciparum para el tratamiento de la malaria.

Los compuestos sintetizados seran evaluados in vitro e in vivo para determinar su
actividad antimalarica. Se valorara también la capacidad de inhibir las funcionalidades del

apicoplasto del P. falciparum.

Para realizar dichos estudios, se cuenta con informacion biolégica del Plasmodium
falciparum a nivel molecular y celular proporcionada por los distintos grupos de
investigacion que forman parte del proyecto, asi como la realizacion de algunos ensayos

biolégicos de los compuestos sintetizados.

23



Capitulo 1

Referencias

! Oddoux, O.; Debourgogne, A.; Kantele, A.; Kocken, C. H.; Jokiranta, T. S.; Vedy, S.; Puyhardy, J. M;
Machouart, M. ldentification of the five human Plasmodium species including P. knowlesi by real-time
polymerase chain reaction. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, 2011, 30, 597-601.

2 World Health Organization (WHO). World Malaria Report 2012.

3 Gething et all. A new world malaria map: Plasmodium falciparum endemicity in 2010. Malaria J, 2011, 10,
378-394.

* Mackinnon M. J.; Marsh, K. The selection landscape of malaria parasites. Science, 2010, 328, 866-871.
° Callaway, E. Malaria research should go 'back to basics'. Nature, 2007, 449, 266.
® White, N. J. Determinants of relapse periodicity in Plasmodium vivax malaria. Malaria J, 2011, 10, 297.

" Baum, J.; Maier, A. G.; Good, R. T.; Simpson, K. M.; Cowman, A. F. Invasion by P. falciparum merozoites

suggests a hierarchy of molecular interactions. PLoS Pathog, 2005, 1, 299-309.

8 Miller, L. H.; Baruch, D.l.; Marsh, K.; Doumbo, O. K. The pathogenic basis of malaria. Nature, 2002, 415,
673-679.

o Abath, F.G.; Montenegro, S.M.; Gomes, Y. M. Vaccines against human parasitic diseases: an overview. Acta
Trop, 1998, 71, 237-254.

© malERA Consultative Group on Vaccines. A research agenda for malaria eradication: vaccines. PLoS Med,

2011, 8, e1000398.

" Rosenthal, P. J. Proteases of malaria parasites: new targets for chemotherapy. Emerg Infect Dis, 1998, 4, 49-
57.

12 Alonso, P.L.; Lindsay, S.W.; Amstrong, J.R.; Conteh, M.; Hill, A.G.; David P.H, Fegan, G.; de Francisco, A,;
Hall, A.J.; Shenton, F.C. The effect of insecticide-treated bed nets on mortality of Gambian children. Lancet,
1991, 337, 1499-502.

"% Bush, K. Antibacterial drug discovery in the 21st century. Clin Microbiol Infec, 2004, 10, 10-17.

14 Petersen, |.; Eastman, R.; Lanzer, M. Drug-resistant malaria: molecular mechanisms and implications for
public health. FEBS Lett. 2011, 585, 1551-62.

'® Slater, A. F. G. Chloroquine: mechanism of drug action and resistance in Plasmodium falciparum. Pharmacol
Ther, 1993, 57, 203-235.

16 Jiang, H.; Joy, D.A.; Furuya, T.; Su, X.Z. Current understanding of the molecular basis of chloroquine-
resistance in Plasmodium falciparum. J Postgrad Med, 2006, 52, 271-286.

i Dinio, T.; Gorka, A. P.; McGinniss, A.; Roepe, P.D.; Morgan, J. B. Investigating the activity of quinine

analogues versus chloroquine resistant Plasmodium falciparum. Bioorg Med Chem, 2012, 20, 3292-3297.

18 Shanks, G. Treatment of falciparum malaria in the age of drug resistance. Symposium, 2006, 52, 277-280.

24



Introduccién y objetivos

' World Health Organization. Global report on antimalarial drug efficacy and drug resistance: 2000-2010, 2010.
2 World Health Organization. Global plan for artemisinin resistance containment, 2011.

2 Phyo, A. P.; Nkhoma, S.; Stepniewska, K.; Ashley, E. A.; Nair, S.; McGready, R.; Moo, C.; Al-Saai, S,
Dondorp. A. M.; Lwin, K. M.; Singhasivanon, P.; Day, N.; White, N. J.; Anderson, T. J.; Nosten, F. Emergence of
artemisinin-resistant malaria on the western border of Thailand: a longitudinal study. Lancet, 2012, 26, 1960-
1966.

2 The RTS,S clinical trials partnership. A phase 3 trial of RTS,S/AS01 malaria vaccine in African infants. N Engl/
J Med, 2012, 367, 2284-2295.

B Plassmeyer, M.L.; Reiter, K.; Shimp, R.L.; Kotova, S.; Smith, P. D.; Hurt, D. E.; House, B.; Zou, X.; Zhang, Y.;
Hickman, M.; Uchime, O.; Herrera, R.; Nguyen, V.; Glen, J.; Lebowitz, J.; Jin, A. J.; Miller, L. H.; MacDonald, N.
J.; Wu, Y.; Narum, D. L. Structure of the Plasmodium falciparum circumsporozoite protein, a leading malaria
vaccine candidate. J Biol Chem, 2009, 284, 26951-26963.

2 Newton, P. N.; Dondorp, A.; Green, M.; Mayxay, M.; White, N. J. Counterfeit artesunate antimalarials in
Southeast Asia. Lancet, 2003, 362, 169.

% Mohanty, S.; Mishra, S.; Pati, S.; Pattnaik, J.; Das, B. Complications and mortality patterns due to Plasmodium
falciparum malaria in hospitalized adults and children, Rourkela, Orissa, India. Trans R Soc Trop Med Hyg, 2003,
97, 69-70.

% Wongsrichanalai, C.; Pickard, A. L.; Wernsdorfer, W. H.; Meshnick, S. R. Epidemiology of drug-resistant
malaria. Lancet Infect Dis, 2002, 2, 209-28.

7 Hayton, K.; Su, X. Genetic and biochemical aspects of drugs resistance in malaria parasites. Curr Drug
Targets Infect Dis, 2004, 4, 1-10.

2 White, N. J.; Pongtavornpinyo, W. The de novo selection of drug-resistant malaria parasites. Proc R Soc Lond
B Biol Sci, 2003, 270, 545-54.

2 Wongsrichanalai, C.; Pickard, A.L.; Wernsdorfer, W. H.; Meshnick, S. R.; Epidemiology of drug-resistant
malaria. Lancet Infect Dis, 2002, 2, 209-18.

% World Health Organization. Guidelines for the treatment of malaria, 2™ edition, 2010.

¥ Grellier, P.; Depoix, D.; Schrével, J.; Florent, |. Discovery of new targets for antimalarial chemotherapy.
Parasite, 2008, 15, 219-225.

82 Rosenthal, P. J. Antimalarial drug discovery: old and new approaches. J Exp Biol., 2003, 206, 3735-3744.

33 Plowe, C. V. Folate antagonists and mechanisms of resistance. In antimalarial chemotherapy: mechanisms of

action, resistance, and new directions in drug discovery. Ed P J Rosenthal, 2001, 173-190.

3 Gregson, A.; Plower, C. V. Mechanisms of resistance of malaria parasites to antifolates. Pharmacol. Rev,
2005, 57, 117-145.

25



Capitulo 1

% Keough, D. T.; Ng, A. L.; Winzor, D. J.; Emmerson, B. T.; Jersey, J. Purification and characterization of
Plasmodium falciparum hypoxanthine-guanine-xanthine phosphoribosyltransferase and comparison with the
human enzyme. Mol Biochem Parasitol, 1999, 98, 29-41.

% Razakantoanina, V.; Nguyen Kim, P. P.; Jaureguiberry, G. Antimalarial activity of new gossypol derivatives.
Parasitol Re., 2000, 86, 665-668.

3 Wengelnik, K.; Vidal, V.; Ancelin, M. L.; Cathiard, A. M.; Morgat, J. L.; Kocken, C. H.; Calas, M.; Herrera, S.;
Thomas, A. W.; Vial, H. J. A class of potent antimalarials and their specific accumulation in infected erythrocytes.
Science, 2002, 295, 1311-1314.

38 Kato, N.; Sakata, T.; Breton, G.; Le Roch, K. G.; Nagle, A,; Andersen, C.; Bursulaya, B.; Henson, K.; Johnson,
J.; Kumar, K. A; Marr, F.; Mason, D.; McNamara, C.; Plouffe, D.; Ramachandran, V.; Spooner, M.; Tuntland, T.;
Zhou, Y.; Peters, E. C.; Chatterjee, A.; Schultz, P. G.; Ward, G. E.; Gray, N.; Harper, J.; Winzeler, E. A. Gene
expression signatures and small-molecule compounds link a protein kinase to Plasmodium falciparum motility.
Nat Chem Biol, 2008, 4, 347-56.

% Leroy, D.; Doerig, C. Drugging the Plasmodium kinome: the benefits of academia-industry synergy. Trends
Pharmacol Sci, 2008, 29, 241-249.

40 Kirk, K. Membrane transport in the malaria-infected erythrocyte. Physiol Rev, 2001, 81, 495-537.

“ Eckstein-Ludwig, U.; Webb, R. J.; Van Goethem, I. D.; East, J. M.; Lee, A. G.; Kimura, M.; O'Neill, P. M.; Bray,
P. G.; Ward, S. A.; Krishna, S. Artemisinins target the SERCA of Plasmodium falciparum. Nature, 2003, 424,
957-61.

42 Semenov, A.; Olson, J. E.; Rosenthal, P. J. Antimalarial synergy of cysteine and aspartic protease inhibitors.
Antimicrob Agents Chemother, 1998, 42, 2254-2258.

*3 McKerrow, J. H.; Rosenthal, P. J.; Swenerton, R.; Doyle, P. Development of protease inhibitors for protozoan
infections. Curr Opin Infect Dis, 2008, 21, 668-672.

* Mambu, L.; Grellier, P. Antimalarial compounds of traditionally used medicinal plants, in bioactive natural
products, detection, isolation, and structural determination, 2™ edition. Molyneux, R.J. & Colgate, S.M. CRC
Press, 2008, 491.

4 Vaidya, A. B. Atovaquone-proguanil combination. in antimalarial chemotherapy: mechanisms of action,

resistance, and new directions in drug discovery. Ed P J Rosenthal, 2001, 203-218.

46 McFadden, G. I.; Reith, M. E.; Munholland, J.; Lang-Unnasch, N. Plastid in human parasites. Nature, 1996,
381, 482.

" Obornik, M.; Janouskovec, J.; Chrudimsky, T.; Julius Lukes, J. Evolution of the apicoplast and its hosts: From

heterotrophy to autotrophy and back again International. J Parasitol, 2009, 39, 1-12.
8. Wiesner, J.; Reichenberg, A.; Heinrich, S.; Schlitzer, M.; Joma, H. The plastid-like organelle of

apicomplexan parasites as drug target. Curr Pharm Design, 2008, 14, 855-871.

49 Botté, C. Y.; Dubar, F.; McFadden, G. I.; Maréchal, E.; Biot, C. Plasmodium falciparum apicoplast drugs:
targets or off-targets? Chem Rev, 2012, 112, 1269-1283.

26



Introduccién y objetivos

%0 Ralph, S. A.; van Dooren, G. G.; Waller, R. F.; Crawford, M. J.; Fraunholz, M. F.; Foth, B. J.; Tonkin, C. J.;
Roos, D. S.; McFadden, G. I. Tropical infectious diseases: Metabolic maps and functions of the Plasmodium
falciparum apicoplast. Nat Rev Microbiol, 2004, 2, 203-216.

°" Bozdech, Z.; Llina, M.; Pulliam, B. L; Wong, E. D.; Zhu, J.; DeRisi, J. L. The transcriptome of the

intraerythrocytic developmental cycle of Plasmodium falciparum. PLoS Bio., 2003, 1, 85-100.

52 Waller, R. F.; Ralph, S. A.; Reed, M. B.; Su, V.; Douglas, J. D.; Minnikin, D. E.; Cowman, A. F.; Besra, G. S.;
McFadden, G. I. A Type Il pathway for fatty acid biosynthesis presents drug targets in Plasmodium falciparum.
Antimicrob Agents Chemother, 2003, 47, 297-301.

53 Zhang, B.; Watts, K.M.; Hodge, D.; Kemp, L. M.; Hunstad, D.A.; Hicks, L. M.; Odom, A.R. A second target of
the antimalarial and antibacterial agent fosmidomycin revealed by cellular metabolic profiling. Biochem, 2011, 50,
3570-3577.

o4 Ramya, T, N, C.; Mishra, S.; Karm, K. Inhibitors of nonhousekeeping functions of the apicoplast defy delayed

death in Plasmodium falciparum. Antimicro Agents Chemothe, 2007, 51, 307-316.

% Ralph,S. A.; D’Ombrain, M. C.; McFadden, G. |. The apicoplast as an antimalarial drug target. Drug Resist
Updat, 2001, 4, 145-51.

%% Dahl, E. L.; Rosenthal, P. J. Multiple antibiotics exert delayed effects against the Plasmodium falciparum
apicoplast. Antimicro Agents Chemother, 2007, 51, 3485-3490.

> Dahl, E. L.; Rosenthaal, P. J. Apicoplast translation, transcription and genome replication: targets for

antimalarial antibiotics. Trends in Parasitol, 2008, 24, 279-284

%8 Jackson, K. E.; Habib, S.; Frugier, M.; Hoen, R.; Khan, S.; Pham, J.S.; Ribas de Pouplana, L.; Royo, M.;
Santos, M.A.; Sharma, A.; Ralph, S.A. Protein translation in Plasmodium parasites. Trends Parasitol, 2011, 27,
467-476.

%9 Rajewska, M.; Wegrzyn, K.; Konieczny, |. AT-rich region and repeated sequences - the essential elements of

replication origins of bacterial replicons. Microbiol Rev, 2012, 36, 408-34.

60 Bozdech, Z.; Llina, M.; Pulliam, B. L.; Wong, E. D.; Zhu, J.; DeRisi, J. L. The transcriptome of the
intraerythrocytic developmental cycle of Plasmodium falciparum. PLoS Biology, 2003, 1, 85-100.

61 Wilson, R. J.; Denny, P. W.; Preise, P.R.; Rangachari, K.; Roberts, K.; Roy, A.; Whyte, A.; Strath, M.; Moore,
D. J.; Moore, P. W.; Williamson, D. H. Complete gene map of the plastid-like DNA of the malaria parasite
Plasmodium falciparum. J Mol Biol, 1996, 261, 155-172.

62 Lim, L.; McFadden, G. |. The evolution, metabolism and functions of the apicoplast. Phil Trans R Soc B, 2010,
365, 749-763.

8 Gardner, M. J. et all. Genome sequence of the human malaria parasite Plasmodium falciparum. Nature, 2002,
419, 498-511.

b4 Feagin, J. E. The 6-kb element of Plasmodium falciparum encodes mitochondrial cytochrome genes. Mol
Biochem Parasitol, 1992, 52, 145-148.

27



Capitulo 1

65 Afonso, A.; Neto, Z.; Castro, H.; Lopes, D.; Alves, A. C.; Tomas, A. M.; Rosario, V. D. Plasmodium chabaudi
chabaudi malaria parasites can develop stable resistance to atovaquone with a mutation in the cytochrome b
gene. Malaria J, 2010, 9, 135.

% |bba, M.; S6ll, D. Aminoacyl-tRNA synthesis. Annu Rev Biochem, 2000, 69, 617-650.

57 Vondenhoff, G. H. M; Van, A. A. Aminoacyl-tRNA synthetase inhibitors as potential antibiotics. Europ J Med
Chem, 2011, 46, 5227-5236.

68 Delarue, M. Aminoacyl-tRNA synthetases. Curr Opin Struct Biol, 1995, 5, 48-55.

69 Schimmel, P. R.; Séll, D. Aminoacyl-tRNA synthetases: general features and recognition of transfer RNAs.
Annu Rev Biochem, 1979, 48, 601-648.

0 Bhatt, T.K.; Kapil, C.; Khan, S.; Jairajpuri, M. A.; Sharma, V.; Santoni, D.; Silvestrini, F.; Pizzi, E.; Sharma, A.
A genomic glimpse of aminoacyl-tRNA synthetases in malaria parasite Plasmodium falciparum. BMC Genomics,
2009, 70, 644.

" Novoa, E. V. Evolution of the gene translation machinery and its applications to drug discovery. Tesis doctoral,
UB, 2012.

& Jackson, K. E.; Pham, J.S.; Kwek, M.; De Silva, N. S.; Allen, S. M.; Goodman, C. D.; McFadden, G. I.; de
Pouplana, L. R.; Ralph, S. A. Dual targeting of aminoacyl-tRNA synthetases to the apicoplast and cytosol in
Plasmodium falciparum. Int J Parasitol, 2012, 42, 177-86.

& Esseiva, A. C.; Naguleswaran, A.; Hemphill, A.; Schneider, A. Mitochondrial tRNA import in Toxoplasma
gondii. J Biol Chem, 2004, 279, 42363-42368.

™ |stvan, E. S.; Dharia, N. V.; Bopp, S. E.; Gluzman, |.; Winzeler, E. A.; Goldberg, D. E. Validation of isoleucine
utilization targets in Plasmodium falciparum. PNAS, 2011, 108, 1627-1632.

® Ribas de Pouplana, L.; Bori, T. S.; Castro, M. D. M.; Geslain, R. A screening method for identifying new
aminoacyl-tRNA synthetase inhibitors. EP 2064338, 2010.

76 Nass, G.; Poralla, K.; Zahner, H. Effect of the antibiotic borrelidin on the regulation of threonine biosynthetic

enzymes in E. coli. Biochem Biophys Res Commun, 1969, 34, 84-91.

77 Tanaka, K.; Tamaki, M.; Watanabe, S. Effect of furanomycin on the synthesis of isoleucyl-tRNA. Biochim
Biophys Acta, 1969, 195, 244-245.

& Ogilvie, A.; Wiebauer, K.; Kersten, W. Inhibition of leucyltransfer ribonucleic acid synthetasymol. Biochem J.,
1975, 152, 511-515.

" Werner, R. G.; Thorpe, L. F.; Reuter, W.; Nierhaus, K. H. Indolmycin inhibits prokaryotic tryptophanyl-tRNA
ligase. Eur J Biochem, 1976, 68, 1-3.

80 Konrad, I.; Roschenthaler, R. Inhibition of phenylalanine tRNA synthetase from Bacillus subtilis by ochratoxin
A. FEBS Lett., 1977, 83, 341-347.

81 Konishi, M.; Nishio, M.; Saitoh, K.; Miyaki, T.; Oki, T.; Kawaguchi, H. Cispentacin, a new antifungal antibiotic.
I. Production, isolation, physico-chemical properties and structure. J Antibiot, 1989, 42, 1749-1755.

28



Introduccién y objetivos

82 Kim, S.; Lee, S. W.; Choi, E. C.; Choi, S. Y. Aminoacyl-tRNA synthetases and their inhibitors as a novel family
of antibiotics. Appl Microbiol Biotechnol, 2003, 61, 278-288.

8 Walker, E. S.; Vasquez, J. E.; Dula, R.; Bullock, H.; Sarubbi, F. A. Mupirocin-resistant, methicillin-resistant

Staphylococcus aureus: Does mupirocin remain effective? Infect Control Hosp Epidemiol, 2003, 24, 342-346.

84 Hoepfner, D. et al. Selective and specific inhibition of the Plasmodium falciparum Lysyl-tRNA synthetase by
the fungal secondary metabolite cladosporin. Cell Host & Microbe, 2012, 11, 654-663.

8 Quinn, C. L.; Tao, N.; Schimmel, P. Species-specific micro-helix aminoacylation by a eukaryotic pathogen
tRNA synthetase dependent on a single base pair. Biochemistry, 1995, 34, 12489-12495.

29






CAPITULO 2
DISENO Y SINTESIS DE MIMETICOS DE

LISIL-AMP

Los compuestos con la lisihna como aminoacido de reconocimiento tratados en este

capitulo han sido sintetizados por el Dr. Rob Hoen.

Asimismo han colaborado la Dra. Eva Novoa, que ha llevado a cabo el screening virtual,
Noelia Camacho en la evaluacion in vitro, Pedro Vieira en la realizacion de los ensayos de
toxicidad con el modelo zebrafish y Patricia Marin en la evaluacién in vivo en modelos

murinos de la quimioteca de compuestos objeto del presentes capitulo.

Parte de este capitulo ha sido publicado; Hoen, R.; Novoa, EM.; Lépez, A.; Camacho, N.;
Cubells, L.; Vieira, P.; Santos, M.; Marin-Garcia, P.; Bautista, JM.; Cortés, A.; Ribas de
Pouplana, LI.; Royo, M. Selective inhibition of an apicoplastic aminoacyl-tRNA synthetase
from Plasmodium falciparum. ChemBioChem, 2013, 14, 499-509.






Disefio y sintesis de miméticos de Lisil-AMP

2.1 Introduccion

2.1.1 Intermedio AA-AMP

Aunque se conocen muchos compuestos potencialmente antimicrobianos que actuan a
nivel de traduccién genética; concretamente inhibiendo las ARNt sintetasas, casi ninguno
de ellos es efectivo a nivel terapéutico’. Muchos de estos compuestos no son selectivos,
provocando alteraciones y efectos adversos en los huéspedes, otros tienen una baja
potencia terapéutica o son quimicamente inestables. Ademas, en la mayoria de casos, los
parasitos han desarrollado resistencia frente a ellos disminuyendo su eficacia hasta

dejarlos fuera de uso.

Como se ha mencionado con anterioridad, las ARS se caracterizan por ser enzimas
esenciales y muy conservadas en cada especie. Uno de los prerrequisitos de cualquier
potencial farmaco basado en la inhibicion de este tipo de enzimas es que sea selectivo, es
decir que sea capaz de inhibir la ARS del microorganismo en cuestion sin alterar las
enzimas del huésped. Las diferencias entre las ARS eucariotas y procariotas son
suficientemente grandes para desarrollar farmacos selectivos®. No obstante, los patogenos
eucariotas como los hongos y los parasitos apicomplejos (P. falciparum y Trypanosoma
spp.), presentan secuencias con un alto porcentaje de homologia con las correspondientes
enzimas ARS humanas, siendo mas dificil la selectividad entre especies. En nuestro caso,
el farmaco ideal tendria que tener mas afinidad para interactuar con las enzimas del
plasmido de P. falciparum, que con las ARS homologas eucariotas y mitocondriales
humanas. La inhibicion selectiva de las ARS de P. falciparum conllevaria a un aumento del
ARNm no traducido que se acumularia en el ribosoma, activando una cascada de sefales
que comportaria la inhibicion del la sintesis proteica y provocaria consecuentemente la

muerte del parasito.

El disefio y sintesis de compuestos antimicrobianos selectivos frente a ARS patdgenas,
con propiedades farmacocinéticas viables e independientes de los mecanismos de
resistencia de los parasitos es una tendencia al alza en los ultimos afios®. Muchos de los
compuestos sintéticos que inhiben selectivamente las ARS patdgenas estan inspirados en
el intermedio aminoacil-adenilato (AA-AMP) que se forma durante la reaccion

enzimatica®®.

Como se ha mencionado en la introduccioén, el mecanismo de la reaccién enzimatica que
llevan a cabo las ARS se compone de dos etapas (Figura 2. 1). El compuesto AA-AMP
actla en las dos etapas del proceso de formacion del complejo aminoacil-ARNt. Ademas,

la union de la enzima con el complejo AA-AMP es dos o tres veces superior a la unién del
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sustrato natural (aminoacido + ATP) ya que forma parte de una reaccion irreversible y es
necesario un aporte de energia para su formaciéon. Sumando todos estos factores, un
compuesto mimético del intermedio AA-AMP, capaz de bloquear el centro activo de la
enzima u obstaculizar la interaccion proteina-ARN que tiene lugar fuera de este,
conllevaria a la inhibicion de la sintesis de proteinas, siendo un potencial farmaco para

actuar sobre este tipo de dianas terapéuticas.’
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Figura 2. 1. Mecanismo de la sintesis de proteinas llevada a cabo por enzimas ARS.
2.1.2 Miméticos del intermedio AA-AMP

Los estudios descritos de disefio y sintesis de inhibidores de ARS basados en el
intermedio aminoacil-adenilato se focalizan en demostrar la posible inhibiciéon de las
enzimas ARS mediante la generacién de analogos del intermedio AA-AMP. Estos,
interaccionan potencialmente con el centro activo de la enzima conservando la afinidad y
siendo ademas quimicamente mas estables que el intermedio natural, es decir menos
labiles que la molécula de ATP que lo forma®’. El intermedio AA-AMP esta formado por el
aminoacido correspondiente unido a una molécula de ATP; que a su vez se compone de

adenosina (adenina y ribosa como B-D-ribofuranosa) y tres grupos fosfatos, siendo un
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compuesto altamente hidrolizable. La hidrélisis del ATP formando ADP + Pi, libera una
gran cantidad de energia debido a una mayor estabilizacion de los compuestos
hidrolizados por resonancia, disminucion de la tensién eléctrica y energia de solvatacion.
Esto la convierte en una molécula fundamental para la realizaciéon de muchas funciones

bioldgicas.

Se han descrito diversas estrategias para obtener compuestos analogos mas estables
como por ejemplo reemplazar el grupo carbonilo del aminoacido por un grupo metileno® o
substituir el grupo fosfato por grupos menos hidrolizables como el sulfamato, la
sulfonamida, el fosfonato o la fosfamida®® '°. La base nitrogenada adenina que forma parte
del complejo intermedio, también ha sido objeto de modificacién sintética. En algunos
casos, se ha considerado esencial la presencia de la base nitrogenada adenina para el
reconocimiento enzima-sustrato y por lo tanto un grupo inmodificable desde un punto de
vista sintético'". Por otro lado, la modificacion de la adenina o su reemplazamiento por
distintos grupos heterociclicos aromaticos ha conllevado a un aumento in vivo de la

eficacia de algunos antimicrobianos®'? (Figura 2. 2).

Aparte de que sean estables y activos, la condicidon indispensable que convierte estos
mimeéticos del intermedio AA-AMP en un buen farmaco es sobre todo su selectividad, es
decir, que sean capaces de actuar unicamente en las ARS de los microorganismos sin
alterar el funcionamiento de las enzimas homoélogas humanas. Este prerrequisito es el mas
complejo de lograr ya que muchos miméticos del intermedio AA-AMP son activos pero no
selectivos®. No obstante, algunos investigadores han conseguido resultados
esperanzadores en esta direccion como es el caso de la indolmicina’, un potente inhibidor
de la TrpRS bacteriana o bien, algunos de los derivados aminoacilo sulfamatos que

inhiben selectivamente la Arg, His y Thr ARS de Staphylococcus aureus’™.

Desafortunadamente, la mayoria de miméticos del intermedio AA-AMP conocidos hasta la
fecha, presentan una baja permeabilidad a través de las células que les impide llegar a la
diana terapéutica, volviéndose inactivos en ensayos in vivo'. Sin embargo, se conocen
algunas estrategias para dirigir el compuesto al interior celular, como es el caso del péptido
Microcin C que contiene en su estructura un péptido froyano que esta asociado
covalentemente al inhibidor y cuya funcién es transportarlo y liberarlo en el interior de la

célula'®.
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5
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Figura 2. 2.

bacteriana y humana® b) Miméticos de la glutamil-adenilato'’; c) Analogos de la metionil-adenilato®
AMP®**; f) Derivado de tiazol como mimético a la adenina que inhibe LeuRS'?; g) Dipéptidos tirosilo-arilo’”

inhibidores de TyrRS; h) Miméticos de isoleucilo-adenilato®.

Gracias a los avances biotecnologicos recientes que han permitido la secuenciacion

18.19 asi como el conocimiento de

genomica de distintas especies procariotas y eucariotas
algunas estructura de las enzimas ARS por rayos X, se han podido predecir algunas

estructuras del complejo ARNt sintetasa®®. Ademas, el uso de técnicas de high-throughput
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screening (HTS) para la busqueda de nuevos agentes capaces de inhibir las ARS han

abierto un camino hacia el disefio de nuevos farmacos?''?>%,

2.1.3 Lisil-ARNt sintetasas (LysRS) del P. falciparum

Los parasitos del genero Plasmodium poseen tres compartimientos subcelulares que
contienen genes; el nucleo, la mitocondria y el apicoplasto. Cada uno de los cuales
necesita su propia maquinaria de transcripcion del ADN vy transcripcion del ARNm para la
supervivencia de parasito. No obstante s6lo 37 de los 60 genes tetricos que codifican las
ARS en P. falciparum han sido detectados, hecho que implica que algunas enzimas ARS-
ARNI sintetasas como GIyRS, AlaRS, CysRS y ThrRS estan presentes so6lo en un genoma
del parasito y son activas en mas de un organulo celular’*®. A diferencia de las ARS
anteriormente nombradas, la LysRS de P. falciparum contiene dos genes que la codifican;
uno se localiza en el citosol del parasito (PfKRS-1), mientras que la otra se encuentra en el
apicoplasto (PfKRS-2)°. En general, se considera que las enzimas apicoplasticas
descienden de una cianobacteria®’ y filogenéticamente difieren tanto de las enzimas
eucariotas como de las citosdlicas. El apicoplasto como se ha explicado anteriormente, es
un organulo esencial para la viabilidad del parasito, implicado entre otras funciones en la
sintesis de acidos grasos y la biosintesis de terpenos. La inhibicion de la sintesis de
proteinas en este organulo provoca la muerte del parasito una generaciéon después de ser
tratado con el farmaco, efecto conocido como “delayed death effect’. Si se inhibe el
funcionamiento del apicoplasto, el parasito no puede sintetizar la maquinaria necesaria
para seguir el ciclo de infeccién, lo que comporta una disminucién del rango de invasion

del parasito a las 96 horas.

Teniendo esto en cuenta, la enzima apicoplastica Lisil-ARNt sintetasa del P. falciparum
(PfKRS-2) es un buen objetivo para el disefio de nuevos farmacos selectivos debido a la

distancia evolutiva que le separa de la Lisil-ARNt sintetasa humana (HsKRS).

Hay que anadir que recientemente, se ha descrito un metabolito secundario procedente de
un hongo, conocido como cladosporin, con poder antifingico, insecticida y antibacteriano
que es capaz de inhibir electivamente la Lisil-ARNt sintetasa citosoélica del P. falciparum,
siendo 100 veces mas efectivo contra la enzima parasitaria que contra la enzima homéloga
humana?®. Luego, se confirma que la enzima Lisil-ARNt sintetasa es una potencial diana

terapéutica antimalarica.
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2.2 Objetivos

Anteriormente, en nuestro laboratorio se disefiaron y sintetizaron una serie de compuestos
miméticos del complejo intermedio Lisil-adenilato que mostraron ser inhibidores in vitro
frente a la Lisil-ARNt sintetasa de Trypanosoma brucei % Tomando como punto de partida
la estructura basica los tres compuestos que mostraron mayor porcentaje de inhibicién
(Figura 2. 3), se decidid disefiar una quimioteca virtual de compuestos miméticos al
intermedio Lisil-AMP.

Mediante screening virtual se evalu6 la potencial capacidad de interaccién de los
compuestos de la quimioteca frente a los centros activos de la enzima LysRS humana
(HsKRS) adquirida en PDB (codigo 3BJU) y el modelo de la proteina homéloga
apicoplastica LysRS de P. falciparum (PfKRS-2). El modelo de esta ultima enzima fue
creado a partir de la secuencia genémica de la proteina por la Dra. Eva Novoa del

laboratorio de Traduccié genética del Instituto de Recerca Biomeédica (IRB) de Barcelona.

Con los resultados obtenidos in silico, el objetivo del presente capitulo es el disefio,
sintesis y evaluacién biolégica, de una familia de compuestos potencialmente inhibidores
de la enzima apicoplastica PfKRS-2 basandonos en las estructuras seleccionadas

previamente mediante screening virtual.
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Figura 2. 3. Estructuras de los inhibidores de LysRS de Trypanosoma brucei®.
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1. Diseno de la quimioteca virtual de miméticos de Lisil-AMP

Para poder realizar el screening virtual con el cual determinar potenciales estructuras que
preferencialmente interaccionaran con la enzima apicoplastica PfKRS-2, se disefidé una
quimioteca virtual de compuestos derivados del intermedio Lisil-AMP y miméticos del

sustrato natural.

En el disefio de esta quimioteca virtual, se impusieron una serie de pre-requisitos: a)
considerar solo los posibles puntos de modificacién que no alterasen la estructura base de
los hits®®; b) la disponibilidad comercial de los reactivos de partida y c) la dificultad sintética

para su obtencion.

Para construir la quimioteca, se utilizd6 un derivado de la prolina como mimético de la
ribosa (presente en el sustrato natural), que actuara como nucleo estructural de los nuevos
compuestos, sobre el cual, se introduciran distintos grupos que generaran diversidad. Se
preservo la presencia del aminoacido lisina, que forma parte de la estructura del
compuesto natural, para facilitar el reconocimiento enzima-sustrato. Ademas se tomoé en
consideracion los resultados previos obtenidos®® en los que la presencia de un grupo
carboxamida en la posicién o del residuo de prolina era importante para la actividad de

dichos compuestos.

Con estas premisas se decidi6 introducir la diversidad en tres grupos de los compuestos
inhibidores de LysRS de Trypanosoma brucei de los cuales nos inspiramos para generar la

30,31,32

quimioteca; a) ademas del grupo sulfamato que substituia al grupo fosfato del

intermedio natural, se decidi6 ensayar otros grupos miméticos o bioisdsteres del mismo
que presentaran mas resistencia a la hidrélisis por proteasas como hidroxamatos®**,
amidas® y esteres® (R;), b) lisina y tialisina como aminoacidos (R,) y c) distintos
compuestos aromaticos comerciales (R3) como analogos de la adenina. En el disefio de la
quimioteca virtual, también se consideraron todos los posibles isébmeros estereoquimicos

de la prolina, obteniendo finalmente de mas de 1.760 compuestos virtuales (Figura 2. 4).
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2.3.2. Docking de la quimioteca virtual de miméticos de Lisil-AMP

El estudio de la potencial interaccién de los componentes de la quimioteca virtual con el
centro activo de las enzimas estudiadas, fue realizado por Eva Novoa dentro del proyecto
Mephitis.

Para ello, se realiz6 el calculo de docking del los compuestos con los centros activos de la
enzima Lisil-ARNt sintetasa humana (HsKRS) y la enzima homoéloga del apicoplasto de P.
falciparum (PfKRS-2). Los resultados obtenidos para cada compuesto se clasificaron
seguin la energia de interaccion enzima-sustrato calculada con el método GlideScore®
(GS). Mediante este proceso se pudieron clasificar los compuestos en tres grupos distintos
segun la disposicion espacial y el modo de interaccion del analogo con el centro activo de
la enzima; 1) compuestos en los que sélo se observa la interaccion con la lisina o tialisina;
2) compuestos en los que la enzima soélo reconoce los heterociclos que mimetizan la
adenina y; 3) compuestos en los que tanto el aminoacido como el heterociclo ocupan el
centro activo de la enzima. En general, los compuestos que forman parte de este ultimo
grupo, presentan valores del GS mas elevados lo que en teoria implica una mayor

interaccion por la enzima (Tabla resumen en el apartado 2.2.1 de la experimental).

A) B)

@
&

R1=-NH-SOj, -N(OH)-, -HPO,-, -O-

R2 =-Lisina- o -Tiolisina-

R3 = mas de 150 compuestos comerciales

X= CHj,, S

Figura 2. 4. A) Estructura del compuesto intermedio aminoacilo-adenilato; B) Esqueleto general de la
quimioteca virtual de miméticos del intermedio Lisil-adenilato; C) Estructura general seleccionada a partir de los

resultados del docking virtual, para sintetizar los compuestos que formaran parte de la quimioteca.
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En base a estos resultados se seleccionaron compuestos que potencialmente eran
competidores del sustrato natural, es decir, los que mostraron una buena interaccion con la
enzima de P. falciparum y también los que presentaron una diferencia significativa entre
las interacciones de HsKRS y PfKRS-2, asegurando una buena selectividad entre ambas
especies. Siguiendo estos dos criterios, 36 compuestos de los 1.764 iniciales fueron
seleccionados. Al realizar un examen de la estructura de los derivados elegidos, se
observd que un 70% mantenian la quiralidad (S,S) de la amino prolina y presentaban el
grupo hidroxamato como mimético al acilfosfato del sustrato natural. Considerando estas
preferencias estructurales como premisas se disefidé y sintetizd6 una quimioteca de 50
compuestos 25 de los cuales contenian la tialisina como aminoacido de reconocimiento y
25 analogos con la lisina en esta posicion sintetizados por el Dr. Rob Hoen. En ambas
estructuras se modifico solamente el grupo R; con distintos compuestos heterociclicos
comerciales que potencialmente se podian considerar analogos de la adenina (Figura 2. 4
C).

2.3.3. Sintesis de la quimioteca de miméticos de Lisil-AMP

Siguiendo una sintesis previa que se habia realizado en nuestro laboratorio de
compuestos similares®®, se decidid sintetizar la quimioteca manualmente con una
metodologia en fase sélida siguiendo una estrategia de sintesis ortogonal (Esquema 2. 1)
que combina el uso de los grupos protectores Boc/Alloc que posteriormente seran

eliminados de forma selectiva.

En rasgos generales, la estrategia sintética desarrollada consistia en el acoplamiento de la
Alloc-L-hidroxiprolina al soporte polimérico, seguido de la incorporacién del acido N-Boc-
hidroxdmico de lisina o tiolisina protegido y la N-acilacion de la prolina previamente
desprotegida. En esta ultima etapa, antes de la escisién de los productos de la resina, es
donde se introduce la diversidad de los compuestos que componen cada una de las dos
sub-quimiotecas, de las cuales en esta tesis se sintetiz6 la que tiene la tialisina como

aminoacido de reconocimiento.

NHBoc NHBoc
HO, o - S/’ OPMB » S/' OH
N N
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Esquema 2. 1. Estrategia general para la sintesis de la quimioteca de hidroxamatos en fase solida.

Esta estrategia requeria la sintesis previa en solucién de los distintos precursores que

forman la estructura basica de los compuestos.
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2.3.3.1 Sintesis en solucion de los precursores

Alloc-L-hidroxiprolina
La sintesis del precursor Alloc-L-hidroxiprolina se realizé mediante la reaccién de la amina
de la L-hidroxiprolina 1 en condiciones basicas con cloroformiato de alilo 2 obteniendo el

compuesto aceitoso 3 con un 79% de rendimiento (Esquema 2. 2).

Esquema 2. 2. Sintesis de Alloc-L-Hidroxiprolina 3. Condiciones; THF/H,O (1:1), NaOH 4M (pH 9), 0 °C, 1 h, 79%
rendimiento, 96% pureza.

O-(4-metoxibencil)hidroxilamina

Para la obtencion del acido hidroxamico protegido de la tialisina 18 fue necesario sintetizar
el precursor O-(4-metoxibencil)hidroxilamina 8 (Esquema 2. 3). Para ello se procedié a
realizar la reaccion de la N-hidroxiftalimida 4 con 1-(clorometil)-4-metoxibenceno 5 en DMF
a 90 °C durante 1 hora, generandose el producto 2-((4-metoxibencil)oxi)isoindolina-1,3-
diona 6 que precipitdé en medio acuoso como sélido blanco con un 79% de rendimiento®.
Posteriormente se elimin6 el grupo protector ftalimida con N-metilhidrazina, en EtOH a
reflujo 1.5 h. El crudo de la reaccion se resuspendidé en Et,O obteniendo el producto 8 en
forma de aceite amarillo con un rendimiento del 72%%. Los productos 6 y 8 no son

estables en las condiciones de HPLC-MS, por lo que fueron caracterizados por RMN.

0 o /
oo T el OO
cl H,N-O
s © 5 6 ©

8

Esquema 2. 3. Sintesis de O-(4-metoxibencil)hidroxilamina 8. Condiciones; a) EtsN (2.4 eq) en DMF, 90 °C, 1 h,
79% rendimiento, 97% pureza; b) CHsNHNH; (1.1 eq), EtOH, reflujo, 1.5 h, 72% rendimiento, 98% pureza
determinada por RMN.

Boc-tialisina(Boc)-NH-OPMB?*

El derivado protegido del acido hidroxamico de la tialisina 18 (Esquema 2. 4) se sintetiz6 a
partir del 2-aminoetanol 9, del cual se protegi6 la amina con Boc haciéndola reaccionar con
terc-butil-(2-hidroxietil)carbamato a 0 °C en condiciones estandar®® obteniendo el producto
11 con un rendimiento del 99%. Posteriormente se form6 el derivado metansulfonato 14 a
partir de 11 y cloruro de metansulfonilo en presencia de piridina anhidra obteniendo el

producto en forma de aceite amarillo con un rendimiento del 91%. Posteriormente se
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procedi6 a la S-alquilacién del producto comercial N-Boc-L-cisteina metil éster con 14 y
Cs,CO03 (s) como base inorgénica soluble en disolventes orgénicos‘“’. El producto generado
16 se utilizd posteriormente tal como se obtuvo al no poder ser purificado mediante
cromatografia flash ni al utilizar silica como fase estacionaria ya que se produce una B-
eliminacion en el producto 16 obteniendo el 2-((terc-butoxicarbonil)amino)acrilato de metilo
como subproducto, ni cuando se utilizé alumina por la baja resolucién que se obtenia. Para
hidrolizar el éster metilico 16 se evaluaron varias condiciones de reaccioén; utilizando
distintos disolventes (Et,O, Et,O/DCM (1:1, v/v), DCM, THF, MeOH/H,O (1:1, v/v)) y dos
bases inorganicas sélidas (KOSiMe y LiOH). Aunque los silanolatos son solubles en medio
organico y esta descrito su uso para la obtencion de las correspondientes sales
carboxilicas*', se encontro que a la escala de trabajo (~30 g de partida) obteniamos
mejores resultados al utilizar LiOH ) en MeOH/H,O (1:1, v/v), ya que daba una mejor
conversion de la reaccion y el crudo que se generaba era mas facil de purificar. Estas
condiciones permiten eliminar por filtracion el exceso de LiOH () no solubilizado en la
mezcla de reaccion y de esta manera obtener el acido carboxilico 17 con un rendimiento

del 56% en dos etapas.

OH N>
H2N/\/OH a BocHN™ > b BocHN™ 5570 c BocHN._~¢ o

-
NHBoc
9 1 14 16

i \/©/O\ - I
BocHN \/\Sﬁ)LN/O e BOCHN\/\S%OH

NHBo@ NHBoc
18 17

i > i \/©/0\
BocHN
MOH e BocHN \/\/\HL N/O

31  NHBoc NHBod

Esquema 2. 4. Sintesis de Boc-tialisina(Boc)-NH-OPMB 18 y Boc-Lys(Boc)-NH-OPMB 32. Condiciones; a)
Boc,0 (1 eq), DCM anh., 0 °C, 1.5 h, 99% rendimiento, 99% pureza; b) cloruro de metansulfonilo (1.2 eq), piridina
anh- (2 €q), DCM 3nh., atmosfera N, 0 °C, t.a., 50 min, 91% rendimiento, 98% pureza; c) N-(terc-butoxicarbonil)-L-
cisteina metil éster (1 eq), Cs2COs () (1.2 eq), DMF, 0 °C - t.a., 4 h.; d) LiOH () (5 eq), H.O/MeOH (1:1, v/v), t.a,
18 h, 56% rendimiento en 2 etapas, 87% pureza; e) O-(4-metoxibencil)hidroxilamina 8 (1 eq), EDC-HCI (1 eq),
HOBt-H,0 (1 eq), DCM, t.a, 15 h, 75% rendimiento, 86% pureza.

Finalmente el derivado hidroxamico protegido 18 se obtuvo haciendo reaccionar la
hidroxilamina protegida 8 con la Boc-L-tialisina(Boc)-OH 17 utilizando EDC-HCI y

HOBt-H,O como sistema de acoplamiento. El producto final precipitd en una mezcla de
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DCM/Hexano (4:1, v/v) a 4 °C como un soélido blanco. El rendimiento total del proceso

completo desde la transformacion del 2-aminoetanol 9 hasta la sintesis de 18 fue del 39%.

El acido hidroxamico derivado de la lisina 32, fue sintetizado por el Dr. Rob Hoen, y se
obtuvo con un rendimiento del 71% utilizando el mismo procedimiento que se describe en
la ultima etapa (e) de la sintesis del compuesto 18 pero partiendo del compuesto 31

(Esquema 2. 4).

2.3.3.2 Sintesis en fase sélida de la quimioteca de miéticos de Lisil-AMP

Los compuestos miméticos de Lisil-adenilato se sintetizaron manualmente en fase soélida
utilizando 300 mg (168 mmoles) de la resina Fmoc-Rink-MBHA por compuesto (Esquema
2. 5). Se eligid este soporte polimérico ya que nos permitia realizar una estrategia
Alloc/Boc y permitia obtener los compuestos en forma de carboxamida mediante aciddlisis
con TFA sin tener que recurrir a la hidrolisis con HF anhidro para la escisién de los

compuestos finales (ver protocolos en el apartado 4.1 de la experimental).
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. o
| X= CHy, S o/go
3
d
\ \

Esquema 2. 5. Sintesis de miméticos de Lisil-adenilato en fase sélida. Condiciones; a) 20% piperidina en DMF
(2 x 20 min); b) 3, DIPCDI (5 eq) y HOBt.H2O (5 eq) en DMF, 2 h; c) 18 (7 eq), DIAD (21 eq) y PPhs (21 eq) en
DCM amh.,15 h; d) Pd(PPhs)s (0.1 eq), PhSiH3 (10 eq) en DCM (2 x 20 min); e) RCOOH (5 eq), DIPCDI (5 eq) y
HOBt-H;O (5 eq) en DMF, 2 h; f) TFA/DCM/TIS (95: 2.5: 2.5, v/viv), 4 h.

Una vez eliminado el grupo Fmoc de la resina se introdujo la L-hidroxiprolina protegida 3
utilizando DPCDI/HOBt-H,O como sistema de acoplamiento. Sobre la Alloc-hidroxiprolina-

resina, se incorporé el compuesto 18 (32 en el caso de los derivados de la lisina) mediante
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una reacciéon de Mitsunobu, que conlleva la inversion del centro esterogénico del alcohol

de la hidroxiprolina y la obtencién el derivado hidroxilamida (paso ¢, Esquema 2. 5).

La reacciéon de Mitsunobu fue un paso critico para la obtencion de los derivados de la
tialisina. Para optimizar este paso se realizaron distintos ensayos tanto en fase sdlida
como en solucién utilizando en este caso el analogo (4R)-4-hidroxipirrolidina-2-carboxilato
de metilo (obtenido de la reaccion de 3 con trimetilsilidiazometano). Se evaluaron varios
compuestos azodicarboxilato (DIAD, DEAD, DCAD, DBAD y ADDP), dos aminas
estéricamente menos impedidas y comercialmente asequibles (1-hexanamina y 4-
fenilbutilamina), dos fosfinas (PPh; y TBP) y distinto numero de equivalentes de los
reactivos utilizados. Con los resultados de estos ensayos se llegd a la conclusion de que
era imprescindible recurrir a un elevado numero de equivalentes de PPh; y DIAD, asi
como secar todos los reactivos en una estufa de vacio a 30 °C durante 15 horas antes de
su utilizaciéon para que la reaccion de Mitsunobu tuviera lugar (Tabla 2. 1). Finalmente, en
la sintesis de los compuestos se utilizaron 7 eq del derivado del acido hidroxamico de la
tialisina 18 y 21 eq de PPhs y de DIAD. A pesar del proceso de optimizacién realizado, la
poca reproducibilidad de la reaccién nos obligd a sintetizar los compuestos de tres en tres,
descartando la idea inicial de sintetizar el esqueleto comun de los compuestos de una sola
vez. Seguramente, esta falta de reproducibilidad viene dada por la dificultad de mantener
las condiciones anhidras que requiere la reaccion en la sintesis en fase sélida. Para
confirmar que la reaccion entre el grupo hidroxilo 3 y el derivado del acido hidroxamico de
la tialisina 18 se habia dado, se procedi6 a la acidodlisis de una alicuota de la resina con
TFA/DCM/TIS (95:2.5:2.5 viviv) a t.a. durante 4 horas, escindiendo asi el compuesto del

soporte sélido y comprobando mediante HPLC-MS su obtencion.

hexilamina 7 eq
A2, DIAD 7eq| PPH; 7eq ———
g O\(O 4-fenilbutilamina 7 eq
© N
g ,& S DEAD 7 eq
o0~ ~o DCAD 7
@ ®d[ PPH, 7eq| BocLysBoc)NH-OMPB 7 eq
| ADDP 7 eq
DBAD 7 eq
HO, Boc-Lys(Boc)-NH-OMPB 2 eq
O— Boc-Tialis(Boc)-NH-OMPB 2 eq
N DIAD 2eq| PPH; 2eq I
= A © hexilamina 2 eq
o]
S o0 O-(4-metoxifenil)hidroxilamina 2 eq
§ ﬁ DIAD 2eq TBP 2eq Boc-Lys(Boc)-NH-OMPB 2 eq
5 EtOH 2 eq
HO/\CN—Boc DIAD 2eq| PPH3; 2eq Boc-Lys(Boc)-NH-OMPB 2 eq

Tabla 2. 1. Distintas pruebas realizadas de la reaccion de Mitsunoubu en fase solida y en solucion con DCM

anhidro a t.a. durante 15 h.

45



Capitulo 2

Superada esta etapa de la sintesis y una vez eliminado el grupo protector Alloc con
Pd(PPh3), y PhSiH; en DCM .., se divididé la resina en tantas partes iguales como
compuestos a sintetizar, procediendo a acilar la N-hidroxiprolina con el acido carboxilico
correspondiente utilizando como agentes acoplantes DIPCDI y HOBt-H,O. En este punto,
se introdujeron distintos acidos heterociclicos (R3;) comerciales que mimetizan a la adenina

del sustrato natural y proporcionan diversidad a la quimioteca.

Se siguié el mismo esquema sintético para obtener los analogos derivados de la lisina. En
dicho caso la reaccion de Mitsunobu funcion6 correctamente con 7 eq de DIAD y 7 eq de
PPhs, pudiendo proceder a la obtencién del esqueleto comun de los compuestos de una

sola vez.

Se procedio a realizar la escision del compuesto final del soporte sélido mediante aciddlisis
con TFA/DCM/TIS (95:2.5:2.5 v/v/v). Cuando se analizaron los crudos de los mismos, se
detectd, en la mayoria de casos tanto en los derivados con la tialisina como los de la lisina,
un subproducto con una masa molecular 15 unidades inferior al compuesto deseado, que
se atribuyeron a derivados tipo éster. Durante la purificacién que se realizé6 en medio
basico, la mayoria de estos ésteres se hidrolizaron liberando la tialisina, obteniéndose
productos con una masa molecular de 161 unidades inferiores al producto deseado (Figura
2.5).

Los compuestos y los subproductos hidrolizados fueron purificados mediante Prep-HPLC-
MS en medio basico con distintos gradientes, colectando las fracciones mediante
deteccién por MS (ver tabla resumen en el apartado 2.2.1 de la experimental). Se calculé
la pureza de las distintas fracciones recogidas y liofilizadas por HPLC-MS analitico en
medio basico (A: H,O:NH,CO3 (20 mM, pH 9); B: ACN) a 50 °C con gradientes lineales de
0-50% de B en 3.5 min a A= 214 nm. Cinco de los compuestos derivados de la tialisina
descompusieron después de su purificacién y no pudieron ser obtenidos. Los productos y
los subproductos con purezas superiores al 85% se entregaron a una concentraciéon 1 mM
en H,O al laboratorio de Traducci¢ genetica del Instituto de Recerca Biomédica (IRB) de
Barcelona encabezado por Dr. Lluis Ribas para evaluar su actividad in vitro frente a P.

falciparum.
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Figura 2. 5. A) Esquema general de la hidrolisis en medio basico del subproducto obtenido en la sintesis de los

compuestos en fase solida. Se ilustra, a modo de ejemplo, el espectro de HPLC-MS en medio basico del

compuesto M-26; (B) antes de su purificacion donde se observa la masa del producto y la del subproducto y (C)

después de la purificacién obteniendo por separado el producto y el subproducto hidrolizado.
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2.3.4. Evaluacion de la actividad antimalarica in vitro de los
miméticos de Lisil-AMP

Una vez obtenida la quimioteca de los miméticos de Lisil-AMP se procedié a evaluar la
capacidad antimalarica in vitro de los mismos. Para ello se infectaron los glébulos rojos
humanos (RBC) con parasitos P. falciparum de la cepa 3D7A, y se determiné la capacidad
de los compuestos de disminuir la parasitemia en un cultivo, inhibiendo el crecimiento de
los parasitos. Asi, después de sincronizar el cultivo con sorbitol, para asegurarse de que
todo los parasitos se encuentran en el estadio de trofozoitos jovenes denominados anillos
0 rings, se incubaron concentraciones distintas de los compuestos en cultivos con
parasitemias del 1 y el 0.1% durante 48 y 96 horas respectivamente. La actividad
antiparasitaria in vitro de los compuestos sintetizados se estimaron mediante el ensayo de
Lactato Deshidrogenasa (LDH) y los resultados se confirmaron mediante microscopia

Optica (ver protocolo en el apartado 6.1.2. de la experimental).

El ensayo de Lactato Deshidrogenasa es un ensayo colorimétrico indirecto donde se
calcula la proliferacion parasitaria a partir de la medicién de la actividad de la enzima LDH
de P. falciparum. En este ensayo se determina la transformacion el 3-acetilpiridina adenina
dinucleétido (APAD) a APADH, siendo este un derivado sintético de la coenzima natural
nicotinamida adeniana dinucleétido (NAD) que es rapidamente transformado por la enzima
pLDH pero no por la LDH humana*?. A medida que APADH se va formando, el cloruro de
nitroazul de tetrazolio (NBT) se reduce generando formazan que es detectado por UV
(Figura 2. 6).

LDH

Lactato OH / \
NO, APAD APADH
-NH HN~N /
e O-On ; ¥
N N N N
g o N N
\

P|ruvato

/
Formazan (Negro azulado) NBT (Amarillo palido)
Figura 2. 6. Esquema general de la formacion del formazan en el ensayo LDH.

Los primeros resultados mostraron que del total de compuestos que forman la quimioteca
de miméticos de Lisil-AMP, tres de los derivados de la tialisina y dos de la lisina, eran

activos a 50 uM (Figura 2. 7).
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Los compuestos mas activos in vitro a 50 uM M-12, M-33 y M-37 fueron capaces de inhibir
la parasitemia entre un 70 y un 80%, mientras que a 5 uM sélo los compuestos M-12, M-24
y M-26 mostraron actividad moderada a las 96 horas. Sin embargo, el dato mas
caracteristico es la diferencia entre la actividad a las 48 y 96 horas de los compuestos M-
26 y M-37 a 50 uM. Los resultados indican que posiblemente, estos dos compuestos
pueden inhibir selectivamente la LisilF-ARNt sintetasas apicoplasticas mostrando un
considerable decrecimiento de la poblacion del parasito a las 96 horas (delayed death
effect).

Otro dato a tener en cuenta es que ningun subproducto hidrolizado dio actividad in vitro,

indicando, que posiblemente la pérdida del aminoacido disminuye la interaccion enzima-

sustrato.
Actividad antimalarica in vitro; ensayo preliminar
100
90
c 80 ] __
9o 70 —
L 60 -
el
= 50 —
'E 40 — — | @48h
52 30 ] — @96h
20 =
10 - —
0 _:I - = = -_
5uM 50pM|5pM 50pM|5pM 50pM|5pM 50pM|5pM 50pM‘|
M-12 M-24 M-26 M-33 M-37
NH, on NH; oH NH, on
S/ %'N/ S/ N S/l S/'N/
A Z—)\(O O Zj\(o O b\/(o
N N N
NH, NH, NH,
M-26 o] M-33 0 M-37 e
\ o
NH N
Br. =N N
NH, @ NH; NO,

NO,

Figura 2. 7. Resultados in vitro de la inhibicién de la parasitemia calculadas mediante el ensayo de LDH y

estructura de los compuestos que mostraron actividad antimalarica in vitro a 50 uM.
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Analizando los resultados asociados a aquellos compuestos que presentan mejor
porcentaje de inhibicion in vitro y mejor interaccioén con el centro activo in silico (Tabla 2. 2)
se pueden poner de manifiesto algunas concordancias/discordancias entre los resultados
in silico y los obtenidos in vitro. Para ello tendremos en cuenta la teoria que afirma que la
inhibicion del apicoplasto de P. falciparum implica la incapacitacion del parasito a realizar
la duplicacion del genoma de dicho organulo durante la division celular®, e inhabilita la
produccién de la maquinaria bioquimica necesaria para llevar a cabo un nuevo ciclo de

infeccion®, causando asi la muerte y una disminucion de la parasitemia a las 96 horas.

- Los cinco compuestos que han mostrado actividad in vitro a 50 uM, a excepcién de M-24,
presentaron unos valores relativos de GS altos frente a la proteina parasitaria apicoplastica
(PfKRS-2). Se prevé que dichos compuestos se disponen espacialmente en el centro
activo de la enzima interaccionando con los residuos que reconocen tanto el aminoacido
como el grupo heterociclico que mimetiza a la adenina. El compuesto con una interaccion

mayor (GSpe=-12.9, GSys= -9.6) pertenece a M-01, siendo este el analogo a M-26.

- El compuestos M-24 es uno de los mas activos in vitro a bajas concentraciones, pero no
presenta selectividad a concentraciones mas elevadas, hecho que se correlaciona con los
resultados in silico donde se pronosticaba mayor interaccion por la enzima humana que

por la apicoplastica de P. falciparum.

- El compuesto M-33 es el mas activo in vitro a las 96 horas a 50 uM siendo también el que
presenta una mayor afinidad enzima-sustrato in silico. Aunque dicho compuesto no
muestra tanta selectividad por el apicoplasto como M-26 y M-37, la inhibicion de la

parasitemia a las 96 horas es casi el doble que la registrada in vitro a las 48 horas.

- Parece ser que el aminoacido juega un papel mas importante en este tipo de estructuras
que el reflejado en los valores registrados in silico; si se analizan los resultados obtenidos
para todos los miméticos sintetizados (ver tabla resumen en el apartado 2.2.1 de la
experimental), en general, no se observa una afinidad mayor frente a PfKRS-2 para los
compuestos que tienen a la tialisina como aminoacido de reconocimiento respecto a sus
analogos formados con la lisina. No obstante, los resultados in vitro muestran mas
selectividad apicoplastica para los compuestos formados con tialisina; pues ninguno de los
compuestos activos con la lisina como aminoacido muestran una diferencia de actividad

sustancial en la inhibicién de la parasitemia a las 48 y 96 horas.

Las parejas de compuestos analogos M-01/M-26 y M-12/M-37 se diferencian entre ellos
por el aminoacido de reconocimiento. La puntuacion relativa GS predice una mayor
actividad y selectividad de los derivados de la lisina (M-01 y M-12) frente a sus

equivalentes (M-26 y M-37). Sin embargo, el compuesto M-01 no ha mostrado actividad in
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vitro a 50 uM y los compuestos M-26 y M-37 formados con la tialisina parecen ser mas

selectivos frente a PfKRS-2 que M-12.

lisina-adenilato adenina . 17.6 31.7

- lisina-adenilato 6.7 32.6
lisina-adenilato lisina 3.9
lisina-adenilato adenina . 43.5
lisina-adenilato adenina 6.2

Tabla 2. 2 Resumen de los resultados obtenidos in silico e in vitro de los compuestos activos.
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2.3.5. Sintesis en solucion de los compuestos Lisil-AMP

seleccionados

Para caracterizar y ensayar in virto e in vivo los compuestos seleccionados mediante el
ensayo de inhibicibn de la parasitemia, se precedidé a resintetizar los compuestos
seleccionados. En esta ocasion se realizé un esquema de sintesis distinto en solucion
(Esquema 2. 6) con el fin de mejorar el rendimiento obtenido, asi como, evitar los
inconvenientes que habian surgido durante el proceso de sintesis de los compuestos en

fase solida y su posterior purificacion.

HO HO HO / N
0 a / 0 be 0 d e
QY QY N BocHN N O
H OH OH NH,
1 L L Bt

M-26 M-33 M-37 28 29 30

Esquema 2. 6. Sintesis en solucion de los miméticos de Lisil-adenilato seleccionados. Condiciones; a)
cloroformiato de p-nitrobencilo, NaOH 2 M en DCM, 0 °C, 1 h, 57% rendimiento, pureza >99%; b) EDC-HCI (1.2
eq), HOBt-H,O (1.2 eq) en ANC ., 0 °C, 14 h, pureza >99%; c¢) NH,OH (5c) al 32%, 0 °C, 30 min, 66%
rendimiento; d) 18 (1.2 eq), DEAD (3 eq), PPhs (3 eq) en DCM qnh., t.a., 15 h; €) Pd/C al 10%, H., en MeOH, t.a.,
15 h; f) R3COOH (1 eq), EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H,O (1 eq), en DCM/DMF (9:1, v/v), t.a., 18 h; f) DCM/TFA
(3:2, viv), ta.,, 18 h.
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En esta estrategia de sintesis se utilizé la L-hidroxiprolina 1 como material de partida, cuya
amina se hizo reaccionar con cloroformiato de p-nitrobencilo en medio basico obteniendo
un sélido amarillo que correspondia al acido (2S,4R)-4-hidroxi-((4-nitrobenciloxi)carbonil)
pirrolidina-2-carboxilico 20 que precipita en medio acido como una mezcla de rotdmeros
con un 57% de rendimiento®. En esta estrategia se utilizé el cloroformiato de p-nitrobencilo
como grupo protector de la amina de la L-hidroxiprolina 1 en vez del grupo alilo utilizado en
la sintesis de fase solida, para facilitar su manipulacién y poder seguir la reaccién por
HPLC-UV. El carbamato de nitrobencilo es mas estable frente a hidrélisis acidas y su
eliminacion mediante hidrogendlisis es mas efectiva que el carbamato de bencilo.
Posteriormente se trata 20 con hidroxido de amonio acuoso al 32% en presencia de los
agentes acoplantes EDC-HCI y HOBt-H,O generando el derivado carboxamida 21 como
mezcla de rotameros con un rendimiento del 66% después de su purificacion mediante
cromatografia flash automatizada®. Los derivados de tipo hidroxamato protegidos 22 y 23
se obtienen a partir de 21 y 18 (32 en los derivados de la lisina) mediante la reaccién de
Mitsunobu utilizando PPh; y DEAD, en condiciones anhidras y bajo atmosfera de argoén,
siendo indispensable secar previamente los reactivos de partida en la estufa de vacio a 30

°C durante 15 horas.

Dado que es mucho mas facil trabajar en condiciones anhidras en solucién que en fase
solida, la reaccién de Mitsunobu funcioné mucho mejor y ademas se requirieron menos
equivalentes de los reactivos de partida. No obstante, el 6xido de ftrifenilfosfina formado,
resulté imposible de aislar tanto por cromatografia flash automatizada como por
precipitacion. Se decidioé utilizar el crudo en la siguiente etapa del proceso de sintesis dado

que el 6xido de trifenilfosfina no afectaba a la siguiente reaccion.

Los compuestos 24 y 25 se obtuvieron mediante hidrogendlisis de los compuestos 22 y 23
respectivamente con Pd/C al 10% en MeOH. Llegado a este punto, el crudo 24 se dividié
en dos partes iguales, mientras que el compuesto 25 se dividié6 en tres, para acilar la
amina de la prolina con distintos acidos carboxilicos (R3COOH), utilizando EDC-HCI vy
HOBt-H,O como agentes acolpantes. Se elimindé el grupo Boc de los compuestos
resultantes con una mezcla de TFA al 40% en DCM. Llegados a este punto, se requirié
purificar los compuestos justo después de concentrar los crudos a sequedad, evitando de
este modo la descomposicion del producto. Los compuestos se purificaron mediante Prep-
HPLC-MS en medio basico. Las distintas fracciones se liofilizaron y aquellas que no
alcanzaron una purezas superior al 95% a A= 214 nm, fueron repurificadas, esta vez en
medio acido, hasta alcanzar la pureza requerida para los ensayos in vitro. Los compuestos
finales, mezcla de dos rotameros, se caracterizaron mediante RMN 'H, '*C, HMQC vy
HRMS (ES™).
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Durante esta sintesis, no se observé en ninguna etapa analizada por HPLC-MS, el éster
con 15 unidades menos de masas respecto al producto deseado, obtenido en la sintesis
en fase sdlida. Aunque los rendimientos alcanzados eran mejorables, fueron superiores

siguiendo esta ruta sintética.

2.3.6. Evaluacion de la actividad antimalarica in vitro de los

compuestos Lisil-AMP seleccionados

Los compuestos resintetizados se entregaron, esta vez a una concentracion 5 mM en
medio acuoso al laboratorio de Traduccié genetica del Instituto de Recerca Biomédica
(IRB) de Barcelona dirigido por el Dr. Lluis Ribas de Pouplana, con la finalidad de
confirmar la actividad in vitro contra P. falciparum y estimar la ICsy de los compuestos asi
como, ensayar la selectividad de los mismos frente a la enzima Lisil-AMP apicoplastica 'y a
la enzima homdloga humana tal y como se habia predicho mediante los experimentos de

docking.

Se ensay6 la actividad antiparasitaria de los compuestos in vitro en un cultivo de RBC
humanos infectados con P. falciparun de la cepa 3D7A analizando la inhibicién de la
proliferaciéon del parasito mediante citometria de flujo a las 48 y 96 horas de la incubacién
de los compuestos, confirmando los resultados por microscopia 6ptica (ver protocolo en el
apartado 6.1.2. de la experimental). Mediante esta técnica, utilizando SYTO®11 como
marcador de la proliferacién parasitaria, se obtienen unos resultados mas fiables que
utilizando el ensayo de LDH, pudiéndose detectar selectivamente las células rojas
invadidas por P. falciparum en el estadio de trofozoitos inmaduros (anillo o rings) y

consecuentemente descartando los parasitos en estadios mas avanzados.

Una vez confirmada la actividad antiparasitaria in vitro de los cinco compuestos
seleccionados a 50 uM mediante citometria de flujo, se calcul6 la ICsy a través de las
curvas dosis-respuesta obtenidas a partir de los resultados de citometria de flujo

ensayando los compuestos a distintas concentraciones (Figura 2. 8).
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ICs, in vitro
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Teniendo en cuenta que el objetivo principal de la sintesis de esta quimioteca era inhibir
especificamente la Lisil-ARNt sintetasa apicoplastica del P. falciparum procurando una
selectividad entre especies, se decidid seleccionar los compuestos M-26 y M-37 para
seguir analizando su actividad in vitro frente a la enzima apicoplastica PfKRS-2, pues eran

los que mostraron mayor diferencia de actividad a las 48 y 96 horas.
2.3.6.1 Ensayos de aminoacilacion in vitro

Para investigar la selectividad y especificidad de dichos compuestos a las enzimas en
cuestion, se llevaron a cabo ensayos de aminoacilaciéon in vitro. Se utilizé la proteina
purificada de Lisil-ARNt apicoplastica (PfKRS-2) y citosélica (PfKRS-1) de extractos de P.
falciparum, asi como la proteina purificada Lisil-F-ARNt humana (HsKRS) de extractos
celulares, requiriendo también el uso de la lisina marcada radioactivamente ([*H]-lisina) y el
ARNt"® transcrito in vitro para cuantificar la inhibicion enzimatica (ver protocolo en la
apartado 6.1.2 de la experimental).

Los dos compuestos M-26 y M-37 inhibieron la actividad de la enzima apicoplastica de P.
falciparum (PfKRS-2) a 100 uM, pues durante el ensayo de aminoacilacion de dicha
proteina no se registro la union de [°H]-lisina en el ARNt™", lo que indica que ambos
compuestos bloquean el centro activo de la enzima apicoplastica alterando su
funcionamiento (Figura 2. 9. B y F). Cuando se realizd el mismo ensayo para la enzima
citosolica de P. Falciparum (PfKRS-1) y la enzima humana (HsKRS) se observd que la
actividad de ambas enzimas permanecia practicamente inalterada (Figura2.9.C,Dy G, H

respectivamente).
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Figura 2. 9. Resultados de los ensayos de aminoacilacion de las enzimas Lisil-ARNt; PfKRS-1, PfKRS-2 y
HsKRS in vitro a una concentracion 100 uM a distintos tiempos. La actividad enzimatica sin inhibidor esta
representada por una linea continua, mientras que la linea discontinua representa los pmoles de [*H]-lisina

acilada en presencia de los compuestos.

Para confirmar que M-26 y M-27 eran inhibidores especificos de la Lisil-ARNt sintetasa y
que no afectaban al funcionamiento del resto de ARS del parasito, se realizd el ensayo de
aminoacilaciéon en las mismas condiciones, esta vez utilizando otra enzima plasmédica
Trp-ARNt sintetasa (PfFWRS) observando que ninguno de los dos compuestos era capaz
de inhibir su actividad (Figura 2. 10).
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Figura 2. 10. Resultados de los ensayos de aminoacilacion de la enzima Trp-ARNt sintetasa (Pf\WRS) de P.
Falciparum.

Con los resultados obtenidos in vitro, se afirma que los compuestos M-26 y M-37 son

inhibidores especificos de la Lisil-ARNt sintetasa apicoplastica de P. falciparum.

2.3.7. Evaluacidon in silico de los compuestos Lisil-AMP

seleccionados

Como se ha descrito anteriormente, los compuestos que presentan una unién enzima-
sustrato parecida al ligando natural AA-AMP, es decir, tanto el analogo del aminoacido
como el de la adenina se unen al centro activo de la enzima, presentan una mayor
interaccion, siendo teéricamente mejor inhibidores. Los compuestos M-26 y M-37 tienen
una disposicion espacial y una interaccion con la enzima PfKRS-2 parecida al intermedio
Lisil-adenilado (LAD). Contrariamente no presentan tal interaccion con la enzima humana
HsKRS (Figura 2. 11). Sabiendo que los residuos de la enzima involucrados en el
reconocimiento de la lisina se conservan en ambas especies, pero que otros residuos
involucrados en el reconocimiento del sustrato y que forman parte del centro activo de la
enzima, son diferentes entre especies, sugiere que el disimil modo de acoplamiento

enzima-sustrato que presentan dichas enzimas es debido a restricciones estéricas.
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PfKRS-2

— M-26
— M3 HsKRS
LAD

Figura 2. 11. Estructuras en 3D modeladas in silico del intermedio Lisil-adenilato (LAD) y los compuestos M-26 y

M-37 en el centro activo de la enzima PfKRS-2 (superior) y HSKRS (inferior).

2.3.8. Evaluacion in vivo de los compuestos Lisil-AMP

seleccionados

2.3.8.1 Modelo zebrafish

Los miméticos de la Lisil-AMP M-26 y M-37 fueron enviados a Portugal al grupo del Dr.
Manuel Santos (ARN Biology Laboratory- University of Aveiro) para evaluar la
genotoxicidad asi como los posibles efectos adversos en el proceso de embriogénesis
usando zebrafish como modelo animal (ver protocolo en el apartado 6.2.1 de la

experimental).

Los peces zebrafish son modelos vertebrados utilizados en ensayos preclinicos que
permite identificar toxicidades graves provocadas por los compuestos a ensayar pudiendo
extrapolar los resultados obtenidos frente animales vertebrados superiores como los
mamiferos. Los embriones de zebrafish desarrollan la mayoria de organismos presentes
en los mamiferos incluyendo el sistema cardiovascular, nervioso y digestivo en menos de
una semana. Ademas sus caracteristicas; tamafo pequefio, transparencia y la habilidad de
absorber los compuestos presentes en el agua, hacen que sea un modelo interesante para

predecir la toxicidad de los compuestos.

Mediante la observacion de los embriones durante su desarrollo de 0 a 72 horas, se

pueden detectar malformaciones o retraso del crecimiento embrionario, alteraciones en la
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pigmentacién relacionadas con malformaciones de la cresta neural y/o edema pericardico

por afectacion del sistema cardiovascular y circulatorio®”.

Para evaluar la citotoxicidad de los compuestos, se utilizaron 10 embriones en cada
ensayo, a las concentraciones de ICsq de los compuestos obtenidas anteriormente a las 96
horas en la evaluacién in vitro. El crecimiento embrionario se observd cada 24 horas hasta

finalizar el ensayo a las 72 horas, tiempo necesario para el desarrollo completo del pez.

Durante el ensayo de toxicidad no se detecté ninguna anomalia en los embriones tratados
con los compuestos M-26 y M-37 comparandolos con el crecimiento de los embriones wild
type usados como control (Figura 2. 12). Hecho que indica que los compuestos elegidos
no muestran efectos secundarios graves en modelos vertebrados, siendo este un primer
paso necesario para poder seguir investigando la actividad antimalarica de M-26 y M-37 in

Vivo.

24h 48h 72h

Figura 2. 12. Fotografias tomadas durante el ensayo de toxicidad con el modelo zebrafish, a las 24, 48 y 72 h

siguientes al tratamiento de los embriones con los compuestos M-26 y M-37.

2.3.8.2 Modelo murino

Sabiendo que los compuestos no mostraban efectos tdxicos en seres vertebrados, se
enviaron los compuestos M-26 y M-37 a Madrid al grupo del Dr. José M. Bautista
(Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular IV-Universidad Complutense de
Madrid) donde se evalu6 su actividad en ratones de la cepa BALB/cAnNHsd inoculados
con 2 x 107 eritrocitos murinos infectados por Py17XL (P. yoelii) (ver protocolo el apartado

6.2.2 de la experimental).
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El estudio experimental del P. falciparum es particularmente problematico ya que no se
puede mantener todo el ciclo de vida del parasito in vitro y ademas no existen modelos
animales infectados con P. falciparum ya que dicho parasito afecta casi exclusivamente a
los eritrocitos humanos. Anqué algunas investigaciones se centran en conseguir un
modelo murino infectado con P. falciparum®®, actualmente, la solucién para estudiar la
malaria en modelos animales se basa en el uso de distintas especies de Plasmodium no
patogénicas para humanos, pero que afectaran a los roedores como es el caso de P. yoelii
que se aisl6 en murinos africanos y se ha podido mantener en laboratorios de

experimentacién animal.

Los compuestos M-26 (25 mg/kg dia) y M-37 (9.75 mg/kg dia) se administraron a las 2
horas de la infeccion siguiendo el tratamiento durante los 3 dias siguientes. Las dosis
utilizadas fueron ajustadas en funcién de la solubilidad y de la IC5o de los compuestos in
vitro. Se utilizaron murinos tratados con cloroquina con dosis suficientes (5 mg/kg dia) para

observarse un 100% de la actividad antimalarica del compuesto como control.

Desafortunadamente, ninguno de los dos compuestos M-26 y M-37 mostr6 actividad
antimalarica in vivo frente a P. yoelii. No obstante, el compuestos M-37 retrasé un poco la

hiperparasitemia de los ratones y la muerte por malaria (Figura 2. 13).

40 --Control

% survival
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o
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20 M-26
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O . A
0 1 2 3 4 5 6

days post-infection

Figura 2. 13. Resultados del ensayo in vivo con modelos murinos de la cepa BALB/cAnNHsd infectados por
Py17XL.

La poca actividad registrada de los compuestos ensayados in vivo se puede deber a
muchos factores; en primer lugar, el modelo utilizado esta infectado con una especie de
Plasmodium distinta a los ensayos efectuados in vitro. Aunque dicho modelo esta
aceptado para evaluar la actividad preclinica de farmacos antimalaricos, la secuencia

gendmica de ambas especies difiere bastante entre si pudiendo afectar en el modo de
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accion de los compuestos ensayados.*® Por otro lado, no se ha efectuado un estudio
farmacocinético y farmacodinamico de los compuestos. Asi pues, no podemos descartar la
posibilidad de que dichos compuestos sean de eliminacion rapida de tal forma que el
tiempo de actuacion sea insuficiente para mostrar actividad. Tampoco se ha estudiado la
estabilidad y biodisponibilidad de los compuestos, pues es probable que no alcance la
diana terapéutica o sean rapidamente degradados en plasma®. Otro punto a tener en
cuenta es la dosis administrada, en este caso, posiblemente menor de lo necesaria para
observar un efecto antimalarico in vivo. No se pudieron realizar ajustes en la

administracion de los compuestos por falta de su disposicién.
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2.4 Conclusiones

Combinando los resultados obtenidos de las predicciones proporcionadas por
herramientas computacionales, la sintesis y la evaluacion de la actividad, tanto in vitro
como Jjn vivo, de una quimioteca de derivados del intermedio lisil-adenilato, se ha
demostrado que dos compuestos miméticos de la LisilF-AMP son capaces de inhibir
especificamente in vitro la enzima apicoplasticas PfKRS-2 sin alterar el funcionamiento de
la enzima homologa humana HsKRS, confirmando asi, que ambas enzimas difieren desde

un punto de vista evolutivo y estructural.

Dichos compuestos, muestran una actividad antimaldrica moderada in vitro y aunque
desafortunadamente no muestran actividad in vivo en modelos murinos infectados por

P.yoelii, no se les atribuye ningun efecto genotéxico en modelos zerafish.

Finalmente, mediante esta investigacidon podemos validar la enzima apicoplastica Lisil-
ARNt sintetasa de P. falciparum (PfKRS-2) como una potencial diana farmacolégica
selectiva y especifica para el tratamiento de la malaria, que abre un nuevo camino para el

desarrollo de farmacos antipaltdicos.
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CAPITULO 3

DISENO Y SINTESIS DE LIGANDOS
MULTIPLES BASADOS EN LOS
B-AMINOACIDOS CISPENTACINA E
ICOFUNGIPEN

Para la realizacién de este capitulo se ha contado con la colaboracién de la Dra. Eva
Novoa, que ha llevado a cabo el screening virtual y Noelia Camacho que ha evaluado la

actividad in vitro de la quimioteca de compuestos aqui presentes.






Disefio y sintesis de ligandos multiples basados en los B-aminoacidos cispentacina e icofungipen

3.1 Introduccién
3.1.1 Diseio de ligandos muiltiples (DLM)

La tendencia en quimica médica para el disefio racional de farmacos que puedan actuar
simultaneamente en mas de una diana terapéutica, ha aumentado en los ultimos afos,
dejando atras la filosofia “magic bullet; un Unico farmaco para cada enfermedad” de Paul
Ehrlich!. Para el tratamiento de enfermedades complicadas como los trastornos
neuroldgicos, el cancer y HIV entre otras, se requiere de compuestos con actividades
multiples, capaces de interaccionar con distintas dianas terapéuticas simultaneamente, es

decir con toda una red farmacolégica.

Desde hace arfos, el tratamiento de muchas enfermedades se realiza mediante la
administracion de un coctel de farmacos con distintos modos de accidén, capaces de
aumentar sinérgicamente su eficacia’>. Son ejemplos la terapia de combinacion con
artemisina (ACTSs) para el tratamiento de la malaria o el tratamiento contra HIV. Un coctel
de farmacos supone la toma de dos o mas comprimidos individuales. Sin embargo, los
beneficios de dicha terapia muchas veces se ven alterados por la gran cantidad de efectos
secundarios asi como, por el incumplimiento del tratamiento por parte del paciente

sobretodo en enfermedades asintomaticas como la hipertension®.

Aunque algunos médicos prefieren recetar combinaciones de farmacos para el tratamiento
de una enfermedad, ya que supone un menor coste econémico y una mayor flexibilidad a
la hora de ajustar la dosis terapéutica, una alternativa que disminuye los efectos
secundarios son los farmacos multicomponentes; es decir dos o mas farmacos son
administrados en un solo comprimido®®°. Recientemente, varios farmacos de este tipo han
salido al mercado como Advair® para el asma, Advicor® para la hipercolesterolemia,
Combivir® para HIV, Vytorin® para combatir las enfermedades cardiovasculares® o
Augmentin® donde la sinergia entre clavulanato de potasio y amoxicilina aumenta la
actividad del antibiético. No obstante, este tipo de terapia presenta una clara desventaja;
no todos los pacientes tienen el mismo metabolismo dando lugar a relaciones

farmacodinamicas y farmacocinéticas complejas.

Sumando los avances en el ambito molecular y genético con los avances en técnicas in
silico, el disefio racional de farmacos se ha visto incrementado gracias a la posibilidad de
utilizar dichas herramientas para la creacién de redes farmacolt')gicas.7'8 Actualmente, son
muchas las investigaciones que se centran en el disefio de ligandos multiples (DLM) para
hallar nuevos medicamentos. El concepto de ligandos mudltiples se refiere a los farmacos

administrados en un sélo comprimido y con un so6lo agente farmacoldgico capaz de
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modular mas de una diana terapéutica®'®. Los ligandos mdiltiples presentan varias
ventajas; ofrecen una prediccion farmacocinética y farmacodinamica mas fiable, reducen
posibles adversidades entre medicamentos y resulta un tratamiento menos fatigoso para el

paciente.

Conceptualmente, existen dos métodos para generar DLM; conocer un compuesto activo
frente a una de las dianas terapéuticas de interés siendo también capaz de interaccionar
minimamente con otras dianas terapéuticas o bien conocer dos compuestos, cada uno de
los cuales interacciona con una diana concreta pero ambas estan terapéuticamente

relacionadas’.

Los DLM se pueden clasificar en: 1) Conjugados: donde los dos farmaco6foros estan unidos
covalentemente a un grupo espaciador (linker) mas o menos largo. Existen espaciadores
estables que mantienen los dos farmacoforos unidos para interaccionar con receptores
proximos en el espacio o bien los hidrolizables que liberan los dos farmacos
simultaneamente. Generalmente esta clase de espaciadores contienen un enlace tipo
éster, que puede ser hidrolizado por esterasas o bien mediante un o6xido nitrico'; 2)
Fusionados: ambos farmacéforos estan unidos formando una sola unidad con dos “caras”
diferenciables y 3) Fundidos: normalmente son moléculas pequefias consideradas
estructuras privilegiadas con pequefas variaciones que son capaz de interaccionar con

dos receptores a la vez'® (Figura 3. 1).

e ek

Conjugados Fusionados Fundidos

Figura 3. 1. Clasificacién de ligandos multiples segln el grado de interaccion entre los farmacéforos.

Un ejemplo de DLM conjugados son los ligandos heterobivalentes sintetizados
recientemente en nuestro laboratorio' que resultan de la unién, de un agonista de D,R y
un antagonista A;pR mediante un espaciador. Dichos compuestos conjugados presentan
una afinidad mayor por los receptores A;a-D, que los compuestos monovalente por si

so6los, constituyendo un nuevo concepto para el tratamiento del Parkinson.

3.1.2 Cispentacina

El acido (1R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico comiunmente llamado cispentacina o FR-
109615 es un B-aminoacido que se extrajo por primera vez del caldo de cultivo de Bacillus

Cereus y poco tiempo después fue también aislado de un cultivo de Streptomyces setonii
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(Figura 3. 2). Su descubrimiento asi como sus propiedades fisicoquimicas

y biolégicas fueron descritas simultaneamente por distintos grupos de
915,16,17_

(S) (R)
H,N O investigacion en 198
HO

Figura 3. 2

No obstante la mezcla racémica del
compuesto se habia sintetizado con anterioridad, aunque no se le habia
atribuido ninguna propiedad bioldgica'®'*?°. Tiene particular interés que

Estructura quimica
de la cispentacina. €l enantiomero (1S,2R) es totalmente inactivo.

La cispentacina es soluble en medio acuoso y tiene propiedades anféteras. Muestra poca
actividad in vitro pero posee una excelente actividad antibiética y antifungica in vivo frente
a distintas especies del genero Candida, especialmente con C. albicans y no muestra
toxicidad (1 g/kg) en modelos murinos. Esta diferencia de actividad in vitro e in vivo indica
que es un compuesto que se absorbe correctamente por el sistema gastrointestinal y tiene

una larga semivida de eliminacion'®.

Al largo de los afios se han descrito multiples sintesis de dicho compuesto. La primera
sintesis de la mezcla racémica fue en 1972, mediante una cicloadicion [2+2] de
clorosulfonil isocianato a un ciclopenteno seguido por una hidrélisis del la B-lactama
intermedia’®. Los compuestos enantiomericamente puros, se obtuvieron a partir de la
mezcla racémica mediante la formacidon de dipéptidos y la posterior resolucién
diastereoisémerica seguida de una degradacion de Edman?'. Pero no fue hasta 1993 que
se describié la primera sintesis asimétrica de la cispentacina obtenida por una adicion de
Michel diastereoselectiva®’. No obstante, desde su descubrimiento hasta la fecha se han
descrito distintas estrategias para alcanzar el producto enantiomericamente puro, como
por ejemplo la cicloadicion intramolecular diastereoselectiva de una nitrona,? la resolucion
de la mezcla racémica catalizada enzimaticamente por lipasas® o la hidrogenacion

asimétrica de olefinas ciclicas tetrasubstituidas® (Figura 3. 3).

Otras investigaciones se centraron en descubrir el modo de accién de la cispentacina. Esta
se transporta al interior de C. albicans utilizando un transporte especifico de aminoacidos
facilitado por permeasas, compitiendo con el sustrato natural L-prolina entre otros
aminoacidos. La entrada de la cispentacina al interior celular es también dependiente de
bombas H*-ATPasa. La ARNts no es capaz de acilar la cispentacina como si de un
aminoacido se tratara, no obstante, el compuesto inhibe la incorporacion in vitro de [14C]-
Lisina en una proteina y [*H]-adenina en el RNA, e in vitro se ha observado la inhibicion de
Pro-ARNt sintetasa. La cispentacina por si sola no inhibe la biosintesis de los aminoacidos
in vivo, pero interfiere en mecanismos de regulacion elevando las concentraciones de

distintos aminoacidos?.
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Figura 3. 3. Distintas sintesis de (-)-cis-(1R,2S)-cispentacina®. A) Sintesis racémica de B-aminoacidos via
cicloadicion [2+2]; a) CISO,NOC, -78 °C, 8-10 h, posteriormente t.a., 18 h, 46%; b) KI, NaHSO4; c) NAOH, pH 7,
45%; d) HCI ¢onc, 0 °C, 3 h, 45%. B) Sintesis de (-)-cis-(1R,2S)-cispentacina y (+)-cis-(1S,2R)-cispentacina; a)
SOCI, MeOH,; b) N-Boc-L-Phe, EDC-HCI, HOBt-H,O, DCM,; c) cristalizacion fraccionada; d) 4-N-HCI, AcOEt; e)
isotiocianato de fenilo, EtOH, reflujo; f) 4-N-Cl, DCM; g) H20, pH 6.7, resina de intercambio aniénico. C) Sintesis
asimétrica de (-)-cis-(1R,2S)-cispentacina via adicion de Michel diasteroselectiva; a) Litio (S)-(o-
metilbencil)bencilamida, THF, -95 °C; b) 2,6-di-terc-butil-fenol, -78 °C, 65%, >98% de; c) AcOH, H,, Pd/C; d) HCI
metanolico; e) cromatografia de intercambio i6nico Dowex 50X8-200. D) Sintesis asimétrica de (-)-cis-(1R,2S)-
cispentacina via cicloadicion intramolecular de una nitrona diastereoselectivamente; a) NCS, benceno, t.a., 24 h;
P(OEt)s, 60°C, 4h, 78% ;b) 2-hidroperoxipropano-2-il-benceno, Ti(OiPr)4, (+)-Tartrato de dietilo, DCM, 72h, 43%,
> 98% e.e. c) 5,5-dimetoxipentanal, LiOH, THF, 80 °C, 4 h, 80%; d) )PdCl>(CHsCN),, acetona, 60 °C, 1 h, j
BnNHOH-HCI, NaHCOs, t.a., 16 h, 70%; e) Pd/C, AcOH, Hy, 48 h, 65%, f)Pd(OH),-C, EtsN, EtOH, 40 °C, H,, 4 h,
85%.
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Estudios SAR de relacion estructura-actividad de [-aminoacidos derivados de la
cispentacina (Figura 3. 4) demuestran que tanto el grupo amino primario como el grupo
carboxilico  son esenciales, siendo el enantibmero  &cido (1R,2S)-2-
aminociclopentanocarboxilico, el tinico que presenta actividad?’. El derivado acido (1R,2S)-
2-aminociclohex-3-enecarboxlico, aunque originalmente fue disefiado como fungicida y
herbicida®® para inhibir el cofactor enzimatico fosfato de piridoxal (PLP), mostro una fuerte
actividad in vitro frente a C. albicans. No obstante, dicho compuesto fue descartado en
estudios toxicolégicos, a diferencia del derivado acido (1R,2S)-2-amino-4-
metilenciclopentanocarboxilico conocido como icofungipen (BAY 10-8888 o PLD-118) que
dio una actividad parecida a la (1R,2S)-cispentacina e actualmente se encuentra en fase

clinica Il a cargo de la farmacéutica Pliva con licencia de Bayer.

Por otro lado, algunos dipéptidos, sobre todo aquellos con caracter hidrofébico como lle,
Leu, Phe y Val, exhiben también actividad frente a C. albicans. La estereoquimica (L)-o-
aminoacido unido a la cispentacina es esencial para la actividad, ya que los analogos
sintetizados con (D)-aminoéacidos fueron inactivos. La actividad del dipéptido esta asociada
a su ruptura mediante protedlisis, liberando la molécula de cispentacina dentro de la célula

una vez traspasada la membrana plasmatica, actuando estos compuestos como un pro-

farmaco.
Estructura IC50 (mg/L) Estructura IC50 (mg/L) Estructura IC50 (mg/L)
0.13 4* 0.13
HCI'H,N COOH HoN COOH H,oN COOH
COOH
cooH 003 8 HCIHAN NH 16
o}
. . }HN COOH
0.5 16 HCHH,N— 2
HCI'H,N COOH HCIH.N COOH 7

Figura 3. 4. Estudios SAR; actividad in vitro de algunos B-aminoacidos frente C. albicans. *Mezcla racémica. *

Recientemente, se han sintetizado dipéptidos mediante la acilacibn de la amina de
(1R,2S)-cispentacina con los aminoacidos esenciales Gly, Ala, Val, Leu y Phe, NH-Boc
protegidos. Dichos compuestos han sido evaluados in vitro frente a P. falciparum, con dos
cepas distintas; una de ellas sensible (CS) e otra resistente a la cloroquina (CR) con

resultados satisfactorios (Tabla 3. 1).
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ICss CS ICso CR Los Phe y Leu dipéptidos, con una ICsy ~9 uM

Estructura general R i . ., i .
(uM) (um) | in vitro, fueron también evaluados in vivo en
H 18.44 19.87 . . -
o OCH3 modelos murinos, sin observarse actividad
CHs 1714 2187

77/( CH(CHs)2 12.14 1452 | antimalarica con dosis de 50 y 100 mg/kg
NHBoc CH,CH(CH;), 9-41 9.21 dia30

CHxCgHs 8.96 9.67
OCH
° Tabla 3. 1. Estructura y calculo de la ICs, de los
14.56  16.31 dipéptidos sintetizados y evaluados in vitro frente a P.
BOC falciparum por Shate. M et al®°.

3.1.3 Icofungipen

El acido (1R,2S)-2-amino-4-metilenciclopentanocarboxilico conocido 'y citado
anteriormente como icofungipen, presenta el mismo modo de accién que la cispentacina
del cual es un derivado sintético. Este, se acumula dentro de las células de los hongos
mediante el transporte activo de permeasas de isoleucina, leucina y valina (Figura 3. 5).
Presenta actividad antifungica in vitro e in vivo inhibiendo especificamente lle-ARNt
sintetasa. Es activo contra distintas especies de hongos como Candida, Aspergillus,
Trichophyton entre otros, siendo también activo contra algunas bacterias Gram-
positivas®"*?3®, Sus propiedades farmacocinéticas asi como la facil administracién oral,
alta solubilidad, tolerabilidad y eliminaciébn, mas que no presenta efectos secundarios
graves, hacen que sea un buen antifungico. Segun los cientificos de Pliva, el compuesto
no parece ser metabolizado por el citocromo P450, siendo esta, la enzima principal en el
metabolismo de los farmacos, lo que disminuye el riesgo de interaccion con otros,

pudiendo ser Util en terapias combinadas de farmacos®*>°.

Candida albicans

Acumulacién
activa

HoN

Y
lle-tRNAs
tRNA + lle+ ATP —— =

lle-tRNA+ADP+Pi

Figura 3. 5. Mecanismo de accion del icofungipen.

Sintesis de proteinas
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3.2. Objetivos

Los parasitos de P. falciparum, presentan una alta resistencia frente a farmacos debido a
la rapida evolucién que les caracteriza. Actualmente, para el tratamiento de la malaria, se
administra una combinacion de farmacos con artemisina (ACTs). Pese a todos los
esfuerzos para frenar la resistencia que presentan los parasitos frente a los farmacos
conocidos hasta la fecha, en los Ultimos afios se ha detectado un crecimiento de casos de

malaria en zonas endémicas.

Las ventajas farmacocinéticas y farmacodinamicas que presenta el disefio racional de
ligandos multiples para el descubrimiento de compuestos capaces de actuar a distintos
niveles subcelulares, que sean capaces de generar respuestas eficaces para el
tratamiento de enfermedades complicadas e incluso retrasen la aparicién de resistencia al

farmaco son una alternativa atractiva para el disefio de nuevos antipaludicos.

Por todo ello, el objetivo principal de este capitulo es disefar y sintetizar una quimioteca de
ligandos multiples que sean capaces de interaccionar con distintas enzimas ARNt
sintetasas del P. falciparum, disminuyendo de este modo el riesgo de crear resistencias.
Estos compuestos duales estaran formados por cispentacina e icofungipen como

farmacéforos separados por un aminoacido como espaciador (Figura 3. 6).

Hasta la fecha no se ha investigado la actividad antiparasitaria, de ninguno de los dos
compuestos, pero se han descrito dipéptidos formados con B-aminoacidos con actividad

antimalarica, lo que ofrece una esperanza en esta direccion.*

Ol o
0= I-i(N) H,N® »—NH 0
" oH NH g

l R NH
R ) B)
o

R)

(s) R
H,N HO

2 o}

Figura 3. 6. Esquema estructural de la familia de compuestos DLM antimalaricos; Unién de cispentacina e

icofungipen mediante un aminoacido que actua de espaciador o linker.
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3.3 Resultados y discusion
3.3.1. Diseno virtual de la quimioteca de LM

Elegimos la cispentacina y el icofungipen para formar ligandos mdultiples por sus
propiedades farmacoldgicas y farmacodinamicas ya nombradas. Son moléculas solubles
en medio acuoso, de bajo peso molecular, reconocidas y transportadas por proteasas y no
presentan toxicidad. Ambas actian inhibiendo especificamente dos enzimas ARNt
sintetasas distintas de hongos y bacterias. Por otro lado, el espaciador, un L-aminoacido
podria ser reconocido por proteasas, transportando el compuesto al interior celular y una
vez dentro liberar ambos farmacoforos, o bien, podria ser reconocido por la ARNt
sintetasas del aminoacido espaciador bloqueando el centro activo de la enzima,

impidiendo asi la proliferacion y causando la muerte al parasito.

En primer lugar se disefia una quimioteca virtual de 24 compuestos dipeptidicos de la
cispentacina y del icofungipen (Figura 3. 7), con la finalidad de hallar el espaciador 6ptimo;
el aminoacido idéneo para conectar posteriormente ambos farmacos formando un
compuesto dual. Ademas, viendo que los dos compuestos son estructuralmente muy
parecidos pero cada uno bloguea una ARNt sintetasa de C. albicans distinta, se quiere
analizar si el aminoacido unido al farmaco, puede contribuir en la selectividad del
compuesto por la enzima, siendo el dipéptido formado capaz de interaccionar con una

enzima ARNt sintetasa distinta a las descritas en la literatura.

Los L-aminoéacidos elegidos para construir la quimioteca virtual fueron lle, Phe, Leu, Nor,
Ala y GIn por su caracter hidrofébico o su polaridad que pueden ayudar a travesar

membranas. Para explorar la relacion entre la
X X

estructura y la actividad de los compuestos, se unio el S_ZI—

aminoacido mediante un enlace peptidico al grupo H.N =0 R-NH o]
. . . L . R HO
acido del farmaco, dejando la amina libre y viceversa,

s : : o X=-CHj, -CH=CH,
uniéndolo al grupo amina dejando el grupo carboxilico R=Lile. L. Phe, LNor, L-Ala y L-GIn
libre. Explorando asi la importancia de ambos grupos

(libres o acilados) para el reconocimiento de la enzima Figura 3. 7. Esquema general de los

. L., . e dipéptidos que forman la quimioreca
y la disposicion espacial del dipéptido en el centro ol
virtual.

activo.

Esta primera quimioteca virtual se analizé in silico, considerando todas las configuraciones
posibles de los B-aminoacidos, frente a las enzimas apicoplasticas lle-ARNt y Pro-ARNt

sintetasa de P. falciparum. Por otro lado también se calculé el docking con GIn-ARNt
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sintetasa citoplasmatica de P. falciparum para estudiar la influencia del aminoacido unido
al farmaco en el reconocimiento enzima-sustrato, asi como, para realizar posteriormente
ensayos de aminoacilacion in vitro con dicha enzima pudiendo comparar asi los resultados

obtenidos in silico e in vitro.

3.3.2. Docking de la quimioteca virtual de LM

La estructura de las proteinas y el estudio de los compuestos in silico fue realizado por la
Dra. Eva Novoa del laboratorio de Traduccié genética del Instituto de Recerca Biomédica

(IRB) de Barcelona, dentro del proyecto Mephitis.

La mayoria de valores de GlideScore obtenidos con el docking de la quimioteca virtual de
dipéptidos frente a las proteinas PfPRS, PfIRS y PfQRS fueron nulos, hecho que se
atribuy6é al tamafio de los compuestos; demasiado pequefios para interaccionar con la
mayoria de residuos que forman el centro activo de las enzimas. Tan sélo se predijo una
leve interaccion (GS <-5.50) entre los dipéptidos formados por el aminoacido natural de
carga de la enzima en cuestion, es decir; lle para PfIRS y GIn para PfQRS indistintamente
del PB-aminoacido (cispentacina o icofungipen) al que estuviera unido y de la
estereoquimica de éste. Este resultado no es de extrafiar; si existe una ARNt sintetasa
para cada enzima, los centros activos de éstas, estan formados por distintos residuos que
interaccionan con el aminoacido para llevar a cabo la reaccion de aminoacilaciéon de forma
selectiva y especifica. Cabe remarcar, que también se predijo una leve interaccién entre
los compuestos formados por la L-fenilalanina con las enzimas PfIRS y PfQRS. No se
obtuvo ningun resultado del docking con la PfPRS, pues ni los farmacoéforos ni los

aminoacidos ensayados fueron reconocidos por la enzima.

Decidimos disefiar una nueva libreria virtual de tripéptidos, X

aumentando asi el peso molecular y el volumen del S—L
. - . ., . R—NH o]

compuesto que podria facilitar la interacciéon enzima- R

sustrato (Figura 3. 8). Para ello unimos un aminoacido en

X=-CHy, -CH=CH;
cada extremo libre del B-aminoacido. Posteriormente se R=L-le, L-Phe, -LNor, L-Ala y L-GIn
predijeron in silico las interacciones de dichos compuestos

Figura 3. 8. Esquema general de los

con las enzimas PfIRS y PfQRS, obteniendo unos ., . .
tripéptidos que forman la quimioreca

resultados mas esperanzadores (Tabla 3. 2). virtual.

El estudio de las interacciones enzima-sustrato en 3D, pronosticé que el anillo de la
fenilalanina ocupaba el mismo espacio que la adenina del sustrato intermedio natural (AA-
AMP), mientras que el B-aminoacido ocupaba la misma cavidad que la ribosa del
intermedio AA-AMP (Figura 3. 9).
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QV 1R,2S 7.92 1R 28 -8.57
Q o)
Ny E=0 1S,2R 867 | % Q 1S,2R -8.33
HaN H,L/ WNH O
NH, I\© 18,28 -8.36 | 2N HN 18,28 -9.11
NH
Ho S0 i m

1R,2R -6.58 HO 1R,2R -8.36
1R,2S -8.91 1R ,2S -8.77
Q 1S,2R -8.63 Q 1S,2R -9.40
NH o NHa NH [,o NH,
HN 1S,2S -9.72 HN 18,28 -9.15
NH o NH o)
HO™ Yo 1R,2R -6.00 HO™ ~O 1R 2R -8.98

HN 1R ,2S 727 NG W0 1R 2S -5.93
NH» I\© HN
(e]

Tabla 3. 2. Estructuras, estereoquimica del -aminoacido y valores de GS de los tripéptidos con mayor afinidad
por las proteinas PfQRS (superior) y PfIRS (inferior).

A)

Ribosa

Figura 3. 9. 3D del centro activo de la lle-ARNt sintetasa apicoplastica de P.falciparum, interaccionando con
distintos substratos; A) Posicién que adopta el intermedio natural lle-AMP en el centro activo de la enzima; B)
Posicion que adopta el dipéptido formado por el icofungipen unido covalentemente a L-fenilalanina cuando esta

presente el aminoacido natural de la enzima, en este caso lle.

Considerando estos resultados se decidi6 sintetizar la cispentacina, el icofungipen y una
primera quimioteca de compuestos dipeptidicos con Phe como aminoacido. A estos
Ultimos compuestos se les uniria al otro extremo libre del B-aminoacido los aminoacidos lle
0 GIn para intentar aumentar la interaccion enzima-sustrato, formando asi tripéptidos.

(Figura 3. 10). Para ensayar el efecto de la estereoselectividad y aumentar el nUmero de
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compuestos a ensayar in vitro se decidio sintetizar los mismos compuestos con los
isbmeros frans de la cispentacina; los acidos (1S,2S) y (1R,2R)-2-

aminociclopentanocarboxilicos).

o 1 § 1
NH O HN PO
OH HN
HO™ ~o

X= -CH, R = -CH(CH3)-CH,-CHj,
-CH=CH, -CH,-CH,-CONH,

Figura 3. 10. Estructura general de la primera generacion de la biblioteca formada por compuestos di- y tri-

peptidicos.

Una vez sea evaluada la actividad antimalarica de estos compuestos in vitro, teniendo en
cuenta los resultados obtenidos y tras valorar que combinacién es mas idonea, se disefiara
y sintetizara una segunda familia de derivados de dichas estructuras, que contengan los
dos farmacéforos unidos por un espaciador de caracter peptidico, formando asi una
quimioteca de ligandos multiples posibles inhibidores de distintas ARS de P. falciparum o

de otros patdgenos.

3.3.3. Sintesis asimétrica de la cispentacina

Para evitar obtener mezclas enantioméricas del acido cis-2-aminociclopentanocarboxilico
teniendo que recurrir posteriormente a una resolucién racémica quimica o biolégica poco
eficientes para obtener el enantiomero de interés puro, se decidio sintetizar la cispentacina
utilizando la hidrogenacién enantioselectiva de derivados ciclicos B-acilaminoacrilato

catalizada por un complejo quiral organometalico de rutenio (Esquema 3. 1). 2>%

Se sintetizé el B-enaminoéster ciclico 2-aminociclopentenocarboxilato de etilo 34 tratando
la cetona ciclica 2-oxociclopentenocarboxilato de etilo 33 con un exceso de acetato de
amonio en MeOH anhidro obteniéndose el sélido 34 con un rendimiento excelente.
Posteriormente se protegié la amina con el grupo terc-butoxicarbonilo utilizando
dicarbonato de di-terc-butilo en medio basico consiguiendo el aceite 2-((terc-

butoxicarbonil)amino)ciclopentenocarboxilato de etilo 35 con un rendimiento del 44%.
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QCOQEt a Q*COZEt b Q*COZEt c Q—COQE’[
—_— —_— —_—
o)

NH, NHBoc 36,37 NHBoc
33 34 35

CO,H CO,H
____________________________________ \ -©

' ! NH, NHBoc
L HeC. - O ;

; 7'/~Ru' p O PPh, ! 40 39
; & PPh, !

e o

36 37

l ;

Esquema 3. 1. Sintesis asimétrica de la cispentacina. Condiciones; a) CH3CO.NH., MeOH anh., t.a, 18 h, 99%
rendimiento; b) Boc,O, EtsN, EtOH, reflujo, 10 h, 44% rendimiento; ¢) Ru(COD)(Me-alilo), (2 x 3%), (R)-(+)-
BINAP (2 x 3%), HBF4 OEt; (2 x 6%), Ha, 50 bar, EtOH, 48 h, 26% rendimiento; d) Ba(OH),-8H.O), H.O/THF
(1:1, viv), 30 °C, 10 h, 85% rendimiento; e) HCI 4 M en 1,4-dioxano, t.a. 50 min, 98% rendimiento.

Como esta etapa de reaccion era muy lenta a temperatura ambiente y por HPLC-MS no se
observaba una conversion substancial, se decidi6 evaluar varias condiciones para
optimizar la reaccion (Tabla 3. 3). Al utilizar piridina como base, se produjo una
substitucion nucleofila del grupo Boc sobre el anillo de la piridina imposible de separar del
producto por cromatografia flash. Al utilizar la base no nucleéfila N,N-diisopropiletilamina
(DIEA), la reaccion resultd ser muy lenta y con el paso del tiempo se formaban mas
subproductos sin conseguir una conversion superior al 42% pasadas 24 horas. Por ultimo
se ensayo la reaccion con Et3N siendo ésta una base no nucledfila pero mas fuerte que
DIEA. Al utilizar Et3N como base y disolvente a la vez, calentando la reaccién a 90 °C
durante 10 horas, se obtuvieron resultados aceptables. ElI  2-((terc-
butoxicarbonil)amino)ciclopentenocarboxilato de etilo 35 se purificd por cromatografia flash

obteniéndose el producto con una pureza del 88%.

HP 0,
Boc,0 (eq) Base (eq) Disolvente T t(h) Conversion (%)
34 35
1 L THF ta. 15 100 0
Piridina
3 - 80°C 12 50 30
2 , 4 93 6
DIEA 2 1,4-dioxano 80 °C
3 24 40 42
1.2 2 DCM ta. 15 82 10
2 Et;N 5 DCM ta. 15 79 12
- 90°C 10 0 60

Tabla 3. 3. Condiciones utilizadas para proteger con un grupo Boc la amina del B-enaminoéster ciclico 34. La

conversion de la reaccién se calculé por HPLC-MS a A= 270 nm.

80



Disefio y sintesis de ligandos multiples basados en los B-aminoacidos cispentacina e icofungipen

Posteriormente, se hidrogend enantioselectivamente la N-enamina Boc protegida 35
utilizando como catalizador el complejo de Ru(COD)(Me-alilo), 36 y el ligando quiral R-(+)-
BINAP 37. Desde el descubrimiento de dicho compuesto organofosforado® son muchas
las sintesis descritas que lo utilizan para catalizar hidrogenaciones enantioselectivas de B-
cetoésteres o-substituidos, derivados ciclicos B-acilaminoacrilatos, olefinas y enamidas
tetrasubstituidas entre otros.*®°***" | 3 baja racemizacion que se obtiene utilizando este
tipo de ligandos se debe al impedimento estérico que proporciona el angulo diedro
formado por las caras aromaticas del compuesto que dan rigidez al complejo, logrando

transformar el sustrato con muy buenos excesos enantioméricos.

Para realizar la reaccion de hidrogenacion asimétrica es esencial utilizar condiciones
anhidras asi como pesar el complejo 36 y el ligando organofosforado 37 en una caja seca,
pues son sensibles al aire. El catalizador quiral Ru(R-(+)-BINAP)(Me-alilo), se prepar6 in
situ seguido de su protonacion con HBF4-OEt, . Posteriormente se canuld sobre el sustrato
35 dentro de un reactor donde se efectu6 la hidrogenacion a alta presion. Se ensayaron
distintas condiciones de reaccién. En la mejor de ellas, se obtuvo una conversiéon del
sustrato del 35%, recuperando un 42% del reactivo de partida 35. Las condiciones
probadas (Tabla 3. 4) mostraron que para que la reaccion tuviera lugar se necesitaban
tiempos largos. Las mejor condiciones, pero no las 6ptimas, consistieron en realizar la
hidrogenacion en dos turnos, es decir afiadir nuevo catalizador a las 24 horas y dejar
reaccionar la mezcla 48 horas mas. ElI producto (1R,2S)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilato de etilo 38, un sélido blanco que fue

purificado por cromatografia flash con un rendimiento del 26%.

Ru(Me-allyl);(COD) (R)-(+)-BINAP  HBF, -OEt, H, t(h) Conversién (%)
(% mmolar) (mmolar) (% mmolar) P (bar.)
5 5 10 50 10 0
5 5 10 50 24 15
5 10 15 50 24 25
5 5 10 50 48 30
3+3 3+3 6+6 50 (24+48) 35

Tabla 3. 4. Condiciones utilizada para la hidrogenacion asimétrica de 35. La conversiéon de la reacciéon fue
calculada por 'H RMN.

Llegados a este punto, para conseguir la cispentacina 40 podiamos optar por dos rutas
distintas (Esquema 3. 2); eliminar primero el grupo Boc dejando la amina libre y proseguir
con la hidrélisis del éster (ruta 1) o bien hidrolizar el grupo éster etilico y desproteger la

amina posteriormente (ruta 2).
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La ruta 1 dio problemas durante la

COEt

a7 M N, ) purificacion de la cispentacina 40 debido a

1-\ la gran cantidad de sales producidas

Q‘C%Et . : Q‘COZH durante la hidrolisis del (1R,2S)-2-

NHBoc el B - NH aminociclopentanocarboxilato de etilo 41.
38 b\« COM 7 40

Se intentaron eliminar las sales pasando
39 NHBoc el compuesto por una columna de

Esquema 3. 2. Rutas posibles para la obtencion de 40 intercambio catiénico SCX asegurandonos
40. Condiciones; a) HCI 4M en 1,4-dioxano, t. a., 30-50 previamente la protonacién de la amina en

min; b) Ba(OH)2:8Hz0¢) (3 eq), H:O/THF (1:1), 30 °C, medio acido, pero al intentar extraer las

10h. sales con H,0 y H,O/MeOH (1:1) el

producto también se desanclaba de la columna. Intentamos formar la sal del producto con
HCI 4 M en 1,4-dioxano para purificar posteriormente el producto mediante una columna
SCX pero el precipitado formado no se disolvidé correctamente. La solucion para obtener la
cispentacina 40 fue seguir la otra estrategia planteada (ruta 2); para ello primero se
hidroliz6 una alicuota del éster etilico 38 con Ba(OH)-8H,O() en una mezcla de H,O/THF
(1:1, v/v). No se utilizdé LiOH () porque en pruebas anteriores se detectd epimerizacion en
el C1 del compuesto al utilizar dicha base. La mezcla de la reaccién se pasé a través de
una columna de intercambio idGnico Dowex 50WX4-50 reduciendo el numero de sales en el
crudo. El &cido (1R,2S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilico 39 se obtuvo
como sélido blanco después de ser liofilizado con un rendimiento del 85%. Posteriormente
se elimind el grupo protector Boc y se precipitd el acido (1R,2S)-2-
aminociclopentanocarboxilico 40 en Et,O obteniendo un soélido blanco con un rendimiento
del 98%. Se caracterizo el producto por 'H, "*C-RMN y HRMS (ES*) y se calculo su
rotacion oOptica especifica siendo ésta del mismo signo, es decir levogiro, como la descrita

en la literatura™.

3.3.4. Sintesis de derivados del la cispentacina

A partir de (1R,2S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilato) de etilo 38,
procedimos a la sintesis de los dipéptidos y tripéptidos derivados de la cispentacina. Para
ello utilizamos los L-aminoacidos comerciales Phe, lle y GIn protegidos por el grupo
carboxilico con un éster metilico (L-AA-OMe) o bien N-protegidos por el grupo terc-
butéxido (Boc-L-AA) y utilizando la Boc-glutamina tritlo amida protegida (Boc-L-GIn(Trt)-
OH).

El compuesto 38 se dividié en dos partes iguales; en una de ellas, se hidroliz6 el éster,
utilizando el procedimiento anteriormente descrito con Ba(OH),-8H,0, y neutralizando el

crudo con columna de intercambio iénico Dowex 50WX4-50, obteniendo el compuesto
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acido (1R,2S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilico 39 con un rendimiento
del 87%. Con la parte restante se procedio a la eliminacion del grupo Boc con una solucion
de HCI 4 M en 1,4-dioxano a t.a. obteniéndose el (1R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilato

de etilo 41 con un rendimiento superior al 99%.

(99%)

[b
NH o)
3 Bos 5" M2-01
OFEt oc 52 55
<:fL (85%) (92%) (95%) (52%)

<l)L H
H
N
46 M2-04
(>99% (87%) 4% (30%)

Esquema 3. 3. Sintesis derivados dipeptidicos de la cispentacina. Condiciones; a) Ba(OH),-8H.0 () (2 o 3 eq),
H,O/THF (1:1, v/v), t.a. a 30 °C, 1-10 h; b) HCI 4 M en 1,4-dioxano, t. a., 30-50 min; c) L-Phe-OMe (1.2 eq),
EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H,0, Et;N (3 eq), t.a., 12-18 h; d) Boc-L-Phe (1.2 eq), EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H,0,
Et:N (3 eq), t.a., 12-18 h.

Posteriormente se hizo reaccionar 39 y 41 con el aminoacido L-Phe-OMe y Boc-L-Phe
respectivamente utilizando EDC-HCI y HOBt-H,O como agentes acoplantes, obteniéndose
asi los dos primeros dipéptidos protegidos 46 y 52 con rendimientos del 87 y 92%
respectivamente (Esquema 3. 3). Seguidamente se procedié a la hidrdlisis del éster 46 y a
la eliminacién del grupo Boc de 52 utilizando los mismos procedimientos anteriormente
descritos, logrando los compuestos 49 y 58 con un rendimiento del 94 y 99%
respectivamente. Una pequeia alicuota de los compuestos 49 y 58 se hidrolizé totalmente
para adquirir los dipéptidos finales M2-01 y M2-04 que serian posteriormente purificados
por Prep-HPLC-MS.
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hq@? Cﬁwcﬁ

B oC B oc NH2
R R
R=-CH(CHj;)-CH;-CH3 61 (89%) 64 (85%) M2-07 (58%)
R=-CH,-CH,-CONH(Trt) 67 (85%) 70 (89%) R=-CH,-CH,-CONH, M2-10 (41%)

L O\)L )\H/OMe dL )\n/OH O\)\ )\n/OH

R

R= -CH(CH;)-CH2-CH; 73 (97%) 76 (85%) M2-13 (52%)

R= -CH,-CH,-CONH, 79 (97%) 82 (92%) M2-16 (42%)

Esquema 3. 4. Sintesis de derivados tripeptidicos de la cispentacina. Condiciones; a) Boc-L-lle-OH (1.2 eq) o
Boc-L-GIn(Trt)-OH (1.2 eq), EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H,O, Et;N (3 eq), t.a, 12-18 h; b) L-lle-OMe (1.2 eq) o L-
GIn-OMe (1.2 eq), EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H,0O, EtsN (3 eq), t.a, 12-18 h; c) Ba(OH),:8H.Oy,) (2 eq) H.O/THF
(1:1, viv), t.a., 1-2 h; d) HCI 4M en 1,4-dioxano, t. a., 30-50 min; d) TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5, v/v/v), t.a., 1 h.

La parte restante de 49 y 58 fue dividida en dos partes iguales para formar los tripéptidos
protegidos 61, 67, 73 y 79 acoplando el aminoacido lle o GIn debidamente protegido al
extremo libre del dipéptido en condiciones estandar (Esquema 3. 4). Posteriormente los
compuestos fueron tratados en medio basico, hidrolizando asi el éster metilico restante y
obteniéndose los compuestos 64, 70, 76 y 82. Finalmente se eliminaron los grupos Boc
restantes con HCI 4 M en 1,4-dioxano o TFA/H,O/TIS (95:2.5;2.5, viviv) en el caso del
compuesto 70 para eliminar a su vez el grupo tritilo, obteniéndose los compuestos M2-07,

M2-10, M2-13 y M2-16 que seran purificados posteriormente por Prep-HPLC-MS.

En el crudo obtenido de M2-10, se detectdé por HPLC-MS analitico un subproducto de
[M+H']= 388.11 correspondiente al derivado ciclico piroglutdmico que procede de la
ciclacion intramolecular espontanea del compuesto favorecida en medio acido y la

posterior pérdida de una molécula de amoniaco (Figura 3. 11).
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0 Q¥ 0
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HN HN
NH NH
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OH
Formula molecular: CooHogN4O5 Formula molecular: CooH25N305
Masa molecular: 404.47 Masa molecular: 387.44
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Figura 3. 11. Obtencion del subproducto derivado del acido piroglutamico por ciclaciéon intramolecular

espontanea en medio acido del la glutamina.

Durante la sintesis de los compuestos intermedios descritos anteriormente, no fue
necesario purificar los crudos obtenidos en las etapas de acoplamiento entre aminoacidos,
pues en general, las reacciones transcurrian de forma limpia y después de proceder a una
extraccion liquido-liquido, eliminando en la fase acuosa el exceso de reactivos, se
obtenian los crudos con purezas superiores al 80% detectadas por HPLC-MS a A= 214 nm
(ver tabla en la apartado 3.2.1 de la experimental). Los productos finales fueron purificados
por Prep-HPLC-MS a distintos gradientes lineales en condiciones acidas detectando la
masa molecular + 1 de los compuestos. Las purezas de los liofilizados se determinaron por
HPLC-MS analitico a A= 214 nm en condiciones acidas (A: H,O:HCOOH (99.9:0.1, v/v); B:
ACN:HCOOH(99.3:0.7, v/v)), con gradiente lineales de 5-100% de B en 4.5 min, a un flujo
de 1 ml/min (ver tabla en la apartado 3.3.1 de la experimental). En conjunto se sintetizo el
acido carboxilico (1R,2S)-2-aminociclopentano 40 y seis derivados de este, dos del los
cuales eran dipéptidos y los cuatro restantes tripéptidos, todos con purezas superiores al
92% a excepcion del producto M2-16 con una pureza del 83% (Figura 3. 12). Los
compuestos fueron disueltos en H,O a una concentracion 5 mM y entregados al laboratorio
de Traduccio genetica del Instituto de Recerca Biomeédica (IRB) de Barcelona para

proceder a los ensayos de actividad in vitro frente a la cepa 3D7A de P. falciparum.
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H,N ©
OH
Cispentacina

M2-04 o M2-01

0 Q
M2-13 NG\ NG 0 M2-07
HN HN
HO™ 0 HO o
o} Q 0
M2-16 NH PO NW, NWNH © M2-10
HN 2 HN
NH, o NH, I\©
HO™ o HO Yo

Figura 3. 12. Estructura de los derivados sintetizados de la cispentacina.

3.3.5. Sintesis de derivados del los acidos (1S,2S) y (1R,2R)-2-
aminociclopentanocarboxilico

El enantibmero acido (1S,2R)-2-aminociclopentanocarboxilico no muestra actividad
biolégica frente a C. albicans. Tampoco se ha descrito ninguna actividad de sus
diasterioisébmeros frans (1S,2S) y (1R,2R) como inhibidores de ARS. No obstante,
desconocemos si dichos compuestos o derivados peptidicos de estos diasterioisbmeros
trans seran capaces de interaccionar con ARS de P. falciparum inhibiendo su funcionalidad
enzimatica. Por otro lado, con los resultados obtenidos con el docking virtual, no pudimos
predecir que isomeria geométrica seria mas favorable, asi pues optamos por sintetizar a
partir de los compuestos comerciales acido (1S,2S)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilico 85 y su enantiomero acido (1R,2R)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilico 86, los dipéptidos y tripéptidos analogos con
el fin de explorar su actividad antimalarica frente a P. falciparum in vitro y poder
correlacionar la actividad de los compuestos con su estructura, pues segun la isomeria
geométrica cis-trans los compuestos adoptan una disposicion distinta en el espacio que

puede favorecer o no a la interaccion entre la enzima y el inhibidor.

Para ello, se formo el éster metilico de los compuestos 85 y 86 disueltos en MeOH con una
solucién de trimetilsilildiazometano 2 M en Et,O obteniéndose los derivados 42 y 43 con un
rendimiento del 77 y 81 % respectivamente (Esquema 3. 5). Se utilizo TMSD al ser una

alternativa menos explosiva y téxica que el agente alquilante diazometano. Posteriormente

86



Disefio y sintesis de ligandos multiples basados en los B-aminoacidos cispentacina e icofungipen

se eliminé en condiciones acidas el grupo Boc de la amina obteniendo el (1S,25)-2-

aminociclopentanocarboxilato de metilo 44 y su enantidmero 45 con un rendimiento del

o) 0 o
ij LOH a @A LOMe b ALOMe
NH NH
NH
/ Boc/> 2

99% en ambos casos.

Boc
18,28 85 42 (77%) 44 (>99%)
1R,2R 86 43 (81%) 45 (99%)

Esquema 3. 5. Sintesis de (1S,2S) y (1R,2R)-2-aminociclopentanocarboxilato de metilo. Condiciones; a) TMSD
2M en Et,0, MeOH, 0 °C, 10 min, 77 y 81% rendimiento respectivamente; b) HCI 4 M en 1,4-dioxano, t.a, 30

min, 99% rendimiento en ambos casos.

A partir de los 4 bloques sintéticos 85, 86, 44 y 45 se sintetizd el resto de derivados,
utilizando la misma ruta sintética que la descrita anteriormente para los derivados de la
cispentacina basada en acoplamientos entre aminoacidos y desprotecciones de los grupos
funcionales convenientes para formar los di- y tri- péptidos correspondientes (Esquema 3.

6) (ver tabla en la apartado 3.2.1 de la experimental).

En total se sintetizaron 12 compuestos clasificados en dos grupos, cada uno de ellos
compuesto por seis compuestos seguin su isomeria (1S,2S) y (1R,2R). Dentro de cada
subgrupo dos de los compuestos eran dipéptidos (M2-02, M2-05 y M2-03, M2-06) y los
cuatro restantes tripéptidos (M2-08, M2-11, M2-14, M2-16 y M2-09, M2-12, M2-15 y M2-
18). Los métodos de purificacion fueron los mismos que los utilizados con los derivados de
la cispentacina. Una vez purificados, los compuestos fueron disueltos H,O a una
concentracion 5 mM y entregados al laboratorio de Traduccié genetica del Instituto de
Recerca Biomedica (IRB) de Barcelona para proceder con los ensayos de actividad

antimalarica in vitro (ver tabla en la apartado 3.3.1 de la experimental).
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Estequiometria trans (1S, 2S) o (1R, 2R).
R1 = -CHz-Ph
R,= -CH(CHj3)-CH,-CHg,

-CH,- CH,-CONH-Trt

-CH,- CH,-CONH,

Esquema 3. 6. Sintesis de los derivados di y tri- peptidicos del &cido (1S,2S) y (1R,2R)-2
aminoaciclopentanocarboxilico. Condiciones; a) L-Phe-OMe (1.2 eq), EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H,0, EtsN (3 eq),
t.a.,, 12-18 h; b) HCl 4 M en 1,4-dioxano, t.a., 30-50 min; c) Boc-L-lle (1.2 eq) o Boc-L-GIn(Trt)-OH (1.2 eq),
EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H.0, EtsN (3 eq), t.a., 12-18 h; d) Ba(OH)2-8H.0¢ (2 eq), H.O/THF (1:1, v/v), t.a.,1-2 h;
e) Boc-L-Phe- (1.2 eq), EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H,0, EtsN (3 eq), t.a., 12-18 h; f) ) L-lle-OMe (1.2 eq) o L-GIn-
OMe (1.2 eq), EDC-HCI (1.2 eq), HOBt-H,0, Et3N (3 eq), t.a., 12-18 h.

3.3.6. Analisis de aminoacidos de los derivados de los acidos
(1R,2S), (1S,2S) y (2R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico

Como los productos liofilizados pueden retener agua y sales que pueden modificar la
concentracion exacta de los productos disueltos utilizados en los ensayos de actividad
antimalarica in vitro, decidimos elegir al azar 3 productos (M2-04, M2-13 y M2-15) de los
18 compuestos sintetizados con la finalidad de cuantificar el contenido de aminoacidos

presente en los compuestos y extrapolar los resultados obtenidos al resto de derivados.

Los analisis de aminoacidos fueron llevados a cabo por los servicios cientificos y técnicos
de la Universidad de Barcelona (CCiTUB) por HPLC-UV después de hidrolizar y derivatizar
las muestras con 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilcarbamato (AQC). Dicho compuesto
reacciona rapidamente con aminoacidos primarios y secundarios formando productos

estables detectables por UV o fluorescencia. El exceso del reactivo AQC es hidrolizado a
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AMQ, NHS y CO; sin interferir en la deteccion de los aminoacidos derivatizados*?

(Esquema 3. 7).

R H 7 HoR ?
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Esquema 3. 7. Derivatizacion con ACQ de los aminoacidos previamente hidrolizados e hidrélisis del exceso de
ACQ.

El compuesto con menor cantidad de aminoacidos detectados fue M2-15 con un 88%,
seguido por M2-04 con un 89% y M2-13 con un 99%. Teniendo en cuenta la media de los
resultados obtenidos estimamos que los compuestos contenian aproximadamente un 3%

de agua y sales retenidas en el producto sélido liofilizado.

3.3.7. Evaluacion in vitro de los derivados de los acidos
(1R,2S),(1S,2S) y (2R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico

La cispentacina y los 17 compuestos sintetizados fueron entregados a una concentraciéon 5
mM en medio acuoso al laboratorio de Traduccié genéetica del Instituto de Recerca
Biomedica (IRB) de Barcelona encabezado por Dr. Lluis Ribas para ensayar su actividad in

vitro contra P. falciparum.

Se evalu6 la capacidad de los compuestos para inhibir el crecimiento de los cultivos
previamente sincronizados de P. falciparum de la cepa 3D7A a las 48 y 96 horas
posteriores de su adicién al medio de cultivo. La parasitemia de los cultivos se determino
por citometria de flujo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 6.1.2.6 de la

experimental.

El acido (1R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico 40 no mostr6 actividad antimalarica in
vitro a bajas concentraciones (Figura 3. 13). A 250 uM y transcurridas 48 horas se calculo
una inhibicién del crecimiento del cultivo inferior al 10% sin registrarse actividad
antimalarica a las 96 horas. Estos resultados podrian explicarse por dos motivos; el
compuesto se degrada y pierde eficacia con el tiempo sin llegar a la diana terapéutica o
bien el efecto antimalarico es tan pequefio que los parasitos logran restablecer la

parasitemia del cultivo en un sélo ciclo. No obstante, al duplicarse dicha concentracion, se
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observd un notable aumento de la actividad antimalarica a las 96 horas inhibiendo el 95%
de la parasitemia que no se correlacion6 con la actividad explorada a las 48 horas que fue
del 25%. Estos resultados, no anulan ninguna de las conjeturas anteriores pues la
concentracion administrada es suficientemente grande para ser téxica y/o saturar el cultivo
sin poder apreciarse signos de descomposicion del compuesto. Los datos adquiridos a 500
uM nos sugieren que el compuesto tiene una baja permeabilidad celular y/o actia a nivel
apicolastico. A falta de un estudio in vitro mas detallado para estudiar la actividad del
compuesto en un ensayo de aminoacilacion con las proteinas purificadas de P. falciparum,

no podemos afirmar ni rechazar ninguna de las suposiciéon aqui planteadas.

Actividad antimalarica in vitro de la
cispentacina

100
_. 80 —
=
\g 60 —
§ m48h
L 40 — 96h
<
£

20 —

0 [ |
100 uM 250 uM 500 uM 1mM

Figura 3. 13. Ensayo in vitro de la inhibicion parasitaria en un cultivo de 3D7A de P. falciparum tratado con

distintas concentraciones del acido carboxilico (1R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico, 40.

Los derivados sintetizados de los &cidos 2-aminociclopentanocarboxilicos fueron
evaluados a 100 uM, a excepcidén del compuesto M2-09 que no pudo ser disuelto en las
condiciones del ensayo. Ninguno de los compuestos ensayados mostré una inhibicion
superior al 10%. En la mayoria de casos el porcentaje de inhibicién a las 96 horas llega a

cuadruplicar el valor registrado en el primer ciclo de infeccion (Figura 3. 14).
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Actividad antimalarica in vitro a 100 uM
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Figura 3. 14. Ensayo de la actividad antimalarica in vitro de los derivados peptidicos de los &cidos (1R,2S),

96h

Inhibicién (%)
1

(1S,2S) y (2R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilicos a 100 uM frente a un cultivo de 3D7A de P. falciparum.

Con los resultados obtenidos no podemos hacer un estudio detallado de la relacion entre
la actividad y las estructuras de los derivados. Sin embargo, los -aminoacidos que forman
el enlace peptidico a través de su acido carboxilico y la amina de la L-fenilalanina
mostraron mayor actividad que en los que la fenilalanina se unia a través de la amina del
B-aminoacido (Figura 3. 15). Por otro lado, no podemos especificar que estereoisémero del

B-aminoacido presenta mayor bioactividad.
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M2-12 M2-18
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Figura 3. 15. Inhibicion de los cultivos de P. falciparum a 100 uM a las 96 h.

La unién de un L-a-aminoacido al B-aminoacido ciclico augmenta la actividad antimalarica
in vitro respecto al f-aminoacido por si solo, pues la cispentacina 40 es menos activa que
los péptidos sintetizados. Los compuestos formados son mas hidrofobicos, debido al anillo
aromatico de la fenilalanina, aumentando la posiblidad de atravesar las membranas

celulares por si sélos.

En general, creemos que esta quimioteca de compuestos no muestra actividad
antimalarica in vitro porque no son correctamente transportados al interior de la célula. No
hemos podido realizar ensayos de aminoacilacion frente a P. falciparum por problemas en
la purificacién de las enzimas y en la conjugacion del los aminoacidos con la ARNt
correspondiente, con lo que no podemos descartar dicha hipétesis. Por otro lado, no se
han ensayado los efectos antibacterianos o antifungicos de estos derivados en otros
organismos sin poder descartar tampoco, que los parasitos causantes de la malaria tengan
un transporte especifico de aminoacidos distinto a los utilizados por otros organismos

como C. albicans.

3.3.8. Sintesis parcial del icofungipen

Después del descubrimiento de la cispentacina a finales de los ochenta muchas
investigaciones se centraron en la actividad bioloégica de B-aminoacidos derivados de este.
El descubrimiento del icofungipen llegd pocos afios mas tarde y desde entonces han sido
multiples las patentes publicadas de dicho compuesto®>***°. Actualmente el icofungipen
esta siendo desarrollado por la farmacéutica PLIVA y se encuentra desde 2005 en fase

clinica 1.8
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3.3.8.1. Sintesis parcial asimétrica del icofungipen

Para llevar a cabo la sintesis asimétrica del icofungipen seguimos el esquema publicado
en 2003 por J. Mittendorf®*" con algunas modificaciones (Esquema 3. 8). Para ello, se
parte de una esterificacion de Fischer del 4cido comercial 1,2,3,4-butanotetracarboxilico 86
con cloruro de tionilo®® en EtOH obteniéndose el compuesto derivado tetraetiléster 88
cuantitativamente. Mediante una ciclacion intramolecular de Dieckmann con Na () en
tolueno obtuvimos el B-cetoéster ciclico; 4-oxociclopentano-1,2,3-tricarboxilato de trietilo 89

con un 85% de rendimiento®®.

Esta ciclacion esta descrita en la literatura utilizando metéxido de sodio (NaOMe) en
MeOH, pero cuando realizamos la reaccion con 4.8 eq de NaOMe a t.a. durante 2 horas
observamos por HPLC-MS wuna mezcla de productos que procedian de la
transesterificaciéon metilica de los distintos ésteres de butano-1,2,3,4-tetracarboxilato de
tetraetilo 88. Para evitar dichas transesterificaciones, realizamos la reaccion con Na

logrando una conversion completa del reactivo, al producto deseado.

0
0
HO,C COH EtO,C COLEt CO,Et
coH —— COEt — 2~ —ed.
HO,C 2 EtO,C 2 EtO,C EtO OEt

CO,Et
87 88 89 90 0 O
e f
L < ki < <9
0
H,N'  COOH M-HN 0 HoOC 0 o o HO OH
W & T \py ° o
92
\
PH

Esquema 3. 8. Sintesis asimétrica del icofungipen. Condiciones: a) SOCI, (6 eq) en EtOH de 0-80 °C, 30 h,
rendimiento >99%; b) Na () en tolueno, 12 h at.a. y 4 h a 80 °C, 85% de rendimiento; c) HCI (., concentrado,
100 °C, 12 h d) EtOH, H2S04 (ac) catalitico, 80 °C, 15 h, 60% rendimiento en 2 etapas.; e) PhsPMeBr () (1.4 eq),
t-'BUOK () (1.4 eq) en THF .un.; f) KOH () (3 eq) en H;0, t.a., 15 h ; g) (EtC0O),0, 135 °C; h) (2E)-3-fenil-2-
propen-1-ol (1.5 eq), quinina (1.0 eq), tolueno, -15 °C, 4 h ; i) (PhO),PONs;, NEts, tolueno, 90 °C; j) 3-fenil-2-
propen-1-ol (1.2 eq), tolueno, reflujo; k) Pd(OAc), (0.05 mol%), PPhs (1 mol%), morfolina, EtOH,. 3-mercapto-
1,2,4-triazolo (0.1 eq).

Para obtener el compuesto 4-oxociclopentano-1,2-dicarboxilato de dietilo 90 se requeria
hidrolizar previamente los ésteres etilicos y proceder posteriormente a la descarboxilacién
del acido B-cetocarboxilico. Para optimizar este paso se realizaron distintos ensayos
(Tabla 3. 5). Finalmente para llevar a cabo ambos procesos en una sola etapa,

prescindiendo de la extraccion y purificacion del acido intermedio 4-oxociclopentano-1,2,3-

93



Capitulo 3

tricarboxilico, utilizamos HCI (4 al 35% a 100 °C. Una vez eliminado el disolvente y el H,O
formados durante la reaccion, esterificamos de nuevo los acidos carboxilicos disolviendo el
crudo con EtOH vy acidificando la mezcla con trazas cataliticas de HySOy4 (ac) al 96%. El
producto 4-oxociclopentano-1,2-dicarboxilato de dietilo 90 fue destilado al vacio a 178 °C

obteniéndose el producto como un aceite transparente con un rendimiento total del 60%.

Acido o base Disolvente T (°C) t (h) Observaciones
HCI (ac.) concentrado (5 eq) MeOH 40 15 Transesterificaciones
Mezcla de productos hidrolizados y esterificados.
Descarboxilacion de alguno de ellos.
Reaccion muy lenta; sélo se hidroliza uno de los
ésteres.
Todos los ésteres se hidrolizan. Subproducto

HCI (o) 6 M 100 15

BBrs (4 eq) DCM 0-ta. 15

LiOH ) (20 eq) H,O/MeOH (1:1) ta. 15 mayoritario de [M+1]= 162.70.
NaOH ) (3 eq) H.O 60 6 Se hidroliza un sélo éster.
HCI (ac.) concentrado - 100 12 Hidrolisis de los tres ésteres y descarboxilacion.

Tabla 3. 5. Condiciones utilizadas para la hidrdlisis de los ésteres etilicos del compuesto 89.

La sintesis asimétrica del icofungipen se complicd en la siguientes dos etapas donde la
cetona ciclica 90 se transforma en su derivado 4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilato de
dietilo 91 mediante la reaccién de Wittig seguida por una hidrélisis de los diésteres, para
obtener el acido 4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilico 92. En la primera etapa se formar
el iluro de fosforo in situ haciendo reaccionar la sal comercial PhzsPMeBr con 'BuOK (s) €n
THF en condiciones anhidras y bajo atmosfera de argébn a t.a. durante 2 horas.
Posteriormente se enfria la reaccion con un bafio de etilenglicol y nieve carbénica (-12 °C y
-15 °C) y se aflade gota a gota el 4-oxociclopentano-1,2-dicarboxilato de dietilo 90 disuelto
en THF anhidro durante 1 hora, formandose el intermedio oxafosfetano que después de
una reorganizacion electrénica dara paso al cicloalqueno 91, formandose el 6xido de
tirifenilfosfina como subproducto de la reaccidon (Esquema 3. 9). Posteriormente se
hidrolizan los ésteres con una solucion acuosa de KOH a t.a. durante 15 horas. Para
purificar el producto, se evapora el disolvente organico, se filtran los sélidos precipitados y
se lavan con H,0. La fase acuosa se extrae con AcOEt para eliminar el PhzPO restante y
se acidifica con HCI (4 al 35% hasta pH 2 a 0 °C momento en el qué el producto deberia
precipitar. Aunque observamos la formacion del producto acido 4-metilenciclopentano-1,2-

dicarboxilico 92 nunca fuimos capaces de aislarlo.
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O, CH,
,— 'BuO’ ( j

H ® O
® ) s N
PhyP—CH, PhsP=CH, —<—= Ph3P—CH, EtO,C COzEtT EtO,C CO,Et
lluro de fosforo oxafosfetano 91

PhsP=0
Esquema 3. 9. Formacion del derivado cicloalqueno 91 mediante la transformacion del ciclopentanona

disubstituida 90.

Detectamos la [M+H] del 4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilado de dietilo 91 y del acido
4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilico 92 en los espectros de HPLC-MS al monitorizar las
reacciones, aunque no los pudimos cuantificar. Las dos posibles razones por la cuales el
compuesto 92 no precipita son; la escala utilizada y la conversién de la reaccion. En la
literatura donde se describe la reaccion, ésta se lleva a cabo a partir de 274 kg*’ del 4-
oxociclopentano-1,2-dicarboxilato de dietilo 90 mientras que nosotros partimos como
maximo de 10 g del compuesto. Por otro lado, también se observé por HPLC-MS un
subproducto de [M+H']= 216.80 que no fuimos capaces de identificar, aunque
posiblemente es un derivado que contiene fenilfosfina, pues adsorbe aA= 224 nm como
PPh3;O y PPh3CH,. No sabemos si dicho producto se forma durante la reaccién o proviene
del reactivo de partida Phz;PMeBr, pero probablemente afecta a la conversion de la

reaccion (Figura 3. 16).

Para cuantificar la reaccion de Wittig extrajimos el 4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilato
de dietilo 91 del crudo de la reaccién. Para ello evaporamos el disolvente de la reaccion y
redisolvimos el crudo en DCM, donde precipitaron parte de los subproductos derivados de
la fosfina. Después de extraer |la fase organica y evaporar el disolvente, se purificod el crudo
por cromatografia flash manual utilizando hexano/Et,O (7:3, v/v) como sistema de elucién.

Se obtuvo el compuesto 91 con un 2% de rendimiento, que caracterizamos por 'H RMN.

Para asegurarnos de que el iluro de fosforo se formaba correctamente, hicimos otra
prueba con tetrametilpiperidina de litio (LiTMP) como base no nucledfila pero mas fuerte
que ‘BuOK. Para ello, generamos la base in situ en condiciones anhidras a partir de TMP
(3 eq) y n-BuLi 1.6 M en hexano (3.5 eq) en THF ,,,. manteniendo la reaccion entre -20 °C
y -50 °C durante 2 horas. Posteriormente afiadimos una disoluciéon de Phz;PMeBr (1.8 eq)
en THF . a -20°C. Por HPLC-MS observamos la formacion del iluro pero no la masa
[M+H"]= 216.80 del subproducto, descartando la posibilidad de que proviniese del reactivo
de partida. A partir de este punto procedimos a realizar la reaccién sin mas modificaciones.
No se detectdé por HPLC-MS ni el reactivo de partida 4-oxociclopentano-1,2-dicarboxilato

de dietilo 90 ni el producto 4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilado de dietilo 91.
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Para estudiar la procedencia o formacién del subproducto de [M+ H]= 216.80 podriamos

haber optado por utilizar otra sal de fosfonio generada in situ mediante una substitucién

nucledfila entre un haloalcano y la ftrifenilfosfina, no obstante decidimos cambiar de

estrategia para generar el acido 4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilico 92.
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M. molecular: 276.32

HO,C  CO,H
M. molecular: 170.16

Figura 3. 16. A) Espectro de HPLC-MS de la reaccion de Wittig con la cetona ciclica 90, donde se observa la

formacion del compuesto 91, el iluro de fosforo, PhsPO y el subproducto de [M+ H]= 216.80 no identificado; B)

Espectro de HPLC-MS de la fase acuosa acidificada (pH 2) después de la hidrolisis de 91 con KOH, donde se

observa de [M+ H] del compuesto 92.

3.3.8.2. Sintesis alternativa del acido 4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilico

Como no fuimos capaces de transformar la ciclopentanona disubstituida 90 en su derivado

metilenciclopentano 91 mediante la reaccion de Wittig con buenos rendimientos, decidimos

utilizar otra estrategia sintética, con menos etapas de sintesis, para preparar el acido 4-

metilenciclopentano-1,2-dicarboxilico 92 (Esquema 3. 10).
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compuesto, proseguiriamos con la sintesis asimeétrica del icofungipen segun el esquema 3.

ﬁr .
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8 anteriormente citado.
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Esquema 3. 10. Sintesis alternativa del acido 4-metilenciclopentano-1,2-dicarboxilico 91. Condiciones; a) L-
mentol (2 eq), anhidrido succinico (1 eq), p-TSOH cat., en tolueno 24 h a 150 °C, 81% rendimiento; b) TMP (3 eq)
y n-BuLi 1.6 M en hexano (3 eq) en THF ann., -20 °C, atm. N, 3-cloro-2-clorometil-1-propano (1 eq), -78 °C,
15 h.; ¢) KOH (s, MeOH/H,0 (9:1, viv), 60 °C, 4 h.

Siguiendo el protocolo descrito por Pokorski*® se sintetizo el sélido cristalino succinato de
(-) dimentilo 95 con un rendimiento del 81% partiendo de L-mentol 93 y anhidrido succinico
94, catalizando la reaccion con acido p-toluensulfénico monohidratado. Seguidamente se
preparo6 la base tetrametilpiperidina de litio (LiTMP) in situ en condiciones anhidras a -20
°C y bajo atmosfera de N,. Posteriormente afiadimos gota a gota una disolucion de
succinato de (-) dimentilo 95 en THF ... Se dejo reaccionar la mezcla durante 1 hora a -78
°C para formar el dianién, haciéndolo reaccionar posteriormente con el 3-cloro-2-clorometil-
1-propeno 96 durante 15 horas obteniendo un aceite. Proseguimos al tratamiento de la
reaccion afiadiendo una solucion saturada de NH,4CI (¢ y acidificando la soluciéon con HCI
@c) al 5% hasta pH 3. Analizando la fase organica por TLC (hexano/Et,O (7:3, v/v)) se
observd un solo producto que fue purificado por cromatografia manual con silica. Dicho
compuesto fue determinado por RMN 'H como L-mentol. Asi pues, no se obtuvo el
compuesto 97 procedente de una adicién electrofilica tal y como esperabamos”’, sino que

obtuvimos la hidrélisis del succinato de (-) dimentilo.

Las condiciones anhidras asi como la temperatura condicionan el rendimiento de la
reaccién pudiendo ser la causa por la que la reaccion no hubiera tenido lugar. Podriamos
haber intentado obtener el producto 97 modificando los equivalentes de LiTMP o utilizando
una base no nucledfila mas débil que también fuera capaz de formar y estabilizar el anién
dienolato. También podriamos haber utilizado el 3-bromo-2-clorometil-1-propeno como

dihaluro para dirigir el primer paso de la adicion electrofilica.

No obstante, cuando supimos que los compuestos derivados del los acidos (1R,2S),
(1S,2S) y (2R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico no mostraban actividad antimalarica in
vitro decidimos abandonar la sintesis del icofungipen y sus derivados para centrarnos en

otras quimiotecas de compuestos.
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3.4 Conclusiones

Se ensayo la actividad antimalarica in vitro de una quimioteca formada por derivados
peptidicos del los acidos (1R,2S), (1S,2S) y (2R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico con la
intencion de sintetizar una quimioteca de ligandos multiples utilizando un espaciador de
caracter peptidico entre los B-aminoacidos cispentacina e icofungippen, siendo éstos
inhibidores especificos de la Pro-ARNt sintetasa y lle-ARNt sintetasas de C. albicans

respectivamente.

Dichos compuestos no mostraron actividad in vitro frente a la cepa 3D7A de P. falciparum
a concentraciones >100 uM. No se pudieron realizar ensayos de aminoacilacién in vitro
con dichos compuestos por problemas en la purificacion y funcionalizacion de las enzimas
Pro, lle y GIn ARNt sintetasas de P. falciparum. Consecuentemente, no podemos descartar

que dichos compuestos no alcancen la diana terapéutica.

Dado las dificultades sintéticas halladas para la obtencién del acido (1R,2S)-2-amino-4-
metilenciclopentanocarboxilico (icofungipen) y los resultados in vitro anteriormente
expuestos, se decidié abandonar la sintesis de la quimioteca de ligandos multiples para
centrarnos en la sintesis de otras quimiotecas de compuestos, con actividad antimalarica,

mas prometedores.
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CAPITULO 4

DISENO Y SINTESIS DE DERIVADOS DEL
BENZIMIDAZOL

La mitad de los compuestos presentes en este capitulo han sido sintetizados por el Dr.
Rob Hoen.

Asimismo han colaborado la Dra. Eva Novoa, que ha llevado a cabo el screening virtual, la
Dra. Joélle Rudinger-Thirion y Shirin Fatma en la realizacibn de los ensayos de
aminoacilacion con ARS de P. falciparum y de E. Coli respectivamente, Ana Raquel
Soares en los ensayos de toxicidad con el modelo zebrafish y Patricia Marin en la
evaluacién in vivo en modelos murinos de la quimioteca de compuestos objeto del

presentes capitulo.

Los resultados aqui obtenidos estan pendientes de publicacion.






Disefio y sintesis de derivados del benzimidazol

4.1 Introduccion

4.1.1. Caracteristicas generales de los benzimidazoles

Los benzimidazoles son compuestos 5 ; H

heterociclicos aromaticos. Estos compuestos S N\) 6 N1)
biciclicos provienen de la fusion entre un 6©: >2 5©:N/>)2
benceno y wun imidazol. La numeracion
sistematica del anillo de benzimidazol confiere la
posicion 1 al grupo -NH. Cuando ninguna de las Figura 4. 1. Tautomeria de benzimidazol
dos posiciones del atomo de N (-NH- o -N=) esta substituida, el compuesto posee ambas
caracteristica acidas y basicas. Ademas, cuando la posicion 1 (-NH) no esta substituida,
existe un equilibrio tautomérico mediante un proceso intramolecular que involucra mas de
una molécula de benzimidazol o bien mediante interaccién con solventes préticos, siendo
las posiciones 5 y 6 quimicamente equivalentes (Figura 4. 1). En general, los
benzimidazoles son productos cristalinos y relativamente insolubles en H,O. Las siete
posiciones que forman el nucleo del benzimidazol pueden ser substituidas con una gran
variedad de entidades quimicas. Cabe remarcar que la mayoria de bezimidazoles

bioactivos tienen las posiciones 1,2 y/o 5y 6 substituidas'.
4.1.2 Sintesis de los benzimidazoles

Dentro del la familia de los heterociclicos, el esqueleto del benzimidazole es una de las
estructuras mas investigadas tanto en el sector farmacolégico como en el desarrollo de
nuevos materiales®. El 2,5 o 2,6-dimetilbenzimidazol fue el primer compuesto derivado del
benzimidazol sintetizado, en 1872 por Hoebrecker mediante la reduccion del 2-nitro-4-
metilacetanilida y la posterior pérdida de H,O. En 1875, Ladenburg obtuvo el mismo

compuesto mediante el reflujo del 3,4-diaminotolueno en &cido acético® (Esquema 4. 1).

NO,
H
\©: % N
NHCOCH,; 4, \C[ —
N
<

Esquema 4. 1. Sintesis del primer derivado de benzimidazol por Hoebrecker (superior) y Ladenburg (inferior).
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Desde entonces hasta la fecha, el método clasico para sintetizar derivados benzimidazoles
1 o0 2-substituidos es mediante una condensacion entre O-fenilendiaminas y aldehidos,
acidos carboxilicos o derivados de este como ésteres, haluros de acido y amidas,
empleando acido clorhidrico, acido polifosférico, acido borico o acido p-toluensulfénico
como catalizadores®. Debido a la falta de diferenciacién entre los dos atomos de N
presentes en la molécula, generalmente, este tipo de reacciones conducen a la obtencion
de una mezcla de regioisémeros. Numerosas investigaciones se han centrado en optimizar
las condiciones de la reaccion®. Por otro lado, las N-arilamidinas® y las O-nitroanilinas’
también han sido utilizadas como material de partida para la sintesis de benzimidazoles
(Figura 4. 2).

a)

/@iNHZ o BH; (1.05 eq), t.a., 30 min H R=-H, -CH3, -Cl, -Br
+ i
R NH, HOJJ\R' reflujo 12 h R/©: />_R R'= Ar, alquilo, benzilo, vinilo

N
(3eq)

b)
H
©/N NH NaOCI §
5 —— =0
OH- N
c)

R=-H, -CN, -OH

a0 — R' N
| HJJ\R' R P N/>_ | \ >

Z>No, EtOH, 70°C, 5 h

Figura 4. 2. Sintesis clasicas del benzimidazoles 2-substituidos utilizando como material de partida; a) de

1,2-feni|endiaminas5, b) N-ariIamidinasG, c) O-nitroanilinas’.

Sabiendo la potencialidad de dichos compuestos como moléculas de gran relevancia
farmacoldgica, multiples investigaciones se han centrado en nuevas rutas sintéticas para
su obtencion Entre ellas la sintesis asistida por microondas® y la sintesis en fase solida®
para funcionalizar de forma especifica y selectiva el anillo del benzimidazol, adquiriendo

asi una amplia variedad de estructuras.

Dentro de la familia de los benzimidazoles, en concreto los 1,2-disubstituidos y sus
derivados, representan una parte importante de los compuestos biaoactivos.
Clasicamente, las alternativas mas utilizadas para la sintesis de dichos compuestos son
las reacciones de N-alquilacion y N-arilacion de benzimidazoles 2-substituidos. Dichos
meétodos no albergan la posibilidad de dirigir la regioselectividad de los productos y estan
limitados a la disponibilidad del material de partida. Uno de los métodos mas utilizado para
diferenciar los dos atomos de N, es la N-acilacion de O-nitroanilinas precedidas de una

reduccién y posterior ciclacién del compuesto asi como la utilizacion de benzimidazoles
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2-halosubstituidos,  utilizando

8 T

. i i R
por ejemplo 2-cloro o 2 A pa
bromobenzimidazoles como Arilaminacién catalizada ~ , N NH,

] ] por metales Rs—a _
material de partida para NHR;

o)
XJ\RZ

Sintesis en fase sélida

preparar  O-nitroanilinas  N- @:N\>_
Rs7r Rz
substituidas'®. Por otro lado, el ZN R
- 1

método de  arilaminacién- N-alquilacién o N-arilacién

. . . H

ciclacion catalizadas por N NHz R N N -Re
Rar 30

metales como paladio, cobre o ZTNHR Z =X 0

cobalto permite la construccion Condensacion ~ X)LR2 - RINH;

L . Arilaminacion/Condensacion
de benzimidazoles complejos

; a1
de forma regioselectiva Figura 4. 3. Métodos utilizados para la obtencion de benzimidazoles 1,2-
(Figura 4. 3). disubstituidos™".

4.1.3. Aplicaciones farmacolégicas generales de los benzimidazoles

El benzimidazol mas prominente encontrado en la naturaleza es el 5,6-dimetil-1-(o-D-

ribosil)benzimidazol'?

, un ligando axial del cobalto implicado en la formacion de la vitamina
B4,, sintetizada por arqueas y bacterias'. Cuando se descubrio que le vitamina B4, era
capaz de estimular la proliferacion de las bacterias, mas que el fragmento formado por el
benzimidazol y otros derivados de este podian reprimir dicho crecimiento, la busqueda de

nuevos agentes antibacterianos se centré en el esqueleto del benzimidazol.

Desde entonces y hasta la fecha, el nucleo del benzimidazol, ha sido considerado una
estructura privilegiada en el campo de la investigacion. Se han llevado a cabo, numerosos
estudios que correlacionan la actividad y la estructura de dichos derivados. Histéricamente
los compuestos derivados del benzimidazol han sido utilizados como agentes
antihelminticos tanto en veterinaria como en medicina humana como es el caso de los
farmacos Albendazol® y Mebendazol®. También han sido utilizados como antifungicidas en
la agricultura. Hoy en dia, muchos derivados de dicha estructura, son recetados para el
tratamiento de distintas enfermedades, pues presentan propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas inmejorables como antidiabéticos, antihipertensivos, antiulcerosos,
analgésicos, antivirales, antitumorales, antipsicoticos, antihistaminicos o bien como

antiparasitarios entre otras''®

(Figura 4. 4). Un ejemplo, es el farmaco mas vendido
durante el 2012 en U.S.A'®; el Nexium®, genéricamente conocido como esomeprazol que
es el enantidmero S de la mezcla racémica omeprazol. Dicho compuesto es un inhibidor
de la bomba de protones (H" y K'-ATPasa), que reduce la secrecion gastrica y esta
indicado contra el tratamiento de la dispepsia, la Ulcera péptica y enfermedades

relacionadas con el reflujo gastroesofagico.
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5,6-dimetil-1-( o.-D-ribosil)benzimidazol

Telmisartan
(antihipertensivo)

O/N\
/:/ Mizolastine
(antihistaminico)

Albendazol
(antimicrobiano) o

0} O H \ /
Esomeprazol o—

(antiulceroso)

Dy

N

H
TTCLry, O

Q
\

Droperidol
(antipsicotico)

J

N O
SRS GEE
y o

Mebendazol
(antihelmintico)

b

Bendamustina
(antitumoral)

C|V\N

C I

Figura 4. 4. Estructuras de algunos farmacos comerciales derivados del benzimidazol con diversos efectos

terapéuticos.

4.1.4. Los benzimidazoles como inhibidores de ARNt sintetasas

Como se ha expuesto anteriormente, en la literatura se describen muchos compuestos

basados en el anillo de benzimidazol con distintas propiedades farmacologicas, aunque no

siempre se conoce la diana y el modo de accion de dichos compuestos. Aunque no se han

descrito muchos derivados de benzimidazoles con propiedades inhibidoras de las ARNt

sintetasa, el grupo farmacéutico Galaxo SmithKline, ha patentado unos derivados con

actividad antibacteriana, que inhiben especificamente la metionil-ARNt sintetasa de S.

aureus mostrando valores de ICsy en el rango

de 3-700 nM'""® (Figura 4. 5). Asi pues, los

R1/ N_</ :O Rz)m

benzimidazoles pueden ser también, una

estructura privilegiada en este ambito ya que R=Ar

(Ro )m=H, X, CH, o CHR3 donde R3 es un alquilo o Ar

han mostrado la capacidad de interaccionar v_ jicano o cicloalcano

especificamente con las ARS, abriendo un

abanico de posibilidades para el disefio de

nuevos farmacos

antiparasitarios.
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que actuan inhibiendo la MRS de S. aureus.

Figura 4. 5. Estructura general de los compuestos

antimicrobianos patentados por Galaxo SmithKline
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4.1.5. Actividad antimalarica de los benzimidazoles

El dramético incremento de casos de malaria diagnosticados, hacen indispensable una
busqueda exhaustiva de nuevos compuestos antimalaricos para tratar de afrontar la
creciente resistencia que presentan los parasitos. Sabiendo la importancia del esqueleto
del benzimidazol en la quimica médica y después de que distintos compuestos mostraran
actividad como antiparasitarios y como antiprotozoarios'®, algunas investigaciones se han

centrado en la busqueda de nuevos derivados con propiedades antimalaricas.

Un ejemplo, es una familia de hibridos sintetizados a partir de benzimidazol y la
pentamidina. Dicha diamidina aromatica, es utilizada en el tratamiento de la neumonia
provocada por Pneumocystis
Jirovecii, siendo también HN NH

. >_< >’O\/\/\/O‘< >_<
efectiva contra Trypanosoma HoN NH;

, . L. Pentamidina
bucei. Dichos hibridos, han

. FsC N N CF3
sido  ensayados  como \©: \>_©,o 04©_</ :O/
I~ T T
N N
H H

antiprotozoarios frente
o i i ICsq P.Berghei= 6.53 uM
distintos especies, siendo uno
de ellos activo in vitro frente a
. .20 .
Plasmodium berghei”” (Figura Figura 4. 6. Benzimidazol derivado de la pentamidina con actividad

4.6). antimalarica in vitro

Por otro lado, se ha publicado recientemente, una libreria de 26 compuestos derivados del
bis(oxifenilen)benzimidazol, ensayados frente distintos parasitos donde 8 de los
compuestos mostraron actividad antimalarica in vitro con valores de ICsq comprendidos
entre 180 y 410 nM?".

Otro ejemplo es el recientemente estudio donde se han

H
NI/
)—(\/lL sintetizado y ensayado in vitro e in vivo frente a P.
NO,
0

falciparum una familia de compuestos derivados del

benzimidazol-5-carbohidrazida®? (Figura 4. 7). Dichos

H
N . : .
j\ H )_(/1 compuestos, tienen el mismo modo de accién que la
Ry H’N N X" No,
o}

cloroquina, es decir, inhiben la cristalizacion de o-
hematina en hemozoina (B-hematina) incapacitando el
X= O; Ry= 3,4-MeOPh
proceso de destoxificacion unico y esencial que lleva a
X=S; Rq= 3,4,5-MeOPh . ) .
cabo el parasito para su supervivencia.
Figura 4. 7. Inhibidores del la sintesis

de hemozoina, con actividad

antimalarica.
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Otras investigaciones, se han centrado en la aplicacion para el tratamiento de la malaria de

compuestos derivados del benzimidazol con propiedades farmacolégicas ya conocidas.

Como es el caso del estudio in vitro de los farmacos omeprazol, lansoprazol, rabeprazol y

pantoprazol para evaluar su eficacia como inhibidores de la bomba de protones (H" y K*-

ATPasa),

frente a tres cepas distintas de P. falciparum, obteniendo resultados

es,peranzadores,23 (Figura 4. 8).

N0
=8 N=
N

el

i \ /T
R> O_\
R4
. IC50 ( M)
Farmaco R. R; R.
! 2 = 3 D6 W2 TM91C235
Rabeprazol |H CH; H CH,CH,OCHs| 9.8 10.0 7.0
Lansoprazol |H CH; H CF; 93 7.5 11.2
Omeoprazol |[OCH; CH; CH; H 27.1 28.3 76.4
Pantoprazol [OCHF, OCHz; H H 73.3 53.3 39.3
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Figura 4. 8. Estudio in vitro de farmacos
inhibidores de la bomba de protones
frente a la cepa D6 (sensible a cloroquina
y pirimetamina), W2 (resistente a
cloroquina y pirimetamina) TM91C235
(resistente a cloroquina, pirimetamina,
mefloquina, sulfadoxina y quinina) de P.

falciparum.
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4.2 Objetivos

Para luchar contra el rapido cambio evolutivo generado por las mutaciones y/o la
transferencia genética que caracterizan a las bacterias y a los parasitos, es imprescindible
generar nuevos farmacos con distintos mecanismos de accién. A poder ser, éstos
deberian interferir con mas de una diana farmacologica, para retrasar o en el mejor de los

casos evitar la aparicion de resistencias.

Como punto de partida para el disefio y la sintesis de nuevos compuestos, se analizaron in
silico mas de 35.500 compuestos virtuales frente a distintas enzimas ARNt sintetasas de P.
falciparum. A partir de los resultados obtenidos decidimos crear una quimioteca centrada
en el anillo del benzimidazol, con la esperanza de conseguir compuestos con caracter

dual, es decir que fueran capaces de inhibir a mas de una enzima ARS.
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4.3 Resultados y discusién

4.3.1. Busqueda de nuevos inhibidores de distintas ARS de P.

falciparum

Desde 1996 no se han introducido en fase clinica ningun compuesto antimalarico, hecho
que pone de manifiesto por un lado la dificultad intrinseca de descubrir y desarrollar
nuevos compuestos antipaludicos y por otro, la falta de recursos econdmicos tanto

publicos como privados destinados a erradicar la malaria®*.

Apostando por las enzimas ARNt sintetasas como diana terapéutica farmacolégicamente
asequibles, selectivas y poco investigadas en el ambito de la malaria, decidimos ensayar in
silico una familia de compuestos virtuales frente a tres ARS de P. falciparum con la
esperanza de predecir estructuras capaces de inhibir mas de una enzima, es decir

compuestos duales.

Se seleccionaron las enzimas LysRS-2, GInRS y lleRS-2 de P. falciparum para llevar a
cabo el screening virtual, debido a la distancia filogénica que presentan estas enzimas con
las homélogas eucariotas. Como se ha referenciado anteriormente, el parasito contiene
dos genes que codifican la LysRS. Una de estas enzimas, la LysRS-2, se encuentra en el
apicoplasto y tiene origen bacteriano. Ademas se trata de una diana terapéutica
potencialmente accesible como se ha demostrado en el capitulo 1 de esta tesis.
Recientemente, también, se han validado las dos enzimas lleRS de P. falciaparumzs.
Ademas, se ha descubierto que el antibacteriano mupirocina es capaz de inhibir
selectivamente la enzima apicoplastica 1leRS-2 del parasito, dejando inalterada la enzima
cistosolica®. Finalmente, también se eligio la GInNRS que esta presente sélo en un genoma

del parasito y aunque se trate de una enzima citosélica, tiene origen bacteriano?®®.

La quimioteca virtual fue construida por el Dr. Rob Hoen, a partir de 72 compuestos
inhibidores selectivos de distintas especies de la LysRS y otros 829 de la 1leRS descritos
en la literatura. Para ampliar el numero de estructuras a ensayar in silico, se les sumaron a
dichos compuestos otros obtenidos de distintas quimiotecas virtuales comerciales (~ 3.000
compuestos de FDA drugs, ~ 1.800 moléculas de la libreria quimica Prestwick y ~ 30.000
moléculas mas de ZINC). En total se ensayaron in silico mas de 35.500 compuestos. Los
ensayos de docking fueron realizados por la Dra. Eva Novoa del laboratorio de Traduccié

genética del Instituto de Recerca Biomedica (IRB) de Barcelona.
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4.3.2. Resultados del docking virtual

Los resultados del ensayo in silico predijeron que 141 compuestos interferian
selectivamente con la enzima PfLysRS, 161 mas lo hacian con PfGInRS y sélo 16 de ellos
con PflleRS. Algunos de estos compuestos fueron capaces de bloquear virtualmente el
centro activo de mas de una enzima de P. falciparum; obteniendo 6 estructuras duales
para LysRs-GInRS vy otras 3 para LysRS-1leRS. No se obtuvo ninguna estructura comun

para las enzimas GInRS y lleRS (Figura 4. 9).

Compuestos duales LysRS-GInRS
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HO o butirosina "'o_< !
/ = o
HO SOQ"'NH2 SNH, “OH .
/I)»d o O OH OH G ) beta-escin
OH
HO™ / OH
OH HoN OH HO'"
O OH HO OH
ingi HO._O
naringina
O OH 0 oH 0 O
o o OH NN NH,
O~ H H
HO oY

_\\OH
Q R OH i icli
Imeciclina
HO oH~"~oH NS

OH :
Compuestos duales LysRS-lleRS

/—_—:_N
0N \8\(0 OH
H O/\Si (_ (o g \ﬂ/\/\/
'O(;,PZO a)Wo95/05348 O O, ©

©) o)

b) WO 95/05384

Schoemarker, H. J. et al. Biochemistry, 1977, 16, 5461-5464

Figura 4. 9. Estructura de los compuestos que han mostrado mediante screening virtual una posible interaccion

con dos de las enzimas ensayadas.
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Unas de las estructuras seleccionadas por docking como compuestos duales capaces de
inhibir tanto la LysRS como la GINRS de P. falciparum, fueron los derivados de la
tetraciclina. Este tipo de compuestos inhiben la unién entre el complejo aminoacil-ARNt y

el ribosoma, impidiendo las sintesis peptidica.

Las tetraciclinas han sido recetadas desde su descubrimiento en 1945, como antibibticos
capaces de actuar contra distintos microorganismos. También se han utilizado como
terapia combinada en el tratamiento de la malaria y como agentes profilacticos para su
prevencién”. No obstante, decidimos descartar la estructura de la tetraciclina como nucleo
basico para la sintesis de una quimioteca de compuestos duales. Los motivos fueron por
un lado la resistencia® creada por un gran numero de microorganismos a dichos
compuestos y por otro, las escasas posiciones quimicamente modificables que ofrece
dicha estructura. Aunque cabe remarcar que recientemente, distintos grupos de

investigacion, estan llevando a cabo nuevas estrategias sintéticas para su obtencion®.

El resto de estructuras adquiridas como compuestos duales mediante el ensayo in silico,
también fueron descartadas como posibles nucleos para la sintesis de una quimioteca;
basicamente no prometian una sintesis rapida y economica para la obtencion del
esqueleto principal ni sus posibles derivados. Sin embargo, cuando estudiamos los
resultados de docking obtenidos para cada enzima, observamos que el esqueleto
benzimidazol formaba parte de un gran numero de estructuras seleccionadas tanto para
PfLysRS como para PfGInRS (Figura 4. 10).

Aunque dichos compuestos no mostraron potencial interaccién dual por si solos in silico,
decidimos centrarnos en la estructura del benzimidazol para construir una nueva
quimioteca de compuestos. Los motivos para elegir dicho nucleo fueron; a) el esqueleto
del benzimidazol es una estructura privilegiada desde el punto de vista farmacologico, b)
puede ser substituido y modificado quimicamente en distintas posiciones del anillo,
proporcionando un sinfin de derivados con caracteristicas estructurales diversas y c) los
compuestos seleccionados cumplen como minimo tres de las caracteristicas para ser
considerados moléculas con potencial utilidad terapéutica segun la regla de Lipinski®'.
Dicha regla predice una baja absorcién y/o permeabilidad a los compuestos que contienen
un peso molecular superior a los 500 Dalton, mas de 5 enlaces H donadores y 10

aceptores.
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Figura 4. 10. Estructuras basadas en el esqueleto del benzimidazol que podrian inhibir selectivamente PfLysRS

H
N

o bien PfGInRS segun los resultados obtenidos por docking.

4.3.3. Diseno de la quimioteca de derivados del benzimidazol

A partir de un analisis retrosintético (Figura 4. 11) y un estudio estructural de los

compuestos elegidos, disefiamos la quimioteca.

0] H
H O NH
N NH AN 2
N N HN—< — RL\ 2 + HO—< e— R—:(/\E + Aminoacido
Ry R Pt R ZNH,
R'

Figura 4. 11. Analisis retrosintético de los derivados de benzimidazol

Para ello requeriamos de a) distintas O-fenilendiaminas para probar el efecto de distintos
sustituyentes, b) distintos aminoacidos para formar el nucleo central de los compuestos y
para proporcionar distintas longitudes y disposiciones espaciales y por ultimo c) distintos
grupos heterociclicos. Decidimos utilizar productos de partida comerciales vy
economicamente asequibles. Finalmente, decidimos sintetizar 10 nucleos distintos que
modificariamos mediante una N-acilacion con 5 compuestos heterociclicos para construir

una quimioteca de 50 derivados del benzimidazol (Figura 4. 12).
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Nucleos sintéticos .
Compuestos heterociclicos
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Figura 4. 12. Disefio de la quimioteca de derivados de benzimidazol. A partir de 10 nucleos sintéticos distintos y

5 acidos carboxilicos aromaticos ciclicos obtuvimos una familia de 50 compuestos distintos.

4.3.4. Sintesis de la quimioteca de derivados del benzimidazol

4.3.4.1. Sintesis de los nucleos del benzimidazol derivados de aminoacidos

De la quimioteca planteada se requeria sintetizar 7 de los 10 nucleos estructurales a partir
de los cuales formariamos distintos derivados, los otros 3 bloques sintéticos restantes; 2-
aminobenzimidazol 98, dihidrocloruro de (1H-benzimidazol-2-il)metanamina 99 y 2-(1H-

benzimidazol-2-il)etanamina 100 se adquirieron de casas comerciales (Figura 4. 13).

N N.  NH,HCI N NH,HCI
Crpm O™ O
N N N

HHCI HHCI
98 99 100

Figura 4. 13. Compuestos comerciales utilizados como nucleos estructurales para la sintesis de la quimioreca.

Para obtener el resto de los nucleos, se siguieron distintas estrategias sintéticas. Asi, la
obtencion del dihidrocloruro de 2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-il)etanamina 103 (Esquema
4. 2) se realiz6 a partir de la condensaciéon de la 1,2-diamino 4-metilbenceno 101 con el

acido 3-aminopropiénico (B-alanina) 102 en una solucion de HCI 5.5 M a reflujo. El
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producto, precipitdé en forma de sal en el medio de la reaccién, se aislé por filtracion y se

recristalizé en EtOH con un rendimiento del 69%.

+ a
RO RS SN

N
NH 2
2 2.5 eq) HHCI
101 102 103

Esquema 4. 2. Sintesis del nucleo sintético 103, siguiendo el método clasico para la obtencion de

benzimidazoles. Condiciones; a) HCI 5.5 M a 130 °C durante 24 h, 69% rendimiento, 97% pureza.

El dihidrocloruro de 5-metil-1H-benzimidazol-2-il)metanamina 108, se intenté obtener de
manera similar substituyendo la B-alanina 102 por glutamina, pero el avance de la reaccién
fue mucho mas lento, la conversion fue menor y el producto no precipité en las condiciones

de reaccion.

Como alternativa (Esquema 4. 3), N-acilamos la 1,2-diamino-4-metilbenceno 101 con N-
Boc-glicina 104 utilizando EDC-HCI y HOBt como sistema de acoplamiento, obteniendo
una mezcla de dos regioisomeros 105 y 106. Por HPLC-MS se observaron trazas del
compuesto N,N-diacilado. A continuacion, se realizé6 una condensacion intramolecular de
los compuestos de la mezcla catalizada con acido acético (~ 0.05 M) y posterior
purificacion del crudo, mediante cromatografia flash automatizada para eliminar las trazas
del compuesto N,N-diacilado, se obtuvo el producto terc-butil((5-metil-1H-benzimidazol-2-
il)metil)carbamato 107 con una pureza del 99% y un rendimiento del 32% en dos etapas.
Finalmente para obtener el producto deseado 108, se elimin6 el grupo protector Boc con
una solucion de HCIl 4 M en 1,4-dioxano. El dihidrocloruro de 5-metil-1H-benzimidazol-2-
illmetanamina 108, precipité en el medio de la reaccién y se aisl6 por filtracion obteniendo

una sal con una pureza superior al 99% y un rendimiento del 78%.

0.
NHBoc
\C[NH
105
NH, o NH; N NHBoc N NHHCI
+ a + b \>_/ C \>_/
HO NHBoc —— » —_— N —_— N
NH, NH, H HHCI
101 104 106 107 108
NH
o NHBoc

Esquema 4. 3. Sintesis del dihidrocloruro de 5-metil-1H-benzimidazol-2-il)metanamina 108 a partir de la N-
acilacion y posterior ciclacion del compuesto. Condiciones; a) EDC-HCI (1.2 eq), HOBt (1.2 eq), DCM, t.a., 14 -
48 h, b) AcOH (0.05 M), 65 °C, 18 h, 32% rendimiento en 2 etapas, 99% pureza; c) HCI 4 M en 1,4-dioxano, t.a.,

2 h, 78% rendimiento, pureza >99%.

Aunque el compuesto 4-fluoro-1,2-fenilendiamina 110 se puede adquirir en casas

comerciales utilizamos como precursor el 5-fluoro-2-nitroanilina 109 que poseiamos
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previamente en el laboratorio, para sintetizar los derivados del benzimidazol 5(6)-fluoro-
substituidos. A partir de la reduccién de la nitroanilina 109 catalizada por Ni-Raney
utilizando hidracina monohidratada como fuente de hidrogeno. Después de filtrar la
solucién sobre Celite©, obtuvimos la 1,2-diamina 4-fluorobenceno 110 con un rendimiento
del 90% y una pureza del 83%. Posteriormente acilamos la amina con el acido 3-(terc-
butoxicarobonil)amino)propanoico 111 y ciclamos el compuesto utilizando el mismo
procedimiento que el descrito anteriormente, obteniendo el terc-butil(2-(5-fluoro-1H-
benzimidazol-2-il)etil)carbamato 114, con una pureza superior al 99% y un rendimiento del
42% en dos etapas. Eliminamos del grupo Boc con TFA/THF (2:1, v/v), pues el compuesto
114 no se solubilizd con HCI 4 M en 1,4-dioxano. Finalmente, precipitamos el
ditrifluoroacetato de 2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)etilamina 115 en EtOH con una

pureza del 96% y un rendimiento del 90% (Esquema 4. 4).

0
\
\© a \© 111 \CE d \C[ ’
e N —_—
NO, NH, b, c H N NH,-HCO,CF;4
109 110 114 115

Esquema 4. 4. Sintesis del ditrifluoroacetato de 2-(6-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)etilamina 115. Condiciones; a)
HoNNH2.H,O, Ni-Raney, EtOH, 78 °C, 2.5 h, 90% rendimiento, 82% pureza; b) acido 3-((terc-
butoxicarbonil)amino)propanoico 111, EDC-HCI, HOBt, DCM, t.a, 18 h; ¢) AcOH (0.05 M), 65 °C,18 h, 42%
rendimiento en 2 etapas, pureza >99%; d) TFA/ THF (2:1, v/v), t.a, 18 h, 90% rendimiento, pureza >99%.

Los tres nucleos de benzimidazol derivados de la L-prolina 119, 120 y 121 y el
dihidrocloruro de 2-(6-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)metanamina 116, los sintetiz6 el Dr.Rob
Hoen siguiendo el mismo procedimiento de N-acilacion, ciclacion y desproteccion descrito

anteriormente, obteniendo los productos con una pureza > 98% (Esquema 4. 5).

F\O:NHZ o F H-HCI
+ a, b, c \@
NHBoc "~ />—\
NH, HO

N NH,-HCI
109 104 116 (83%)
R NH; o . O R fHC!
+ \ N a, b,C \O: />n..(\/|
NH; HO  Boc N N
HHCI

117 R=H 118 119 R = H (53%)
101 R= Me 120 R = Me (64%)
109 R=F 121 R = F (78%)

Esquema 4. 5. Sintesis de los nucleos sintéticos 116, 119, 120 y 121. Condiciones; a) EDC-HCI (1.2 eq), HOBt
(1.2 eq), en DCM, t.a.,14 h, b) AcOH (0.05M), 75 °C, 16 h; c) HCI 4 M en 1,4-dioxano, t.a., 2 h.
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4.3.4.2. Sintesis de los derivados del benzimidazol

Una vez sintetizados los distintos nulcleos del benzimidazol derivados de aminoacidos,
procedimos a la sintesis de los compuestos que forman la quimioteca. Para ello se N-acilo
cada nucleo del benzimidazol con cinco acidos carboxilicos aromaticos distintos (122-126)
utilizando EDC-HCI y HOBt como agentes acoplantes (Esquema 4. 6). La mayoria de los
compuestos precipitaron en el medio de reaccion y fueron aislados por filtracién. El resto,
fueron purificados por cromatografia flash automatizada utilizando DCM/MeOH (4:1, v/v)

como sistema de elucion.

R N NH, a R N HNR
\CEN/H—)n:o,Lz + HO-R" \©:N/>‘(‘)n=o,1,2
RI N\ @ Rl N
>”” + HO-R" —a> \>---|G
N N N
H H N !
R

R'=-H, -Me, -F
(0] (0] 0 (0] 0
R= J\@ NG ~ . ¢
| |
F
122 123 124 125 126

Esquema 4. 6. Sintesis de los derivados de benzimidazol. Condiciones; a) EDC-HCI (1eq), HOBt (1 eq), EtsN (4

eq), acido carboxilico correspondiente (1 eq), DCM, t.a., 15 h.

En todas las reacciones de N-acilacion donde se utilizé el bloque sintético ditrifluoroacetato
de 2-(6-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)etilamina 115, se obtuvo o0 r
un subproducto de masa molecular 275.07 que fue aislado y HF

F N NH F
purificado. Se determiné y caracterizé el compuesto por \C[ \>J
RMN ('H y ™C) como 2,2,2-trifluoro-N-(2-(5-fluoro-1H- N
benzimidazol-2-il)etil)acetamida M3-51 (Figura 4. 14),
resultado de la N-acilacién del derivado de benzimidazol con o
Figura 4. 14. Estructura quimica
el acido ftrifluoroacético que provenia de la sal de 2,2, 2-trifluoro-N-(2-(5-fluoro-1H-
ditrifluoroacetato de 2-(6-fluoro-1H-benzimidazol-2- benzimidazol-2-il)etil)acetamida

iletilamina 115. M3-51.

En total se obtuvieron 51 derivados del benzimidazol (Tabla 4. 1) 25 de los cuales fueron
sintetizados por el Dr. Rob Hoen. Los productos se obtuvieron en forma sélida con purezas
superiores al 95% determinadas por HPLC-MS a A= 214 nm. La mayoria de los

compuestos precipitaron en condiciones acuosas, por lo que se disolvieron los compuestos
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en MeOH o bien en DMSO a una concentracion 5 mM para evaluar su actividad
antimalarica in vitro.

Tabla 4. 1. Resumen de las estructuras de los compuestos que forman la quimioteca de los derivados de
benzimidazol.

4.3.5. Evaluacion in vitro de la quimioteca de derivados del

benzimidazol

4.3.5.1. Evaluacion de la actividad antimalarica

Para ensayar la actividad antimalarica de los compuestos, se evalud su capacidad para
inhibir el crecimiento de un cultivo de la cepa 3D7A de P. falciparum previamente
sincronizado con sorbitol. Para ello, se utilizaron cultivos de eritrocitos humanos al 3%
infectados con el parasito en estadio anillo o ring (1 y 0.1% de parasitemia). Los
compuestos se incubaron a una concentracion final de 75 uM durante 48 y 96 horas
respectivamente (Figura 4. 15). La lectura de la proliferacion parasitaria se evalu6é por
citometria de flujo utilizando SYTO®11 como marcador celular fluorescente. Los resultados
se confirmaron por microscopia (ver protocolos en la apartado 6.1.1 de la experimental).
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Analizando los resultados obtenidos en este primer ensayo se pueden citar algunas
correlaciones entre la estructura y la actividad antimalarica de los compuestos (Figura 4.

15). Podemos agrupar los compuestos segun:
a) El sustituyente en la posicion 5 del anillo del benzimidazol:

En términos generales cuando se substituye la posicion 5 del anillo del benzimidazol
aumenta la actividad de los compuestos respecto a los que no estan substituidos. No se
muestra diferencia significativa entre la actividad de los compuestos que poseen en dicha
posicion un grupo atractor de electrones (-F) o un grupo donador (-CH3). Como por
ejemplo M3-27, M3-18, M3-19, M3-20 y M3-21 que contienen un H en la posicion 5 del
anillo del benzimidazol frente a los compuestos M3-22, M3-23, M3-24, M3-25 y M3-26 que
contienen un metilo en dicha posicién o bien los fluor derivados M3-02, M3-028, M3-29,
M3-30 y M3-31.

b) EIl aminoacido que forma parte de su estructura:

Dejando de lado los compuestos derivados del 2-aminobenzimidazol que son los que han
mostrado mas actividad antimalarica in vitro, los compuestos formados por la B-alanina
como espaciador, presentan mayor porcentaje de inhibicidbn que los compuestos formados
por la glicina como por ejemplo M3-08 vs M3-22, M3-09 vs M3-23 o M3-14 vs M3-28 entre
otros. Por otro lado, los derivados formados con la L-prolina son los que han mostrado

menor actividad.
c) El nudcleo sintético:

En términos generales los compuestos que han mostrado mas actividad antimalarica a las
48 y 96 horas, estan formados por el nucle6 1H-benzimidazol-2-substituido, es decir, los
compuestos; M3-46, M3-47, M3-48, M3-49 y M3-50.

d) Elresiduo acido carboxilico aromatico con el que estan derivatizados:

En general, los compuesto que mostraron mas actividad fueron los resultantes de la N-
acilacion con el acido carboxilico 3,4-difluorobenzoico 126 es decir, los compuestos M3-07,
M3-21, M3-26, M3-31, M3-17, M3-50.
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Figura 4. 15. Actividad antimalarica in vitro de los derivados del benzimidazol a 75 uM.a las 48 y 96 h de su incubacién. Los compuestos se presentan agrupados segln su nucleo

sintético.
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A partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron los compuestos que a 75 uM
mostraron una inhibicién del crecimiento de la parasitemia superior al 70% respecto al
cultivo control, para seguir ensayando su actividad in vitro a concentraciones mas bajas
(50 y 25 uM) (Figura 4.16).

Actividad antimalarica in vitro a 50 y 25 uM

Inhibicién (%)
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Figura 4. 16. Estructura y actividad antimalarica in vitro a 50 y 25 uM de los compuestos seleccionados frente a
la cepa 3D7A de P. falciparum. Los resultados se presentan en términos de inhibicion de la proliferacion

parasitaria (%) tomando como referencia el cultivo control mediante citometria de flujo.

Ninguno de los compuestos estudiados presentd delayed death effect, a excepcion de M3-
17 y M3-46 que mostraron un leve efecto. La diferencia entre la inhibiciéon de la parasitemia
a las 48 y a las 96 horas de la mayoria de los compuestos, no era substancialmente

grande como para asumir que los compuestos actuaban a nivel apicoplastico.

Después de ensayar la actividad antimalarica a 50 y 25 uM de los compuestos
seleccionados, decidimos descartar los compuestos M3-07, M3-21 y M3-31, pues a 25 uM

mostraron un notable descenso de la actividad. Los compuestos M2-47 y M2-50 fueron los
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mas activos, ambos inhibian el 90% de la proliferacién parasitaria a las 96 horas a una
concentracion de 25 uM. Aun asi, decidimos calcular la ICsq de todos los compuestos que
a una concentracion de 25 uM y pasadas 96 horas de la incubacion, inhibian el 60% de la

parasitemia del cultivo.

Para calcular la 1Csq, determinamos mediante citometria de flujo la concentracién de cada
compuesto a la cual obteniamos una inhibicion de la parasitemia superior al 90% e inferior
al 10% Ensayamos los compuestos a distintas concentraciones dentro de dicho rango
procediendo al calculo de la ICsy a través de las curvas dosis-respuesta obtenidas. Los
valores de ICs, fueron determinados mediante el software Prisma GraphPad con un nivel

de confianza del 95%.

Todos los compuestos mostraron un valor de ICsq inferior a 40 uM (Figura 4. 17), siendo
los compuestos M3-47 y M3-50 los mas activos, tal y como se habia predicho con los
ensayos preliminares (Figura 4. 16). La diferencia de magnitud entre los valores de ICs
obtenidos a las 48 y 96 horas son relativamente pequefios en todos los casos. Se
atribuyen a una accion prolongada del compuesto y no a la inhibicién especifica de las
enzimas apicoplasticas como se ha comentado anteriormente. Los compuestos ensayados
presentaron una actividad antimalarica moderada al ser comparados con los valores de
IC5o obtenidos para la cloroquina. No obstante, los derivados del benzimidazol podrian ser

un nuevo punto de partida para el disefio y sintesis de nuevos compuestos antipaludicos.

IC;, in vitro frente a P. falciparum
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Figura 4. 17. Valores de IC5o (UM) de los compuestos seleccionados in vitro calculados con el software Prisma

GraphPad mediante curvas de dosis-respuesta a distintas concentraciones (100, 75, 50, 40, 25, 20, 15, 10y 5
uM).

124



Disefio y sintesis de derivados del benzimidazol

4.3.5.2. Ensayos de aminoacilacién

Al no obtener experimentalmente una diferencia significativa entre la actividad antimalarica
de los compuestos registrada a las 48 y 96 horas (delayed death effect), descartamos que
dichos compuestos inhibieran la enzima apicoplastica PfLysRS. No pudimos realizar
ensayos de aminoacilacién in vitro con la enzima GInRS de P. falciparum por problemas en
la purificacién de la enzima y la reproducibilidad del ensayo. Tampoco tuvimos la
posibilidad de hacer ensayos de aminoacilacién con lleRS-2 de P. falciparum pues no

conociamos ningun grupo que trabajara con dicha enzima.

Para investigar si los benzimidazoles seleccionados (M3-17, M3-26, M3-46, M3-47, M3-48
y M3-50) podian inhibir otras ARNt sintetasas de P. falciparum, se mandaron los
compuestos al departamento de Architecture et Réactivité de I'ARN en el Institut de
Biologie Moléculaire et Cellulaire, Université de Strasbourg (CNRS), donde la Dra. Joélle
Rudinger-Thirion, realizé ensayos de aminoacilacién con las enzimas TryRS, AspRS y
AsnRS de P. falciparum. Se predice, mediante estudios computacionales, que estas tres
enzimas estan doblemente codificadas, estando presentes tanto en el citosol como en el

apicoplasto del parasito.

Para ello se disolvieron los compuestos a una concentracion de 50 mM en DMSO a
excepcion de M3-47 que fue disuelto a 25 mM por problemas de solubilidad. Se realiz6 el
ensayo de aminoacilacion de cada compuesto a una concentracion final de 50 uM,
utilizando las tres proteinas purificadas, los tres aminoacidos marcados radioactivamente
([3H]) y el ARN transcrito para cada aminoacido (ver protocolo en el apartado 6.1.2.8 de la

experimental).

En ninguno de los casos se registrd inhibicion de la actividad enzimatica, descartando

estas tres enzimas como posibles dianas farmacolédgicas de los compuestos ensayados.

4.3.5.3. Evaluacion de la actividad antibacteriana

Como se ha descrito anteriormente, elegimos la enzima citosdlica GInRS vy las
apicoplasticas LysRS-2 y 1leRS-2 de P. Falciparum para realizar el docking virtual en
busca de nuevos farmacos selectivos. Desde un punto de vista filogenético estas enzimas
son cercanas a las homologas bacterianas y distantes de las humanas. Como no pudimos
determinar la diana terapéutica de los derivados de benzimidazol, decidimos ensayar su

actividad antibacteriana frente a E. Coli.

Para ello evaluamos la capacidad de inhibir la proliferacién de un cultivo de E. Coli de la
cepa NovaBlue® Gigasingles a partir de la curva del crecimiento bacteriano. Se decidié
mediante ensayos preliminares, estudiar el crecimiento bacteriano durante las 6 horas

posteriores de la adicién del compuesto al medio del cultivo. Durante esta fase exponencial
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del crecimiento bacteriano, se podia registrar el comportamiento del los compuestos sin
llegar a la fase estacionaria o de saturacion del cultivo (Figura 4. 18). Se evaluaron los
compuestos a 100, 50 y 25 uM y se midi6 la viabilidad bacteriana a través de la densidad
del cultivo registrada por absorbancia a A= 600 nm (ver protocolo en la apartado 6.1.4.3 de

la experimental).

Curvas del crecimiento de E. Coli M3.17
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Figura 4. 18. Cinética del crecimiento de un cultivo de E. Coli durante las 6 h posteriores a la agregacion del los
compuestos ensayados a 100 uM. Se hizo una lectura de la densidad del cultivo cada 30 min. Se tomd como

referencia la lectura de la absorbancia del cultivo tratado con MeOH. Se utilizé6 ampicilina como control positivo.

Haciendo una lectura de los resultados registrados a concentraciones elevadas (100 uM),
pudimos clasificar los compuestos en tres grupos distintos segun su actividad (Figura 4.
19); a) los compuestos M3-26 y M3-46 mostraron un comportamiento analogo al control
negativo (MeOH), es decir, no afectaron significativamente al crecimiento bacteriano,
manteniendo la viabilidad bacteriana por encima del 90% al finalizar el ensayo, b) los
derivados del benzimidazol M3-47, M3-48 y M3-50 retrasaron levemente el crecimiento,
inhibiendo aproximadamente un 20% la proliferacién de E. Coli con respecto al control
negativo y c) el compuesto M3-17 mostré una actividad antibacteriana moderada,
retrasando e inhibiendo un 40% el crecimiento bacteriano. Sin embargo, a concentraciones
relativamente bajas 50 y 25 puM ningun compuesto mostrd actividad antimicrobiana,
manteniendo la densidad bacteriana por encima del 90%, a excepciéon del benzimidazol

M3-17, que mostré una toxicidad algo mayor (85% viabilidad).
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Figura 4. 19. Ensayo de proliferacion del crecimiento de un cultivo de E. Coli a las 6 h del tratamiento con los
derivados de benzimidazol seleccionados a 100, 50 y 25 uM. Los resultados se presentan en términos de
viabilidad celular (%) y estan referenciados al cultivo control.

Si la diana terapéutica de estos benzimidazoles fueran las enzimas ARS de P. falciparum,

esperariamos, una inhibicién del crecimiento bacteriolégico mayor que el registrado.

Para descartar la posibilidad de que el sistema de eflujo, utilizado para eliminar los
compuestos tdxicos al exterior celular, de la bacteria E. coli fuera la causa por la cual no
registramos un efecto antibacteriano marcado de los compuestos, decidimos realizar

ensayos de aminoacilacion con la
proteina GIntRNA de E. Coli. Dichos Ensayo de aminoacilacion E. Coli (200 pM)

ensayos fueron elaborados por Shirin 70

Fatma del Department of Chemistry en 60

Wayne State University, de Detroit (ver £ i

50 [

protocolo en el apartado 6.1.4.4 de la § :

experimental). y 40¢
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Los compuestos, fueron evaluados a 5, # :

100 y 200 uM (Figura 4. 20), sin g 20F

a ‘

interferir en el funcionamiento de la 10 [
. . ., 3 DMSO
enzima bateriana. Se determin6é la 0!} . . . .
cantidad de pmoles de *H-GIn-tRNA®" 0 0.5 1 1.5 2

generada por la enzima sin observarse Time(min)

ninguna diferencia significativa con Figura 4. 20. Resultados del ensayo de aminoacilacion in
respecto al control. El compuesto M2-47 vitro de la enzima GIn-ARNt de E. Coli. Los benzimidazoles
no pudo ser evaluado por problemas de ensayados a 200 uM no interfieren en el funcionamiento de

. la enzima.
solubilidad.
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4.3.5.4. Evaluacion de la citotoxicidad

Determinamos la citotoxicidad de los compuestos utilizando el ensayo de proliferacion
WST-1 con la linea celular HEK 293T (Human Embryonic Kidney) adquiridas en el

laboratorio de Traduccié genética del Instituto de Recerca Biomeédica (IRB) de Barcelona.

El fundamento del ensayo de proliferaciébn celular es cuantificar con un analisis
espectroscopico el crecimiento y la viabilidad celular de un cultivo. En este caso se utiliza
el reactivo WST-1 que es metabolizado por las enzimas mitocondriales deshidrogenasa de
las células viables, transformandolo en sales solubles de formazan detectables por

absorbancia a A= 460 nm (ver protocolo en la apartado 6.1.3 de la experimental).

Se decidi6 ensayar los compuestos a 100 y 50 uM, considerando que triplicar y duplicar
respectivamente las concentraciones adquiridas para la ICsq frente P. falciparium,
proporcionaba una ventana terapéutica razonable. Se afiadieron las soluciones de los
compuestos en los cultivos celulares de HEK-293T y se incubaron las células durante un
periodo de 24, 48 y 72 horas. Se determiné la formacion del formazan a distintos tiempos,
adquiriendo una lectura 6ptima de la proliferacion celular a las 4 horas de la adicion de
WST-1.

Los benzimidazoles ensayados mostraron una citotoxicidad moderada frente a la linea
celular HEK-293T (Figura 4. 21). A concentraciones elevadas (100 uM) y después de
incubar los compuestos durante 24 horas, ningun compuesto mostré una viabilidad
superior al 80%. Los compuestos M3-17, M3-26 y M3-47 fueron los que mostraron una
toxicidad mayor, manteniendo la viabilidad celular alrededor del 60%. En la mayoria de
casos no se observd un cambio significativo de la actividad al disminuir a la mitad la
concentracion de los compuestos a ensayar. Los compuestos M3-46, M3-48 y M3-50 que
mostraron menor citotoxicidad a 100 uM, tan s6lo aumentaron la viabilidad celular entre el

1y el 7%, mientras que resto alcanzaron un aumento entre el 8 y el 12%.

En la mayoria de casos la viabilidad celular se mantuvo o disminuyé al aumentar el tiempo
de incubacion de los compuestos. Esta toxicidad creciente podria estar relacionada con la
farmacocinética del compuesto aunque no se ha estudiado si estos compuestos se
acumulan en el interior celular, tardan en degradarse o forman metabolitos con caracter
téxico durante dicho proceso. Otro factor que podria estar relacionado con la toxicidad es
la poca solubilidad de los compuestos en el medio del cultivo, pues a concentraciones

elevadas (200 uM) los compuestos precipitaron.
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Actividad citotoxica in vitro frente HEK-293T
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Figura 4. 21. Ensayo de citotoxicidad con la linea celular HEK-293T de los benzimidazoles seleccionados a 100
y 50 uM a distintos tiempos mediante el método de proliferacion celular WST-1. Los resultados se presentan en

términos de viabilidad celular (%) y estan referenciados al cultivo control.

4.3.5.5. Evaluacion de la actividad hemolitica

La hemodlisis anémica es decir, la disminucion del niumero de gldbulos rojos debido a una
reduccién del tiempo de vida de los eritrocitos, puede ser inducida por el uso de farmacos
ya sea mediante una toxicidad directa del farmaco, un metabolito de éste o un excipiente
en la formulaciéon del compuesto terapéutico (hemolisis tdxica) o bien, como causa de una
reaccion inmunologica (hemolisis alérgica)®. La hemdlisis inducida por el uso de farmacos
es relativamente extrafia, aunque puede suponer un sintoma de toxicidad severo. Un
ejemplo es el caso de la primaquina, una 8-aminoquinolina efectiva contra el paludismo
que ha sido utilizada como terapia Unica o bien combinada con la cloroquina para combatir
la resistencia parasitaria. El uso de dicho farmaco, ha sido limitado, pues induce anemia
hemolitica, particularmente en aquellos individuos deficientes de la enzima glucosa-6-
fosfato deshidrogenasasa. Ademas, el parasito de la malaria en el estadio de trofozoito
degrada la hemoglobina para su subsistencia, hecho que provoca una anemia severa,

siendo ésta, una de las causas de la mortalidad infantil por malaria®.

Por todo ello, creimos interesante determinar la ruptura o lisis de la membrana de los
eritrocitos causada por los derivados de benzimidazol a distintas concentraciones
mediante un ensayo de hemodlisis in vitro, detectando por andlisis espectroscopico la
liberacion de la hemoglobina en el sobrenadante (ver protocolo en el apartado 6.1.1 de la
experimental).
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Tras incubar durante 3 horas los compuestos seleccionados a una concentracion final de
100, 50 y 25 uM, no se observd una liberacion significativa de la hemoglobina indicando
que dichos derivados del benzimidazol no alteran las membranas de los eritrocitos al ser

transportados al interior celular (Tabla 4. 2).

Lisis (%)
Concentracion (uM) M2-17 M2-26 M2-46 M2-47 M2-48 M2-50
100 0.00+0.01 0.00+0.01 144+041 0.00+£0.11 0.15+0.63 0.26 £ 0.04
50 0.00+0.10 0.00+0.09 0.00+0.09 0.00+0.05 0.00+0.14 0.00£0.18
25 0.00+0.15 0.00+0.14 0.00£0.03 0.00+0.13 0.00+0.06 0.00+ 0.09

Tabla 4. 2. Activada hemolitica in vitro de los derivados del benzimidazol a distintas concentraciones,

referenciando los resultados al 100% de lisis obtenidos con el tratamiento de los eritrocitos con Triton-X.

4.3.6. Evaluacion in vivo de la quimioteca de derivados del

benzimidazol

4.3.6.1. Modelo zebrafish

Los benzimidazoles seleccionados fueron enviados a Portugal al grupo del Dr. Manuel
Santos (ARN Biology Laboratory University of Aveiro) para evaluar su toxicidad asi como
posibles efectos adversos en el proceso de embriogénesis usando zebrafish como modelo
animal. Todos los experimentos se realizaron acorde con la ley europea (1010/63/EU) para

la experimentacion animal utilizando la metodologia estandar™.

Para ello, se disolvieron los compuestos en DMSO (M3-47 y M3-48) o MeOH (M3-17, M3-
26 y M3-46) a una concentracion entre 60 y 150 mM, para realizar disoluciones finales de
1mM en H,O, a excepcidon de M3-50 que no pudo ser ensayado por problemas de
solubilidad. Se analizaron por microscopia los embriones a las 4 horas posteriores de ser
fertilizados y se eligieron aquellos que mostraron un desarrollo normal (10 embriones para
cada ensayo). Posteriormente se afiadieron los compuestos a distintas concentraciones
(de 5 a 100 uM) en el medio. Para evaluar la toxicidad de los compuestos se observo el
crecimiento de los embriones cada 24 horas durante los 4 dias posteriores al tratamiento.
Los ensayos se realizaron por duplicado (ver protocolo en la apartado 6.2.1 de la

experimental).

A altas concentraciones (50, 75 y 100 uM) los compuestos M3-26, M3-46 y M3-48 fueron
letales para el 100% de los embriones (Figura 4. 22). El compuesto M3-48, result6 ser el
mas toxico; una concentracion final de 5 uM fue suficiente para inducir la muerte a mas del
50% de los embriones a las 48 horas del tratamiento, mientras que a concentraciones
mayores se observd un 100% de mortalidad a las 24 horas. El benzimidazol M3-26, a una

concentracion de 30 uM caus6 una mortalidad del 5% a las 72 horas, pero al aumentar la
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concentracion a 50 uM mostré una letalidad del 100% de los embriones a las 24 horas del
inicio del ensayo. Un comportamiento muy parecido se registrd parar el compuesto M3-46,
que a concentraciones superiores a 40 puM indujo a la mortalidad del 100% de los

embriones a las 48 horas del tratamiento.

Toxiciada in vivo en zebrafish
100
80
o 60
'g H24h
% 40 48h
g 20 72h
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Figura 4. 22. Ensayo de toxicidad in vivo de los benzimidazoles seleccionados con actividad antimalarica frente
al modelo animal zebrafish. Registro del efecto letal de los compuestos a distintas concentraciones, usando
como control embriones tratados con la maxima concentraciéon de DMSO y MeOH utilizadas para solubilizar los

compuestos.

Una conducta muy distinta se registré al tratar los embriones de zebrafish con los
benzimidazoles M3-17 y M3-47. El compuesto M3-17 a 100 uM causé una mortalidad del
50% de a las 96 horas del tratamiento, mientras que a 75 uM sélo se registrd una letalidad
del 10% de los embriones durante el mismo periodo de tiempo. La concentracion maxima
ensayada para M3-17 durante la cual no se registr6 ningun signo de nocividad en todo el
ensayo, fue a 20 uM. El compuesto M3-47 fue el que mostré6 menor indice de letalidad en
todas las concentraciones ensayadas. Se repitid6 el ensayo con dicho compuesto por
motivos de coherencia en los resultados, pues a 50 uM se observdé mas mortalidad (20% a
las 96 horas) que a 75 y 100 uM, pero no se registraron cambios significativos en los

resultados.

Ademas de la mortalidad inducida por los benzimidazoles, la presencia de anomalias
morfoldgicas y fisiolégicas de los embriones durante el ensayo, es un buen indicador de la
toxicidad del los compuestos. Para ello, se monitorizé el desarrollo de los embriones
durante las 96 horas posteriores de su tratamiento, para registrar diversas alteraciones
especificas;
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a) Retraso en el desarrollo embrionario (evaluacién a las 24 horas)

Solo los compuestos M3-46 y M3-48 indujeron un observable retraso en el desarrollo
embrionario a las 24 horas del inicio del ensayo (Figura 4. 23). Dicha anomalia afect6 a un
90% de los embriones tratados con M3-48 a una concentracién de 5 uM. El resto de
concentraciones evaluadas para dicho compuesto ocasiond la muerte de los embriones.
Se registré un retraso embrionario del 5% cuando se evalué M3-46 a 30 uM, pero a 40 uM

dicho retraso, afecté al 100% de los embriones.

- M2-46 30, M2-46 40 q

Figura 4. 23. Desarrollo embrionario a las 24 h del inicio del ensayo. Los benzimidazoles M3-46 y M3-48
causaron un retraso del crecimiento embrionario a 40 y 5 uM respectivamente. No se observ6 ninguna anomalia

de los embriones tratados con M3-46 a 30 uM respeto los controles.
b) Alteracion de la pigmentacion (evaluacion a las 48 horas)

Una alteracion o un retraso de la pigmentacion de los embriones de zebrafish esta
directamente relacionada con una afectacion de la formacion de la cresta neural en
vertebrados®®.

Sélo los compuestos M3-46 a 20 uM y M3-47 a concentraciones superiores a 30 uM
alteraron dicha pigmentacion (Figura 4. 24). Cabe resaltar una vez mas que los resultados
obtenidos para M3-47 no son correlativos con las concentraciones evaluadas. Creemos
que dicho comportamiento podria estar relacionado con una mala homogenizacién de la
solucion madre utilizada (1 mM) o bien, que el compuesto precipita en el medio del ensayo

sin ser perceptible a simple vista.

] . . Figura 4. 24. Alteraciones en la
Alteracion de la pigmentaciéon alas 48h . . .
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c) Edema pericardico (evaluacion a las 72 horas).

La observacion de un edema pericardico en zebrafish a las 72 horas del inicio del ensayo,
indica una posible anomalia en el sistema cardiovascular y/o una alteracién del sistema

circulatorio en los vertebrados, indicando una toxicidad aguda.

Dos de los compuestos que mostraron ser mas letales para los embriones (M3-46 y M3-
48), produjeron una inflamacién de la membrana que recubre el corazén a concentraciones
cercanas o incluso inferiores a la ICsq calculada para P. falciparum (Figura 4. 25). El caso
mas extremo fue el provocado por M3-48 que a 5 uM afectdé a un 80% de los embriones.

Por otro lado, el compuesto M3-46 afectdé gravemente el pericardio a 30 uM.

Edema pericardico (72h)
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L 9 Figura 4. 25. Edema pericardico registrado

Edema pericardico (72h) a las 72 h del inicio del ensayo. En la gréafica
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Sin embargo, es sorprendente que el compuesto M3-26, que es letal a concentraciones
cercanas a 50 uM, pues no se ensayo su efecto a 40 uM, produzca un edema pericardico
relativamente pequefio a 30 uM afectando sélo a un 10% de los embriones. Los
compuestos menos letales, M3-17 y M3-47, mostraron una afectacion del pericardio
correlativa con la concentracion. Los sintomas mas agudos se obtuvieron al ensayar los
compuestos a 100 puM, afectando a un 40 y 60% de los embriones respectivamente. No

obstante, a concentraciones que duplican la ICsq calculada para P. falciparum, se obtuvo
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una afectacion de tan so6lo un 10% para los embriones tratados con M3-17 y un 50% para

aquellos expuestos al benzimidazol M3-47.
d) Eclosién (evaluacion a las 72 horas)

En condiciones normales, los embriones de zebrafish eclosiénan a las 72 horas. Algunos
compuestos pueden afectar a las enzimas responsables de eliminar la membrana que
rodea a los huevos maduros denominada coridén, retrasando asi el nacimiento de los
peces. Todos los benzimidazoles ensayados retrasaron el nacimento de los peces a
distintas concentraciones (Figura 4. 26).

El compuesto mas toxico, M3-48,
Eclosion (72h)

100 mostrd un retrasé de la eclosion al

%0 100% los embriones tratados a 5

o uM, mientras que M3-46 mostro el

“M317 1 mismo efecto a 20 uM. No obstante
40 = M3-47

20 fue necesaria una concentracién de

30 uM de M3-26 retrasar la eclosion
SuM 20uM 30puM S0uM 75uM 100 uM al 50% de los embriones. No se
pudo evaluar el efecto de este
Eclosion (72h) compuesto a 50 uM por mortalidad

100 - .

1 prematura de los embriones. El
80 - compuesto M3-47, que no mostro
60 MM3-26 | |etalidad durante el ensayo, retraso
40 W M3-46 .. .

notablemente la eclosion a bajas
m M3-48

20 1 concentraciones, afectando a un
0 A

T
1
60% de los embriones tratados a 5
5uM 20uM 30uM

Retraso en la eclosion (%)

Retraso en la eclosiéon (%)

uM. El efecto del benzimidazol M3-

Figura 4. 26. Retraso en el nacimiento de los peces zebrafish 17 fue menos pronunciado a bajas

provocados por el tratamiento de los benzimidazoles a distintas concentraciones, siendo necesaria

concentraciones. En la grafica superior se muestran los

compuestos que expusieron mas indice de mortalidad durante el una concentracion de 50 uM para

ensayo y en la gréfica inferior se muestran los menos letales. afectar al 80% de los embriones.

Considerando los resultados obtenidos en el ensayo de zebrafish donde se evaluo la
mortalidad, el retraso del crecimiento embrionario, la induccién al edema pericardico y el
retraso en la eclosion clasificamos a los compuestos M3-26, M3-46 y M3-48 como
altamente toxicos y no aptos para su uso en vertebrados. Por otro lado, M3-47 causa un
importante retraso de la eclosion a bajas concentraciones e induce edema pericardico
cuando se ensaya a concentraciones que duplican a la I1Cs, registrada para P. falciparum.
Con todo, los benzimidazoles M3-17 y M3-47 muestran una baja toxicidad, pues no
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muestran ser letales a altas concentraciones, indicando que son compuestos
prometedores para el tratamiento de infecciones causadas por P. falciparum en
vertebrados.

4.3.6.2. Modelo murino

Los benzimidazoles mas prometedores, M3-17 y M3-47, fueron enviados a Madrid al grupo
del Dr. José M. Bautista (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular IV-Universidad
Complutense de Madrid) para evaluar la actividad antimalarica in vivo en ratones de la
cepa BALB/cAnNHsd inoculados con 2 x 107 eritrocitos murinos infectados por Py17XL (P.

yoelii) (ver protocolo en la apartado 6.2.2. de la experimental).

Se utilizaron 5 ratones para evaluar la actividad antimalarica de cada compuesto,
administrandoles por inyeccién intraperitoneal una dosis (2.4 mg/kg.dia) a las 2 horas de la
infeccion del murino con P. yoelii y manteniendo el tratamiento durante los 3 dias
posteriores. En este caso, la baja solubilidad de los compuestos limité la dosis
administrada siendo esta muy inferior a la que le corresponderia teniendo en cuenta que la

dosis estandarizada para la cloroquina en este tipo de ensayos es de 5 mg/kg.dia.

El compuesto M3-17 no fue efectivo para erradicar la hiperparasitemia inducida a los
ratones, sin embargo el compuesto M3-47 mostr6 una notable actividad antimalarica
(Figura 4. 27). Durante los tres dias posteriores al tratamiento, un 80% de los ratones se
mantuvo con vida, cifra que disminuyo hasta el 60% a partir del octavo dia. Desde del

noveno dia y durante los cinco dias restantes tan sélo uno de los ratones sobrevivié

Figura 4. 27. Resultado del

ensayo in vivo con modelos
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Al obtener estos resultados tan esperanzadores para el M3-47, decidimos sintetizar de
nuevo el compuesto y reevaluar su actividad in vivo. El efecto del compuesto fue

totalmente discordante con los resultados observados en el primer ensayo (Figura 4. 28).
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Figura 4. 28. Resultado de la
réplica del ensayo in vivo con
modelos murinos de la cepa
BALB/cAnNHsd infectados con
Py17XL. Se administra una dosis
diaria del benzimidazol M3-47
durante los 4 primeros dias. Los
resultados de este ensayo fueron
discordantes con los obtenidos
en primer lugar por causa de

homogenizacion de la muestra.

En este segundo ensayo no se registré actividad inhibitoria de la hiperparasitemia inducida

en los ratones. Estas derivaciones pueden ser causa de la insolubilidad del compuesto,

pues nos notificaron que el benzimidazol M3-47 no pudo ser solubilizado del todo hecho

que influyd negativamente en los resultados. Probablemente no todos los ratones

ensayados recibieron la misma cantidad del compuesto por falta de homogeneidad de la

muestra analizada.
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4.4 Conclusiones

A partir de substituciones quimicas en las posiciones 2 y 5 del esqueleto del benzimidazol
se pueden sintetizar un nimero elevado de derivados, ofreciendo la posibilidad de crear

familias de compuestos de forma rapida y eficiente.

Se ha demostrado que el anillo de benzimidazol puede ser una estructura privilegiada para
la sintesis de compuestos con actividad antimalaria. Distintos derivados de esta estructura
han mostrado eficacia in vitro frente a la cepa 3D7A de P. falciparum en el rango uM,
aungue no han sido efectivos para inhibir la hiperparasitemia provocada en murinos con P.

yoelii a bajas concentraciones.

No se ha podido demostrar la diana terapéutica de estos compuestos, aunque presentan
cierta selectividad frente a P. falciparum. Parece que dichos compuestos no actuan a nivel
apicoplastico, pues no se ha registrado una diferencia significativa de la actividad a las 48
y 96 horas (delayed death effect). Es por ello que se ha descartado la posibilidad de que
inhiban selectivamente la LysRS apicoplastica de P. falciparum. No obstante, no podemos
descartar que estos derivados actlen inhibiendo a la enzima GInRS citosolica de P.
falciparum, para la cual fueron disefados. Aunque no sabemos su modo de accion,
podemos afirmar que no son capaces de inhibir las enzimas TryRS, ASpRS y AsnRS de P.

falciparum.

Los benzimidazoles seleccionados con actividad antimalarica no han sido efectivos como
antibacterianos frente a E. Coli a altas concentraciones, ni tampoco han inhibido a la

enzima GIn de la bacteria en ensayos de aminoacilacion con la proteina purificada.

Se ha demostrado que no causan la lisis de los eritrocitos humanos, ni presentan una
actividad citotoxica elevada frente a la linea celular humana HEK-293T. No obstante, una
vez evaluados sus efectos genotoxicos en el modelo de zebrafish la mayoria de los

compuestos se han considerado toxicos para su uso en vertebrados.

Consideramos que el gran inconveniente que presentan estos compuestos es su
insolubilidad en medio acuoso, por lo que creemos que seria interesante optimizarla e
estudiar su modo de accioén frente a P. falciparum para detectar a nivel molecular su diana

terapéutica.
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DISENO Y SINTESIS DE y-PEPTIDOS
DERIVADOS DE LA PROLINA

Para la realizacion de este capitulo se ha contado con la colaboracion de Patricia Marin
que ha evaluado la actividad in vivo en modelos murinos de la quimioteca de compuestos

aqui presentes.






Disefio y sintesis de y-péptidos derivados de la prolina

5.1 Introduccion

5.1.1. Péptidos penetradores de membranas celulares (CPPs)

Una de las dificultades que la quimica médica debe afrontar con mayor frecuencia es la
sintesis de nuevos farmacos capaces de atravesar las membranas celulares e
interaccionar con la diana terapéutica intracelular para la cual fueron disefados.
Numerosas moléculas que actuan de forma selectiva ofreciendo una actividad potencial in
vitro, han resultado ser inactivas o poco eficaces in vivo por su incapacidad para alcanzar
su diana molecular y producir la respuesta celular deseada. Por este motivo, se han
desarrollado distintos mecanismos para facilitar el transporte y la internalizacion celular de

moléculas bioactivas, mejorando de este modo su efectividad”.

En los ultimos afios, el uso de péptidos como transportadores de farmacos conocidos
como cell penetrating peptides (CPPs) por su capacidad de atravesar las membranas
celulares, han sido una de las aplicaciones mas exploradas como alternativa a otros
sistemas de transporte intracelular como la electroporacion®, el uso de liposomas® o
sistemas virales* entre otros. Los CPPs presentan algunas ventajas respecto a estos otros
métodos, como una reducida citotoxicidad, una eficacia demostrada frente a distintas
lineas celulares y una mayor facilidad de administracion del farmaco. Ademas, algunos de
ellos han presentado propiedades terapéuticas intrinsecas. No obstante, su rapida
degradacién enzimatica hace esencial aplicar dosis mayores para mantener su
biodisponibilidad, hecho que puede conlleva a un aumento de la toxicidad. Aunque entre la
comunidad cientifica, existe una controversia en referencia al uso de los CPPs como
sistema de liberacién de farmacos por su baja selectividad frente distintos tipos celulares,
generalmente se considera que en un futuro, los CPPs pueden ser sistemas efectivos y

selectivos para la administraciéon de farmacos®.

Si bien existen CPPs con una gran diversidad de secuencias, hecho que dificulta la
prediccion de si un péptido tendra la propiedad de penetrar en las células, todos ellos
mantienen unas caracteristicas comunes®; son péptidos relativamente pequefios formados
como mucho por 30 aminoacidos, con un cierto caracter cationico (regiones con carga
positiva) e hidrofébico (regiones apolares) otorgandoles una propiedad anfipatica que

favorece su interaccion con la membrana citoplasmatica e internalizacion.
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5.1.2. Tipos de péptidos penetradores de membranas celulares

La mayoria de los CPPs descritos en la literatura son péptidos de origen natural. Suelen
ser derivados de secuencias peptidicas responsables de la internalizacion celular de
proteinas de membrana o bien proteinas que por si solas son capaces de atravesarlas’.
Histéricamente, la primera secuencia de una proteina capaz de atravesar las membranas
celulares fue hallada en 1988, cuando se demostré que un fragmento de 86 aminoacidos
denominado Tat, procedente de la proteina HIV-1, era capaz de entrar en el interior celular
y translocarse en el nticleo®®. Posteriormente, Joliot'® y colaboradores descubrieron que la
tercera hélice que forma el homeodominio de la proteina de Antennapedia de Drosophila,
conocida como péptido penetratina o pAntp, es capaz de penetrar en las células. En 1997
Vivés y colaboradores identificaron la minima secuencia del péptido Tat necesaria para la
penetracion celular'’. Durante 1996 y 1997 se descubrieron distintos péptidos con las
mismas propiedades. Dichos péptidos estan basados en secuencias ricas en Arg y Lys
(signal-sequence-based peptides) responsables de facilitar el transporte en el nucleo
celular'?™' En el afio 1998 aparecieron en la literatura los primeros péptidos sintéticos
con propiedades penetradoras. Asi, Pooga'® y colaboradores describieron el transportan,
un péptido sintético de 27 aminoacidos formado por 12 aminoacidos del neuropéptido
galanina unido mediante una Lys al C terminal del péptido mastoparan, mientras que el
grupo de Oehlke'® describid un péptido de 18 aminoacidos, ambos, con propiedades
penetradoras. Desde entonces y hasta la fecha, numerosos CPPs sintéticos han sido

descritos como por ejemplo kFGF'’ o y-péptidos basados en la prolina®.

Los CPPs pueden ser clasificados en tres grupos segun su secuencia peptidica y su modo

de unioén a los lipidos'®:;

a) Amfipaticos primarios; como transportan o su analogo TP10%° que contienen mas
de 20 aminoacidos. Generalmente estan formados por secuencias hidrofébicas con
residuos hidrofilicos a lo largo de su estructura primaria. Ademas de la endocitosis,
el mecanismo de internalizacion celular propuesto para este tipo de péptidos es
mediante una transduccién de sefal directa ya sea mediante la formacién de un
poro o bien mediante la formacion de micelas invertidas en la bicapa lipidica. Este
grupo de péptidos tienen la propiedad de interaccionar con lipidos de membranas
naturales y aniénicos. Algunos de ellos como TP10, son tdxicos a bajas

concentraciones.

b) Amfipaticos secundarios; que contienen un menor nimero de aminoacidos en su
secuencia como la penetratina o pVEC. Forman hélices aoolaminas [ al

interaccionar con los fosfolipidos de la membrana.
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c) Péptidos no amfipaticos; son péptidos bastante mas pequerfios que el resto y estan
formados por un elevado numero de aminoacidos catidnicos (Arg), como Tat 48-

60. Se unen a las membranas con un cierto contenido de lipidos aniénicos.

Péptido penetrador Secuencia

Tat 48-60 GRKKRRQRRRPPQ

Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK

Transportan GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL
Amphipatic model peptide KLALKLALKALKAALKLA

Signal sequence-based peptide = GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV
pVEC LLILRRRIRKQAHAHSK

kFGF AAVALLPAVLLALLAP

Peptide 1 y-aminoproline derived peptide

TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL

Tabla 5. 1. Principales péptidos penetradores (CPPs).

5.1.3. Mecanismos de internalizacion de los péptidos penetradores

de membranas celulares

Actualmente, el mecanismo de accién por el cual los CPPs son capaces de atravesar las
membranas celulares sigue siendo un enigma; no todas las familias de péptidos siguen un
mismo mecanismo de internalizacion y a menudo, un mismo CPPs puede mostrar distintos
patrones segun las condiciones del experimento utilizado. No obstante, todos los
mecanismos planteados se basan en una primera etapa donde el péptido con caracter
catiénico interacciona electrostaticamente con la membrana. Se han propuesto dos grupos

de mecanismos posibles; la difusién pasiva o penetracion directa y la endocitosis.

La difusion pasiva es un mecanismo energético- y receptor-independiente, asociado a una
desestabilizacion de la membrana y posterior internalizacion del péptido. Este mecanismo
depende de la secuencia peptidica, siendo mas probable a altas concentraciones y mas

favorable para los péptidos amfipaticos primarios como el transportan.

Dentro de este grupo podemos encontrar distintos mecanismos (Figura 5. 1) como a) la
micela invertida acorde con la hipétesis de que la carga positiva del péptido interacciona
con la carga negativa de los fosfolipidos de la membrana y posteriormente, entran en
juego los residuos hidrofobicos para la internalizacion peptidica®’; b) carpet model, este

mecanismo es el mas extendido para los péptidos con propiedades antibacterianas®,
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donde después de la interaccion electrostatica entre el péptido y la membrana, hay una
rotacion del péptido hacia el interior celular, estableciéndose interacciones hidrofobicas
que perturban el empaquetamiento lipidico de la membrana permitiendo asi la
internalizacion del péptido, y; c) formaciéon de un poro, siendo este un mecanismo tipico
para los CPPs que forman hélices o amfipaticas como los péptidos con propiedades
antibacterianas®, donde los residuos hidrofobicos estan en contacto con los fosfolipidos de

membrana, disponiendo los residuos hidrofilicos hacia el exterior, formando un canal o

poro.
A) B) C)
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Figura 5. 1. llustracion de los mecanismos de difusion pasiva propuestos para la internalizacion de los CPPs?*.
A) miscela invertida; B) Carpet model; C) formacioén de un poro. Figura extraida de Lungdberg, P and Langel, U,
2003%.

La endocitosis, es un mecanismo complejo, energético- y receptor-dependiente, muy
importante para el funcionamiento celular, siendo responsable de la internalizacién de
nutrientes extracelulares, la regulacion de la expresion de receptores de la membrana y el
mantenimiento de la polaridad de ésta entre otras funcionalidades®. Este mecanismo
puede ser subdividido en cuatro categorias (Figura 5. 2); a) endocitosis mediada por
clatrina, donde las moléculas se unen a receptores de membrana, induciendo a una

cascada de sefiales moleculares que activan a la proteina clatrina del interior celular,
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conllevando, a una invaginacion de la membrana, formando asi vesiculas que transportan
las moléculas al interior celular; b) endocitosis mediada por caveolas, que reside en
invaginaciones de la membrana plasmatica, en regiones ricas en caveolina ademas de
proteinas periféricas y colesterol, que posteriormente se transforman en vesiculas; c)
macropinocitosis, proceso mediante el cual se incorporan grandes cantidades de fluido
extracelular por invaginaciones de la membrana celular que se fusionara de nuevo,
introduciendo el medio externo en el interior celular y d) fagocitosis, proceso por el cual los

fagocitos internalizan particulas sélidas como las bacterias.

Endocitosis
Fagocitosis i itasi Endocitosis mediada
g Pinocitosis POr receptores
> .
= *
%  particulas solidas - R
] = -
* - [ ] . .
* I : Receptor
Pseuddpodos Depresion recubierta P
Capa de
Endosoma Vesicula proteinas
Vesicula Recubierta

Figura 5. 2. llustracion de los mecanismos de endocitosis (© Mariana Ruiz Villarreal).

Los primeros estudios de internalizacion de los CPPs sugirieron que los péptidos como Tat

y pAntp travesaban las membranas celulares mediante un transporte pasivo es decir

.21 No obstante, estudios recientes sugieren que el

26,27

energético- y receptor-independiente
mecanismo mayoritario involucrado en este proceso es la endocitosis Estas
divergencias son fruto de los métodos biologicos y biofisicos utilizados para determinar el
mecanismo de internalizacion de los CPPs. Es sabido que los métodos de fijacion celular
utilizados como el tratamiento con metanol, acetona, etanol o incluso el uso de

1*’. Por otro lado, las técnicas

paraformaldehido producen una permeabilizacién artefactua
empleadas para la cuantificacion como la fluorimetria, la citometria de flujo y la
microscopia confocal pueden dar falsos positivos al no discriminar entre la cantidad de
péptido internalizado y el retenido en la membrana plasmatica, si no se siguen protocolos
como la digestion con tripsina antes de la cuantificacion®® o tratamientos con ditionitio®.
Cabe remarcar que el proceso por el cual los CPPs atraviesan las membranas celulares no

es unico y depende de la concentracion y de las caracteristicas estructurales del péptido.
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5.1.4. Aplicaciones de los péptidos penetradores de membranas

celulares

La aplicacion mas extendida para los CPPs es su uso como transportadores de moléculas
bioactivas que por si solas son incapaces de travesar las membranas celulares. Los
péptidos mas estudiados para este uso son Tat y penetratina a las cuales se les ha unido
una amplia variedad de moléculas mediante enlaces covalentes o bien por interacciones
fisicas, normalmente electrostaticas, entre el péptido y el farmaco. No obstante, el uso de
estos transportadores tienen algunos inconvenientes como su baja resistencia a las

proteasas, poca selectividad celular y su toxicidad intrinseca.

Aparte de usar los péptidos como transportadores de farmacos, desde que se
descubrieron los péptidos cationicos antibacterianos naturales (AMPs) en 1970, algunas
investigaciones se han centrado en su disefio. Segun su estructura secundaria, los AMPs
se pueden agrupar en cuatro grupos; laminas-f, hélices-a, loops y péptidos extendidos®’
Estos péptidos han demostrado una potente actividad contra bacterias, virus, protozoos y
hongos®?, ademas de ser eficaces contra microorganismos multiresistentes, motivo por el
cual ha aumentado su interés para el uso terapéutico®. No obstante, su aplicabilidad se ha
visto reducida por su poca selectividad, causando efectos toxicos no deseados en células
humanas y por su rapida degradacién proteolitica, aunque existen estrategias para la
sintesis de péptidos que ofrecen una mayor resistencia a las proteasas como por ejemplo

utilizar D-aminoacidos o bien N-acilar la amina terminal del péptido en cuestion®*

En la literatura se describen algunos péptidos
con propiedades antibacterianas como Pep-1-K

actuando en bacterias Gram-positivas, Gram- >y 0\)1\

i
/O

negativas, @ Pseudomonas  aeruginosa 'y
Symplostantin 4

S

con actividad frente Leishmania donovani®, 410
(0]
como son ejemplo algunos  y-péptidos Ji‘\ H\i( _
N
. o

sintetizados en nuestro laboratorio®’

Algunos AMPs han mostrado actividad como 0
antimalaricos, si bien se desconoce o es NjH\ j\(“ )j/\
7

Staphylococcus aureus resistentes® o péptidos

todavia incierto su modo de accibn como son
ejemplo las defensinas antimicrobianas Ciclosporina A

sintéticas®, gramicidinas®®, péptidos naturales

que provienen de una cianobacteria como Figura 5. 3. Estructura de los péptidos con actividad

. .. . L. antimalarica Symplostantin 4 y Ciclosporina A.
symplostantin 4 o el péptido hidrofébico yme y P
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inmunosupresor ciclosporina A (CsA)*' producido por el hongo Tolypocladium inflatum
entre otros péptidos (Figura 5. 3). Aunque muy pocos péptidos con actividad antimalarica
han sido evaluados in vivo frente a modelos murinos, y ninguno de ellos ha llegado a fases
pre-clinicas debido a su rapida degradacidon metabdlica, poca selectividad, falta de
informacion toxicolégica y alto coste econdmico, este tipo de compuestos ofrecen algunas
ventajas respecto a los farmacos actuales como una menor vulnerabilidad a crear

resistencias. Son pues, una potencial alternativa para el tratamiento de la malaria*.
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5.2 Objetivos

Anteriormente, en nuestro laboratorio se sintetizaron una serie de y-péptidos derivados de
la prolina con propiedades CPPs*. Con la intencion de explorar las posibles propiedades
antimicrobiales, la quimioteca de y-péptidos sintetizada por el Dr. Daniel Carbajo, fue
ensayada frente distintos parasitos (Leishmania donovani, Trypanosoma brucei
rhodesiense, Trypanosoma cruzi y Plasmodium falciparum) en el laboratorio del Dr. Reto
Brun in The Swiss Tropical and Public Health Institute (Swiss TPH). Tres de los péptidos
ensayados mostraron actividad antimalarica frente a la cepa K1 de P. falciparum (Figura 5.
4) y otros dos fueron activos frente a T. b. rhodesiense; un parasito protista que causa la

tripanosomiasis africana, conocida también como la enfermedad de suefio.

El y-péptido 37 (P 37), aparte de ser el que mostré mayor actividad in vitro frente a la cepa
K1 de P. falciparum, presenta unas caracteristicas estructurales diversas al resto de los

péptidos de la quimioteca; la cadena lateral

0 0 0 o 0 2 indolica que lo forma mimetiza al triptéfano.

”z"t//L NUMN%/LNHE//LN@NHE//LNHZ
N N N N N N Creemos que esta caracteristica, sumada

% % b % % % a las propiedades amfipaticas que

presentan los y-péptidos, es la responsable

o de la actividad antimalarica. Por otro lado,

o
NH NH NH NH NH NH; , L
H’Nt/N/L t/N/L iﬁ% i/N/L t/N/L t/N/L el P 37 mostré6 una viabilidad celular

% % % % % % superior al 95% en estudios de

citotoxicidad con la linea celular HeLa a

P 131Cs50= 0.474 uM 25 uM a las 24 horas de su incubacion. No

NH w, | Obstante, el P 37 marcado con

HZNE/N/L NHE/N/L Nﬂt/N/kN\Ht/N/LNHi/N/Lt/N/L . . ]

é' ° lr o é' o carboxifluorosceina (y-CF-P 37) no mostro

NH é\w &uu propiedades penetradoras al ser incubado

durante 2 horas a 25 uM en células Hela,
P 37 ICs0= 0.207 uM

™0

Cloroquina IC5p= 0.191 uM

en estudios de citometria de flujo.

Y,

A partir de estos resultados, decidimos

sintetizar una familia de y-péptidos

derivados de la prolina basandonos en la

estructura del P 37, con la finalidad de
Figura 5. 4. Estructura e ICso de los tres y-péptidos ) N
- . y estudiar la relacion entre la estructura de
sintetizados por el Dr. Carbajo que mostraron actividad
frente a P. falciparum en ensayos in vitro llevados a 108 compuestos y su actividad frente a P.

cabo en el Swiss TPH. falciparum.
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5.3 Resultados y discusion

5.3.1. Diseino de la quimioteca y-péptidos derivados de la prolina

En trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio se ha desarrollado un protocolo
de sintesis en fase solida para la obtencion de y-péptidos basados en (25,4 S)-4-amino-L-
prolina, capaces de formar estructuras estables en medio acuoso gracias a las

restricciones conformacionales que presenta dicho aminoacido'®*

. Estos y-péptidos
ademas de tener propiedades CPPs, muestran una mayor resistencia a las proteasas y
una menor citotoxicidad si son comparados con otros CPPs descritos en la literatura. El
uso del aminoacido trifuncional (2S,4S)-4-amino-L-prolina como mondmero para la sintesis
del esqueleto de los péptidos, ofrece la posibilidad de generar una quimioteca de
compuestos en fase solida de forma rapida y eficaz gracias al esquema de proteccion

ortogonal que permite introducir grupos funcionales distribuidos a lo largo de la secuencia.

Esta nueva familia de y-péptidos se basa en la estructura del P 37 que mostré actividad
antimalarica in vitro, a la cual se introdujeron modificaciones en las cadenas laterales con
la intencién de explorar como afectan a la actividad distintos parametros estructurales
como; a) la longitud optima del y-péptido (P 37-2M, P 37-3M, P37-4M y P 37-5M); b) la
disposicion secuencial de las cadenas laterales mediante la sintesis del retropéptido 37
(RP 37); c) el uso de distintos tipos de grupos inddlicos que pueden afectar a la estructura
secundaria del péptido dandole un plegamiento distinto utilizando el acido 4-(1H-indol-3-
ilbutanoico (P 37-A) o el acido 3-(1H-indol-3-il)propanoico (P 37-B); d) el estudio de
compuestos mas hidrofébicos construidos utilizando como miméticos de las cadenas
laterales el acido 2-(1-metil-1H-indol-3-il)acético (P 37-C, P 37-H y P 37-l), distintas
cadenas alifaticas ciclicas derivadas del ciclohexano que pueden influir en el caracter
lipofilico (P 37-F y P 37-G); y por ultimo e) el estudio de la N-acetilacion de la amina
terminal del péptido en la capacidad de penetracion de este (P 37-E). También se sintetizd
un péptido N-acilado con cisteina (P 37-D) que en caso de ser activo podria ser conjugado
covalentemente a un esqueleto dendrimérico, sintetizados en nuestro laboratorio, para

aumentar la biodisponibilidad del péptido (Figura 5. 5).
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Figura 5. 5. Estructura general de la nueva familia de y-péptidos derivados del P 37. A) Di-, tri-, tetra- y penta-

monomeros de P 37; B) retro-péptido; C) distintas cadenas laterales inddlicas; D) N-acetilacion o N-acilacion de

la amina terminal; E) distintas cadenas alifaticas ciclicas derivadas del hexano y F) Modificacion de P 37

alternando los acidos 2-(1-metil-1H-indol-3-il)acético y 2-(1H-indol-3-il)acético.

5.3.2. Sintesis de la quimioteca de y-péptidos derivados de la

prolina

La sintesis de esta libreria formada por y-péptidos fue llevada a cabo en fase solida

utilizando 100-150 mg de la resina MBHA (0.63 mmoles/g) por péptido (ver protocolo en el

apartado 1.4 de la experimental). La estrategia sintética utilizada, esta basada en un

esquema ortogonal con los grupos protectores fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) / terc-

butoxicarbonilo (Boc) / alliloxicarbonilo (Alloc).

La mayoria de los compuestos que forman esta quimioteca son hexaméricos con un

esqueleto comun formado por el monémero cis-y-amino-prolina; utilizando el acido

(2S,4S)-4-Fmoc-amino-1-Boc-pirrolidina-2-carboxilico (Fmoc-Amp(Boc)-OH) 127. El grupo
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Fmoc, protege temporalmente la y-amina del monémero, por donde se realizara la
elongacion del esqueleto péptidico, mientras que el grupo Boc protege de manera
semipermanente la o-amina, que tras su eliminacion, sera derivatizada con distintas
cadenas laterales para la sintesis de los y-péptidos heteromeros; es decir, con distintos

tipos de cadenas laterales.

En primer lugar, se sintetizaron los péptidos secuencialmente utilizando el monémero
Fmoc-Amp(Boc)-OH 127 (Esquema 5. 1). Para ello, después de acondicionar el soporte
polimérico mediante un protocolo de lavados, se unié el monémero Fmoc-Amp(Boc)-OH
127 utilizando N,N'-diisopropilcarbodiimida (DPCDI) y N-hidroxibenzotriazol (HOBt) como
sistema de acoplamiento. Posteriormente se desprotegioé la a-amina con un tratamiento
acido (TFA/DCM, 2:3, v/v) y se introdujo la cadena lateral correspondiente, mediante N-
acilacion utilizando DPCDI y HOBt como agentes acoplantes o bien mediante N-alquilacion
realizando una aminacién reductiva del aldehido correspondiente con cianoborohidruro de
sodio (NaBH3;CN). Una vez derivatizada la a-amina, se desprotegi6 el grupo Fmoc con un
tratamiento basico (piperidina/DMF, 1:4, v/v), acoplando posteriormente otro monémero
(Fmoc-Amp(Boc)-OH) 127 con la finalidad de alongar el péptido de forma sucesiva por la y-
amina e introducir la derivatizacion de la o-amina alternando dos cadenas laterales

distintas.

En el caso del péptido que contienen la amina terminal acetilada P 37-E, una vez
eliminado el ultimo grupo Fmoc del extremo N-terminal, se tratd el péptido con DIEA (10
eq) y anhidrido acético (5 eq). Para la obtencion del péptido cisteina terminal P 37-D se
utilizd Fmoc-L-Cys(trt)-OH (4 eq) y los agentes acoplantes DPCDI y HOBt antes de la

escision acidolitica del péptido.

Finalmente, una vez construido el péptido, este se desancléo del soporte polimérico
mediante un tratamiento acidolitico con HF anhidro y un 10% de anisol como agente
capturador de radicales libres. Los péptidos se precipitaron en MTBE, se disolvieron en
una disolucién de AcOH/H,O (1:9, v/v), se liofilizaron y se purificaron en RP-HPLC-
Preparativo. Todas las etapas de sintesis fueron controladas con el test de ninhidrina*
para detectar aminas primarias o bien con el test de cloroanilo®® para las aminas

secundarias.

Mediante esta estrategia se sintetizaron todos los y-péptidos de la quimioteca a excepcidn
de P 37-A y P 37-B. Al analizar los crudos de ambos péptidos por HPLC-MS se detectaron
multiples productos, algunos de los cuales, procedian de una N-acilacion incompleta de los
acidos 4-(1H-indol-3-il)butanoico y 3-(1H-indol-3-il)propanoico respectivamente. Creemos

que los efectos estéricos que puede suponer una cadena mas larga respecto al acido 2-
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(1H-indol-3-il)acético utilizado para la obtencién del P 37, influye negativamente en la

sintesis de dichos péptidos.

H2N_O a FmOC\UHN_O b Fmo&@*”"‘@
N . —NH
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Esquema 5. 1. Sintesis general en fase solida de los y-péptidos de la quimioteca. Condiciones;
acondicionamiento del soporte polimérico; TFA/DCM (2:3, v/v) (1 x 1min y 1 x 30 min), DIEA/DCM (1:9, v/v) (3 x
3 min); a) Fmoc-Amp(Boc)-OH 127 (3 eq), DPCDI (3 eq), HOBE, (3 eq) en DMF, 2 h; b) TFA/DCM (2:3) (1 x 1min
y 1 x 30 min), DIEA/DCM (1:9, v/v) (3 x 3 min); c) acido carboxilico correspondiente (5 eq), DIC (5 eq) y
HOBt-H,O (5 eq) en DMF, 2 h o aldehido correspondiente (5 eq) en DMF/AcOH (9.9:0.1, v/v), 30 min y
NaBH3CN (5 eq) en MeOH, 2 h; d) piperidina/DMF (2:8, v/v) (1 x 1 min y 2 x 20 min); e) HF (5 ml/g de resina),
2hao0°C.

Para evadir esta restriccion, recurrimos a otra estrategia sintética ortogonal basada en
acoplamientos secuenciales de los mondémeros Fmoc-Amp(Boc)-OH 127 y el acido
(2S,4S)-4-Fmoc-amino-1-Alloc-pirrolidina-2-carboxilico (Fmoc-Amp(Alloc)-OH) 129 que
nos permitiria introducir tres cadenas laterales equivalentes en un sélo paso de sintesis
una vez construido el esqueleto peptidico. Para ello previamente se tuvo que sintetizar el
monémero (Fmoc-Amp(Alloc)-OH) 129, partiendo del aminoacido comercial Fmoc-
Amp(Boc)-OH) 127 (Esquema 5. 2).

Fmoc—HNmo s FmOC_HNmO b Fmoc—HNmo
N OH N OH N OH
127 Boc 128 H 129 Alloc

Esquema 5. 2. Sintesis de Fmoc-Amp(Alloc)-OH 129. Condiciones; a) TFA/DCM (2:3, v/v), t.a, 1 h; b) Alloc-Cl,
H20/1,4-dioxano (1:1), pH 4, t.a., 4 h, 94% rendimiento, 85% pureza.
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En primer lugar se eliminé el grupo Boc de este, con una solucién de TFA/DCM (2:3, v/v).
Posteriormente se hizo reaccionar la a-amino libre con cloroformiato de alilo en H,O/1,4-
dioxano (1:1, v/v) ajustando previamente el pH a 9 con una solucién saturada de NaHCO;
@c)- Una vez finalizada la reaccion se ajustd el pH a 4 con HCI ) 1 M, se extrajo el
producto con AcOEt y se purifico por cromatografia flash automatica obteniéndose el

producto con un 85% de pureza

Una vez con el monomero Fmoc-Amp(Alloc)-OH 129 sintetizado se procedié a la sintesis
del esqueleto y-peptidico a través de acoplamientos secuenciales de los aminoacidos
Fmoc-Amp(Boc)-OH 127 y Fmoc-Amp(Alloc)-OH 129 (Esquema 5. 3).

(0] (0]
HoN—( ) a FmOC‘UHN_O b @HN_O
) —_— —_—
N N
Boc c Boc
Fmoc. J\ J
AIIoc
AIIoc AIIoc Boc AIIoc
‘ de
AIIoc AIIoc ‘ AIIoc
f.g,h

o} 0 o} 0 o} o
NH,
NH, NH NH NH NH NH
N N N N, N, N,
R, R R, R4 R, R

Esquema 5. 3. Sintesis en fase solida de los y-péptidos P 37-A y P 37-B, construyendo en primer lugar el
esqueleto peptidico e derivatizandolo posteriormente. Condiciones; acondicionamiento del soporte polimérico;
TFA/DCM (2:3, v/v) (1 x 1min y 1 x 30 min), DIEA/DCM (1:9, v/v) (3 x 3 min); a) Fmoc-Amp(Boc)-OH 127 (3 eq),
DPCDI (3 eq), HOBt, (3 eq) en DMF, 2 h; b) piperidina/DMF (2:8, v/v) (1 x 1 min y 2 x 20 min); ¢) Fmoc-
Amp(Alloc)-OH 129 (3 eq), DIC (3 eq), HOBt, (3 eq) en DMF, 2 h; d) (i) TFA/DCM (2:3, v/v) (1 x 1miny 1 x 30
min), DIEA/DCM (1:9, v/v) (3 x 3 min); e) acido carboxilico correspondiente (5 eq), DPCDI (5 eq) y HOBt-H;0 (5
eq) en DMF, 2 h; f) (Pd(PPhs)s (0.1 eq), PhSiH3(10 eq) en DCM ( 2 x 20 min), 0.5% dietilocarbamato en DMF (3
x 10 min); g) isovaleraldehido (5 eq) en DMF/AcOH (9.9:0.1, v/v), 30 min y NaBH3;CN (5 eq) en MeOH, 2 h; e)
HF (5 ml/g de soporte polimérico), 2 ha 0 °C.
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Una vez construido el hexamero se eliminaron los grupos protectores Boc y se N-acilaron
las tres o-aminas libres con el &cido indélico correspondiente, introduciendo
simultaneamente las tres cadenas laterales. Posteriormente se elimind el grupo Alloc de
las a-amino restantes con un tratamiento con Pd(PPh3), (0.1 eq) y PhSiH; (10 eq) en DCM
y se procedid a la N-alquilacion con una aminacién reductiva del isovaleraldehido
utilizando cianoborohidruro de sodio (NaBH3CN) como reductor. Una vez construido el
péptido, se procedidé a su escision del soporte polimérico y purificacion utilizando el mismo

procedimiento que en la estrategia anterior.

Utilizando esta segunda estrategia obtubimos el péptido P 37-B pero no el P 37-A, aunque
por HPLC-MS observamos su formacion, su sintesis no fue cuantitativa, pues obtubimos
muchos suproductos provinentes de una N-acilacibn no completa, hecho que impidi6é su

purificacion por RP-HPLC-Preparativo.

Cabe remarcar que en los espectros de HPLC-MS de los crudos de todos los y-péptidos
sintetizados se observaron muchos subproductos, hecho que complicé su purificacion y

afect6 notablemente al rendimiento total de la sintesis (Figura 5. 6).
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Figura 5. 6. Espectro de HPLC-MS del y-péptido P 37-1 A) antes y B) después de su purificacion por RP-HPLC-
Preparativo.
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5.3.3. Cuantificacion del contenido péptidico de los compuestos de

la quimioteca

Los productos liofilizados pueden retener agua y sales, por lo que decidimos cuantificar por
HPLC-analitico la concentracion exacta de los productos antes de ensayar su actividad in

vitro frente a P. falciparum.

Para ello disolvimos los compuestos a una concentracion teérica de 5 mM en MeOH y
generamos una serie de diluciones para calcular el contenido peptidico de cada
compuesto, empleando una recta de calibrado de los tres acidos indolicos utilizados en la
sintesis de los y-péptidos (Figura 5. 7). A partir del area obtenida bajo el pico de
absorbancia de los acidos inddlicos detectados a A= 280 nm y a una concentracién
conocida, cuantificamos la concentracion exacta de las disoluciones madre de los

v-péptidos de la quimioteca (ver apartado 1.3.6 de la experimental).

Rectas calibrado
3,0E+06
e === 2cid o 2-(1H-indo}-3-
E  2s5E406 il)acético
§ / y =380009 - 191996
u  20E+06 R2=0,9947
<
. acido 3-(1H-indol-3-
5 1,5E+06 il)propanoico
S 1,0E+06 y =327375x - 208187
g 2=(,9913
<
5,0E+05 == 3cid 0 2-(1-metil-1H-
indol-3-il)acético
0,0E+00 y =327618x - 236397
5,00E-04 1,50E-03 2,50E-03 3,75E-03 5,00E-03 6,25E-03 7,50E-03 2209862
m moles

Figura 5. 7. Rectas de calibrado de los tres distintos acidos inddlicos utilizados para la sintesis de los y-péptidos
creadas a partir del area obtenida bajo el pico de absorcién de los compuestos a A= 280 nm a una
concentracion conocida. A partir de estas rectas de calibrado se recalcula el contenido peptidico de los

compuestos disueltos en MeOH.
5.3.4. Evaluacion in vivo del y-péptido P 37

Sabiendo de antemano la actividad antimalarica del P 37, decidimos ensayar su actividad
antimalarica en ratones de la cepa BALB/cAnNHsd inoculados con 2 x 10’ eritrocitos
murinos infectados por Py17XL (P. yoeli) en el grupo del Dr. José M. Bautista
(Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular IV-Universidad Complutense de
Madrid).
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Se utilizaron 5 ratones para evaluar la actividad antimalarica del y-péptido a tres
concentraciones distintas (0.3 mg/kg, 3 mg/kg y 30 mg/kg) administrandoles por inyeccion
intraperitoneal una dosis a las 2 horas de la infeccién del murino con P. yoelii y
manteniendo el tratamiento durante los 3 dias posteriores (Figura 5. 8) (ver protocolo en el

apartado 6.2.2 de la experimental).

Solo se observd actividad del y-péptido a 3 y 30 mg/kg dia, retrasando a un 20% de los
ratones la muerte por hiperparasitemia durante dos dias mas respecto al control. La baja
solubilidad del compuesto en medio acuoso y el hecho que se obtuvieran los mismos
resultados cuando se administré6 el compuesto a 3 mg/kg dia y a una dosis 10 veces
superior a ésta, nos hace creer que la dosis administrada en este segundo caso no se

ajusta a la esperada, suponiéndose un valor inferior al teérico.
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dosis del y-péptido P 37 durante

los 4 primeros dias.

5.3.5. Evaluacion in vitro de la quimioteca de y-péptidos

5.3.5.1. Evaluacion de la actividad antimalarica de los y-péptidos

Se ensay6 la actividad antimalarica de la quimioteca de y-péptidos, evaluando su
capacidad para inhibir del crecimiento de un cultivo de la cepa 3D7A de P. flaciparum
previamente sincronizados con sorbitol. Para ello, se utilizaron cultivos de eritrocitos
humanos al 3% infectados con el parasito en estadio anillo o ring (1 y 0.1% de
parasitemia). Los compuestos se incubaron a una concentracion final de 20 uM durante 48
y 96 horas respectivamente. La lectura de la proliferaciéon parasitaria se evalué por
citometria de flujo utilizando SYTO®11 como marcador celular fluorescente y se
confirmaron los resultados por microscopia (ver protocolos en el apartado 6.1.2 de la

experimental).

159



Capitulo 5

A partir de los resultados obtenidos a 20 uM (Figura 5. 9), se puede establecer una clara
relacién entre la estructura y la actividad de los y-péptidos. Por un lado el y-péptido
dimérico P 37-2M y el trimérico P 37-3M no presentan una actividad antimalarica
remarcable respecto al resto de compuestos, poniendo de manifiesto que se necesita una
longitud minima de la cadena peptidica formada por lo menos de 4 monémeros para que
los compuestos sean notablemente activos. Por otro lado, los y-péptidos que no tienen la
v-amina terminal libre, P 37-D y P 37-E, son los que mostraron menor actividad, inhibiendo
a dicha concentracion la parasitemia por debajo del 10% a 48 y 96 horas, indicando que la
v-amina terminal tiene un papel importante en la actividad. Por ultimo, los compuestos que
contienen tres de las o-aminas aciladas del esqueleto peptidico, a partir del acido 2-
ciclohexilacético P 37-F y el acido 3-ciclohexilpropanoico P 37-G, presentan menor
actividad que el resto. Este descenso de la actividad puede ser causa de la estructura

secundaria y del caracter lipofilico del y-péptido.

Actividad antimalarica in vitro a 20 uM
I l bl

M 48h

Inhibicién (%)
(9]
o

E96h

P 37-2M
P 37-3M
P 37-4M
P 37-5M
P37

RP 37

P 37-B
P 37-C
P 37-D
P 37-E
P 37-F
P 37-G
P 37-H
P 37-1

Figura 5. 9. Actividad antimalarica in vitro a 20 uM de la quimioteca de y-péptidos frente a la cepa 3D7A de P.
falciparum. Los resultados se presentan en términos de inhibicion de la proliferacion parasitaria (%) tomando

como referencia el cultivo control mediante citometria de flujo.

Los compuestos que mostraron mayor actividad en el primer ensayo de inhibicion, fueron
evaluados a 10 y 5 uM (Figura 5. 10). Todos ellos inhibieron la parasitemia por encima del
90% a 10 uM. Se observé una disminucién de la actividad del compuesto tetramero P 37-
4M y pentdmero P 37-5M a 5 uM, por lo que descartamos ambos y-péptidos para los
ensayos posteriores, certificando que la longitud 6ptima del esqueleto de los péptidos es
de seis mondmeros de Amp, aunque no se sintetizaron ni ensayaron péptidos con una
longitud mayor.
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Figura 5. 10. Actividad antimalarica in vitro a 10 y 5 uM de los y-péptidos mas activos frente a la cepa 3D7A de
P. falciparum. Los resultados se presentan en términos de inhibicion de la proliferacion parasitaria (%) tomando
como referencia el cultivo control mediante citometria de flujo.

Se determiné la IC5 de los y-péptidos mas activos, a través de una curva dosis-respuesta
con el software Prisma GraphPad con un nivel de confianza del 95% (Figura 5. 11). Para
ello se ensayaron los compuestos a distintas concentraciones, determinando la inhibicion

de la parasitemia del cultivo de P. falciparum a 48 y 96 horas por citometria de flujo.

IC;, in vitro frente a P. falciparum

W 96h

Concentracion pM

48h

Figura 5. 11. Valores de ICso (UM) in vitro de los y-péptidos mas activos calculados con el software Prisma

GraphPad mediante curvas de dosis-respuesta a distintas concentraciones (5, 3, 1.5y 0.75 uM).
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Todos los compuestos mostraron un valor de I1Cs inferior a 4 uM, siendo el P 37-B el mas
activo con una ICso de 1.4 y 1.3 uM a 48 y 96 horas respectivamente. Cabe remarcar que
los valores de IC5, obtenidos para el P 37 frente a la cepa 3D7A de P. falciparum son
mayores que los obtenidos en el laboratorio Swiss TPH frente a la cepa K1. No obstante el
valor de ICsy obtenido para la cloroquina se asemeja a los valores encontrados en la
literatura para la cepa 3D7A (ICso= 0.024 uM)*’.

Ninguno de los compuestos ofrece una potencia mucho mayor a las 96 que a las 48 horas,
por lo que cabe esperar que la diana terapéutica de estos compuestos no sea el

apicoplasto ya que parece que no altera su funcionalidad

Aunque no se establece una diferencia significativa entre las ICsy podemos agrupar segun
las estructuras los y-péptidos (Figura 5. 12) en tres grupos para evaluar su actividad frente
al péptido P 37; a) el retropeptido RP 37 muestra una actividad ligeramente inferior al P 37,
indicando que la disposicién de las cadenas laterales juega cierto papel en la actividad,
aunque no se han ensayado todas las combinaciones posibles b) parece ser que el grupo
amina del indol no establece interacciones que afecten a la actividad del compuesto, pues
se han obtenido resultados muy parecidos cuando se ha utilizado el indol N-metilado (P
37-C, P 37-H y P 37-l) y el indol con la amina libre (P 37). Ademas, dentro de este grupo,
no podemos establecer una correlacion entre la actividad y el caracter hidrofilico de los
compuestos; c) El P 37-B muestra una actividad ligeramente superior al P 37, hecho que
puede estar correlacionado con el caracter hidrofébico creciente del y-péptido asi como

una posible estructura secundaria otorgada por una cadena mas larga del anillo indolico.
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Figura 5. 12. Estructura de los y-péptidos que mostraron mas actividad in vitro frente a la cepa 3D7A de P.

falciparum y de los cuales se calcul6 su ICsp.
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5.3.5.2. Evaluacion de la actividad hemolitica de los y-péptidos

Uno de los mayores inconvenientes en el uso de los CPPs in vivo ya sea como
transportadores de farmacos o bien como compuestos con actividad antimicrobiana o
antiparasitaria, es su toxicidad. No es de extrafiar que compuestos con propiedades
penetradoras afecten a la estabilidad de las membranas celulares, provocando la lisis y la
muerte celular. Es por ello, que decidimos ensayar por triplicado la actividad hemolitica in
vitro de los y-péptidos seleccionados a distintas concentraciones (50, 25 y 5 uM) tras
incubarlos durante 3 horas a 37 °C en una solucién de hematocrito humano al 3% en PBS,
detectando posteriormente la hemoglobina liberada por absorbancia a A= 570 nm (Tabla 5.

2) (ver protocolo en el apartado 6.1.1.2 de la experimental).

A altas concentraciones (50 uM) todos los y-péptidos a excepcion de P 37-B, mostraron un
efecto hemolitico que afectd entre el 52 y el 65% la lisis de los eritrocitos, siendo el P 37-C
el mas dafino. Posiblemente, este efecto negativo esta correlacionado con el caracter
hidrofébico de dicho y-péptido. No obstante, la concentracidon ensayada es 10 veces
superior a la IC5, calculada para P. falciparum. Por otro lado, es remarcable la baja
actividad hemolitica del P 37-B, que solo afecté a un 1% de los eritrocitos, siendo también

el compuesto que mostré mas actividad antimalarica.

La actividad hemolitica de todos los compuestos decrece considerablemente con la
concentracion; solo los péptidos P 37, P 37-C y P 37-1 muestran efecto hemolitico a 25 uM
y a concentraciones cercanas a la ICsy calculada para P. falciparum (5 uM) ninguno de

ellos provocd la lisis de los eritrocitos.

Concentracion Lisis (%)
(uM) P 37 RP 37 P 37-B P37-C P37-H P37-1
50 63.3+2.20 52.2+2.70 1.00+0.70 65.2+2.60 559+ 1.40 59.5+ 1.00
25 2.00+1.70 0.60 +£0.60 0.02+0.02 18.2+8.10 0.02+0.02 7.80 +7.00
5 0.80 £ 0.05 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00+0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00

Tabla 5. 2. Activada hemolitica in vitro de los y-péptidos con actividad antimalarica a distintas concentraciones,

referenciando los resultados al 100% de lisis obtenido con el tratamiento de los eritrocitos con Triton-X.
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5.4 Conclusiones

Se ha disefado y sintetizado en fase sélida una quimioteca de y-péptidos con un esqueleto
comun basado en el acido (2S,4S)-4-amino-L-prolina mediante dos estrategias ortogonales
distintas utilizando los grupos protectores Fmoc/Boc/Alloc. Los rendimientos de la sintesis

son mejorables y necesitan ser optimizados.

Se ha ensayado la actividad antimalarica de la quimioteca in vitro frente a la cepa 3D7A de
P. falciparum. Seis de los compuestos exhibieron una ICsy inferior a 4 uM. No se
observaron diferencias significativas entre los valores de ICs, registrados a las 48 y a las
96 horas de la incubacién de los compuestos, indicando que no afectan a la funcionalidad

del apicoplasto del parasito.

Los y-péptidos que mostraron mas actividad frente a P.falciparum presentan unas
caracteristicas estructurales comunes; estan formados por hexameros del acido (2S,4S)-4-
amino-L-prolina, con cadenas laterales procedentes de N-acilaciénes con tres acidos
inddlicos distintos que mimetizan al aminoacido natural triptéfano, alternandolos con N-
alquilaciones originarias de una N-aminacion reductiva con el isovaleraldehido. Creemos
que las caracteristicas estructurales y la relacion que se establece entre las cadenas
hidrofébicas y las hidrofilicas proporcionan unas propiedades amfipaticas concretas a los

compuestos que son las responsables de la actividad antimalarica.

No se ha detectado actividad hemolitica de los compuestos mas activos a concentraciones
cercanas a la ICs (5 uM). A una concentracion cinco veces superior a esta, solo tres de

ellos afectaron levemente (>20%) a la lisis de los globulos rojos humanos.

El compuesto patron a partir del cual se disefid la quimioteca, fue ensayado in vivo, a
distintas concentraciones (0.3, 3 y 30 mg/kg dia) en modelos murinos infectados por
Py17XL (P. yoelii). No se registrd6 una actividad antimalarica suficiente para inhibir la
muerte por parasitemia de los individuos tratados. No obstante, no podemos confirmar que

la dosis administrada sea exacta, hecho que puede influir en los resultados.

Consideramos interesante determinar el modo de acciéon de estos y-péptidos en futuros

estudios asi como ensayar su actividad frente a otros parasitos.
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1. Materiales y métodos

1.1 Disolventes y reactivos

Experimental

Los disolventes y los reactivos quimicos utilizados fueron obtenidos en proveedores

comerciales y se utilizaron sin ningun tratamiento previo. Los mas utilizados fueron:

Abreviatura Nombre Calidad Casa comercial

ACN Acetonitrilo Multisolvente Scharlau

AcOEt Acetato de etilo Sintesis Scharlau

DCM Diclorometano Purisimo Scharlau

DIC N,N'-Diisopropilcarbodiimida Reactivo 99% Fluka

DIEA N,N-Diisopropiletilamina Sintesis Sigma-Aldrich

DMF Dimetilformamida Sintesis Scharlau

DMSO Dimetilsulféxido S;;?S Panreac

EDC-Hel ~ Clorhidrato de 1 - (3-dimetilaminopropil)-3- oo iy 999 Iris Biotech GMBH
etilcarbodiimida

Et:N Trietilamina Sintesis Panreac

HCI 4M Acido Clorhidrico 4 M en 1,4 dioxano Sintesis Sigma-Aldrich

HCOOH Acido formico Analisis Merck

Hexano n-Hexano Sintesis 95% Panreac

HOBt-H,O 1-Hidroxibenzotriazol Reactivo 99% Iris Biotech GMBH

MeOH Metanol HPLC SDS

MeOH Metanol Analisis 99% Scharlau

MgSOs (s Sulfato de magnesio Sintesis Panreac

MTBE terc-butil-metil-éter Sintesis SDS

NaCl () Cloruro de sodio Reactivo 98% Panreac

NaHCOs3 () Bicarbonato de sodio Reactivo 98% Panreac

TFA Acido trifluoroacético Sintesis Fluorochem

1.2 Purificacion de los compuestos

1.2.1 Cromatografia

La cromatografia flash en fase normal se realiza manualmente con silica (Merck, 70-230

mesh) o bien de forma automatica con el equipo Teledyne Isco module Companion® con

un detector Photodiode array. En dicho caso se utilizan columnas de gel de silice

preempaquetadas (Silica-RediSep® columnas) de diferentes medidas segun el crudo a

purificar.
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1.2.2 RP-HPLC-Preparativo

El HPLC semipreparativo utilizado para la purificacion de los compuestos consta de un
modulo Waters 600 Controller integrado por dos bombas, un mezclador de alta presion, un
modulo Waters Alliance 2767 Sample Manager con un inyector y colector de fracciones.
Detector UV-visible Dual A Absorbance Detector 2487 y un espectrometro de masas

Micromass ZQ.

Las columnas utilizadas fueron XBridge™ Prep C1s (19 x 100mm, 5um oBD™), XBridge™
Prep BEH130 Cys (19 x 100mm, 5 um OBD™) y Sunfire™ Prep Cyg (19 x 100mm, 5um

OBD™) seguin la naturaleza de los compuestos.

Los compuestos fueron detectados por su M+1, utilizando distintos gradientes lineales a un

flujo de 16 ml/min especificados en cada caso.
1.3 Caracterizacion de los compuestos

1.3.1 Cromatografia en capa fina (CCF)

La CCF se realizd sobre placas pretratadas de Merck (silice gel 60ACC, F254). La

visualizacion se realiza mediante luz ultravioleta (A= 254 nm).

1.3.2 HPLC-MS Analitico

El HPLC-MS analitico utilizado para monitorizar las reacciones y determinar la pureza de
los compuestos a A= 214 nm, consta de un cromatédgrafo Waters Alliance 2695 (integrado
por dos bombas, un mezclador de alta presién y un auto inyector) con un detector UV-
visible multicanal Photodiode Array Detector 2996 y un modulo Waters 2795 Separation
Module unido a un espectrometro de masas Micromass ZQ, con sonda de electro espray
(ES).

Las columnas utilizadas fueron XBridge™ Cs (4.6 x 50 mm, 3.5 um) o XBrige™ BEH 130

C1s (4.6 x 100 mm, 3.5 um) segun la naturaleza de los compuestos.

La pureza de los compuestos fue determinada a A= 214 nm utilizando distintos gradientes

lineales, especificados en cada caso, a un flujo de 1ml/min.
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1.3.3 Experimentos de RMN

Los espectros 'H y "*C de RMN fueron registrados a 298 K con el equipo Varian Mercury-
400 Fourier Transform spectrometer (Unidad de RMN, servicios cientificos y técnicos,

Universidad de Barcelona).

Los desplazamientos quimicos (&) se expresan en unidades de ppm y son relativos a la
sefal del disolvente deuterado empleado; (CDCl; ("H RMN &: 7.26; °C RMN &: 77.0);
DMSO-ds ('H RMN &: 2.50; *C RMN &: 39.5); MeOD ('"H RMN &: 3.31 y 4.84; *C RMN &:
49.1).

La multiplicidad de las sefiales se describen con la siguiente nomenclatura; s (singlete), d

(doblete), t (triplete), g (cuarteto), m (multiplete), b (pico ancho).
1.3.4 Rotacion dptica especifica

La rotacién éptica especifica se midié en un polarimetro PERKIN-ELMER 241, empleando
una lampara de Na (A= 589 nm) y una cubeta de 10 cm®. Los valores de concentracion de

la muestra se dan en g/ml.
1.3.5 Espectrometria de masas MALDI-TOF

Los espectros de masa se llevaron a cabo en la plataforma de protedmica del Instituto de
Recerca Biomédica de Barcelona (IRB) con el equipo MALDI Voyager DE RP time-of-flight

(TOF) con espectrometro Applied Biosystems, Framingham.

Para preparar la matriz ACH (acido a-ciano-4-hidroxicinamico); se disuelven 10.0 ug de
ACH en 1 ml de H,O/ACN (1:1) con un 0.1% de TFA.

El andlisis de los compuestos se lleva a cabo mezclando 1.0 ul de la disolucién de la
muestra a 0.5 mM con 1.0 pl de matriz ACH. Para registrar el espectro de masa, se utiliza
1.0 ul de la mezcla resultante que se deposita sobre la placa de analisis. El analisis se
realiza utilizando el modo réflex positivo a diferentes intensidades del laser en funcion del

compuesto a analizar.
1.3.6 Analisis de aminoacidos

Los analisis de aminoacidos fueron llevados a cabo por los servicios cientificos y técnicos
de la Universidad de Barcelona (CCiTUB). El equipo utilizado fue HPLC modelo WATERS
600 con detector WATERS 2487 y columna Nova-Pak Waters C45(3.9 x 150 mm, 4 um).

Se prepararon 500 ul de una soluciéon 0.1 mM de cada compuesto y 0.1 mM de acido o-

aminobutirico utilizado como patrén interno en HCIl 5y 6 M. Los compuestos se
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hidrolizaron en un tubo kimax a 110°C durante 16h. Se evaporé el HCI a sequedad y se
disolvi6 el crudo en 500 ul de HCI 20 mM. La solucion fue filtrada con filtros de 0.45 um.
Una alicuota de cada muestra se derivatiz6 con 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil

carbamato (ACQ) segun el método AccQ-Tag de Waters.

Mediante HPLC con deteccion UV (A= 254 nm), se determiné el contenido de aminoacido

presente en las muestras.
1.3.7 Cuantificacion del contenido peptidico por UV

Para cuantificar el contenido peptidico de las muestras se utiliza un HPLC-analitico;
Modulo Waters Alliance 2695 equipado por dos bombas, un mezclador de alta presion, un
autoinyector, un detector UV-visible multicanal Photodiode Array Detector 996 y la columna
Peptide Separation Technology XBrige™ BEH 130 C1s (4.6 x 100 mm, 3.5 um).

Una vez purificados vy liofilizados, los compuestos se pesan y se disuelven en MeOH a una
concentracion aproximada de 5 mM. El contenido peptidico de cada producto es
cuantificado por UV a A= 280 nm empleando una recta de calibrado de los distintos acidos
inddlicos utilizados en la sintesis de los y-péptidos como patrones. Los compuestos se
eluyen en condiciones acidas (A: H,O:HCOOH (99.9:0.1, v/v); B: ACN:HCOOH (99.3:0.7,

v/v)) con gradientes lineales de 5-100% de B en 11 min, a un flujo de 1ml/min.

1.4 Protocolos generales para la sintesis en fase sélida

La sintesis en fase sélida se llevd a cabo de modo manual, usando jeringas de polipropeno
que contienen un filtro de polietileno poroso. Se utilizé6 un bloque de polipropileno Vac-
Man® para realizar todos los procesos de filtracion y lavado que requiere el proceso. La
agitacion del soporte polimérico se realizd manualmente con varillas de teflén o bien con
un agitador orbitalico automatico. Los excesos de reactivos, disolventes y posibles
subproductos que se encuentran en disolucion se eliminaron por filtracion al vacio.
Después de cada reaccion, de proteccion, desproteccion y acoplamiento, la resina se lavd
sucesivamente con DMF (5 x 1min) y DCM (5x 1 min) utilizando 10 ml de solvente por

gramo de resina.

Las resinas utilizadas fueron Fmoc-Rink-Amida-MBHA (200-400 mesh, 056 mmoles/g) y
MBHA (0.63 mmoles/g) segun la estrategia de sintesis y la naturaleza de la quimioteca a

sintetizar.

Todos los acoplamientos asi como la eliminacion del los grupos protectores fueron

precedidos de un ensayo para evaluar cualitativamente la finalizacion de la reaccion.
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1.4.1 Ensayo cualitativo de ninhidrina’ (test de Kaiser)

El ensayo colorimétrico de Kaiser conocido también como test de ninhidrina se utilizbé para

detectar aminas primarias en soportes poliméricos.

Procedimiento experimental del ensayo: después de secar la resina previamente lavada
con DCM, se transfiere una alicuota de la resina (0.5 - 2.0 mg) en un tubo de cristal y se
afiaden 3 gotas de la disolucion A y 1 gota de la disolucion B. El tubo se calienta durante 3
min a 110 °C.

Disolucién A: Por un lado se diluyen 40 g de fenol en EtOH absoluto (10 ml), la mezcla se
calienta y se agita hasta que el fenol queda totalmente disuelto. Por otro lado, se disuelven
65 mg de KCN en H,O (100 ml); se diluyen 2 ml de la disolucion resultante en piridina
recién destilada sobre ninhidrina (100 ml). Las dos disoluciones se agitan por separado

durante 45 min con 4 g de resina Amberlite MB-3, se filtran y se mezclan.

Disolucién B: Se disuelven 2.5 g de ninhidrina en EtOH absoluto (50 ml). Se conserva la

disolucion en un recipiente cerrado que lo proteja de la luz.

Una coloracién amarilla de la resina y de la disolucién indican la ausencia de aminas
primarias en el soporte polimérico (ensayo negativo), mientras que una coloracion azul de

ambos indica la presencia de aminas primarias (ensayo positivo) (Esquema 1. 1).

OR

? 0
Base R
OH*Rj)LOH 2H,0 — OH i -
OH, — -CO,
NH,
(0] O
O O
H,O //*R
NH, + RCHO =—— O N
(0]

(0]

o (0] o (0]
HO .
(6] (6] (0] (0]

Esquema 1. 1. Test de Kaiser

1.4.2 Ensayo cualitativo de cloroanilo?

El ensayo colorimétrico con cloranilo nos permiti6 detectar aminas secundarias en un

soporte polimérico.

Procedimiento experimental del ensayo: después de secar la resina previamente lavada

con DCM, se transfiere una alicuota de la resina (0,5-2,0 mg) a un tubo de cristal y se le
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afiaden 5 gotas de una disolucion saturada de cloranilo en tolueno y 20 gotas de acetona.
El tubo de cristal se agita 5 min a t.a. y pasado dicho periodo se observa la coloracion de
la resina. Una coloracion amarilla indica la ausencia de aminas secundarias (ensayo
negativo) mientras que una coloraciéon azulada o verdosa indica la presencia de aminas

secundarias (ensayo positivo).
1.4.3 Tratamiento inicial de la resina

Acondicionamiento de la resina Fmoc-Rink-Amida-MBHA
(i) DCM (5 x 1 min); (ii) DMF (5 x 1 min); (iii) piperidina/DMF (1:4, v/v) (1 x 1 min, 2 x 15
min); (iv) DMF (5 x 1 min); (v) DCM (5 x 1 min).

Acondicionamiento de la resina MBHA
(i) DCM (5 x 1 min y 1 x 30 min); (ii) TFA/DCM (2:3, v/v) (1 x 1min y 1 x 30 min); (iii) DCM
(5 x 1 min), (iv) DIEA/DCM (1:9, v/v) (3 x 3 min), (v) DCM (5 x 1 min).

1.4.4 Protocolos generales de la sintesis manual en fase sélida

Eliminacién del grupo Fmoc
(i) DMF (5 x 1 min); (ii) piperidina/DMF (2:8) (1 x 1 min y 2 x 20 min); (iii)) DMF (5 x 1 min);
(iv) DCM (5 x 1 min).

Eliminacion del grupo Boc
(i) TFA/DCM (2:3, v/v) (1 x 1min y 1 x 30 min); (ii) DCM (5 x 1 min); (iii) DIEA/DCM (1:9,
v/v) (3 x 3 min), (iv) DCM (5 x 1 min).

Eliminacién del grupo Alloc

(i) DCM (5 x 1 min); (ii) 2 x (Pd(PPh3)4 (0.1 eq), PhSiH3 (10 eq) en DCM, 20 min); (iii) DCM
(3 x 10 min); (iv) DMF (5 x 1 min); (v) 0.5% dietilocarbamato en DMF (3 x 10 min); (vi) DMF
(5 x 1 min); (vii) DCM (5 x 1 min).

Acilacion de aminas
(i) DMF (5 x 1 min); (ii) acido carboxilico correspondiente (5 eq), DPCDI (5 eq) y HOBt-H,O
(5 eq) en DMF, 2 h; (iii) DMF (5 x 1 min); (iv) DCM (5 x 1 min).

Alquilaciéon de aminas
(i) DMF (5 x 1 min); (ii) aldehido correspondiente (5 eq) en DMF/AcOH (9.9:0.1, v/v), 30
min y NaBH3;CN (5 eq) en MeOH, 2 h; (iii) DMF (5 x 1 min); (iv) DCM (5 x 1 min).

Acetilacion de aminas
(i) DCM (5 x 1 min); (ii) DIEA (10 eq), Ac;O (5 eq) en DCM, 1 h, (iii) DCM (5 x 1 min).
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Sintesis de hidroxamatos mediante la reacciéon de Mitsunobu

Se lava la resina con DCM ., afiadiendo PPh; (21 eq), y Boc-L-Lys(Boc)-OPMB o Boc-L-
Tialisina(Boc)-OMPB (7 eq) agitando hasta que se disuelven completamente los reactivos.
Se enfria la resina en la nevera a 4 °C durante 15 min bajo atmosfera de argdn y se afade
gota a gota DIAD (21 eq). La mezcla se deja a ta. y con agitacion orbitalica 15 h.
Posteriormente se lava la resina con DCM (5 x 1 min), DMF (2 x 1 min), DCM (2 x 1 min),
MeOH (2 x 1 min) y DCM (2 x 1 min).

Escision de los productos de la resina Fmoc-Rink-Amida-MBHA

Se trata la resina con una disolucion acida de TFA/H,0 (95:5, v/v) a t.a. durante 4 h. Se
filtra y se lava la resina con la misma disolucion recogiendo los filtrados. Se evapora el
TFA y se disuelven los compuestos en H,O-ACN, se liofilizan y se purifican posteriormente
en RP-HPLC-Preparativo.

Escision de los productos de la resina MBHA. Acidolisis con HF anhidro

Se utiliza un sistema de teflon compuesto por una bomba de vacio y un sistema de control
de presion. En un tubo de teflén provisto de un agitador se coloca la resina seca a la que
se le adiciona anisol (5% v/v). Se acopla el tubo al sistema general y se enfria con N,
liquido durante 10 min, luego se condensa sobre la resina HF .., (5 ml/g de resina). Se
deja reaccionar 2 h a 0 °C y se evapora el HF ., al vacio. Los compuestos son
precipitados en el tubo con MTBE frio, disueltos en una disolucién de AcOH/H,0 (1:9, v/v),

liofilizados y posteriormente purificados en RP-HPLC-Preparativo.
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2. Sintesis de la quimioteca de miméticos de Lisil-AMP

2.1 Sintesis en solucion de los precursores
acido (2S,4R)-1-((aliloxi)carbonil)-4-hidroxipirrolidina-2-carboxilico

L-hidroxiprolina (10.0 g, 76.2 mmoles) en THF/H,O (1:1, v/v) (100 ml) a 0
O)\O OH °C. Manteniendo siempre el pH basico de la reacciéon, se afiade con un
\\\ embudo de adicciéon y gota a gota cloroformiato de alilo (7.70 ml, 72.4

mmoles). Tras la adicion se retira el bafio H,O/hielo y se agita la reacciéon

O\(O (3). Se ajusta, con una solucion de NaOH 4 M a pH a 9, una disolucion de
N

durante 1 h a t.a. Posteriormente se afiade NaCl (5c) (30 ml). Se extrae la mezcla con
AcOEt (2 x 20 ml) para eliminar posibles restos de L-hidroxiprolina. La fase acuosa se
acidifica con HCI (5 al 35% a pH 2 y se extrae el producto con AcOEt (3 x 20 ml). La fase
organica se lava con una solucion saturada de NaCl (5 (2 x 10 ml), se seca con MgSQy ),
se filtra y se evapora a sequedad obteniendo el producto en forma de aceite transparente
(12.9 g, 60.0 mmoles, rendimiento: 79%, tr 1.16 min, pureza: 96%). MS (ES") calculada
para CgH13NOs: (m/z) 215.07; experimental [M+H] = 215.86. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) &:
6.03 - 5.77 (m, 1H), 5.41 - 5.11 (m, 2H), 4.65 - 4.41 (m, 3H), 3.70 - 3.48 (m, 2H), 2.46 -
2.09 (m, 2H).

0 / 2-((4-metoxibencil)oxi)isoindolina-1,3-diona  (6). Se

/_QO afiade 1-(clorometil)-4-metoxibenceno (10.9 ml, 80.0
mmoles) a una solucion de N-hidroxiftalimida (13.1 g, 80.0
mmoles) y EtsN (26.6 ml, 192 mmoles) en DMF (200 ml).
La reaccion se agita durante 1 h a 90 °C. Posteriormente se afiaden 250 ml de una mezcla
H,O/hielo, precipitandose un sélido que es filtrado, lavado con H,O y secado al vacio. Se
obtiene el producto como sélido blanco (17.9 g, 63.2 mmoles, rendimiento: 79%, pureza:
97%). El compuesto no se detecta por HPLC-MS-UV. 'H RMN (400 MHz, CDCl;) &: 7.83-
7.77 (m, 2H), 7.75-7.71 (m, 2H), 7.45 (d, J = 8.70 Hz, 2H), 6.89 (d, J = 8.71 Hz, 2H), 5.15
(s, 2H), 3.80 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, CDCls) &: 163.5, 160.4, 134.3, 131.6, 128.8,
125.8, 123.4, 113.9, 79.4, 55.2.
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<:> O/ O-(4-metoxibencil)hidroxilamina (8). A una suspensién de 6
H,N-O (17.0 g, 60.0 mmoles) en EtOH (300 ml) se afade N-
metilhidrazina (3.45 ml, 65.9 mmoles). La reaccion se agita a reflujo 1.5 h. Se elimina el
disolvente a sequedad obteniéndose un solido blanco que se resuspende en Et,0,
agitandolo a t.a. 30 min. Se filtra la solucidén recogiendo la fase organica y se evapora el
disolvente obteniendo como producto un aceite amarillo (6.63 g, 49.9 mmoles, rendimiento:
72%, pureza determinada por RMN "H: 98%). EI compuesto no se detecta por HPLC-MS-
UV. 'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 7.30 (d, J = 8.65 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.67 Hz, 2H), 5.37
(bs, 2H), 4.62 (s, 2H), 3.81 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, CDCl5) &: 159.4, 130.0, 129.3,
113.8,77.5, 55.2.

Boc\N/\/OH terc-butil-(2-hidroxietil)carbamato (11). A una disolucion de terc-butil-

H dicarbonato (30.0 g, 138 mmoles) en DCM ,,n. (100 ml), bajo atmosfera
de nitrégeno, se le afiade 2-aminoetanol (8.30 ml, 138 mmoles). La reaccion se agitaa 1.5
h a 0 °C. La fase organica se lava con una disolucion saturada de NaHCO3 (5¢) (3 x 20 ml),
NaCl (4 (2 x 10 ml), se seca con MgSOy ), se filtra y se evapora a sequedad obteniendo
el producto aceitoso amarillento. (22.0 g, 0.14 moles, rendimiento: 99%, fr 1.60 min;
pureza determinada por RMN 'H: 99%). El compuesto no absorbe en UV. MS (ES®)
calculada para C7HsNOs: (m/z) 161.11; experimental [M+H] = 161.82. '"H RMN (400 MHz,
CDCl;) &: 3.69 - 3.64 (m, 2H), 3.26 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 1.43 (s, 9H). *C RMN (101 MHz,
CDCl;) &: 156.8, 79.6, 62.0, 43.1, 28.4.

BOC\N/\/O\S//\O metanosulfonato de 2-((terc-butoxicarbonil)amino)etilo (14). A

H 5 una disolucién de 11 (22.0 g, 136 mmoles) y piridina ann, (22 ml, 273
mmoles) en DCM ... (60 ml) enfriada a 0 °C con un bafo H,O/hielo y bajo atmosfera de
nitrégeno, se afiade gota a gota cloruro de metansulfonilo (12.8 ml, 165 mmoles). Se agita
la reaccion 10 min a 0 °C, posteriormente se retira el bafio H,O/hielo dejando la reacciéon a
t.a. 40 min mas. La solucién se lava con una solucion acuosa al 5% de HCI (2 x 10 ml) y
una solucién acuosa saturada de NaHCO; (3 x 10 ml). La fase organica se seca con
MgSO; (), se filtra y se evapora a sequedad obteniendo el producto como aceite amarillo
(29.8 g, 0.12 moles, rendimiento: 91%, tz 2.20 min, pureza determinada por RMN 'H:
98%). El compuesto no adsorbe en UV. MS (ES") calculada para CgH{;NOsS: (m/z)
239.08; experimental [M+H] = 239.92. '"H RMN (400 MHz, CDCl5) &: 4.27 (t, J = 5.1 Hz,
2H), 3.45 (dd, J = 4.0 Hz, 2H), 3.02 (s, 3H), 1.43 (s, 9H). *C RMN (101 MHz, CDCl3) &:
155.8, 80.1, 69.0, 40.1, 37.5, 28.4.
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o) N-(terc-butoxicarbonil)-S-(2-((terc-butoxicarbonil)
BOCHN\/\S/\‘)'LO/ amino)etil)-L-cisteinato de metilo (16). Se agita durante 30
NHBoc min y a 0 °C una solucién N-(terc-butoxicarbonil)-L-cisteina

metil éster (25.6 ml, 124 mmoles), Cs,COs3 () (48.7 g, 149 mmol) y 14 (29.8 g, 125 mmoles)
en DMF (80 ml). Posteriormente se retira el bafio H,O/hielo y pasadas 4 h se elimina el
exceso de Cs,COs () por filtracion. Se elimina el disolvente al vacio, el crudo obtenido, se
redisuelve en DCM y se lava con una solucion saturada de NaCl ) (2 x 15 ml). La
fraccion organica se seca con MgSQ, (), se filtra y se evapora a sequedad obteniendo un
aceite amarillo como crudo. MS (ES®) calculada para CigH3oN,OgS: (m/z) 378.18;
experimental [M+H] = 379.24. Este compuesto es usado en la siguiente reaccién sin ser

purificado.

) N-(terc-butoxicarbonil)-S-(2-((terc-
BOCHN\/\S/\‘)kOH butoxicarbonil)amino)etil)-L-cisteina  (17). Al crudo
NHBoc  obtenido 16 se le afiade LiOH () (14.9 g, 623 mmoles) en
H,O/MeOH (1:1, v/v) (100 ml). La reaccion se agita a t.a. durante 18 h. Para eliminar el
exceso de LiOH () se filtra la solucion y se acidifica posteriormente con HCI (o) 2 M hasta
alcanzar pH 3. El producto se extrae con DCM (3 x 20 ml). Las fracciones organicas son
lavadas con una solucion saturada de NaCl 5y (2 x 15 ml), secadas con MgSO;, (),
fitradas y concentradas al vacio obteniendo un aceite como producto (26.2 g, 71.9
mmoles, rendimiento en 2 etapas: 56%, tg 2.70 min, pureza: 87%). MS (ES+) calculada
para C45H2gN2O6S: (m/z) 364.17; experimental [M+H] = 365.06. "H RMN (400 MHz, DMSO-
de) 6: 7.06 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.88 (i, J = 5.2 Hz, 1H), 4.03 (td, J = 7.2, 4.6 Hz, 1H), 3.07
(dd, J = 13.3, 6.5 Hz, 2H), 2.87 (dd, J = 13.5, 4.6 Hz, 1H), 2.72 (dd, J = 13.4, 9.4 Hz, 1H),
2.57 — 2.51 (m, 2H), 1.38 (s, 9H), 1.37 (s, 9H). *C RMN (101 MHz, DMSO-dg) d: 172.5,
155.4,78.2,77.7,53.7, 32.7, 31.4, 28.2.

o O._ BocTialis(Boc)-NH-OPMB (18). Se agita
BocHN\/\S N/0v©/ una mezcla de 17 (26.2 g, 71.8 mmoles),
EDC-HCI (13.8 g, 71.8 mmoles) vy

HOBt-H,O (11.0 g, 71.8 mmol) en DCM

(120 ml) unos 20 min. Posteriormente se le afiade una solucién de 8 (11.0 g, 71.8 mmol)

NHBO'E:|

en DCM (10 ml), dejando la reaccién a t.a durante 15 h. La fase organica se lava con 0.1 M
HCI (ac) (2x 75 ml). Durante el primer lavado, se forma un precipitado que es eliminado por

filtracion. Seguidamente, la fase organica se lava con soluciones saturadas de NaHCO;
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@) (3 x 20 ml) y NaCl (¢ (2 x 15 ml), se seca con MgSQ; (), se filtra y se concentra. El
producto, un sélido blanco, precipita en una mezcla de hexano/DCM (4:1, v/v) a 4 °C (26.7
g, 53.5 mmoles, rendimiento: 75%, tr 3.15 min, pureza: 86%). MS (ES+) calculada para
Ca3H37N30,S: (m/z) 499.24; experimental [M+H] = 500.17. 'H RMN (400 MHz, CDCl;) &:
9.37 (s, 1H), 7.33 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.35 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.91
(d, J=6.2 Hz, 1H), 4.86 (s, 2H), 4.17 (s, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.39 - 3.19 (m, 2H), 2.90 - 2.75
(m, 2H), 2.65 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 1.73 (s, 1H), 1.43 (s, 18H). *C RMN (101 MHz, CDCls) &:
168.2, 160.1, 156.2, 155.5, 131.1, 127.3, 114.0, 78.0, 55.4, 51.9, 39.9, 34.4, 32.9, 28.5.

o O._ Boclys(Boc)-NH-OPMB (32). Se agita a
BocHN\/\/\HL /Oﬁ t.a. durante 20 min una solucion de 31 (5.50
NHBoHc g, 159 mmol), EDC-HCI (3.14 g, 16.4
mmoles) y HOBt.H,O (2.43 g, 15.9 mmoles)
en DCM (75 ml). A la mezcla de reaccion se le afiade una solucién de 8 (2.44g, 15.9
mmoles) en DCM (10 ml) y se agita a t.a. durante 15 h. La fase organica se lava con una
solucion de HCl (5c) 0.1 M (2 x 75 ml). Durante el primer lavado, se forma un precipitado
que es eliminado por filtracion. Seguidamente la fase organica se lava con una solucién
saturada de NaHCO3 (5c) y de NaCl (4, se seca con MgSO;, ), se filtra y se concentra en
el rotavapor. El crudo se purifica por columna cromatografica flash automatizada (ISCO;
SiO,, 120 g, sistema de elucion: hexano/EtOH (4:1, v/v), A= 230 nm, Ri= 0.45). EI producto
deseado se obtiene como un sélido blanco (5.43 g, 11.3 mmol, rendimiento: 71%, tg 3.08
min, pureza: 99%). MS (ES+) calculada para Cy4H3gN3O7: (m/z) 481.28; experimental:
[M+H]= 482.22. '"H RMN (400 MHz, DMSO- dg) 3: 11.05 (bs, 1H), 7.31 (d, J = 8.59 Hz, 2H),
6.92 (d, J = 8.57 Hz, 2H), 6.84 (bd, J = 7.82 Hz, 1H), 6.74 (bt, J = 4.94 Hz, 1H), 4.68 (s,
2H), 3.75 (s, 3H), 3.73-3.67 (m, 1H), 2.90-2.82 (m, 2H), 1.50-1.41 (m, 2H), 1.37 (s, 9H),
1.36 (s, 9H), 1.34-1.26 (m, 2H), 1.26-1.10 (m, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO- dg) &:
168.9, 159.2, 155.4, 155.1, 130.5, 127.7, 113.5, 77.8, 77.2, 76.2, 54.9, 51.9, 31.4, 29.0,
28.1, 28.0, 22.6.

2.2 Sintesis en fase sodlida de la quimioteca de miméticos de Lisil-
AMP

Los compuestos se sintetizan en fase sélida siguiendo la ruta sintética detallada en el
apartado 2.3.3.2 de dicha tesis. Los protocolos utilizados para su sintesis se han detallado

previamente en el apartado 1.4 de materiales y métodos.
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2.2.1 Caracterizacion de la quimioteca de miméticos de Lisil-AMP sintetizados en

fase solida

& 102
o - M-0 571.15 | 574.16 0-17 (18’)
HOJ\C[N 2 (-12.9) (-9.6)
N _
H
102
9.3 511.22 | 512.17 0-17 (18’)
Fc HO (-12.2) (-8.9)

& 102
M-03 1.9 44520 | 446.28 53 0-17 (18)
(-10.8) | (-10.3)
3 2
o M-0 523.11 | 524.23 0-17 (18) "
Br\@\/fOH (‘ 5) (-9 7)
_ _
103
HOp© 510.20 | 511.23 0-17 (18)
112) | (9.9
CI\C[NTO
o _

o 444.21 | 445.21 0-17 (18’)

o) (11.7) | (94)
) _

M-0 . 547.29 | 548.22 0-17 (18’)
o N (-12 7) (-8 7)

Isocratico 0 1 2
o M 3.4 383.16 | 384.09 91 i
s 14") (-9.4) (-8.6)
HO._O Isocratico 0 3 4
M-11 12.0 384.25 | 385.04
ES 14’) (-10.5) (-8.7)
N
H
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O.N

=
N
N

M-15

M-16

M-19

M-20

o o
F O‘ OH
cl

JAN

OH

S
HO N

M-23

4.2

1.4

1.0

4.2

1.3

488.20

394.21

367.19

474.26

444.25

446.14

482.23

472.24

445.20

536.20

460.21

489.18

395.21

368.01

475.24

445.21

447.13

483.15

473.23

446.22

537.14

461.23

89

93

87

99

94

95

87

87

95

0-17 (18)

Isocratico 0
(14)

Isocratico 0
(14)

0-17 (18)

Isocratico 0
(14)

Isocratico 0
(14)

0-17 (18)

0-17 (18)

Isocratico 0
(14)

0-17 (18)

Isocratico 0
(14)

(-11.0) (-9.1)

(11.0) | (-8.9)

103

11.8) | (-8.2)

(9.8) | (-10.7)

(-10.4) (-11.6)

3 102

9.9) | (9.4)

(96) | (-10.5)

(-10.3) | (-8.1)

-102) | (-8.7)

1 102
(-10.6)

(-10.7)

(-11.2)

(-10.5)

183



‘ Sintesis de miméticos de Lisil-AMP

4 3
o M-24 05 520.24 | 521.31 99 0-17 (18))
@/[ \ -9.5) | (-11.6)
O
4 3
M-49 9.0 538.19 | 539.26 | 96 20-30 (107)
(-9.8) | (-10.5)
o H Isocratico 0 1 1
S M-25 47 | 41320 | 41412 | 92 :
HN OOH (14°) (-9.6) (-10.8)
1 1
o M-50 - 4315 - - 0-20 (10')
10.1) | (-8.9)

Tabla donde se resume la caracterizacion de los 46 compuestos sintetizados en fase soélida que forman la
quimioteca de miméticos de Lisil-AMP; con lisina o [i@liSiid como aminoacido de reconocimiento. Los
compuestos marcados en negrita son los mas activos in vitro y se resintetizan posteriormente en solucién. 'La
pureza de los compuestos se determina a A= 214 nm mediante RP-HPLC-MS analitico en condiciones basicas
(A: H20:NH4CO3 (20 mM, pH 9); B: ACN) a 50 °C con gradientes lineales de 0-50% de B en 3.5 min a un flujo de
1ml/min. 2Gradiente utilizado para la purificacion de los compuestos mediante HPLC-MS-Prep en condiciones
basicas (A: HO:NH4COs (20 mM, pH 9); B: ACN) utilizando un flujo de 16 ml/min. 3Sitio de union del sustrato
con la enzima; por 1 = lisina; 2 = adenina; 3 = lisina-adenilato; 4 = ningun. “Resultado y valores de GS del
docking virtual.

2.3 Sintesis en solucion de los miméticos de Lisil-AMP

seleccionados

HOQ, acido (2S,4R)-4-hidroxi-((4-nitrobenciloxi)carbonil)

O\(o pirrolidina-2-carboxilico (20). Se disuelve la L-hidroxiprolina

N (10 g, 76.2 mmoles) en NaOH 2 M (80 ml) a 0 °C y se afade

0 gota a gota una solucion cloroformiato de p-nitrobencilo (16.4

g, 76.2 mmoles) en 30 ml de DCM. La reaccion se agita

durante 1 h, posteriormente se separan las 2 fases y se lava la

fase acuosa con DCM (1 x 20 ml). Se acidifica la fase acuosa

con HySOy4 (ac) al 96% (~5 ml) hasta pH 2-3. La solucion se enfria a 4 °C durante 14 h

obteniendo un precipitado que se aisla por filtracion. El se obtiene producto como sélido

amarillo (13.4 g, 43.2 mmoles, rendimiento: 57%, tg 1.73 min, pureza: > 99%). MS (ES+)

calculada para C43H4N2O7: (m/z) 310.08; experimental [M+H] = 311.03. 'H RMN (400

MHz, CD3;0D) &: 8.21 (t, J = 8.3 Hz, 2H), 7.58 (dd, J = 13.7, 8.8 Hz, 2H), 5.36 - 5.09 (m,

2H), 4.44 (dt, J = 25.9, 8.1 Hz, 2H), 3.69 - 3.48 (m, 2H), 2.39 - 2.25 (m, 1H), 2.16 - 2.03 (m,

1H). ®*C RMN (101 MHz, CD;OD) &: 166.7, 166.4, 146.6, 136.2, 136.1, 119.7, 119.6,
115.1, 115.0, 61.2, 60.5, 57.5, 57.3, 49.9, 49.6, 46.7, 46.3, 39.5, 30.8, 29.9.
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HQ, (2S,4R)-2-carbamoil-4-hidroxipirrolidina-1-carboxilato de
D\(o 4-nitrobenzilo (21). Una solucién de 20 (11.35 g, 35.7

/’L NH, mmoles) en ACN .. se enfria a 0 °C con un bafo H,O/hielo y

0o~ o se afiade EDC-HCI (8.40 g, 42.8 mmoles) y HOBt-H,O (6.72

/@) g, 42.8 mmoles). Se agita la reaccién durante 14 h dejando
ON gue se alcance la t.a. Posteriormente se enfria de nuevo la
reaccion a 0 °C y se afiade una solucion de NH,OH al 32%

(~10 ml). La mezcla se agita 30 min a 0 °C y 1 h a t.a. La solucién se filtra para eliminar los
subproductos insolubles y se concentra el filtrado. El crudo se purifica mediante
cromatografia flash automatizada (ISCO-Ry, SiO,, 120 g, sistema de elucion: DCM/MeOH
(4:1, viv); A= 254 nm; R= 0.65). Se obtiene el producto como sélido blanco como una
mezcla de rotdmeros (7.5 g, 24.3 mmoles, rendimiento: 66%, tg 1.52 min, pureza: 99%).
MS (ES+) calculada para C43H5N30g6: (m/z) 309.10; experimental [M+H] = 310.03. "H RMN
(400 MHz, DMSO- dg) 6: 8.21 (dd, J = 15.2, 8.7 Hz, 4H), 7.63 (t, J = 8.2 Hz, 4H), 7.48 (d, J
= 42.3 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 43.3 Hz, 2H), 5.29 - 5.03 (m, 6H), 4.23 (dt, J = 42.2, 7.9 Hz,
4H), 3.46 (ddt, J = 30.7, 27.4, 7.8 Hz, 4H), 2.20 - 2.01 (m, 2H), 1.87 (tdd, J=12.6, 7.9, 4.7

Hz, 2H). *C RMN (101 MHz DMSO- dg) 3: 174.1, 173.6, 153.9, 153.7, 146.8, 145.0, 144.9,
128.0, 127.7, 123.5, 123.3, 68.5, 67.9, 64.8, 64.7, 58.8, 58.4, 55.4, 54.8, 39.5, 38.7.

2.3.1 Procedimiento general para la obtencion de los miméticos de Lisil-AMP

seleccionados

NH, Previo a la reaccion se secan los productos de partida
/W‘gijH 21, 18 y 32 en una estufa conectada al vacio a 30 °C
IX o durante 18 h.
HoN O
/’L NH Se agita una solucion de 21 (1.00 g, 3.23 mmoles), 18
2
X=CH,, S R™ ~O (1.94 g, 3.89 mmoles) o 32 (1.87 g, 3.89 mmoles) y

PPh; (2.55 g, 9.72 mmoles) en THF .. (15 ml) a t.a. bajo atmosfera de argéon. Se afade
lentamente DEAD (1.53 ml, 9.72 mmoles) dejando la mezcla reaccionar a t.a. durante 15 h
bajo atmosfera de argdn. Se controla la reaccion por RP-HPLC-MS hasta la desapariciéon
del producto de partida observandose la formacién del producto deseado asi como otros
subproductos. El crudo se concentra en el rotavapor y se disuelve con Et;O (50 ml); la
mezcla resultante se enfria a 4 °C durante 16 h. Se forma un precipitado blanco que se
elimina por filtracién. Se evapora el Et,O y se purifica el crudo mediante cromatografia
flash en fase normal automatizada (ISCO-Ry; SiO,; sistema de elucion: DCM/MeOH (4:1,
v/v)); A= 270 nm). Se obtiene un aceite 22 o 23, mezcla 1:1 del producto deseado y del

oxido de trifenilfosfina (subproducto de la reaccién). El crudo 22 o 23, se disuelve en
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MeOH (10 ml) y se afnade una punta de espatula de Pd/C al 10%. Se agita la suspension
bajo atmosfera de H,, a t.a. durante 15 h. Se filtra la mezcla sobre Celite©, se recoge el
filtrado y se concentra al vacio. El producto resultante y el 6xido de trifenilfosfina se
observan por HPLC-MS. El crudo 24 es dividido en dos partes iguales mientras que el 25
es dividido en tres partes de 600 mg cada una con el fin de introducir los grupos
aromaticos miméticos de la adenina. Se afiade el acido carboxilico correspondiente (1 eq),
EDC-HCI (1 eq) y HOBt-H,O (1 eq) en DCM/DMF (9:1, v/v) (15 ml). La mezcla se agita 18
h a t.a.. Posteriormente se diluye con DCM (20 ml), lavando la fase organica con una
solucion al 5% de NaHCOg3 (4 (2 X 15 ml), &cido citrico (4c)al 0.5% (15 ml) y una solucion
saturada de NaCl (4¢) (15 ml). Se seca la fase organica con MgSO; (), se filtra y se evapora
el disolvente. Los crudos obtenidos (26, 27, 28, 29 y 30) se disuelven en TFA/DCM (2:3,
v/v) (10 ml), se agitan a t.a. durante 18 h y se concentran a sequedad .Se observé que los
productos descomponian si no se realizaba la purificacion con PR-HPLC-Preparativo

inmediatamente después de eliminar el TFA/DCM.

NH,

JJ e
HoN

M-12. Se obtuvo el producto liofilizado, una mezcla de
dos conférmeros, como un sélido de color blanco (78.9
O mg, 0.15 mmol, rendimiento global en 4 etapas: 10.1%,
pureza: 99%). HRMS (ES') calculada para

Z
/g\o
= I

~ (0] N2 Co7H32N6Os: (m/z) 520.2434; experimental: [M+H] =
\ O 521.2508. 'TH RMN (600 MHz, DMSO-46; conférmero 1)
0: 8.59 (s, 1H), 8.24 (d, J = 8.03 Hz, 1H), 8.20 (d, J =
1.53 Hz, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.72 (t, J = 8.04 Hz, 1H),

NO,

741 (d, J = 3.62 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 3.64 Hz, 1H),
7.21 (s, 1H) 5.10 (d, J = 9.67 Hz, 1H), 4.56 (d, J = 8.64 Hz, 1H), 4.29 (d, J = 7.75 Hz, 1H),
3.86 (dd, J = 13.71, 4.57 Hz, 2H), 2.76 (t, J = 7.50, 7.50 Hz, 2H), 2.73 - 2.59 (m, 1H), 2.47 -
2.46 (m, 1H), 2.45 - 2.38 (m, 1H), 2.18 (d, J = 14.04 Hz, 1H), 1.62 - 1.47 (m, 4H), 1.36 -
1.19 (m, 2H); "H RMN (600 MHz, DMSO-gs; conférmero 2) &: 8.55 (s, 1H), 8.22 (d, J = 1.22
Hz, 1H), 8.19-8.15 (m, 1H), 7.78 (t, J = 8.04 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 3.62 Hz, 1H), 7.45 (s,
1H), 7.27 (d, J = 3.58 Hz, 1H), 7.07 (s, 1H) 5.15 (s, 1H), 5.06 - 5.02 (m, 1H), 4.29 (d, J =
7.75 Hz, 1H), 4.28 - 4.22 (m, 1H), 3.92 (d, J = 13.68 Hz, 1H), 3.86 (dd, J = 13.71, 4.57 Hz,
2H), 2.76 (t, J = 7.50, 7.50 Hz, 2H), 2.71 - 2.60 (m, 1H), 2.42 (d, J = 14.35 Hz, 1H), 1.62 -
1.47 (m, 4H), 1.36 - 1.19 (m, 2H). "*C RMN (151 MHz, DMSO-¢) &: 174.2, 173.0, 163.7,
158.2, 157.9, 157.6, 157.1, 156.8, 152.3, 152.2, 148.4, 148.3, 147.6, 130.8, 130.7, 130.5,
130.2, 130.0, 122.9, 122.8, 118.7, 118.6, 118.4, 118.4, 115.6, 109.8, 109.7, 75.3, 72.4,
59.6, 53.5, 53.3, 44.9, 38.4, 37.5, 33.9, 30.0, 30.0, 29.9, 26.4, 21.5.
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NH, M-24. Se obtuvo el producto liofilizado, una mezcla de

//J“' N/O dos conférmeros, como un sélido de color blanco (100

0 mg, 0.20 mmol, rendimiento global en 4 etapas:

H2N ZD\(O 13.7%, pureza: > 99%). HRMS (ES") calculada para

N\\Kgo NHy  CxoHagNgO7: (m/z) 488.2019; experimental: [M+H] =

\ 0 489.2091. '"H RMN (600 MHz, DMSO- dg; conférmero

1) &: 845 -8.24 (m, 2H), 8.24 - 8.16 (m, 1H), 7.84 -

7.71 (m, 3H), 7.67 - 7.60 (m, 1H), 7.60 - 7.47 (m, 3H),

7.47 - 7.36 (m, 1H), 7.36 - 7.28 (m, 1H), 4.96 - 4.86

(m, 1H), 4.68 - 4.46 (m, 1H), 4.05 - 3.87 (m, 1H), 3.54 - 3.40 (m, 1H), 2.86 - 2.62 (m, 2H),

2.45 - 2.35 (m, 1H), 2.37 - 2.28 (m, 1H), 1.62 - 1.36 (m, 4H), 1.35 - 1.15 (m, 2H); '"H RMN

(600 MHz, DMSO-4¢; conformero 2) ©: 8.44 - 8.24 (m, 2H), 8.15-8.09 (m, 1H), 7.84 - 7.70

(m, 3H), 7.67 - 7.60 (m, 1H), 7.59 - 7.47 (m, 3H), 7.47 - 7.37 (m, 1H), 7.13 - 7.06 (m, 1H),

5.08 - 5.01 (m, 1H), 4.14 - 3.99 (m, 1H), 3.79 - 3.68 (m, 1H), 3.39 - 3.23 (m, 1H), 2.86 -

2.65 (m, 2H), 2.39 - 2.27 (m, 1H), 2.27 - 2.14 (m, 1H), 1.61 - 1.37 (m, 2H), 1.36 - 1.16 (m,

2H). *C RMN (151 MHz, DMSO-4) &: 174.2, 173.0; 163.7; 158.2; 157.9; 157.6; 157.1;

156.8; 152.3, 152.2, 148.4, 148.3, 147.6, 130.8, 130.7, 130.5, 130.2, 130.0, 122.9, 122.8,

118.7, 118.6, 118.4, 118.4, 115.6, 109.8, 109.7, 75.3, 72.4, 59.6, 53.5, 53.3, 44.9, 384,
37.5, 33.9, 30.0, 30.0, 29.9, 26.4, 21.5.

NH, M-26. Después de liofilizar las fracciones recogidas, el
OH
N/ producto, una mezcla de dos conférmeros, se obtuvo

s

///S o como un solido de color blanco (37.3 mg, 0.06

HaN ZD\(O mmoles, rendimiento global en 4 etapas: 3.9%, tr 1.00

NH, min, pureza: > 99.5%). HRMS (ES+) calculada para

Co4H28BrN;O,4S: (m/z) 589.1107; experimental [M+H]=

o NH ] 592.1155. '"H RMN (600 MHz, DMSO- dg) 5: 8.41 -

8.30 (s, 1H), 7.99 - 7.87 (m, 2H),7.87 - 7.80 (d, J = 7.1

Hz, 1H), 7.80 - 7.74 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 7.71 - 7.53 (m,

2H), 7.53 - 7.42 (m, 3H), 7.40 - 7.29 (m, 1H), 7.20 -

7.10 (s, 1H), 7.10 - 7.02 (s, 1H), 5.13 - 5.00 (s, 1H), 4.99 - 4.85 (s, 1H), 4.71 - 4.54 (m, 1H),

4.40 - 4.26 (m, 1H), 4.16 - 3.96 (s, 1H), 3.00 - 2.82 (s, 2H), 2.76 - 2.63 (m, 2H), 2.62 - 2.57

(m, 2H), 2.57 - 2.53 (s, 1H), 2.33 - 2.17 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 2.20 - 2.05 (d, J = 12.8 Hz,

1H), 1.31 - 1.14 (s, 1H). *C RMN (151 MHz, DMSO- dg) &: 173.7, 173.4, 170.0, 169.7,

165.1, 162.1, 161.9, 152.1, 151.9, 133.4, 132.3, 132.1, 131.6, 130.2, 127.9, 122.1, 121.5,
73.7,72.8,61.2,58.7, 54.7, 52.5, 47.0, 39.5, 34.9, 34.6, 30.5, 29.0.

)
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NH, OH M-33. El producto liofilizado, una mezcla de dos

S/““%»N/ conférmeros, se obtuvo como un sélido de color
/// O Zj\(o blanco (51.3 mg, 0.09 mmoles, rendimiento global en
N 4 etapas: 4.2%, tr 1.88 min, pureza: > 99.5%). HRMS
o) (ES+) calculada para CygH3sN;0,4S: (m/z) 565.2471;
experimental [M+H]= 566.2541. '"H RMN (400 MHz,
N CD3;0OD; conférmero 1) 6: 8.25 - 8.14 (s, 1H), 7.83 -
7.75 (m, 2H), 7.75 - 7.68 (m, 2H), 7.56 - 7.43 (m, 4H),
@ 7.44 - 7.36 (m, 1H), 7.34 - 7.24 (m, 1H), 5.22 - 512
(m, 1H), 5.16 - 4.99 (m, 1H), 4.66 - 4.52 (dd, J = 8.6, 3.1 Hz, 1H), , 4.34 - 4.14 (m, 1H),
3.88 - 3.60 (dq, J = 9.4, 4.4 Hz, 3H), 3.15 - 2.95 (m, 6H), 2.89 - 2.51 (m, 4H), 2.42 - 2.31
(m, 1H), 1.99 - 1.80 (s, 1H), 1.35 - 1.17 (s, 1H); "H RMN (400 MHz, CDs0D; conférmero 2)
0:8.15-8.10 (s, 1H), 7.83 - 7.75 (m, 2H), 7.75 - 7.68 (m, 2H), 7.56 - 7.43 (m, 4H), 7.44 -
7.36 (m, 1H), 7.34 - 7.24 (m, 1H), 5.22 - 5.12 (m, 1H), 5.16 - 4.99 (m, 1H), 4.66 - 4.52 (dd,
J=8.6, 3.1 Hz, 1H), 4.53 - 4.41 (m, J = 5.4 Hz, 1H), 3.88 - 3.60 (dq, J = 9.4, 4.4 Hz, 3H),
3.15-2.95 (m, 6H), 2.89 - 2.51 (m, 4H), 2.52 - 2.44 (m, 1H), 1.99 - 1.80 (s, 1H), 1.35- 1.17
(s, 1H). *C RMN (101 MHz, CD;0D) &: 176.7, 176.6, 174.2, 174.1, 162.5, 153.0, 141.3,
134.7, 130.6, 130.6, 129.7, 129.2, 129.1, 129.1, 129.1, 128.9, 127.5, 121.6, 120.0, 120.0,
76.2, 74.8, 60.8, 60.2, 54.0, 53.8, 47.7, 40.0, 38.4, 36.2, 35.9, 35.7, 35.5, 31.2, 31.1, 20.8,
20.5.

HoN

NH, M-37. Después de liofilizar las fracciones recogidas, el

/“"%'N/OH producto, una mezcla de dos conférmeros, se obtuvo

///S o Z—>\/( como un solido de color blanco (24.4 mg, 0.05
H2N N ° mmoles, rendimiento global en 4 etapas: 3.0%, fgr 1.33
_ min, pureza: > 99.5%). HRMS (ES") calculada para

\_O 0 C21H26Ng0O7S: (m/z) 506.1584; experimental [M+H]=

507.1654. '"H RMN (600 MHz, DMSO- dg; conférmero

1) d: 8.60 (s, 1H), 8.36 (s, 3H), 8.23 (dd, J = 15.6, 7.7

Hz, 2H), 7.80 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.71 - 7.35 (m, 1H),

7.35-7.01 (m, 1H), 5.74 (s, 1H), 5.09 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 5.04 (s, 1H), 4.07 (d, J = 5.6 Hz,
1H), 3.84 (s, 2H), 2.93 - 2.84 (m, 2H), 2.74 - 2.64 (m, 2H), 2.63 - 2.52 (m, 2H), 2.43 (d, J =
13.5 Hz, 1H), 2.19 (d, J = 13.3 Hz, 1H); "H RMN (600 MHz, DMSO- d; conformero 2) &:
8.57 (s, 1H), 8.36 (s, 3H), 8.19 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.74 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.71 — 7.35 (m,
1H), 7.35 — 7.01 (m, 1H), 5.74 (s, 1H), 5.16 (s, 1H), 4.57 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.26 (d, J =
7.2 Hz, 1H), 4.19 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 4.07 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 2.93 — 2.84 (m, 2H), 2.74 —
2.64 (m, 2H), 2.63 — 2.52 (m, 2H), 2.43 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 2.19 (d, J = 13.3 Hz, 1H). *C

NH,

NO,
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RMN (151 MHz, DMSO- dg) &: 174.1, 173.0, 165.2, 161.9, 157.3, 157.1, 152.3, 148.6,
147.9, 130.9, 130.3, 122.9, 1184, 109.8, 74.5, 71.6, 59.9, 53.6, 47.0, 37.7, 34.8, 341,
30.8, 29.0.
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2.3.2 Caracterizacion de los miméticos de Lisil-AMP seleccionados sintetizados

en solucion

\\o o M-12 78.9 520.2434 521.2508 99 -
(18)
NO,
NH,
" OH
Valte:
HoN ° Z_)\f 0-17
N
NWAO M M-24 100.0 488.2019 | 489.2091 >99 -

& b

Tabla donde se resume la caracterizacion de los miméticos de Lisil-AMP seleccionados. 'Pureza determinada a

A= 214 nm mediante RP-HPLC-MS analitico utilizando la columna XBridgeTM Cis (4.6 x 50 mm, 3.5 um), en
condiciones acidas (A: H20:HCOOH (99.9:0.1, v/v); B: ACN:HCOOH (99.3:0.7, v/v)), con gradientes lineales de
5-100% de B en 4.5 min a un flujo de 1ml/min. Gradiente utilizado para la purificacién de los compuestos
mediante HPLC-MS-Prep en condiciones basicas %(A: H,O:NH4COs (20 mM, pH 9); B: ACN) o &cidas 3(A:
H20:HCOOH (99.9:0.1, v/v); B: ACN:HCOOH (99.3:0.7, v/v)) utilizando un flujo de 16 ml/min en ambos caso.
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3. Sintesis de la quimioteca de ligandos muiltiples

3.1 Sintesis asimétrica del acido (1R,2S)-2-

aminociclopentanocarboxilico; cispentacina

QCOzEt 2-aminociclopentenocarboxilato de etilo (34). Se disuelve 2-
oxociclopentenocarboxilato de etilo (10.0 ml, 0.07 moles) en MeOH 4.

NH, (70.0 ml) y se afiade acetato de amonio (27.0 g, 0.35 moles). La reaccién

se agita a t.a en atmosfera de argén durante 18 h, monitorizando su evolucién mediante
HPLC-MS. Una vez finalizada la reaccién se evapora el disolvente. Se disuelve el residuo
con DCM, lavando la fase organica con una disolucion saturada de NaCl (4 (3 x 20 ml). La
fase organica se seca con MgSO;, ), se filtra y se elimina el disolvente obteniendo un
so6lido amarillento (10.7 g, 0.07 moles, rendimiento: 99%, fg 2.32 min, pureza: 99%). MS
(ES™) calculada para CgH13NO,: (m/z) 155.09; experimental [M+H] = 155.79. "H RMN (400
MHz, CDCl;) &: 4.14 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.49 (dt, J = 15.5, 7.5 Hz, 4H), 1.81 (m, 2H), 1.26
(t, J = 7.1 Hz, 3H). ®*C RMN (101 MHz, CDCl) &: 168.2, 161.8, 95.4, 58.7, 35.2, 29.6, 20.9,

14.8.

una disolucién de 34 (10.7 g, 0.07 moles) y Et;N (48.8 ml, 0.35 moles) se

NHBoc le afiade Boc,O (30.6 g, 0.14 moles). La mezcla se agita a reflujo 10 h, una

Q*CO Et 2-((terc-butoxicarbonil)amino)ciclopentenocarboxilato de etilo (35). A
2

vez finalizada la reaccion, se elimina el disolvente siendo posteriormente redisuelto el
residuo con DCM. Se lava con una disolucion saturada de NaHCO3 (4 (3 x 20 ml) y NaCl
(@c. sat) (3 X 20 ml). La fase organica se seca con MgSOQO, (), se filtra y se elimina el
disolvente. El crudo es purificado mediante cromatografia flash automatizada (ISCO-R;;
SiO,, 120 g, sistema de elucion: hexano/MTBE (4:1, v/v); A= 270 nm; R;=0.80). Una vez
eliminado el disolvente se obtiene el producto en forma de aceite transparente (7.20 g,
28.2 mmoles, rendimiento: 44%, tz 4.14 min, pureza: 88%). MS (ES") calculada para
C13H2sNOy4: (m/z) 255.15; experimental [M+H] = 255.94. '"H RMN (400 MHz, CDCls) &: 9.54
(s, 1H), 4.16 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.08 - 3.02 (m, 2H), 2.54 - 2.36 (m, 2H), 1.91 - 1.72 (m,
2H), 1.45 (s, 9H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H). ®*C RMN (101 MHz, CDCl;) &: 167.9, 155.6
152.1, 105.3, 81.0, 59.7, 33.7, 28.7, 28.3, 21.1, 14.5.
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Sintesis de la quimioteca de ligandos multiples

(38). El complejo de Ru(Me-alilo),(COD) asi como el ligando (R)-(+)-BINAP

NHBoc se pesan en una caja seca para evitar su deterioro al contactar con el aire.

Q‘CO Et (1R,2S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilato de etilo
2

En un tubo Slenk, bajo atmosfera de N, se hace reaccionar el complejo de Ru(Me-
alilo),(COD) (150 mg, 0.43 mmoles) con el ligando (R)-(+)-BINAP (293 mg, 0.43 mmoles)
en DCM 4o (10 ml). La disolucion se agita a t.a durante 30 min, posteriormente, se enfria
a 0 °C y se afiade gota a gota HBF,-OEt;, (128 ul, 0.86 mmoles), observando un cambio de
color amarillo-rojizo de la disolucion. La mezcla se agita a 0 °C unos 30 min,
posteriormente, se elimina mediante vacio, el DCM hasta sequedad. Se afiaden 30 ml de
MeOH .o para disolver el catalizador formado y se canula sobre 35 (3.70 g, 14.5 mmoles)
en un tubo dentro del el reactor donde se llevara a cabo la hidrogenacion. Se purga el
reactor con N, tres veces y tres mas con H, hasta alcanzar una presion final de 50 bar. Se
deja la reaccion a t.a. con agitacion. Pasadas 24 h, se afiade lo mas rapidamente posible
catalizador recientemente preparado (Ru(Me-alilo),(COD): (150 mg, 0.43 mmoles); R)-(+)-
BINAP (293 mg, 0.43 mmoles); HBF,OEt, (128 ul, 0.86 mmoles)), para aumentar la
conversion del sustrato, dejando la reaccion en las mismas condiciones 48 h mas. Se
elimina el disolvente y se purifica el crudo mediante cromatografia con gel de silice (SiO,,
sistema de elucion: hexano/MTBE (4:1, v/v), R;=0.44). Durante la purificacion un 42% del
sustrato de partida es recuperado. El producto se obtiene como sélido blanco (960 mg,
rendimiento: 26%, tz 2.98 min). MS (ES") calculada para Ci3HxsNOy4: (m/z) 257.16;
experimental [M+H] = 257.95. "H RMN (400 MHz, CDCl;) 3: 4.94 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 4.27 -
4.16 (m, 1H), 4.13 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.97 (dd, J = 14.8, 7.4 Hz, 1H), 2.02 - 1.84 (m, 3H),
1.84 - 1.73 (m, 1H), 1.70 - 1.53 (m, 2H), 1.42 (s, 9H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 3H). °®C RMN
(101 MHz, CDCl3) 8: 174.5, 155.4, 79.3, 60.6, 53.9, 47.0, 32.5, 28.5, 27.9, 22.4, 14 4.

Q_COZH acido (1R,2S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilico
(39). A una disolucién de 38 (400 mg, 1.55 mmoles) en H,O/THF (1:1, v/v)
NHBoc se le aflade Ba(OH),:8H,0 (1.47 g, 4.65 mmoles). Se agita la reaccion a 30
°C durante 10 h. Se monitoriza la reaccién mediante HPLC-MS. La mezcla de reaccién se
pasa a través de una columna de intercambio idnico utilizando la resina Dowex 50WX4-50
lavando con H,O. El producto se liofiliza obteniéndose un sélido blanco (310 mg, 1.35
mmoles, rendimiento: 85%, tx1.83 min). MS (ES™) calculada para C11H{gNO4: (m/z) 229.13;
experimental [M+H] = 229.87. '"H RMN (400 MHz CDCl3) d: 6.85 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 5.23
(d, J=4.3 Hz, 1H), 4.29 - 3.97 (m, 1H), 3.18 - 2.88 (m, 1H), 2.13 - 1.77 (m, 4H), 1.77 - 1.53
(m, 2H), 1.46 (s, 9H).
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Q_ OH acido (1R,2S)-2-aminociclopentanocarboxilico; cispentacina (40). A 39
(40.0 mg, 0.17 mmoles) se le afade una solucion de HCI 4 M en 1,4-

NH, dioxano (~ 5 ml). Se agita la reaccién a t.a. y se monitoriza mediante
HPLC-MS hasta finalizar (~ 50 min). Se co-evapora el disolvente con 1,4-dioxano 3 veces.
El crudo es solubilizado con la minima cantidad de MeOH y se precipita el producto en
Et,O. La mezcla se centrifuga a 5 °C durante 15 min a 4500 rpm. Se obtiene el producto
puro como sélido blanco (22.0 mg, 0.17 mmoles, rendimiento: 98%, tzr 0.44 min). HRMS
(ES™) calculada para CgH11NO,: (m/z) 129.0790; experimental [M+H] = 130.0866. "H RMN
(400 MHz, D,0) &: 3.88 (dd, J = 11.6, 6.3 Hz, 1H), 3.17 (dd, J = 15.0, 8.3 Hz, 1H), 2.22 -
2.11 (m, 2H), 2.03 - 1.72 (m, 4H). *C RMN (101 MHz, D,0) &: 176.6, 52.9, 45.6, 29.9,

27.4,21.4. [a]p>>= -14.0° (c 0.01, H,0) 3.

3.2 Procedimientos generales para la sintesis de derivados del
acido (1R,2S), (1S,2S) y (1R,2R)-2-aminociclopentanocarboxilico

Para la sintesis de los compuestos de dicha quimioteca se usan L-aminoacidos con los
grupos funcionales protegidos; el grupo carboxilico mediante un éster metilico (NH,-AA-
OMe); el grupo amino terminal protegido con un grupo terc-butoxicarbonilo (Boc-NH-AA-
OH). En el caso particular del aminoacido L-Glutamina, utilizado en la sintesis de esta

libreria, la amida esta protegida mediante el grupo tritilo (Boc-NH-GIn(Trt)-OH).

Hidrolisis del éster metilico

Se disuelve el compuesto a hidrolizar en una mezcla de H,O/THF (1:1, v/v) y se afiade
Ba(OH),:8H,0, (2 eq), la mezcla de reaccion se agita a t.a. de 1.5 h. Se monitoriza la
reaccion por HPLC-MS. Una vez finalizada la reaccion, la solucion se pasa a través de una
columna de intercambio idnico utilizando la resina Dowex 50WX4-50, usando H,O para
eluir el producto. Las fracciones recogidas son liofilizadas obteniéndose el producto como

un sélido.

Hidrolisis del éster etilico

Se disuelve el compuesto a hidrolizar en una mezcla de H,O/THF (1:1) y se ahade
Ba(OH),:8H,0, (3 eq), la mezcla de reaccion se agita a 30 °C durante 10 h, observando
por HPLC-MS la hidrolisis del éster. Una vez finalizada la reaccion, la solucion se pasa a
través de una columna de intercambio ibnico utilizando la resina Dowex 50WX4-50,
usando H,O para eluir el producto. Las fracciones recogidas son liofilizadas obteniéndose

el producto como un sélido.
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Eliminacion del grupo Boc

Se disuelve el compuesto en la minima cantidad posible de una solucion 4 M de HCI en
1,4-dioxano. La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante 30 min,
posteriormente se concentra in vacuo y se co-evapora dos veces con 1,4-dioxano. Se
disuelve el solido obtenido en la minima cantidad de MeOH precipitandolo el producto
mediante adicion de Et,0. La mezcla se centrifuga a 5 °C durante 15 min a 4500 rpm. Se
eliminan las impurezas disueltas en la solucién por decantacién obteniendo el producto

como un soélido.

Eliminacién del grupo tritilo

Se disuelve el compuesto en una mezcla de TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5, v/v/v) a t.a. durante
1 h. En estas condiciones todos los grupos protectores Boc también son eliminados. Una
vez la reaccion ha terminado se procede de la misa manera que en el apartado anterior

para aislar el producto.

Reaccion de acoplamiento

Las reacciones de acoplamiento entre el grupo acido de una aminoacido y el grupo amino
de otro se lleva a cabo en DCM (15-25 ml), solubilizando los compuestos con Et;N (3 eq) e
utilizando EDC-HCI (1.2 eq) y HOBt-H,0 (1.2 eq) como agentes acoplantes. La mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 12-18 h. La fase organica se extrae con
una solucién al 5% de NaHCO3 (5 (3 x 15 ml), 0.5% de ac. citrico (4 (3 x 15 ml), solucion
saturada de NaCl () (3 x 15 ml). La fase organica se seca con MgSO, (), se filtra y se

evapora el disolvente en el rotavapor obteniendo el producto deseado.

Purificacion de los compuestos finales

Los crudos se disuelven con H,O/ACN (1:1, v/v) en la minima cantidad posible. Se
purifican los productos con RP-HPLC-Preparativo, utilizando la columna XBridge™ Prep
Cis (19 x 100 mm, 5 um OBD™), en medio acido (A: H,O:HCOOH (99.9:0.1, v/v); B:
ACN:HCOOH (99.3:0.7, v/v)), con gradientes lineales de 7.5 min a un flujo de 16 mi/min.

O\_ y (1S,2S)-2-aminociclopentanocarboxilato de metilo (44). Se disuelve el

\\‘\ O  acido (1S,2S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilico (600

NH mg, 2.61 mmoles) en MeOH (20 ml). La mezcla se enfria con un bafio de
2

H,Of/hielo. Se afade gota a gota una solucion de trimetilsilildiazometano
2 M en Et,O(~5 ml) hasta que la solucién cambia de color volviéndose amarilla, indicando
asi un exceso del reactivo. Se agita la reaccion a t.a. durante 10 min. Una vez evaporado
el disolvente, el se redisuelve en DCM vy se filtra en silica. Se lava con DCM eluyendo el
producto con una mezcla de DCM/MeOH (9:1, v/v). Posteriormente se elimina el grupo Boc

siguiendo el protocolo general previamente descrito. Se obtiene el producto como un sélido
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blanco (280 mg, 1.96 mmoles, rendimiento: 75%, tg 0.38 min). MS (ES") calculada para
C7H13sNOy: (m/z) 143.09; experimental [M+H] = 143.79. '"H RMN (400 MHz, CD;0D) &: 3.83
(dd, J =154, 7.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.88 (dd, J = 16.9, 7.7 Hz, 1H), 2.26 - 2.12 (m, 2H),
1.93 - 1.65 (m, 4H). "*C RMN (101 MHz, CD;0D) 5: 174.8, 55.3, 52.8, 31.9, 30.0, 24.1.

0 y (1R,2R)-2-aminociclopentanocarboxilato de metilo (45). Se disuelve el

G)‘ O acido (1R,2R)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)ciclopentanocarboxilico (600

mg, 2.61 mmoles) en MeOH (20 ml). La mezcla se enfria con un bafo de

“NH
2 H,O/hielo. Se afade gota a gota una solucién de trimetilsiliidiazometano

2 M en Et,0 (~5 ml) hasta que la solucion cambia de color volviéndose amarilla, indicando
asi un exceso del reactivo. Se agita la reaccién a t.a. durante 10 min. Una vez evaporado
el disolvente, el crudo se redisuelve en DCM y se filtra en silica. Se lava con DCM
eluyendo el producto con una mezcla de DCM/MeOH (9:1, v/v). Posteriormente se elimina
el grupo Boc siguiendo el protocolo general previamente descrito. Se obtiene el producto
como un sélido blanco (300 mg, 2.10 mmoles rendimiento: 80%, tzx 0.38 min). MS (ES")
calculada para C;H13NO2: (m/z) 143.09; experimental [M+H] = 143.79. 'H RMN (400 MHz,
CD3;0D) 6: 3.83 (dd, J = 15.4, 7.5 Hz, 1H), 3.74 (s, 3H), 2.88 (dd, J = 16.9, 7.7 Hz, 1H),
2.26 - 2.12 (m, 2H), 1.93 - 1.65 (m, 4H). *C RMN (101 MHz, CD30D) &: 174.8, 55.3, 52.8,
31.9, 30.0, 24.1.
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3.2.1 Caracterizacion del los compuestos intermedios derivados del acido
(1R,2S), (1S,2S) y (1R,2R)-2-aminociclopentanocarboxilico

Mexp. tRHPLC %) P
Compuesto Isomeria Estructura prc:;?lcto (%) R M calc. [M+H‘3] (min) (A=(2"|)L nm)
39 (1R,2S) Boc—N1 o 310 85 22913 229.87  1.83 -
OH

a1 (1R,28) " NS Z\ ) 270 >99 15711 15797  0.92 -

2

OEt
42 (18,2S) QH/ 490 77 24388  2.64 -
Boc—nH PO 243.15
43 (1R,2R) OMe 515 81 24399  2.62 -
a4 (18,2S) QH/ 280 > 99 14382 064 -
a0 143.09

a5 (1R,2R) OMe 300 99 14379 065 -

0

NH o

46 (1R,28) et 581 87 40423 40509  3.13 86

HN—-Boc
a7 (18,2S) o) 678 89 2.90 89

N YO 39022  391.07
OMe ’ ’

48 (1R2R) HN=Boc 654 60 2.93 >99
49 (1R,2S) o 320 94 2.53 88

NH o
50 (18,28) cr)/H 520 97 37620 37706 257 88
HN~Boc
51 (1R,2R) 450 96 2.60 91

52 (1R,2S) QV 430 92 3.05 >99
0

Boc—NH r
53 (1S,2S) HN 857 84 390.22  391.07 3.00 89
54 (1R,2R) MeO™ ~o 1005 98 297 88
55 (1R,2S) 367 95 376.99 2.65 93
Boc— o
56 (1S,2S) NH Hl\[l/ 134 97 376.20 2.50 90
377.06
57 (1R,2R) HO g 114 79 2.48 99
58 (1R,2S) Q/ 318 99 290.99 1.45 90
HN PO
59 (1S,2S) HN 637 99 290.16  290.87 1.57 98
60 (1R,2R) MeO™ ~o 656 98 290.93 1.40 98
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mg Mexp. tRHPLC (%) P
producto [M+H"] (min)  (A=214 nm)

61 (1R,2S) o QV 247 89 3.20 88
V\NH I/O
62 (18,28) HN 344 64 503.30  504.19 3.18 87

63 (1R,2R) 348 48 3.18 84

64 (1R,2S) o QV 204 85 49020 278 87
o]
65 (15,25) \>_2LNH "y 113 89  480.28 277 91
NH I\© 490.18
66 (1R,2R) Boc HO o 104 86 2.75 90

67 (1R2S) o QLV 355 85 76136 375 96
W %

68 (1s,2s) HN 580 71 760.38 84

HN
T” BOC/NH I\© 761.37 3.78
69 (1R,2R) MeO™ So 953 81 91

70 (1R2S) o 200 89 747.37 3.48 94

O

g Za/o

7 (15,25) HNWNH e 354 90 74637 353 92
T\, I\© 747.30

72 (1R,2R) HO o 419 93 342 90

73 (1R,2S) Q/ 156 97 504.19 3.20 80
O,
0]

Compuesto Isomeria Estructura (%) R M calc.

74 (18,28) NHT 277 94  503.30 327 80
HN-Boc TV 504.25
75 (1R,2R) Meo™ S0 225 98 3.18 78
76 (1R,2S) o QV 129 85 49020 277 70
(0]
77 (15,25) NH g 218 83 480.28 279 80
HN—Boc 490.18
78 (1R,2R) Ho o 183 81 2.72 92
79 (1R,2S) o QV 134 97 2,37 %4
NH PO NH,
80 (18,2S) HN 291 96 51827 51920 230 75
HN_BOC 6]
81 (1R,2R) MeO™ ~O 275 98 2.32 89
82 (1R,2S) o QV 120 92 50520  2.17 70
NH O NH,
83 (18,2S) B HNI\/&O 243 8 50426 50513  2.13 84
HO (6]
84 (1R,2R) 241 90 505.07  2.20 72

Tabla donde se resume la caracterizacion del los compuestos intermedios derivados del acido (1R,2S), (1S,2S)
y (1R,2R)-2-aminociclopentanocarboxilico. La pureza de los compuestos intermedios se determina a A= 214 nm
mediante RP-HPLC-MS analitico utilizando la columna XBridge™ Cys (4.6 x 50 mm, 3.5 um), en condiciones
acidas (A: H,O:HCOOH (99.9:0.1, v/v); B: ACN:HCOOH(99.3:0.7, v/v)), con gradiente lineales de 5-100% de B

en 4.5 min, a un flujo de 1ml/min.
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3.3 Caracterizacion de la quimioteca de derivados del acido
(1R,2S), (1S,2S) y (1R,2R)-2-aminociclopentanocarboxilico

acido (S)-2-((1R,2S)-2-aminociclopentanocarboxamida)-3-
fenilpropanoico (M2-01). Se obtiene le producto sélido (35.6

e
mg, 0.13 mmoles, rendimiento final: 52%, tr 1.73 min, pureza:

HN:\I\/\© >09%). MS (ES") calculada para CisHoN,Os: (m/z) 276.15;
HO™ Yo experimental [M+H] = 277.37. "H RMN (400 MHz, D,0) &: 7.44 -
7.37 (m, 2H), 7.36 - 7.29 (m, 3H), 4.63 - 4.57 (m, 1H), 3.74 - 3.66 (m, 1H), 3.26 (dd, J =
13.9, 5.3 Hz, 1H), 3.01 (dd, J = 13.7, 9.7 Hz, 1H), 2.91 (dd, J = 15.2, 8.0 Hz, 1H), 2.17 -

2.03 (m, 2H), 1.91 - 1.68 (m, 4H). '*C RMN (101 MHz, D,0) &: 175.9, 174.4, 137.3, 129.4,
128.8, 127.2, 55.0, 53.7, 45.8, 36.9, 30.1, 27.8, 21.4.

acido (S)-2-((1S,2S)-2-aminociclopentanocarboxamida)-3-
" 0 fenilpropanoico (M2-02). Se obtiene le producto solido (64.0
H2N ]7 mg, 0.23 mmoles, rendimiento final: 65%, tg 2.00 min, pureza:

HNI\© >09%). MS (ES") calculada para CysHoN,Os: (m/z) 276.15;
HO™ ~o experimental [M+H] = 276.99. '"H RMN (400 MHz, D,0) &: 7.41 -
7.35 (m, 2H), 7.34 - 7.28 (m, 3H), 3.76 (dd, J = 14.5, 7.2 Hz, 1H), 3.34 (dd, J = 14.0, 4.8
Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 13.9, 10.1 Hz, 1H), 2.78 (dd, J = 16.2, 8.5 Hz, 1H), 2.18 - 2.05 (m,

1H), 2.04 - 1.92 (m, 1H), 1.82 - 1.60 (m, 3H), 1.38 - 1.24 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, D,0)
5:176.2, 174.9, 137.1, 129.4, 128.8, 127.1, 54.6, 53.8, 49.5, 37.3, 30.6, 30.6, 23.4.

acido (S)-2-((1R,2R)-2-aminociclopentanocarboxamida)-3-
fenilpropanoico (M2-03). Se obtiene le producto solido (45.7
HN mg, 0.17 mmoles, rendimiento final: 55%, tx 1.85 min, pureza:
>09%). MS (ES") calculada para CisHoN,Os: (m/z) 276.15;

Hol/o\© experimental [M+H] = 276.92. '"H RMN (400 MHz, D,0) & 7.46 —

7.38 (m, 2H), 7.37 — 7.28 (m, 3H), 4.61 (dd, J = 9.3, 5.8 Hz, 1H), 3.72 (dd, J = 14.4, 6.8 Hz,
1H), 3.27 (dd, J = 14.0, 5.6 Hz, 1H), 3.06 (dd, J = 13.9, 9.4 Hz, 1H), 2.79 (dd, J = 15.8, 7.7

Hz, 1H), 2.20 - 2.05 (m, 2H), 1.86 - 1.64 (m, 4H). "*C RMN (101 MHz, D,0) &: 175.8, 175.1,
137.2,129.3, 128.9, 127.3, 55.1, 54.0, 49.2, 36.6, 30.6, 30.0, 23.2.
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acido (1R,2S)-2-((S)-2-amino-3-

Q o fenilpropanamida)ciclopentanocarboxilico (M2-04). Se
NH obtiene le producto soélido (19.9 mg, 0.07 mmoles, rendimiento
NH; on final: 30%, tg 1.73 min, pureza: 92%). MS (ES") calculada para

C45H2oN2O3: (m/z) 276.15; experimental [M+H] = 276.92. H
RMN (400 MHz, D,0) & 7.48 - 7.37 (m, 2H), 7.35 - 7.30 (m, 1H), 4.41 (dd, J = 13.2, 6.4 Hz,
1H), 4.24 (dd, J = 14.8, 6.7 Hz, 1H), 3.25 (dd, J = 14.3, 6.0 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 14.2, 8.7
Hz, 1H), 2.99 - 2.89 (m, 1H), 2.09 - 1.76 (m, 2H), 1.75 - 1.57 (m, 1H). *C RMN (101 MHz,
D,0) &: 178.7, 168.7, 134.0, 129.5, 129.4, 129.3, 128.2, 54.6, 52.8, 48.4, 37.2, 31.3, 27.5,
21.9.

acido (1S,2S)-2-((S)-2-amino-3-

Q Q o fenilpropanamida)ciclopentanocarboxilico (M2-05). Se
NH /OI//H obtiene le producto sélido (56.0 mg, 0.20 mmoles, rendimiento
NH> final: 76%, tr 1.83 min, pureza: >99%). MS (ES") calculada

para C1s5H2N203: (M/z) 276.15; experimental [M+H] = 276.99.
'"H RMN (400 MHz, D,0) & 7.49 — 7.35 (m, 3H), 7.33 - 7.23 (m, 2H), 4.28 (dd, J = 13.6, 6.4
Hz, 1H), 4.08 (dd, J = 8.1, 6.6 Hz, 1H), 3.21 (dd, J = 13.7, 6.4 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 13.6,
8.4 Hz, 1H), 2.32 - 2.23 (m, 1H), 2.05 - 1.87 (m, 2H), 1.72 - 1.53 (m, 3H), 1.51 - 1.38 (m,
1H). *C RMN (101 MHz, D,0) &: 182.9, 168.1, 134.0, 129.6, 129.3, 128.1, 54.7, 53.1,
49.0, 37.2,32.4, 30.1, 23.5.

acido (1R,2R)-2-((S)-2-amino-3-

O A fenilpropanamida)ciclopentanocarboxilico (M2-06). Se

obtiene le producto soélido (46.7 mg, 0.17 mmoles, rendimiento

NH, final: 56%, tr 1.93 min, pureza: >98%). MS (ES") calculada

para C1sH2oN2O3: (M/z) 276.15; experimental [M+H] = 276.92.

'H RMN (400 MHz, D,0) & 7.47 - 7.36 (m, 3H), 7.32 - 7.26 (m, 2H), 4.20 (dd, J = 15.2, 7.6

Hz, 1H), 4.14 - 4.05 (m, 1H), 3.25 (dd, J = 13.5, 6.1 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 13.4, 9.3 Hz,

1H), 2.54 - 2.41 (m, 1H), 2.04 - 1.92 (m, 1H), 1.92 - 1.80 (m, 1H), 1.76 - 1.49 (m, 3H), 1.17

-1.03 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, D,0) &: 181.8, 168.2, 134.0, 129.6, 129.2, 128.1, 54.8,
51.9,37.1, 31.9, 29.0, 22.9.
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acido (S)-2-((1R,2S8)-2-((2S,3R)-2-amino-3-

o) o metilpentanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-
WNH HN fenilpropanoico (M2-07). Se obtiene le producto sélido
NH, m (69.3 mg, 0.18 mmoles, rendimiento final: 58%, tg 2.30

HO™ o min, pureza: 97%). MS (ES") calculada para

Ca1Ha1N3O4: (m/z) 389.23; experimental [M+H] = 390.46. "H RMN (400 MHz, D,0) & 7.44 -
7.32 (m, 3H), 7.32 - 7.26 (m, 1H), 4.44 - 4.34 (m, 1H), 3.79 - 3.73 (m, 1H), 3.13 (dd, J =
13.8, 5.9 Hz, 1H), 3.08 - 2.94 (m, 1H), 2.09 - 1.94 (m, 2H), 1.93 - 1.59 (m, 5H), 1.42 - 1.30
(m, 1H), 1.17 - 0.93 (m, 2H), 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 3H). '*C RMN
(101 MHz, D,0) &: 175.9, 175.2, 168.3, 136.7, 129.4, 128.9, 127.4, 57.9, 55.4, 53.6, 47.9,
36.8, 36.2, 32.2, 27.2, 24.3, 21.8, 14.0, 10.7.

acido (S)-2-((1S,2S)-2-((2S,3R)-2-amino-3-

0 Q o metilpentanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-
\>_2\NH H/Nf fenilpropanoico (M2-08). Se obtiene le producto sélido
NH, :\l\/\© (53.9 mg, 0.14 mmoles, rendimiento final: 68%, tg 2.70

HO™ Yo min, pureza: 98%). MS (ES") calculada para

Ca1Ha1N3O04: (m/z) 389.23; experimental [M+H] = 390.06. 'H RMN (400 MHz, D,0) & 7.39 —
7.27 (m, 3H), 7.24 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 4.60 (dd, J = 8.4, 5.1 Hz, 1H), 4.28 (dd, J = 16.8, 8.4
Hz, 1H), 3.72 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 3.23 (dd, J = 13.7, 5.0 Hz, 1H), 2.93 (dd, J = 13.7, 8.6 Hz,
1H), 2.62 (dd, J = 18.0, 9.1 Hz, 1H), 2.04 (td, J = 12.7, 7.5 Hz, 1H), 1.97 - 1.79 (m, 2H),
1.78 - 1.60 (m, 2H), 1.57 - 1.30 (m, 3H), 1.24 - 1.05 (m, 1H), 0.95 - 0.79 (m, 2H). "*C RMN
(101 MHz, D,0) &: 176.1, 175.6, 168.5, 137.1, 129.6, 128.7, 127.1, 57.9, 55.1, 54.2, 51.4,
37.8,36.4, 31.4,29.0, 24.5, 22.6, 14.0, 10.7.

acido (S)-2-((1R,2R)-2-((2S,3R)-2-amino-3-

0 R o metilpentanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-
\>_2\\NH HN fenilpropanoico (M2-09). Se obtiene le producto sélido
NH /\\(\© (47.2 mg, 0.16 mmoles, rendimiento final: 36%, tz 2.70

HO™ ~o min, pureza: >99%). MS (ES’) calculada para

Ca1H31N3O4: (m/z) 389.23; experimental [M+H] = 390.06. '"H RMN (400 MHz, CD;0OD) &:
7.22-7.12 (m, 5H), 4.59 (dd, J = 9.3, 5.2 Hz, 1H), 4.03 (dd, J = 13.5, 6.2 Hz, 1H), 3.52 (d,
J = 6.1 Hz, 1H), 3.18 (dd, J = 14.0, 5.2 Hz, 1H), 2.93 (dd, J = 13.9, 9.3 Hz, 1H), 2.68 - 2.61
(m, 1H), 1.96 - 1.37 (m, 8H), 1.21 - 1.05 (m, 1H), 0.99 - 0.88 (m, 6H). *C RMN (101 MHz,
CD;0D) &: 176.2, 169.5, 138.6, 130.4, 129.4, 127.8, 58.9, 56.1, 55.4, 52.6, 38.5, 37.9,
33.3,29.4, 25.5,24.8, 15.2, 11.5.
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acido (S)-2-((1R,2S)-2-((S)-2,5-diamino-5-

Q O o oxopentanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-
H2NWNH HN fenilpropionico (M2-10). Se obtiene le producto
NH, I\© solido (32.0 mg, 0.08 mmoles, rendimiento final:

HO™ Yo 41%, tg 1.65 min, pureza: 98%). MS (ESY)

calculada para CyoH2sN4Os: (m/z) 404.21; experimental [M+H] = 405.46. 'H RMN (400
MHz, D,O) &: 7.41 - 7.33 (m, 2H), 7.34 - 7.25 (m, 3H), 4.44 - 4.31 (m, 2H), 3.92 - 3.84 (m,
1H), 3.13 (dd, J = 13.7, 4.9 Hz, 1H), 3.01 - 2.90 (m, 2H), 2.26 - 2.16 (m, 2H), 2.09 - 1.92
(m, 2H), 1.92 - 1.75 (m, 4H), 1.74 - 1.58 (m, 2H). **C RMN (101 MHz, D,0) &: 177.4, 176.9,
174.7, 168.3, 137.6, 129.4, 128.8, 127.1, 56.5, 53.6, 52.7, 48.4, 37.3, 32.3, 30.4, 26.8,
26.7,21.9.

acido (S)-2-((1S,2S)-2-((S)-2,5-diamino-5-

Q 0 Q o oxopentanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-
HWWNH H;\lf fenilpropionico (M2-11). Se obtiene le producto
NH, I\© solido (96.7 mg, 0.24 mmoles, rendimiento final:

HO™ SO 60%, tg 2.25 min, pureza: 88%). MS (ES")

calculada para CyoH2sN4Os: (m/z) 404.21; experimental [M+H] = 405.07. 'H RMN (400
MHz, D,0O) &: 7.40 - 7.33 (m, 2H), 7.33 - 7.23 (m, 3H), 4.62 (dd, J = 8.8, 5.0 Hz, 1H), 4.25
(dd, J = 8.8, 5.2 Hz, 1H), 3.95 - 3.88 (m, 1H), 3.25 (dd, J = 13.8, 4.8 Hz, 1H), 2.94 (dd, J =
13.7, 9.1 Hz, 1H), 2.62 (dd, J = 17.6, 8.9 Hz, 1H), 2.37 - 2.26 (m, 2H), 2.17 - 1.98 (m, 3H),
1.98 - 1.83 (m, 1H), 1.79 - 1.61 (m, 2H), 1.58 - 1.32 (m, 2H). *C RMN (101 MHz, D,0) &:
176.9, 176.8, 175.9, 168.5, 137.3, 129.5, 128.7, 127.0, 55.3, 54.3, 52.8, 51.3, 37.8, 31.7,
30.1, 29.1, 26.4, 22.8.

acido (S)-2-((1R,2R)-2-((S)-2,5-diamino-5-

Q 0 R o oxopentanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-
HzNwNH HN fenilpropionico (M2-12). Se obtiene le producto
NH, I\E:I sélido (121.0 mg, 0.30 mmoles, rendimiento final:

HO™ Yo 56%, tg 2.08 min, pureza: 91%). MS (ES")

calculada para CyoHsN4Os: (m/z) 404.21; experimental [M+H] = 405.07. '"H RMN (400
MHz, D,O) &: 7.41 - 7.35 (m, 2H), 7.35 - 7.27 (m, 3H), 4.66 - 4.58 (m, 1H), 4.16 (dd, J =
14.4, 7.2 Hz, 1H), 3.90 - 3.83 (m, 1H), 3.23 (dd, J = 14.0, 5.6 Hz, 1H), 3.05 (dd, J = 13.8,
9.1 Hz, 1H), 2.67 (dd, J = 15.3, 7.6 Hz, 1H), 2.44 - 2.34 (m, 2H), 2.13 (dd, J = 14.4, 7.2 Hz,
2H), 2.06 - 1.92 (m, 2H), 1.79 - 1.44 (m, 4H). *C RMN (101 MHz, CD;0D) &: 176.4, 176.0,
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174.7, 169.8, 138.7, 130.4, 129.4, 127.7, 58.1, 55.9, 54.0, 52.8, 38.5, 33.3, 30.6, 29.7,
26.7,24.7.

acido (2S,3S5)-2-((1R,2S)-2-((S)-2-amino-3-

0 o fenilpropanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-
NH N metilpentanoico (M2-13). Se obtiene le producto sélido
NH> (46.2 mg, 0.12 mmoles, rendimiento final: 52%, tg 2.32

HO 0o  min, pureza: 97%). MS (ES") calculada para Cy1H31N3Oy4:
(m/z) 389.23; experimental [M+H] = 390.50. '"H RMN (400 MHz, D,0) &: 7.50 — 7.37 (m,
3H), 7.31 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 4.43 (dd, J = 14.0, 7.2 Hz, 1H), 4.28 - 4.20 (m, 1H), 4.11 -
4.04 (m, 1H), 3.28 - 3.18 (m, 1H), 3.11 - 2.91 (m, 2H), 0.94 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.88 (dd, J
= 14.6, 7.2 Hz, 3H). *C RMN (101 MHz, D,0) &: 176.0, 175.8, 168.7, 133.8, 129.4, 129.4,
128.2, 58.1, 54.5,53.2, 47 .4, 37.5, 36.2, 31.9, 27.8, 25.5, 22.1, 15.0, 11.0.

acido (2S,3S)-2-((1S,2S)-2-((S)-2-amino-3-

0 0 fenilpropanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-
NH HT metilpentanoico (M2-14). Se obtiene le producto soélido
NH, (83.5 mg, 0.21 mmoles, rendimiento final: 53%, tg 2.90

HO™ SO min, pureza: >99%). MS (ES”) calculada para C,1H31N30,:
(m/z) 389.23; experimental [M+H] = 390.06. '"H RMN (400 MHz, D,0) &: 7.44 - 7.36 (m,
3H), 7.24 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 4.38 - 4.26 (m, 2H), 4.16 - 4.09 (m, 1H), 3.21 (dd, J = 13.9,
6.4 Hz, 1H), 3.13 (dd, J = 13.8, 8.2 Hz, 1H), 2.45 (dd, J = 16.0, 8.0 Hz, 1H), 2.13 - 1.94 (m,
2H), 1.95 - 1.85 (m, 1H), 1.72 - 1.61 (m, 3H), 1.57 - 1.36 (m, 2H), 1.33 - 1.13 (m, 1H), 0.95
(d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.93 - 0.87 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, D,0) &: 176.5, 175.8, 168.4,
133.9, 129.5, 129.2, 128.1, 57.8, 54.6, 53.9, 51.0, 37.1, 37.1, 32.2, 29.8, 24.8, 23.3, 151,
10.7.

acido (2S,35)-2-((1R,2R)-2-((S)-2-amino-3-

0 R o fenilpropanamida)ciclopentanocarboxamida)-3-

}NH HN metilpentanoico (M2-15). Se obtiene le producto soélido
dNHz (53.8 mg, 0.14 mmoles, rendimiento final: 48%, tgx 2.88
HO™ O min, pureza: 97%). MS (ES") calculada para C,;H31N3O4:

(m/z) 389.23; experimental [M+H] = 390.06. "H RMN (400 MHz, CD;0D) &: 7.33 - 7.23 (m,
3H), 7.22 - 7.18 (m, 2H), 4.27 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 4.16 (dd, J = 13.6, 6.2 Hz, 1H), 3.94 -
3.85 (m, 1H), 3.08 (dd, J = 13.6, 7.6 Hz, 1H), 3.01 (dd, J = 13.6, 7.4 Hz, 1H), 2.68 - 2.59
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(m, 1H), 1.97 - 1.70 (m, 4H), 1.64 - 1.55 (m, 1H), 1.54 - 1.40 (m, 1H), 1.31 - 1.16 (m, 2H),
0.93 - 0.85 (m, 6H). *C RMN (101 MHz, CD;OD) &: 175.0, 174.5, 168.3, 134.5, 129.3,
128.9, 127.6, 57.6, 54.7, 54.6, 51.7, 37.6, 37.3, 32.2, 28.5, 25.1, 23.6, 15.0, 10.8.

acido (S)-5-amino-2-((1R,2S)-2-((S)-2-amino-3-

Q o fenilpropanamida)ciclopentanocarboxamida)-5-
NH NH2 oxopentanoico (M2-16). Se obtiene le producto
NH, HN:\(\/&O solido (44.0 mg, 0.11 mmoles, rendimiento final:
HO” N0 42%, tg 1.98 min, pureza: 83%). MS (ES") calculada

para CyoH2sN4Os: (M/z) 404.21; experimental [M+H] = 405.54. 'H RMN (400 MHz, D,0) &:
7.47 - 7.35 (m, 3H), 7.33 - 7.26 (m, 2H), 4.48 - 4.38 (m, 1H), 4.26 - 4.10 (m, 2H), 3.31 -
3.10 (m, 1H), 3.06 - 2.88 (m, 2H), 2.53 - 2.25 (m, 2H), 2.19 - 1.92 (m, 4H), 1.93 - 1.77 (m,
2H), 1.78 - 1.57 (m, 2H). Repetir. *C RMN (101 MHz, D,0) &: 177.8, 175.6, 168.6, 133.9,
129.4,129.3, 128.1, 54.5, 53.2, 52.6, 48.0, 47.8, 37.2, 31.7, 31.2, 30.1, 27.4, 26.3, 21.9.

acido (S)-5-amino-2-((1S,2S)-2-((S)-2-amino-3-

©) "0 fenilpropanamida)ciclopentanocarboxamida)-5-
NH HI\T NH2 oxopentanoico (M2-17). Se obtiene le producto
NH, :\(\/go so6lido (8.74 mg, 0.02 mmoles, rendimiento final: 6%,
HO™ ~O tr 2.02 min, pureza: 97%). MS (ES") calculada para

Ca0H2sN4Os: (m/z) 404.21; experimental [M+H] = 405.01. 'H RMN (400 MHz, CD50D) &:
7.42 - 7.26 (m, 5H), 4.41 (dd, J = 8.2, 4.7 Hz, 1H), 4.29 (dd, J = 14.0, 6.7 Hz, 1H), 4.07 -
4.00 (m, 1H), 3.21 (dd, J = 14.0, 6.7 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 13.9, 8.1 Hz, 1H), 2.65 - 2.40
(m, 1H), 2.40 - 2.26 (m, 2H), 2.25 - 2.09 (m, 1H), 2.08 - 1.93 (m, 2H), 1.92 - 1.76 (m, 2H),
1.77 - 1.51 (m, 3H). *C RMN (101 MHz CD;OD) &: 178.4, 176.0, 169.8, 136.0, 130.6,
130.0, 128.7, 56.6, 53.3, 52.6, 43.4, 33.1, 32.9, 30.7, 29.9, 25.1, 24.4.

acido (S)-5-amino-2-((1R,2R)-2-((S)-2-amino-3-

0 R o fenilpropanamida)ciclopentanocarboxamida)-5-
NH N NH oxopentanoico (M2-10). Se obtiene le producto
NH, :\(\/go sélido (29.4 mg, 0.07 mmoles, rendimiento final:
HO™ 0 18%, tr 1.98 min, pureza: 99%). MS (ES") calculada

para CyoH2sN4Os: (m/z) 404.21; experimental [M+H] = 405.01. "H RMN (400 MHz, D,0) &:
7.47 -7.36 (m, 3H), 7.29 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 4.33 (ddd, J = 14.0, 8.9, 5.3 Hz, 1H), 4.21 (dd,
J =134, 6.0 Hz, 1H), 4.15 - 4.07 (m, 1H), 3.26 (dd, J = 13.5, 6.1 Hz, 1H), 3.12 (dd, J =
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13.3, 9.1 Hz, 1H), 2.59 (dd, J = 15.4, 7.7 Hz, 1H), 2.42 - 2.33 (m, 2H), 2.22 - 2.09 (m, 1H),
2.00 (td, J = 14.8, 7.5 Hz, 2H), 1.87 (dd, J = 12.9, 6.4 Hz, 1H), 1.77 - 1.56 (m, 3H), 1.25 -
1.10 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, D,0) &: 178.3, 177.3, 168.3, 134.0, 129.6, 129.3, 128.1,
54.7,54.4,51.2,37.2,32.2,31.6, 30.4, 29.2, 26.8, 23 .4.
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3.3.1 Resumen de la caracterizacion de la quimioteca de derivados del acido
(1R,2S), (1S,2S) y (1R,2R)-2-aminociclopentanocarboxilico

mg Mexp. tRHPLC  (%)P’

Compuesto Estructura %) R M calc. if.2
° producto (%) [M+H]  (min)  (A=214 nm) & purif
M2-01  (1R,2S) QV 356 52 27737 1.73 >99 v
CEV
M2-02 (1S,2S) HN 64.0 65 276.15  276.99 2.00 >99 I
M2-03 (1R,2R) HO:\(O\© 45.7 55 276.92 1.85 >99 I
M2-04 (1R,2S) 19.9 30 276.92 1.73 92 N
M2-05  (1S,2S) NH 56.0 76 27615 27699  1.83 >99 :
M2-06 (1R,2R) 46.7 56 276.92 1.93 98 I
M2-07 (1R,2S) 69.3 58 390.46 2.30 97 v

o
NH
M2-08  (1S,2S) \>—2\‘ H 53.9 68 38923 39006 270 98 v
M2-09  (1R,2R) : : 47.2 36 39006  2.88 >99

v

M2-10  (1R,2S) Q/ 320 41 40546 165 98 "
o)
M2-11 (18,2S) H w i 96.7 60 40421 40507 225 88 "
M2-12  (1R,2R) :\(\© 121 56 40507  2.08 91 i
M2-13  (1R,2S) 46.2 52 39050  2.32 97 v
NH 0

M2-14  (1S,2S) H 83.5 53 38923 390.06 290 >99 v
M2-15  (1R,2R) H o o 53.8 48 39006  2.88 97 v
M2-16  (1R,2S) o 44.0 42 40554  1.98 83 i

21
()

NH N
M2-17 (1S,2S) H 8.74 55 40421  405.01 2.02 97
NH, o) I
M2-18  (1R,2R) HO™ Yo 29.4 18 405.01 1.98 99

Tabla resumen de la quimioteca de derivados del acido (1R2S), (1S,2S) y (1R2R)-2-

aminociclopentanocarboxilico. 'La pureza de los compuestos finales se determina a A= 214 nm por RP-HPLC-
MS analitico utilizando la columna XBridge™ Cis (4.6 x 50 mm, 3.5 um), en condiciones acidas (A: H,O:HCOOH
(99.9:0.1, v/v); B: ACN:HCOOH(99.3:0.7, v/v)), a 50 °C con gradiente lineales de 0-50% de B en 3.5 min a un
flujo de 1ml/min. 2Condiciones de purificacion; columna XBridge™ Prep Cis (19 x 100 mm, 5 um OBD™) en
condiciones acidas (A: H,O:HCOOH (99.9:0.1, v/v); B: ACN:HCOOH(99.3:0.7, v/v)) con gradientes lineales de
7.5 min; 1) 5-30% B; 1) 5-40% B; 111)10-30% B; 1V)10-40% B V)15-40% B a un flujo de 16 ml/min.
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3.4 Sintesis asimétrica parcial del acido (1R,2S)-2-amino-4-

metilenciclopentanocarboxilico; icofungipen

EtOQCjCCOZEt butano-1,2,3,4-tetracarboxilato de tetraetilo (88). A una solucion
CO,Et de acido 1,2,3,4-butanotetracarboxilico (20 g, 85.4 mmoles), en EtOH
E1OC (120 ml) a 0 °C se le afiade cloruro de tionilo (37.4 ml, 0.51 moles)
gota a gota con un embudo de adicion. Posteriormente se retira el bafio de H,O/hielo,
calentandose la mezcla de reaccién a reflujo durante 30 h. Una vez finalizada la reaccion
se elimina el disolvente en el rotavapor. El aceite obtenido es disuelto con DCM (75 ml) y
lavado con una solucién saturada de NaCl (4 (3 x 20 ml) para eliminar el exceso de SOCI,
en el medio de la reaccion. La fase organica se seca con MgSOy (), se filtra y se evapora a
sequedad obteniéndose el producto como aceite amarillento que sera utilizado en la
siguiente reaccién sin ser purificado (29.5 g, >99%, tz 3.09 min, >99% pureza). MS (ES")
calculada para C4gH260g: (M/z) 346.16; experimental [M+H] = 347.03. 'H RMN (400 MHz,
CD,Cl3) 8: 4.21 - 3.94 (m, 8H), 3.31 - 3.21 (m, 2H), 2.75 (ddd, J = 16.8, 9.6, 2.3 Hz, 2H),
2.42 - 2.30 (m, 2H), 1.26 (dtt, J = 14.3, 7.1, 2.5 Hz, 12H). *C RMN (101 MHz, CD,Cl5) &:
172.2,171.5,61.3,60.9,42.4,33.4, 14.2, 14 1.

FO.C 0 4-oxociclopentano-1,2,3-tricarboxilato de trietilo (89). A wuna
2 solucion de 88 (29.5 g, 85.2 mmoles) en tolueno (120 ml) se le afade
EtO,C Na ) (3.19 g, 0.14 moles). La reaccion se agita a ta. 12 h

CO,Et posteriormente a fin de que termine la reaccion se calienta la mezcla a
80 °C durante 4 h mas. En el caso de observarse Na ( sin reaccionar se afiade EtOH. Se
decanta lentamente la mezcla de la reaccion sobre H,O/hielo (100 g) acidificada con acido
acético (5 ml). Una vez disuelto todo el hielo, se extrae la fase acuosa y se lava con
tolueno (2 x 15 ml). Las fracciones organicas se juntan y se extraen con una solucion
saturada de NaCl (4) (2 x 20 ml). La fase organica se seca con MgSO;, (), se filtra y se
evapora a sequedad obteniendo adquiriendo el producto en forma de aceite rojizo (21.7 g,
85%, tr 2.72min). MS (ES") calculada para C14H2007: (m/z) 300.12; experimental [M+H] =

300.92. El producto se utiliza en la siguiente reaccién sin ser purificado
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0O 4-oxociclopentano-1,2-dicarboxilato de dietilo (90). Se disuelve el
producto 89 (21.7g, 72.3 mmoles) en HCI ) concentrado (100 ml).

La reaccion se agita a 100 °C durante 12 h. Posteriormente se
EtO OEt

o o elimina en el rotavapor el HCI restante y el H,O formada durante la

reaccion obteniendo un sélido pastoso que es disuelto en EtOH (75
ml). Las sales insolubles se filtran y se eliminan de la disolucién. El crudo disuelto en EtOH
es acidificado con HySO4 (5¢) concentrado (0.5 - 1 ml) y calentado a reflujo durante 15 h. Se
elimina el disolvente en el rotavapor y se disuelve el aceite obtenido en DCM (50 ml). Se
lava la fase organica con una solucion saturada de NaHCOs3 4 (2 X 20) y con NaCl (4 (2
x 10 ml). Se seca la fase organica con MgSO, (), se filtra y se evapora a sequedad
obteniendo un aceite marrén oscuro. El producto, una mezcla de confébmeros es destilado
al vacio a 178 °C obteniéndose un aceite transparente (9.90 g, 43.4 mmoles, 60%, {r 2.07
y 2.18 min, >99% pureza). MS (ES") calculada para Cy1H1s0s: (m/z) 228.10; experimental
[M+H] = 228.86. '"H RMN (400 MHz, CD,Cl3) &: 4.25 - 4.10 (m, 4H), 3.47 - 3.21 (m, 2H),
2.77 - 2.57 (m, 2H), 2.55 - 2.41 (m, 2H), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 6H). *C RMN (101 MHz,
CD,Cl3) 6: 213.5, 212.8, 172.9, 172.2, 61.5, 61.3, 44.0,43.4,41.1, 40.6, 14.2, 14 2.

3.4.1 Sintesis de succinato de (-) dimentilo

Succinato de (-) dimentilo (95). A una solucion de
(5\ 0] \—/ anhidrido succinico (15.2 g, 0.15 moles) y L-mentol (47.5
- O)k/\[fo . g, 0.30 moles) en tolueno . (120 ml), se le afnade el
/:\ o \EP acido p-toluensulfénico monohidratado (192 mg, 1.00
mmoles). La mezcla de la reaccién se agita a reflujo a 150
°C durante 24 h, recogiéndose el H,O formado durante la reaccién en un aparato de Dean-
Stark y dejando posteriormente que la reaccion alcance la t.a. momento en el se diluye la
mezcla de la reaccion con TBME (100 ml). Al crudo de la reaccién se le afiaden 300 ml de
una mezcla de Hy0, solucion saturada de NaHCO; (5c) y MeOH (2:2.5:1, v/v/v). La fase
organica se extrae, se lava con una solucion saturada de NaCl (,¢) (2 x 50 ml) y se seca
con MgSO; (). El disolvente es eliminado el en el rotavapor obteniendo un sirope impuro
que se disuelve en MeOH a 60 °C. La mezcla se enfria lentamente hasta -20 °C dejandola
15 h a dicha temperatura, donde precipita el producto como sélido cristalino (48.4 g, 0.12
moles, 81%, tg 4.15 min, >99% pureza). MS (ES") calculada para Cy4H4,04: (m/z) 394.31;
experimental [M+H] = 395.21."H RMN (400 MHz, CD,Cl3) &: 4.70 (td, J = 10.9, 4.4 Hz, 2H),
2.66 - 2.52 (m, 4H), 1.98 (d, J = 11.9 Hz, 2H), 1.86 (dtd, J = 13.9, 7.0, 2.6 Hz, 2H), 1.71 -
1.62 (m, 4H), 1.53 - 1.41 (m, 2H), 1.41 - 1.30 (m, 2H), 1.12 - 0.92 (m, 4H), 0.89 (dd, J = 6.8,
1.7 Hz, 14H), 0.75 (d, J = 7.0 Hz, 6H). *C RMN (101 MHz, CD,Cl3) d: 171.9, 74.6, 47.1,
41.0,34.4, 315, 31.3,29.7, 26 .4, 23.6, 22.1, 20.9, 16.5.
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4. Sintesis de la quimioteca de derivados del benzimidazol

4.1 Sintesis de los nilcleos del benzimidazol derivados de

aminoacidos

N\>_/—NH2HCI dihidrocloruro de 2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-
N illetanamina (103). A 100 ml de una solucién de HCI 5.5 M
HHCI se le afiade 1,2-diamino-4-metilbenceno 101 (2.00 g, 16.4
mmoles) y B-alanina 102 (3.60 g, 41.0 mmoles). La mezcla se agita a 130 °C durante 24 h.
El producto precipita en forma de sal en la mezcla de reaccion. Una vez filtrado, se
recristaliza en EtOH obteniendo un sélido verde (2.80 g, 16.0 mmoles, rendimiento: 68.9%,
tz 0.55 min, pureza: 97%). MS (ES") calculada para C1oH3Ns: (m/z) 175.11; experimental
[M+H] = 176.03. "H RMN (400 MHz, DMSO-4) &: 8.70 - 8.42 (s, 2H), 7.69 - 7.61 (d, J = 8.2
Hz, 1H), 7.60 - 7.53 (s, 1H), 7.41 - 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 3.60 - 3.53 (d, J = 5.8 Hz, 2H),
3.53 - 3.47 (m, 2H), 2.72 - 2.09 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) d: 149.6, 135.4,
131.2,129.1,126.9, 113.3, 113.1, 35.7, 24.6, 21.1.

N\ (107). A una solucién de 1,2-diamino-4-metilbenceno 101 (3.00

H g, 24.4 mmoles) en DCM (100 ml) se le afiade EDC-HCI (5.62 g,

29.3 mmoles), HOBt (3.96 g, 29.3 mmoles) y acido 2-((terc-butoxicarbonilo)amino)acético

\O:N NHBoc terc-butil((5-metil-1H-benzimidazol-2-il)metil)carbamato

104 (4.28 g, 24.4 mmoles). La mezcla de reaccién se agita a t.a. durante 48 h. La reaccion
se controla por HPLC-MS. La fase organica se extrae con una solucién al 5% de NaHCO;
@ac) (3x6 ml) y se seca con MgSOQ; ) El crudo se purifica mediante cromatografia flash
automatizada (ISCO-Ry; SiO,, 120 g, sistema de elucién: DCM/MeOH (4:1, viv), A= 220
nm, R= 0.4). Por HPLC-MS se observa producto ciclado y trazas del subproducto di-terc-
butil-(((4-metil-1,2-fenileno)bis(azanediilo))bis(2-oxoetano-2,1-diilo))dicarbamato. Se
obtienen 4.73 g de aceite marrdn, que contiene una mezcla de los dos posibles
regioisdmeros formados 105 y 106, que se disuelven en AcOH (100 ml). La reaccién se
agita a 65 °C durante 18 h. Se elimina el acido en el rotavapor co-evaporandolo con 1,4-
dioxano. El crudo se purifica mediante cromatografia flash automatizada (ISCO-R;; SiO,
golden, 120 g, sistema de elucion: DCM/EtOH, (9:1, v/v); A= 280 nm, R= 0.85). El producto
se obtiene como un sélido rosa palido (2.04 g, 7.81 mmoles, rendimiento en 2 etapas:
32%, tr 1.48 min, pureza: 99%). MS (ES") calculada para Ci4H1gN3O: (m/z) 261.15;
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experimental [M+H] = 262.04. '"H RMN (400 MHz, CD;0D) &: 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.31
(d, J = 0.6 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.47 (s, 2H), 2.43 (s, 3H), 1.47 (s, 9H). "°C
RMN (101 MHz, CD50D) &: 153.7, 139.1, 137.6, 133.5, 125.0, 115.5, 115.1, 80.8, 39.5,
28.7,21.6.

N NH,HCI dihidrocloruro de 5-metil-1H-benzimidazol-2-il)metanamina
\©:N\ (108) A una soluciéon de HCI 4 M en 1,4-dioxano (50 ml) se le

HHCI afade 107 (2.04 g, 7.80 mmoles). La solucién se agita 30 min a
t.a. El producto precipita en las condiciones de reacciéon en forma de sal de color blanco-
rosado. Después de filtrar se obtiene el producto (1.40 g, 8.69 mmoles, rendimiento: 78%,
5.90 mmoles, tz 0.90 min, pureza: >99%). MS (ES") calculada para CgH11N3: (m/z) 161.10;
experimental [M+H] = 161.99. '"H RMN (400 MHz, CD30D) &: 7.76 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.68
(d, J=0.5Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 8.6, 0.9 Hz, 1H), 4.77 (t, J = 1.7 Hz, 2H), 2.56 (s, 3H); "*C

RMN (101 MHz, CD3;0D) &: 145.4, 139.5, 132.8, 130.6, 130.1, 115.0, 114.8, 35.4, 21.7.

F NH, 1,2-diamina 4-fluorobenceno (110). A una solucién de 4-fluoro-2-
\@[ nitroanilina 109 (4.00 g, 25.6 mmoles) en EtOH (50 ml) se le afade
NH2  hidracina monohidratada (18.7 ml, 0.38 moles) y una solucion acuosa de
Ni-Raney (~10.0 ml). La mezcla de reaccién se agita a 78 °C durante 2.5 h. La disolucion
se filtra sobre Celite®. Se evapora el EtOH en el rotavapor, obteniendo el producto (2.92 g,
23.2 mmoles, rendimiento: 90%, tz 0.48 min, pureza: 82%). MS (ES") calculada para
CeH7FN2: (m/z) 126.02; experimental [M+H] = 126.94. '"H RMN (400 MHz, CD30D) &: 6.76 -
6.63 (m, 1H), 6.49 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.38 - 6.28 (m, J = 6.9 Hz, 1H). "*C RMN (101 MHz,
CD3;0D) 6: 157.9, 138.5, 130.8, 118.4, 105.1 (d, Jc.r = 19.9 Hz, 1C), 103.6 (d, Jc.r = 26.0
Hz, 1C).

F N NHBoc terc-butil(2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)etil)carbamato
\©:N\>J (114). A una solucion de 110 (2.7 g, 21.4 mmoles) en DCM
H (100 ml) se le afade acido 3-((terc-
butoxicarbonil)amino)propionico 111 (4.05 g, 21.4 mmoles), EDC-HCI (4.10 g, 21.4
mmoles), HOBt (2.89 g, 21.4 mmoles). La mezcla se agita a t.a. durante 18 h. La fase
organica se extrae con una solucion al 5% de NaHCOj3 (4 (3x5 ml), se seca con MgSOy s),
se filtra y se evapora. El producto es obtenido como aceite marrén (fg 2.18 min, pureza:
81%). MS (ES") calculada para C14H20FN3O3: (m/z) 297.15; experimental [M+H] = 298.16.

Se observan trazas del subproducto di-terc-butilo(((4-fluoro-1,2-
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fenileno)bis(azanediil))bis(3-oxopropano-3,1-diilo))dicarbamato (&g 2.77 min, un 14%
respeto al producto objetivo al analizarlo mediante HPLC-MS) MS (ES") calculada para
CaoH33FN4Og: (M/z) 468.24; experimental [M+H] = 469.24. El crudo que contiene una
mezcla de los dos posibles regioisémeros, se disuelve en AcOH (100 ml). Se agita la
reaccion a 65 °C durante 18 h. Se elimina el acido en el rotavapor, co-evaporandolo con
THF. EIl crudo se purifica mediante cromatografia flash automatizada (ISCO-Ry; SiO,, 120
g, sistema de elucion: DCM/MeOH (4:1, v/v), A= 220 nm, R#= 0.75). El producto se obtiene
como un sélido de color crudo (2.5 g, 8.86 mmoles, rendimiento en 2 etapas: 42%, tr 1.50
min, pureza: >99%,). MS (ES") calculada para Ci4H1sFN3O,: (m/z) 279.14; experimental
[M+H] = 280.07. "H RMN (400 MHz, CD;0D) &: 7.50 - 7.41 (dd, J = 8.8, 4.7 Hz, 1H), 7.22 -
7.16 (dd, J=9.1, 2.4 Hz, 1H), 7.03 - 6.91 (td, J = 9.4, 2.4 Hz, 1H), 3.55 - 3.45 (m, 2H), 3.06
-2.97 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.40 - 1.36 (s, 9H). '*C RMN (101 MHz, CD;0D) &: 161.9, 159.6,
116.1, 116.0, 111.3, 111.1, 101.6, 101.3, 80.2, 39.9, 30.7, 28.7.

F N ditrifluoroacetato de 2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-

\©: \>_\7 2-il)etilamina (115). Se disuelve 114 en TFA/THF
N NH2HCOzCF3

HHCO,CF3 (4:1, vIv). La reaccion se agita a t.a. durante 18 h. Se

elimina el disolvente y el acido en el rotavapor. El producto precipita en Et,O en forma de
sal de color marrén (2.15 g, 11.95 mmoles, rendimiento: 60%, tz 0.57 min, pureza: 96%).
MS (ES") calculada para CgH1oFN3: (m/z) 179.09; experimental [M+H] = 179.89. "H RMN
(400 MHz, DMSO-¢) 6: 8.74 - 8.32 (s, 1H), 7.92 - 7.73 (dd, J = 9.0, 4.5 Hz, 1H), 7.70 - 7.61
(dd, J=8.6,2.3Hz, 1H), 7.44 - 7.34 (td, J = 9.4, 2.4 Hz, 1H), 3.58 - 3.50 (t, J = 6.3 Hz, 2H),
3.50 - 3.41 (d, J = 6.1 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) d: 160.9, 158.6, 151.7,
128.5, 115.4 (d, Jc.r = 10.2 Hz, 1C), 113.6 (d, Jc.r = 26.2 Hz, 1C), 100.6 (d, Jc.r = 27.5 Hz,
1C), 35.7, 24.8.

4.1.1 Procedimiento general para la sintesis de los nucleos de benzimidazol

derivados de aminoacidos (sintetizados por el Dr. Rob Hoen)

A una solucion (~0.1 M) de la 1,2-diamino benceno correspondiente (1 eq), en DCM/DMF
(9:1, vlv) se anade el aminoacido protegido con el grupo Boc (1eq), EDC-HCI (1 eq) y
HOBt-H,O (1 eq). La mezcla se agita a t.a. durante 14 h. La fases organica se extrae con
una solucion saturada al 5% de NaHCOj3 (5, 0.5% &acido citrico (4c) y por ultimo con una
solucion saturada de NaCl (4 Posteriormente se seca la fase organica con MgSOQy (), se
filtra y se concentra el producto al rotavapor. Al analizar el crudo por HPLC-MS se
observan dos picos con la misma masa que corresponden a los dos posibles
regioisomeros. Se puede observar también parte del compuesto ciclado. El crudo obtenido

se disuelve en AcOH (~0.05 M) y se agita a 75 °C unas 16 h. Se concentra la mezcla y se
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lava dos veces con tolueno. El crudo, se disuelve en una solucién de HCI 4 M en 1 ,4-
dioxano y se agita a t.a. durante 2 h. El producto precipita en la mezcla de reaccion, se

extrae por filtracion y se lava con Et,0, obteniendo un sélido.

F N dihidrocloruro de 6-fluoro-1H-benzimidazol-2-
N\ NHo HC illmetanamina (116). El producto se obtuvo como sélido de
HHCl 2 color marrén (3.20 g ,13.2 mmoles, rendimiento: 83%, tg 0.90,

pureza: 98%). MS (ES*) calculada para CgH1oCioFN3: (m/z) 165.07; experimental [M+H] =
165.88. "TH RMN (400 MHz, DMSO-¢) &: 9.85 (bs, 1H), 9.03 (bs, 1H), 7.75 (dd, J = 8.92,
4.71 Hz, 1H), 7.60 (dd, J = 9.06, 2.43 Hz, 1H), 7.29 - 7.22 (m, 1H), 4.44 (s, 2H). *C RMN
(101 MHz, DMSO-¢) 0: 160.4 (d, Jc.r = 240.5 Hz), 149.1 (d, Jc.r = 1.7 Hz), 133.7 (d, Jo.r =
13.9 Hz), 130.0, 116.6 (d, Jcr = 10.3 Hz), 114.4 (d, Jcr = 26.0 Hz), 101.7 (d, Jcr = 27.4
Hz), 35.4.

N\> (j dihidrocloruro de (S)-2-(pirrolidin-2-il)-1H-benzimidazol (119). El
producto se obtuvo como un soélido beige (2.58 g, 9.77 mmoles,

H-HCI H-HCI rendimiento: 53%, tz 0.95 min, pureza: 99%). MS (ES") calculada

para Cq1H15CoN3: (m/z) 187.11; experimental [M+H] = 187.87. 'H RMN (400 MHz, DMSO-
a6) 0: 10.52 (bs, 1H), 9.76 (bs, 1H), 7.73 (dd, J = 6.11, 3.16 Hz, 2H), 7.40 (dd, J = 6.11,
3.17 Hz, 2H), 5.06 (t, J = 7.63 Hz, 1H), 3.49 - 3.32 (m, 2H), 2.57 - 2.47 (m, 1H), 2.37 (qd, J
=13.07, 8.00 Hz, 1H), 2.17 (itd, J = 12.76, 7.67, 5.17 Hz, 1H), 2.05 ( pd, J = 12.84, 7.95
Hz, 1H). ®*C RMN (101 MHz, DMSO-g) 5: 147.6, 132.0, 125.6, 114.4, 52.8, 45.6, 29.4,

23.9.

N\ dihidrocloruro de (S)-6-metil-2-(pirrolidin-2-il)-1H-
N>““(Nj benzimidazol (120). El producto se obtuvo como un sélido de

H-HCI H-HCL 610r marron (2.89 g, 10.5 mmoles, rendimiento: 64%, tg 1.18 min,
pureza: >99%). MS (ES") calculada para C4,H7Cl:N3: (m/z) 201.13; experimental [M+H] =
201.87."H RMN (400 MHz, DMSO-¢) &: 10.73 (bs, 1H), 7.70 (d, J = 8.45 Hz, 1H), 7.61 (s,
1H), 7.36 (dd, J = 8.46, 1.03 Hz, 1H), 5.18 (t, J = 8.13 Hz, 1H), 3.52 - 3.37 (m, 2H), 2.60 -
2.53 (m, 2H), 2.47 (s, 3H), 2.29 - 2.19 (m, 1H), 2.09-1.96 (m, 1H). *C RMN (101 MHz,
DMSO-4) 6: 146.9, 135.7, 131.9, 129.9, 127.3, 113.9, 113.6, 52.7, 45.5, 29.3, 23.9, 21.1.
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F N dihidrocloruro de (S)-6-fluoro-2-(pirrolidin-2-il)-1H-
\©:N\>““(Nj benzimidazol (121). El producto se obtuvo como sélido marrén
HCl HxCl (3.42 g, 12.3 mmoles, rendimiento: 78%, tz 1.08 min, pureza:
99%). MS (ES™) calculada para C11H4C2FN3: (m/z) 205.10; experimental [M+H] = 205.99.
"H RMN (400 MHz, DMSO-g5) 5: 10.66 (bs, 1H), 9.71 (bs, 1H), 9.26 (bs, 2H), 7.71 (dd, J =
8.90, 4.76 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 9.11, 2.44 Hz, 1H), 7.27 - 7.18 (m, 1H), 5.02 (m, 1H), 3.47
- 3.30 (m, 2H), 2.58-2.42 (m, 2H), 2.33 (qd, J = 13.04, 7.91 Hz, 1H), 2.20-2.09 (m, 1H),
2.08 - .99 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, DMSO-g5) : 159.6 (d, Je.r = 240.1 Hz,1C), 149.4,
133.9 (d, Jor = 12.3 Hz,1C), 130.3 (d, Jor = 5.0 Hz,1C), 116.1 (d, Jor = 10.3 Hz,1C),
113.5(d, Jcr =26.2 Hz,1C), 101.0 (d, Jc.r = 27.1 Hz,1C), 53.4, 45.4, 29.5, 23.8.

4.2 Procedimiento general para la sintesis de la quimioteca de

derivados del benzimidazol

A una solucion del derivado de benzimidazol correspondiente (1 eq), EDC-HCI (1 eq),
HOBt (1 eq) y EtsN (4 eq) en DCM, se le afiade el acido carboxilico correspondiente (1 eq).
La reaccidn se agita a t.a. durante 15 h, se extrae la fase organica con una solucién al 5%
de NaHCO3 (4), 4cido citrico (5 al 0.5% y una solucion saturada de NaCl (5., se seca con
MgSO;, ) y se filtra. El crudo se purifica por cromatografia flash automatizada (ISCO-Ry,
SiO,, 12 g, sistema de eluciéon: DCM/MeOH (4:1, v/v), A= 274 y 220 nm).

4.3 Caracterizacion de la quimioteca de derivados del benzimidazol

N (S)-(2-(1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(3,4-
©:N\>””(Nj difluorofenil)metanona (M2-01). Partiendo 119 (300 mg,
H 1.15 mmoles) y el acido 3,4-difluorobenzoico 126 (183 mg,

O

F 1.15 mmoles) se obtiene el producto sélido (286 mg, 0.81

mmoles, rendimiento: 70%, tr 1.18 min, pureza: >99%).

F (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R= 0.38). MS

(ES™) calculada para CigH5F2N30: (m/z) 327.33; experimental [M+H] = 328.05. "H RMN

(400 MHz, CDCl;) &: 7.67 - 7.49 (m, 2H), 7.43 - 7.36 (m, 1H), 7.32 - 7.26 (m, 1H), 7.24 (dd,

J =6.03, 3.20 Hz, 2H), 7.23 - 7.17 (m, 1H), 5.56 (dd, J = 7.86, 6.30 Hz, 1H), 3.61 (dd, J =

7.39, 6.01 Hz, 2H), 3.19 (tdd, J = 13.01, 8.12, 6.61 Hz, 1H), 2.48 - 2.37 (m, 1H), 2.28 ( pd, J

= 12.30, 6.10 Hz, 1H), 2.06 - 1.93 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, CDCl;) &: 168.9, 162.5,

153.5, 152.7, 152.6, 151.1, 151.0, 150.2, 150.1, 148.6, 148.5, 132.5, 124.0, 124.0, 123.9,
123.9,122.3,117.4,117.2,117.1, 116.9, 57.8, 55.1, 50.6, 36.3, 31.2, 28.5, 25.5, 18.2.
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F N NH s N-(2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)etil)tiofeno-2-
\©:N\>_/70}_@ carboxamida (M2-02). Partiendo de 115 (227 mg, 0.56
H mmoles) y el acido tiofeno-2-carboxilico 122 (71.7 mg,
0.56 mmoles), se obtiene el producto como un soélido blanco (87.1 mg, 0.30 mmoles,
rendimiento: 54%, tz 1.48 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV= 254 nm,
Ri= 0.75). MS (ES") calculada para Ci4H:,FN3OS: (m/z) 289.33; experimental [M+H] =
289.99. 'H RMN (400 MHz, DMSO-4) 5: 12.46 - 12.35 (m, 1H), 8.69 (t, J = 4.5 Hz, 1H),
7.72 (dd, J =9.3,4.1 Hz, 2H), 7.58 - 7.19 (m, 2H), 7.17 - 7.08 (m, 1H), 7.03 - 6.89 (m, 1H),
3.68 (g, J = 6.7 Hz, 2H), 3.07 (t, J = 7.1 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) &: 161.3,

139.9, 130.7, 128.1, 127.9, 37.8, 28.9.

O N-((1H-benzimidazol-2-yl)metil)tiofeno-2-carboxamida (M2-
©:N\>_|}N s 03). Partiendo de 99 (100 mg, 0.45 mmoles) y el acido tiofeno-2-
// carboxilico 22 (57.7 mg, 0.45 mmoles). El producto precipita en
la mezcla de reacciéon. Una vez filtrado se obtiene un solido
blanco (94.7 mg, 0.37 mmoles, rendimiento: 82%, tz 1.33 min, pureza: 99%). MS (ES")
calculada para C43H11N3OS: (m/z) 257.06; experimental [M+H] = 258.02. 'H RMN (400
MHz, DMSO-4) 8: 9.40 - 8.94 (s, 1H), 7.90 — 7.82 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 7.82 - 7.74 (d, J =
49 Hz, 1H), 7.53 - 7.45 (dd, J = 5.9, 3.2 Hz, 2H), 7.20 - 7.16 (m, 1H), 7.15-7.11 (dd, J =
6.0, 3.2 Hz, 2H), 4.93 - 4.45 (s, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) &: 161.5, 152.2, 139.5,
131.1, 128.7, 128.0, 121.5, 37.5.

) N-((1H-benzo[d]imidazol-2-il)metil)tiofeno-2-carboxamida
©:N\> TN (M2:04). Partiendo de 99 (100 mg, 0.45 mmoles) y el &cido
N /N picolinico 123 (55.4 mg, 0.45 mmoles). El producto precipita en

H —
la fase organica a 4 °C durante 10 h obteniendo un soélido

blanco por filtracion (51.0 mg, 0.20 mmoles, rendimiento: 45%, tr 1.27 min, pureza: 99%).
MS (ES*) calculada para C14H12N4O (m/z) 252.10; experimental [M+H] = 253.00. '"H RMN
(400 MHz, DMSO-4) 6: 12.40 - 12.07 (s, 1H), 9.44 - 9.25 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.79 - 8.59 (d,
J=4.5Hz, 1H), 8.13 - 8.06 (m, 1H), 8.06 - 7.99 (m, 1H), 7.71 - 7.61 (ddd, J=7.3, 4.8, 1.1
Hz, 1H), 7.61 - 7.39 (d, J = 29.3 Hz, 2H), 7.23 - 7.06 (dd, J = 6.0, 3.0 Hz, 2H), 4.80 - 4.70
(m, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 8: 164.2, 152.0, 149.6, 148.5, 137.8, 126.7, 122.0,
37.5.
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o) N-((1H-benzimidazol-2-il)metil)benzamida (M2-05). Partiendo

N\ HN de 99 (100 mg, 0.45 mmoles) y el 4cido benzoico 124 (54.9 mg,
N 0.45 mmoles). Se obtiene un sélido blanco (79.6 mg, 0.32
H

mmoles, rendimiento: 70%, fr 1.43 min, pureza: 99%). (CCF:
DCM/MeOH (9:1, v/v), UV= 254 nm, R;= 0.60). MS (ES") calculada para C4sH13N30: (m/z)
251.11; experimental [M+H] = 251.99. "H RMN (400 MHz, DMSO-¢) &: 12.34 - 12.16 (s,
1H), 9.22 - 9.12 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.01 - 7.87 (m, 2H), 7.65 - 7.35 (m, 5H), 7.18 - 7.08 (m,
2H), 4.74 - 4,66 (d, J = 5.7 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) 5: 166.5, 152.4, 133.9,
131.4,128.3,127.4,121.7,121.0, 118.3, 111.2, 37.8.

N-((1H-benzimidazol-2-il)metil)-2-metilbenzamida  (M2-06).

N HN o Partiendo de 99 (100 mg, 0.45 mmoles) y el acido 2-
O: \>—/ metilbenzoico 125 (61.2 mg, 0.45 mmoles). El producto precipita
H en la fase organica a 4 °C durante 10 h obteniendo por filtracion

un solido blanco (82.9 mg, 0.32 mmoles, rendimiento: 69%, tz 1.57 min, pureza: 97%). MS
(ES™) calculada para C1gH1sN30: (m/z) 255.12; experimental [M+H] = 266.06. "H RMN (400
MHz, DMSO-4) 6: 8.95 - 8.72 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 7.54 - 7.48 (m, 3H), 7.38 - 7.31 (m, 1H),
729 -7.22 (m, 2H), 7.17 - 711 (dd, J = 5.9, 3.1 Hz, 2H), 4.70 - 4.61 (d, J = 5.6 Hz, 2H),
2.44 - 2.32 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-g) 8: 169.2, 152.2, 136.2, 135.7, 130.5,
129.5,127.4,125.4, 121.4, 37.5, 19.6.

O N-((1H-benzimidazol-2-il)metil)-3,4-difluorobenzamida
©:N\> HN (M2-07). Partiendo de 99 (100 mg, 0.45 mmoles) y el acido
” F 3,4-difluorobenzoico 126 (71.1 mg, 0.45 mmoles). El

= producto precipita en la mezcla de la reacciéon, una vez

filtrado se obteniendo un sélido blanco (100 mg, 0.35
mmoles, rendimiento: 77%, tg 1.62 min, pureza: >99.9%). MS (ES") calculada para
C15H11F2N3O: (m/z) 287.09; experimental [M+H] = 288.05. '"H RMN (400 MHz, DMSO-) &:
12.86 — 11.80 (m, 1H), 9.47 - 9.20 (s, 1H), 8.08 - 7.94 (m, 1H), 7.91 - 7.79 (m, 1H), 7.65 -
7.53 (m, 1H), 7.53 - 7.44 (dd, J = 5.9, 3.2 Hz, 2H), 7.18 - 7.09 (dd, J = 6.0, 3.2 Hz, 2H),
4.72 - 4.65 (s, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 8: 164.4, 152.7 (d, Jor = 13.1 Hz, 1C),
152.1, 150.3 (d, Jc.r = 12.9 Hz, 1C), 147.9 (d, Jc.r = 12.6 Hz, 1C), 131.4 (d, Jc.r = 3.7 Hz,
1C), , 125.0 (d, Jo.r = 3.2 Hz, 1C), 124.9 (d, Jc.r = 3.1 Hz, 1C), 121.4, 117.6 (d, Jcr=17.5
Hz, 1C), 116.9 (d, Jc.r = 18.4 Hz, 1C), 37.9.
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0] N-((5-metil-1H-benzimidazol-2-il)metil)tiofeno-2-

\QN\>_H/N o carboxamida (M2-08). Partiendo de 108 (145 mg, 0.62

” // mmoles) y el acido tiofeno-2-carboxilico 122 (79.3 mg, 0.62

mmoles). El producto se obtiene como sélido blanco (157 mg,

0.58 mmoles, rendimiento: 93%, tg 1.53 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v),

UV= 254 nm, R= 0.74). MS (ES") calculada para C14H13N30S: (m/z); 271.08; experimental

[M+H] = 271.97. "H RMN (400 MHz, DMSO-) 5: 9.23 - 9.14 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.88 - 7.82

(dd, J = 3.8, 1.1 Hz, 1H), 7.83 - 7.76 (dd, J = 5.0, 1.1 Hz, 1H), 7.42 - 7.34 (d, J = 8.2 Hz,

1H), 7.32 - 7.25 (s, 1H), 7.22 - 7.13 (dd, J = 5.0, 3.7 Hz, 1H), 7.00 - 6.96 (dd, J = 8.2, 1.5

Hz, 1H), 4.67 - 4.62 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 2.19 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) d:
161.4,151.7,139.4, 131.1, 130.9, 130.8, 130.7, 128.6, 128.0, 123.0, 37.4, 21.3.

o) N-((5-metil-1H-benzimidazol-2-il)metil)picolinamida (M2-

\@[N\>_"}N N 09). Partiendo de 108 (145 mg, 0.62 mmoles) y el &cido

N / '\, picolinico 123 (76.2 mg, 0.62 mmoles). El producto se

H — obtiene como un solido de color amarillo (112 mg, 0.41

mmoles, rendimiento: 67%, tzr 1.40 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV=

254 nm, R= 0.72). MS (ES") calculada para C1sH4sN4O: (m/z) 266.12; experimental [M+H]

= 267.00. "H RMN (400 MHz, DMSO-) &: 9.59 - 9.26 (m, 1H), 8.85 - 8.55 (m, 1H), 8.14 -

8.04 (d, J=7.5Hz, 1H),8.06 - 7.95 (t, J=7.2 Hz, 1H), 7.68 - 7.57 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.47 -

7.38 (d, J=8.1Hz, 1H), 7.37 - 7.28 (s, 1H), 7.06 - 6.98 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.96 - 4.51 (d, J

= 5.4 Hz, 2H), 2.44 - 2.30 (s, 3H). ®*C RMN (101 MHz, DMSO-4) &: 164.3, 151.7, 149.5,
148.5, 137.8, 137.2, 135.8, 131.4, 126.8, 123.6, 122.0, 114.5, 114.0, 37.2, 21.2.

N-((5-metil-1H-benzimidazol-2-il)metil)benzamida (M2-10).

N HN Partiendo de 108 (145 mg, 0.62 mmoles) y el acido benzoico
\(:E S 124 (75.7 mg, 0.62 mmoles). El producto se obtiene como un

H solido de color blanco (147 mg, 0.55 mmoles, rendimiento:
89%, tr 1.53 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV= 254 nm, Ri= 0.74). MS
(ES™) calculada para C1gH1sN30: (m/z) 265.12; experimental [M+H] = 266.06. 'H RMN (400
MHz, DMSO-4) 6: 9.49 - 9.23 (t, J= 5.4 Hz, 1H), 8.03 - 7.86 (m, 2H), 7.63 -7.54 (d, J=7.5
Hz, 1H), 7.54 - 7.47 (m, 3H), 7.44 - 7.39 (s, 1H), 7.18 - 7.11 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.96 - 4.67
(d, J = 5.5 Hz, 2H), 2.48 - 2.34 (s, 3H). *C RMN (101 MHz DMSO-4) 5: 166.8, 151.9,

135.2, 133.5, 132.9, 131.7, 128.4, 127.5, 124.8, 114.1, 113.8, 37.0, 21.2.
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) 2-metil-N-((5-metil-1H-benzimidazol-2-il)metil)benzamida

\@NﬂN (M2-11). Partiendo de 108 (145 mg, 0.62 mmoles) y el acido

H 2-metilbenzoico 125 (84.3 mg, 0.62 mmoles). El producto se

obtiene como un soélido de color blanco (83.5 mg, 0.30

mmoles, rendimiento: 48%, tzr 1.72 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV=

254 nm, R= 0.76). MS (ES") calculada para Cq7H7N30: (m/z) 279.14; experimental [M+H]

=280.07. '"H RMN (400 MHz, DMSO-4) &: 8.99 - 8.83 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 7.57 - 7.49 (d, J =

7.6 Hz, 1H),7.48-7.40 (d, /J=8.2Hz,1H),740-7.31 (t, J=7.4 Hz, 1H),7.30-7.21 (t, J =

5.7 Hz, 2H), 7.09 - 6.97 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.76 - 4.58 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 2.44 - 2.39 (s,

3H), 2.40 - 2.34 (s, 3H). ®*C RMN (101 MHz, DMSO-¢) d: 169.4, 151.8, 136.0, 135.8,
131.5, 130.6, 129.7, 127.5, 125.4, 123.6, 114.5, 114.1, 109.5, 37.2, 21.2, 19.6.

3,4-difluoro-N-((5-metil-1H-benzimidazol-2-
N HN O il)metil)benzamida (M2-12). Partiendo de 108 (145 mg,
\©: \>_/ 0.62 mmoles) y el acido 3,4-difluorobenzoico 126 (97.9
H F mg, 0.62 mmoles). El producto se obtiene como sélido
F blanco (180 mg, 0.60 mmoles, rendimiento: 96%, fr 1.85
min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, viv), UV=254 nm, R= 0.72). MS (ES")
calculada para CigHq3F2N3O: (m/z) 301.10; experimental [M+H] = 302.05. '"H RMN (400
MHz, DMSO-4) 6: 9.63 - 9.30 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 8.03 - 7.92 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 7.87 - 7.79
(d, J=8.4 Hz, 1H), 7.64 - 7.53 (q, J = 10.1, 9.2 Hz, 1H), 7.52 - 7.46 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
742 -7.38 (s, 1H), 7.18 - 7.07 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.00 - 4.56 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 2.55 -
2.24 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) &: 164.7, 152.8 (d, Jc.r = 12.4 Hz, 1C), 151.7,
150.4 (d, Jcr = 3.8 Hz, 1C), 150.3 (d, Jc.r = 3.8 Hz, 1C), 147.9 (d, Jor = 12.7 Hz, 1C),
135.5, 133.8, 132.7, 131.1 (d, Jo.r = 4.5 Hz, 1C), 125.1 (d, Jc.r = 3.0 Hz, 1C), 125.0 (d, Jc.r
=3.4 Hz, 1C), 124.7, 117.6 (d, Jc.- = 17.5 Hz, 1C), 117.0 (d, Jc.r = 18.5 Hz, 1C), 114.0 (d,
Jcr=34.8Hz, 1C), 37.2, 21.2.

0 N-((5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)metil)tiofeno-2-

F
\©:N\> HN s carboxamida (M-13). Partiendo de 116 (300 mg, 126
H // mmoles) y el acido tiofeno-2-carboxilico 122 (162 mg, 1.26

mmoles). Se obtiene el producto sélido (145 mg, 0.52
mmoles, rendimiento: 42%, tg 1.43, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV=254
nm, R;= 0.34). MS (ES") calculada para C13H1oFN30s: (m/z) 275.30; experimental [M+H] =
275.99. '"H RMN (400 MHz, DMSO-4) 8: 12.38 (bs, 1H), 9.20 (t, J = 5.73 Hz, 1H), 7.85 (dd,
J=3.74,1.13 Hz, 1H), 7.79 (dd, J = 5.00, 1.10 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 8.73, 4.93 Hz, 1H),
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7.29 (dd, J =9.52, 2.33 Hz, 1H), 7.18 (dd, J =4.99, 3.74 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 5.80 Hz, 2H).
*C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 8: 161.3, 159.3, 157.0, 153.5, 139.2, 131.0, 128.5, 127.8,
109.4, 109.2, 37.4.

0 N-((5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)metil)picolinamida (M-

F\©:N\>_F}N \ 14). Partiendo de 116 (300 mg, 1.26 mmoles) y el acido
H /_\ picolinico 123 (156 mg, 1.26 mmoles) se obtiene el producto

so6lido (165 mg, 0.59 mmoles, rendimiento: 47%, tr 1.35 min,

pureza: 97%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R= 0.34). MS (ES") calculada
paraCq4H11FN4O: (m/z) 270.26; experimental [M+H] = 271.02. 'H RMN (400 MHz, DMSO-
a6) O: 12.37 (bs, 1H), 9.38 (t, J = 5.72 Hz, 1H), 8.70 (d, J = 4.67 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 7.77
Hz, 1H), 8.03 (dt, J =7.71, 1.59 Hz, 1H), 7.64 (ddd, J = 7.37, 4.75, 1.28 Hz, 1H), 7.48 (dd,
J=8.74,4.93 Hz, 1H), 7.30 (dd, J = 9.55, 2.46 Hz, 1H), 6.99 (ddd, J = 9.85, 8.96, 2.52 Hz,
1H), 4.73 (d, J = 6.01 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) &: 164.1, 159.3, 157.0,

153.4,149.4, 148.4, 137.7, 126.6, 121.9, 109.4, 109.1, 37 .4.

O N-((5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)metil)benzamida (M-

F\E:[N\>_H/N 15). Partiendo de 116 (300 mg, 1.26 mmoles) y el Acido

benzoico 124 (154 mg, 1.26 mmol) se obtiene el producto

solido (156 mg, 0.58 mmol, rendimiento: 46%, fr 1.55,

pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R= 0.28). MS (ES") calculada

paraCqsH12FN3O: (m/z) 269.27; experimental [M+H] = 270.02. 'H RMN (400 MHz, DMSO-

a6) 0: 12.36 (bs, 1H), 9.18 (t, J =5.55 Hz, 1H), 7.97 - 7.93 (m, 2H), 7.59 - 7.53 (m, 1H), 7.53

- 7.46 (m, 3H), 7.29 (dd, J = 9.53, 2.44 Hz, 1H), 7.00 (ddd, J = 9.90, 8.97, 2.52 Hz, 1H),

4.69 (d, J = 5.73 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-) &: 166.4, 159.3, 157.0, 153.7,
133.7,131.3,128.2, 127.3, 109.4, 109.1, 37.6.

0 N-((5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)metil)-2-

F\©:N\>_F}N metilbenzamida (M-16). Partiendo de 116 (300 mg, 1.26
mmoles) y el acido 2-metilbenzoico 125 (172 mg, 1.26

mmoles) se obtiene el producto soélido (144 mg, 0.51
mmoles, rendimiento: 40%, fg 1.67 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV=
254 nm, R= 0.26). MS (ES™) calculada paraC1gH14sFN30: (m/z) 283.30; experimental [M+H]
= 284.03. '"H RMN (400 MHz, DMSO-4) 8: 12.35 (bs, 1H), 8.87 (t, J = 5.65 Hz, 1H), 7.54 -
7.47 (m, 2H), 7.38 - 7.29 (m, 2H), 7.28 - 7.22 (m, 2H), 7.04 - 6.97 (ddd, J =9.90, 8.97, 2.52

217



Sintesis de derivados del benzimidazol

Hz, 1H), 4.64 (d, J = 5.77 Hz, 2H), 2.38 (s, 3H). "*C RMN (101 MHz, DMSO-g) 5: 169.2,
159.3, 157.0, 153.5, 136.0, 135.6, 130.4, 129.4, 127.3, 125.3, 109.4, 109.1, 37.3, 19.5.

0O 3,4-difluoro-N-((5-fluoro-1H-benzimidazol-2-

F\@N\>_H/N il)metil)benzamida (M-17). Partiendo de 116 (300 mg,

H F 1.26 mmoles) y el acido 3,4-difluorobenzoico 126 (200

mg, 1.26 mmoles) se obtiene el producto sélido (199 mg,

0.65 mmoles, rendimiento: 52%, fg 1.78 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v),

UV=254 nm, R;= 0.24). MS (ES") calculada para C1sH1oF3N3O: (m/z) 306.01; experimental

[M+H] = 302.05. "H RMN (400 MHz, DMSO-g5) 8: 12.40 (bs, 1H), 9.30 (t, J = 5.56 Hz, 1H),

7.98 (ddd, J = 11.60, 7.82, 2.12 Hz, 1H), 7.84 (ddd, J = 8.71, 4.24, 1.67 Hz, 1H), 7.59 (td, J

=10.46, 8.40 Hz, 1H), 7.49 (dd, J = 8.66, 4.94 Hz, 1H), 7.29 (dd, J = 9.49, 2.16 Hz, 1H),

7.00 (ddd, J = 9.91, 8.96, 2.52 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 5.69 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz,

DMSO-4) 6: 164.3, 164.3, 159.4, 157.0, 153.5, 152.7, 152.5, 150.3, 150.2, 150.1, 147.9,

147.7, 131.3, 131.2, 131.2, 131.2, 124.9, 124.8, 124.8, 124.8, 117.5, 117.3, 116.8, 116.7,
109.5, 109.2, 37.8.

N\>_/— NH N= N-(2-(1H-benzimidazol-2-il)etil)picolinamida (M2-18).
N O)_@ Partiendo de 99 (100 mg, 0.43 mmoles) y el acido picolinico

H 123 (52.9 mg, 0.43 mmoles) se obtiene el producto sélido

blanco (85.3 mg, 0.32 mmoles, rendimiento:74%, tr 1.25 min, pureza: >99%). (CCF:
DCM/MeOH (4:1, viv), UV= 254 nm, R= 0.88). MS (ES") calculada para C5H14N,O: (m/z)
266.12; experimental [M+H] = 267.02. "H RMN (400 MHz, DMSO-¢) &: 12.40 - 12.15 (s,
1H), 9.10 - 8.98 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.65 - 8.59 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 8.08 - 8.02 (m, 1H), 8.03
-7.94 (m, 1H), 7.62 - 7.56 (m, 1H), 7.55 - 7.37 (m, 2H), 7.15 - 7.10 (dd, J = 5.7, 2.4 Hz,
2H), 3.85 - 3.76 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 3.15 - 3.08 (t, J = 7.1 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz,
DMSO-4) 6: 163.8, 152.9, 149.9, 148.4, 137.8, 126.5, 121.8, 37.2, 28.7.

©:N\>_/—NH N-(2-(1H-benzimidazol-2-il)etil)benzamida (M2-19).
N O>/ < > Partiendo de 99 (100 mg, 0.43 mmoles) y el acido benzoico

H 124 (52.5 mg, 0.43 mmoles) se obtiene el producto como
un solido de color blanco 31.9 mg, 0.12 mmoles, rendimiento: 28%, tz 1.52 min, pureza:
94%). (CCF: DCM/MeOH (4:1, viv), UV= 254 nm, R= 0.85). MS (ES") calculada para
C1eH15N30: (m/z) 265.12; experimental [M+H] = 266.00. "H RMN (400 MHz, DMSO-g) &:

12.36 - 12.21 (s, 1H), 8.72 - 8.64 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.86 - 7.82 (m, 2H), 7.57 - 7.38 (m,

218



Experimental

5H), 7.19 - 7.04 (dd, J = 8.8, 3.2 Hz, 2H), 3.76 - 3.69 (g, J = 7.3 Hz, 2H), 3.13 - 3.06 (t, J =
7.3 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 5: 166.3, 152.8, 143.3, 134.5, 131.1, 128.2,
127.1,121.5,120.8, 118.1, 110.8, 38.0, 28.8.

\ NH 2 N-(2-(1H-benzimidazol-2-il)etil)-2-metilbenzamida (M2-
@[ \>J 20). Partiendo de 99 (100 mg, 0.43 mmoles) y el acido 2-

H o metilbenzoico 125 (58.5 mg, 0.43 mmoles) se obtiene el
producto como un sélido de color blanco (80.6 mg, 0.29 mmoles, rendimiento: 67%, tgr 1.52
min, pureza: 99%). (CCF: DCM/MeOH (4:1, v/v), UV= 254 nm, R= 0.85). MS (ES")
calculada para C417H47N3O: (m/z) 279.14; experimental [M+H] = 280.09. "H RMN (400 MHz,
DMSO-4) 6: 12.28 (s, 1H), 8.39 (t, J= 5.5 Hz, 1H), 7.54 (d, J=6.8 Hz, 1H), 742 (d, J=7.2
Hz, 1H), 7.30 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 7.24 - 7.16 (m, 2H), 7.15 - 7.06 (m, 2H), 3.69 (q, J=7.0
Hz, 2H), 3.08 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.27 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) 5: 169.1,
152.8, 143.3, 137.1, 135.1, 134.3, 130.3, 129.2, 127.0, 125.4, 121.5, 120.8, 118.1, 110.8,
37.7,28.9, 19.3.

F N-(2-(1H-benzimidazol-2-il)etil)-3,4-
O:NM NZH <:§ - difluorobenzamida (M2-21). Partiendo de 99 (100 mg,
H o) 0.43 mmoles) y el acido 3,4-difluorobenzoico 126 (67.9
mg, 0.43 mmoles), el producto se obtiene como un
sélido de color blanco (74.4 mg, 0.25 mmoles, rendimiento: 57%, tg 1.73 min, pureza:
99%). (CCF: DCM/MeOH (4:1, viv), UV= 254 nm, R= 0.87). MS (ES") calculada para
C46H13F2N30: (m/z) 301.10; experimental [M+H] = 301.99. "H RMN (400 MHz, DMSO-4) 6:
12.28 (s, 1H), 8.79 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.92 - 7.82 (m, 1H), 7.78 - 7.68 (m, 1H), 7.60 - 7.48
(m, 2H), 7.48 - 7.37 (m, 1H), 7.20 - 7.04 (m, 2H), 3.72 (9, J = 7.1 Hz, 2H), 3.09 (t, J= 7.3
Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 5: 164.2, 152.6 (d, Jc.r = 27.7 Hz, 1C), 150.3 (d,
Jcr = 12.9 Hz, 1C), 150.0 (d, Jc.r = 12.9 Hz, 1C), 147.9 (d, Jcr = 13.0 Hz, 1C), 143.3,
134.3, 131.9 (d, Jc.r = 3.5 Hz, 1C), 124.7 (d, Jcr = 3.4 Hz, 1C), 124.6 (d, Jc.r = 3.4 Hz,
1C), 121.2 (d, Jcr = 66.2 Hz, 1C), 118.2, 117.5 (d, Jcr = 17.5Hz, 1C), 116.6 (d, Jc.-= 18.3
Hz, 1C), 110.8, 38.2, 28.7.
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N NH s N-(2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-il)etil)tiofeno-2-
\©:N\>_/_O)_@ carboxamida (M2-22). Partiendo de 103 (100 mg, 0.40
H mmoles) y el acido tiofeno-2-carboxilico 122 (51.2 mg,
0.40 mmoles), el producto se obtiene como un sélido de color beige (100 mg, 0.35
mmoles, rendimiento: 87%, tr 1.58 min, pureza: 97%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV=
254 nm, R= 0.61). MS (ES") calculada para C4sH1sN3OS: (m/z) 285.09; experimental
[M+H] = 286.04. "H RMN (400 MHz, DMSO-¢) &: 12.28 - 11.99 (s, 1H), 8.81 - 8.57 (t, J =
5.7 Hz, 1H), 7.79 - 7.69 (m, 2H), 7.40 - 7.31 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.29 - 7.22 (s, 1H), 7.15 -
7.10 (m, 1H), 6.98 - 6.90 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 3.77 - 3.59 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.08 - 3.02 (t, J
= 7.3 Hz, 2H), 2.42 - 2.33 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) &: 161.2, 152.4, 140.0,

130.7, 128.0, 127.8, 122.6, 37.9, 28.9, 21.3.

N NH N= N-(2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-il)etil)picolinamida
\©:N\>JO \ 7/ (M2-23). Partiendo de 103 (100 mg, 0.40 mmoles) y el

H acido picolinico 123 (49.2 mg, 0.40 mmoles) se obtiene
el producto como un sélido de color blanco (90.0 mg, 0.32 mmoles, rendimiento: 80%, tr
1.38 min, pureza: 98%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV= 254 nm, R= 0.56). MS (ES")
calculada para C16H4gN4O: (m/z) 280.13; experimental [M+H] = 281.07. "H RMN (400 MHz,
DMSO-4) 6: 9.05 - 8.98 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.63 - 8.59 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 8.09 - 8.02 (m,
1H), 8.02-7.91 (t, J=7.6 Hz, 1H), 7.62 - 7.55 (m, 1H), 7.39 - 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.29
-7.23 (s, 1H), 6.97 - 6.90 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 3.86 - 3.71 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 3.15 - 3.01 (¢,
J=7.1Hz, 2H), 2.44 - 2.29 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) 5: 163.8, 152.5, 149.9,
148.4, 137.8, 130.3, 126.5, 122.6, 121.9, 37.3, 28.7, 21.3.

\©:N\>_/*NH N-(2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-il)etil)benzamida
N 0’2 ( > (M2-24). Partiendo de 103 (100 mg, 0.40 mmoles) y el

H acido benzoico 124 (48.8 mg, 0.40 mmoles), el producto
se obtiene como sélido beige (106 mg, 0.38 mmoles, rendimiento: 94%, tr 1.70 min,
pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV= 254 nm, R= 0.52). MS (ES") calculada
para C47H17N30: (m/z) 279.14; experimental [M+H] = 280.07. 'H RMN (400 MHz, DMSO-¢)
0:12.29 - 12.01 (s, 1H), 8.77 - 8.59 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.92 - 7.74 (m, 2H), 7.55 - 7.48 (m,
1H), 7.48 - 7.42 (m, 2H), 7.38 - 7.32 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 7.29 - 7.23 (m, 1H), 6.96 - 6.90 (d,
J=8.1Hz, 1H), 3.77 - 3.66 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.12 - 3.02 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.41 - 2.34
(s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 5: 166.3, 134.5, 131.1, 128.3, 127.2, 122.5, 38.0,
28.8, 21.3.
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\ NH 2 2-metil-N-(2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-
\©: \>_/_ il)etillbenzamida (M2-25). Partiendo de 103 (100 mg,

H 0 0.40 mmoles) y el acido 2-metilbenzoico 125 (54.4 mg,
0.40 mmoles), el producto se obtiene como un sélido de color beige (101 mg, 0.34
mmoles, rendimiento: 86%, tr 1.73 min, pureza: 98%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV=
254 nm, R= 0.52). MS (ES") calculada para C1gH1gN3O: (m/z) 293.15; experimental [M+H]
= 29414 "H RMN (400 MHz, DMSO-4) &: 12.37 - 11.89 (s, 1H), 8.63 - 8.17 (t, J = 5.6 Hz,
1H), 7.33 - 7.26 (dt, J = 6.5, 2.8 Hz, 3H), 7.23 - 7.16 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 6.96 - 6.90 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 3.73 - 3.61 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.11 - 3.01 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.42 - 2.35 (s,
3H), 2.29 - 2.25 (s, 3H). ®*C RMN (101 MHz, DMSO-¢) d: 169.1, 137.2, 135.1, 130.3,
129.2,127.0, 125.4, 37.7, 28.9, 21.3, 19.3.

F 3,4-difluoro-N-(2-(5-metil-1 H-benzimidazol-2-
\@N\>_/_ N;_QF iletil)benzamida (M2-26). Partiendo de 103 (100
H 0 mg, 0.40 mmoles) y el acido 3,4-difluorobenzoico 126
(63.2 mg, 0.40 mmoles) se obtiene el producto como
solido blanco (101 mg, 0.32 mmoles, rendimiento: 79%, fg 1.88 min, pureza: 97%). (CCF:
DCM/MeOH (9:1, v/v), UV= 254 nm, R= 0.60). MS (ES") calculada para C4;H15F2,N3O:
(m/z) 315.12; experimental [M+H] = 316.06 '"H RMN (400 MHz, DMSO-¢) d: 12.14 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 8.78 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 7.87 (ddd, J = 11.3, 7.9, 1.8 Hz, 1H), 7.78 - 7.68 (m,
1H), 7.60 - 7.49 (m, 1H), 7.44 — 7.16 (m, 2H), 6.93 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.70 (q, J = 7.0 Hz,
2H), 3.06 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.38 (s, 3H). "*C RMN (101 MHz, DMSO-4) d: 164.1 (d, Jo.r
1.8 Hz, 1C), 152.5 (d, Jcr = 12.7 Hz, 1C), 150.3 (d, Jc.r = 13.0 Hz, 1C), 150.0 (d, Jc.r
12.7 Hz, 1C), 147.9, 147.8, 141.5, 131.9, 124.7 (d, Jor = 3.7 Hz, 1C), 124.6 (d, Jcr = 3.4
Hz, 1C),122.3, 117.5 (d, Jc.- = 17.5 Hz, 1C), 116.6 (d, Jocr = 18.4 Hz, 1C), 110.7 (d, Jcr =
3.3 Hz, 1C), 38.2, 28.7, 21.2.

©:N \>—/_N;—<SJ N-(2-(1H-benzimidazol-2-il)etil)tiofeno-2-carboxamida
N 3 \ (M2-27). Partiendo de 100 (100 mg, 0.43 mmoles) y el acido

H tiofeno-2-carboxilico 122 (55.0 mg, 0.43 mmoles) se obtiene
el producto como un soélido de color blanco (87.8 mg, 0.33 mmoles, rendimiento: 75%, t;
1.57 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (4:1, v/v), UV= 254 nm, R= 0.86). MS (ES")
calculada para Ci4H13N;OS: (m/z) 271.08; experimental [M+H] = 271.97. '"H RMN (400
MHz, DMSO-4) 6: 8.77 - 8.68 (t, J=5.6 Hz, 1H), 7.76 - 7.71 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 7.52 - 7.44
(dd, J =5.6, 3.2 Hz, 2H), 7.15 - 7.07 (m, 3H), 3.73 - 3.65 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.12 - 3.05 (t,
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J = 7.3 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-g) 5: 161.2, 152.7, 139.9, 130.7, 128.1, 127.8,
121.2, 37.9, 28.9.

F N NH N= N-(2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)etil)picolinamida
\©:N\>Jo N\ / (M2-28). Partiendo de 115 (227 mg, 0.56 mmoles) y el
H acido picolinico 123 (68.9 mg, 0.56 mmoles), el
producto se obtiene como un sélido de color blanco (83 mg, 0.29 mmoles, rendimiento:
52%, tgr 1.37min, pureza: 99%). (CCF: DCM/EtOH (9:1, v/v), UV= 254 nm, R= 0.57). MS
(ES™) calculada para CqsH13FN4O: (m/z) 284.29; experimental [M+H] = 285.03. 'H RMN
(400 MHz, DMSO-4) 8: 12.41 (b, 1H), 9.16 - 8.90 (m, 1H), 8.72 - 8.50 (m, 1H), 8.08 - 8.02
(d, J=7.5Hz, 2H), 8.01-7.94 (t, J=7.5Hz, 2H), 7.70 - 7.48 (m, 1H), 7.52 - 7.13 (m, 2H),
7.06-6.79 (t, J=9.0 Hz, 1H), 3.83 - 3.75 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 3.21 - 2.98 (t, J = 7.0 Hz, 2H).
3C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 8: 163.9, 159.4, 157.1, 154.4, 149.8, 148.4, 137.8, 126.5,
121.9, 109.3, 109.1, 37.7, 37.2, 28.7, 27 .9.

F N NH -(2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)etil)benzamida
\©:N\>_/70>/_© (M2-29). Partiendo de 115 (227 mg, 0.56 mmoles) y el
H acido benzoico 124 (68.3 mg, 0.56 mmoles), el producto
se obtiene como un solido de color blanco (81.8 mg, 0.29 mmoles, rendimiento: 53%, tr
1.57 min, pureza: 96%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV= 254 nm, R= 0.71). MS (ES")
calculada para C4gH14FN3O: (m/z) 283.30; experimental [M+H] = 283.96. 'H RMN (400
MHz, DMSO-g) 6: 12.41 (s, 1H), 8.67 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 7.88 - 7.77 (m, 2H), 7.56 - 7.38
(m, 4H), 7.28 (dd, J = 35.2, 9.3 Hz, 1H), 6.97 (q, J = 9.4 Hz, 1H), 3.71 (q, J=7.2 Hz, 2H),
3.08 (t, J = 7.2 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 5: 166.3, 134.4, 131.2, 128.3,
127.2, 38.0, 28.9.

= N-(2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)etil)-2-
N NH

\©: \>—/_ metilbenzamida (M2-30). Partiendo de 115 (227 mg,

” O 0.56 mmoles) y el acido 2-metilbenzoico 125 (76.2 mg,
0.56 mmoles) el producto se obtiene como un sélido de color blanco (70.1 mg, 0.24
mmoles, rendimiento: 42%, tz 1.62 min, pureza: >99 %). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV=
254 nm, R= 0.71). MS (ES") calculada para CigH14sFN3O: (m/z) 297.33; experimental
[M+H] = 298.03 "H RMN (400 MHz, DMSO-¢) &: 12.41 (s, 1H), 8.38 (t, J = 5.4 Hz, 1H),

7.58 - 7.37 (m, 1H), 7.36 - 7.13 (m, 5H), 7.03 - 6.91 (m, 1H), 3.68 (q, 6.9 Hz, 2H), 3.07 (t, J
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= 7.1 Hz, 2H), 2.26 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-g) 5: 169.1, 137.1, 135.1, 130.3,
129.2, 127.0, 125.4, 37.6, 28.9, 19.3.

. N " F 3,4-difluoro-N-(2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-
\©: \>_/_ )_@F il)etil)benzamida (M2-31). Partiendo de 115 (227

@) mg, 0.56 mmoles) y el acido 3,4-difluorobenzoico
126 (88.5 mg, 0.56 mmoles), el producto se obtiene
como un solido de color blanco (73.7 mg, 0.23 mmoles, rendimiento: 41%, tz 1.83 min,
pureza: 99%). (CCF: DCM/MeOH (9:1, v/v), UV= 254 nm, R= 0.72). MS (ES") calculada
para C4gH12F3N30: (m/z) 319.28; experimental [M+H] = 320.01. "H RMN (400 MHz, DMSO-
a6) O: 12.54 - 12.01 (s, 1H), 9.01 - 8.47 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.93 - 7.82 (ddd, J = 11.6, 7.8,
2.1 Hz, 1H), 7.76 - 7.68 (m, 1H), 7.61 - 7.50 (dt, J = 10.5, 8.4 Hz, 1H), 7.50 - 7.41 (dd, J =
8.0,4.8 Hz, 1H), 7.33 - 7.21 (m, 1H), 7.03 - 6.89 (m, 1H), 3.81 - 3.61 (m, 2H), 3.14 - 3.00 (t,
J = 7.3 Hz, 2H). ®C RMN (101 MHz, DMSO-4) &: 164.2 (d, Jcr = 1.8 Hz, 1C), 157.1,
155.4, 154.3, 152.5 (d, Jc.r = 12.6 Hz, 1C), 150.3 (d, Jcr = 13.0 Hz, 1C), 150.1 (d, Jor =
12.8 Hz, 1C), 147.9 (d, Jc.-= 13.0 Hz, 1C), 131.9 (d, Jc.r = 3.6 Hz, 1C), 124.7 (d, Jc,= 3.4
Hz, 1C), 124.6 (d, Jc.-=3.4 Hz, 1C), 117.5 (d, Jc.-= 17.6 Hz, 1C), 116.6 (d, Jc.r = 18.7 Hz,
1C), 109.1 (d, Joc.r = 25.2 Hz, 1C), 38.1, 28.8.

©:N\>““@ (2-(1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(tiofeno-2-il)metanona
N N (M2-32). Partiendo de 119 (300 mg, 1.15 mmoles) y el acido
H O%\[S) tiofeno-2-carboxilico 122 (148 mg, 1.15 mmoles), se obtiene el

| Y producto solido (271 mg, 0.89 mmoles, rendimiento: 77%, tr 1.42

min, pureza: 99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R¢

=0.51). MS (ES") calculada para C1sH1sN30S: (m/z) 297.38; experimental [M+H] = 298.03.
'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 7.56 (d, J = 10.25 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 11.94 Hz, 1H), 7.22
(d, J = 3.15 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 3.15 Hz, 1H), 7.10 (s, 1H), 5.64 (dd, J = 7.86, 3.89 Hz,
1H), 4.04 - 3.85 (m, 1H), 3.15 (id, J = 11.82, 5.57, 5.57 Hz, 1H), 2.51-2.39 (m, 1H), 2.31
(ddd, J = 15.98, 12.82, 7.98 Hz, 1H), 2.17 (dt, J = 12.17, 12.08, 5.85 Hz, 1H). *C RMN

(101 MHz, CDCl;) &: 163.8, 153.5, 138.3, 130.7, 130.7, 127.4, 122.5, 56.1, 49.9, 27 4,
26.0.
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‘ Sintesis de derivados del benzimidazol

N\ O (2-(1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(piridin-2-il)metanona
> N (M2-33). Partiendo de 119 (300 mg, 1.15 mmoles) y el acido

o N Picolinico 123 (142 mg (1.15 mmoles) se obtiene el producto
/ S solido de una mezcla de dos rotameros (155 mg, 0.53 mmoles,
rendimiento: 46%, tz 1.32 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH
(95:5, viv), UV= 254 nm, R; = 0.32). MS (ES") calculada para C47H1sN4O: (m/z) 292.34;
experimental [M+H] = 293.01. "H RMN (400 MHz, CDCls, rotamero 1) &: 8.59 (d, J = 4.64
Hz, 1H), 7.91 - 7.77 (m, 2H), 7.64 - 7.51 (m, 2H), 7.37 (ddd, J = 6.89, 4.82, 1.75 Hz, 1H),
7.25-7.18 (m, 2H), 5.64 (dd, J = 7.44, 3.55 Hz, 1H), 3.97 - 3.85 (m, 2H), 3.17 - 3.05 (m,
1H), 2.39 - 2.25 (m, 2H), 2.26 - 1.99 (m, 1H); '"H RMN (400 MHz, CDCls, rotamero 2) d:
8.49 (d, J = 4.15 Hz, 1H), 7.91 - 7.77 (m, 2H), 7.64 - 7.51 (m, 2H), 7.37 (ddd, J = 6.89,
4.82,1.75 Hz, 1H), 7.25 - 7.18 (m, 2H), 5.47 (d, J = 5.87 Hz, 1H), 4.07 (id, J = 11.67, 7.98,
7.98 Hz, 1H), 3.59 - 3.51 (m, 1H), 3.01 - 2.92 (m, 1H), 2.39 - 2.25 (m, 2H), 2.26 - 1.99 (m,
1H). *C RMN (101 MHz, CDCl3) &: 168.2, 154.4, 153.8, 153.6, 153.4, 148.1, 147.1, 137.7,
136.9, 125.4, 125.1, 124.7, 123.9, 122.4, 122.3, 57.9, 55.8, 50.1, 46.4, 30.6, 27.5, 25.7,
22.1.

N\ G (2-(1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(fenil)metanona (M2-
e N 34). Partiendo de 119 (300 mg, 1.15 mmoles) y el acido benzoico

N

H 0 124 (141 mg, 1.15 mmoles) se obtiene el producto sélido (270

mg, 0.93 mmoles, rendimiento: 80%, fgr 1.50 min, pureza: >99%).

(CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R;= 0.42). MS (ES")

calculada paraCqgH47N3O: (m/z) 291.35; experimental [M+H] = 292.07. 'H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6: 7.56 (bs, 2H), 7.53 - 7.49 (m, 2H), 7.48 - 7.37 (m, 3H), 7.23 (d, J = 3.18 Hz, 1H),
7.21 (d, J =3.17 Hz, 1H), 5.59 (dd, J = 7.97, 6.18 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 7.38, 6.04 Hz, 2H),
3.16 (tdd, J = 12.99, 8.03, 6.56 Hz, 1H), 2.42 (ddd, J = 13.03, 7.36, 6.70 Hz, 1H), 2.23 ( pd,
J =12.27, 6.05 Hz, 1H), 1.96 ( pd, J = 12.56, 7.47 Hz, 1H). *C RMN (101 MHz, CDCl;) &:

171.8,153.7, 135.9, 130.5, 128.4, 127.1, 122.4, 54.8, 50.7, 27.7, 25.7.

©:N\>'"'G (2-(1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(o-tolilmetanona (M2-
N N 35). Partiendo de 119 (300 mg, 1.15 mmoles) y el acido 2-
H o metilbenzoico 125 (157 mg, 1.15 mmoles) se obtiene el producto

solido (300 mg, 0.98 mmoles, rendimiento: 85%, fr 1.58 min,

pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R =

0.36). MS (ES") calculada paraCqgH1gN3O: (m/z) 305.37; experimental [M+H] = 306.07. H
RMN (400 MHz, CDCl5) &: 7.58 (bs, 2H), 7.32 - 7.27 (m, 1H), 7.25 - 7.16 (m, 5H), 5.60 (dd,
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J =7.97, 4.04 Hz, 1H), 3.34 - 3.24 (m, 2H), 3.17 (dtd, J = 10.58, 6.49, 4.29 Hz, 1H), 2.42-
2.20 (m, 3H), 2.25 (s, 2H), 1.98 (pd, J = 12.71, 6.34 Hz, 1H). *C RMN (101 MHz, CDCls)
5: 172.0, 153.8, 136.4, 133.7, 130.5, 129.3, 125.9, 125.4, 122.4, 54.3, 49.4, 27.8, 25.2,
18.8.

N\> @ (2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(tiofen-2-
N I N illmetanona (M2-36). Partiendo de 120 (250 mg, 0.91 mmoles)
H o s Y el acido tiofeno-2-carboxilico 122 (117 mg, 0.91 mmoles), se

| ) obtiene el producto sdlido (185 mg, 0.59 mmoles, rendimiento:

65%, tr 1.62 min, pureza: 99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v),

UV= 254 nm, R;= 0.47). MS (ES") calculada para C;7H7N30S: (m/z) 311.40; experimental

[M+H] = 312.10. "H RMN (400 MHz, CDCls) &: 7.59 (d, J = 3.79 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 4.97

Hz, 1H), 7.45 (d, J = 8.02 Hz, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.11 (dd, J = 4.65, 4.19 Hz, 1H), 7.03 (d, J

= 8.29 Hz, 1H), 5.62 (dd, J = 7.89, 4.32 Hz, 1H), 3.96 (t, J = 6.85 Hz, 2H), 3.12 (dt, J =

12.18, 12.13, 5.89 Hz, 1H), 2.51 - 2.37 (m, 1H), 2.43 (s, 3H) 2.32 (ddd, J = 15.25, 12.70,

7.98 Hz, 1H), 2.16 (dt, J = 12.20, 12.06, 6.03 Hz, 1H). "*C RMN (101 MHz, CDCls) &: 163.8,
153.1, 138.3, 132.7, 130.8, 127.5, 124.2, 109.9, 56.0, 50.0, 27.6, 26.0, 21.6.

\@N\>““O (2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(piridin-2-
N N illmetanona (M2-37). Partiendo de 120 (250 mg, 0.91 mmoles)
H o) N Y el acido picolinico 123 (113 mg, 0.91 mmoles), se obtiene el
/ h producto sélido como mezcla de dos rotameros (146 mg, 0.47
= mmol, rendimiento: 51%, fr 1.53 min, pureza: 98%). (CCF:
DCM/MeOH (95:5, viv), UV= 254 nm, R; = 0.35). MS (ES") calculada para CigH:gN,O:
(m/z) 306.36; experimental [M+H] = 307.14. '"H RMN (400 MHz, CDCls, rotamero 1) d: 8.59
(d, J =4.68 Hz, 1H), 7.91-7.78 (m, 2H), 7.47 (d, J =8.21 Hz, 1H), 7.40 - 7.35 (m, 1H), 7.32
(s, 1H), 7.04 (dd, J = 8.23, 1.05 Hz, 1H), 5.62 (dd, J = 7.45, 3.63 Hz, 1H), 3.95 - 3.86 (m,
2H), 3.14 - 3.02 (m, 1H), 2.44 (s, 3H), 2.38 - 2.25 (m, 2H), 2.23 - 1.99 (m, 2H); '"H RMN
(400 MHz, CDCls, rotamero 2) 8: 8.48 (d, J = 4.37 Hz, 1H), 7.91-7.78 (m, 2H), 7.50 (d, J =
8.16 Hz, 1H), 7.40-7.35 (m, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.08 (d, J = 8.20 Hz, 1H), 5.47 (d, J = 5.69
Hz, 1H), 4.11-3.99 (m, 1H), 3.55 (ddd, J = 11.74, 8.61, 1.48 Hz, 1H), 3.00-2.91 (m, 1H),
2.47 (s, 3H), 2.38-2.25 (m, 2H), 2.23-1.99 (m, 2H). *C RMN (101 MHz, CDCl;) d: 168.2,
153.6, 153.4, 148.2, 147.2, 137.7, 136.9, 132.4, 125.4, 125.1, 124.7, 124.0, 123.9, 123.9,
57.8, 55.7,50.1, 46.5, 30.7, 27.6, 25.7, 21.6.
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‘ Sintesis de derivados del benzimidazol

\E:[N\>""G (2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-

N N il)(fenil)metanona (M2-38). Partiendo de 120 (250 mg, 0.91

H 0 mmoles) y el acido benzoico 124 (112 mg, 0.91 mmoles) se

obtiene el producto soélido (190 mg, 0.62 mmoles, rendimiento:

68%, tr 1.65 min, pureza: >99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5,

v/v), UV= 254 nm, R; = 0.44). MS (ES") calculada para CigH1gN3O: (m/z) 305.37;

experimental [M+H] = 306.13. '"H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 7.52 (dd, J = 7.90, 1.49 Hz,

2H), 7.49 - 7.38 (m, 4H), 7.29 (s, 1H), 7.04 (dd, J = 8.24, 0.91 Hz, 1H), 5.57 (dd, J = 7.84,

6.38 Hz, 1H), 3.66 - 3.55 (m, 2H), 3.13 (tdd, J = 13.05, 7.95, 6.66 Hz, 1H), 2.44 (s, 3H),

2.46 - 2.36 (m, 1H), 2.29 - 2.17 (m, 1H), 1.95 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, CDCl3) 5: 171.7,
153.3, 135.9, 130.5, 128.4, 127.2, 124.0, 54.8, 50.7, 27.8, 25.7, 21.6.

\©:N\>'"'G (2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(o-

N N tolillmetanona (M2-39). Partiendo de 120 (250 mg, 0.91

H 0 mmoles) y el acido 2-metilbenzoico 125 (125 mg, 0.91

mmoles), se obtiene el producto soélido (227 mg, 0.71 mmoles,

rendimiento: 78%, trx 1.75 min, pureza: >99 %). (CCF:

DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R; = 0.47). MS (ES") calculada para CyH»{N3O:

(m/z) 319.40; experimental [M+H] = 320.14. '"H RMN (400 MHz, CDCls) &: 7.48 (d, J = 7.20

Hz, 1H), 7.33 - 7.27 (m, 2H), 7.24 - 7.19 (m, 3H), 7.05 (dd, J = 8.23, 1.54 Hz, 1H), 5.58 (dd,

J=7.99, 4.16 Hz, 1H), 3.36 - 3.24 (m, 2H), 3.20 - 3.11 (m, 1H), 2.45 (s, 3H), 2.40-2.22 (m

1H), 2.25 (s, 3H), 1.97 ( m, 1H). *C RMN (101 MHz, CDCls) &: 172.0, 153.4, 136.4, 133.8,
130.6, 129.3, 126.0, 125.5, 124.0, 54.3, 49.5, 27.9, 25.3, 21.6, 18.8.

\©: N\ (3,4-difluorofenil)(2-(5-metil-1H-benzimidazol-2-
N il)pirrolidin-1-il)metanona (M2-40). Partiendo de 120 (250
H mg, 0.91 mmoles) y el acido 3,4-difluorobenzoico 126 (145

mg, 0.91 mmoles), se obtiene el producto sélido (169 mg,

F 0.50 mmoles, rendimiento: 54%, tzx 1.92 min, pureza:

>99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R; = 0.31). MS (ES") calculada para
C1oH17F2N30O: (m/z) 341.36; experimental [M+H] = 342.12. '"H RMN (400 MHz, CDCls) &:
7.45 (d, J = 8.22 Hz, 1H), 7.43 - 7.37 (m, 1H), 7.34 - 7.27 (m, 2H), 7.20 (id, J = 9.71, 8.05
Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 8.27, 1.41 Hz, 1H), 5.53 (dd, J = 7.76, 6.54 Hz, 1H), 3.70 - 3.56 (m
2H), 3.10 (tdd, J = 13.12, 8.17, 6.65 Hz, 1H), 2.43 (s, 3H), 2.47 - 2.37 (m, 1H), 2.32 - 2.22
(m, 1H), 2.05 - 1.91 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, CDCls) &: 169.3, 153.0, 152.8, 151.3,
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150.4, 150.3, 148.8, 148.7, 132.7, 124.2, 1241, 1241, 124.0, 124.0, 117.5, 117.4, 117.2,
117.0, 55.1, 50.8, 28.0, 25.7, 21.6.

F N (2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(tiofen-2-

\©:N\>""<Nj illmetanona (M2-41). Partiendo de 121 (116 mg, 0.90 mmoles)

H OJES) y el acido tiofeno-2-carboxilico 122 (116 mg, 0.90 mmoles), se

| P obtiene el producto soélido (212 mg, 0.66 mmoles, rendimiento:

73%, tr 1.58 min, pureza: 98%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v),

UV= 254 nm, R; = 0.58). MS (ES") calculada para CigH1sFN3OS: (m/z) 315.37;

experimental [M+H] = 316.06. "H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 7.58 (d, J = 3.65 Hz, 1H), 7.55

(d, J =5.00 Hz, 1H), 7.47 (bs, 1H), 7.22 (bd, J = 7.37 Hz, 1H), 7.11 (dd, J = 4.78, 4.03 Hz,

1H), 6.96 (dt, J = 9.38, 2.39 Hz, 1H), 5.61 (dd, J = 7.85, 3.92 Hz, 1H), 4.01 - 3.88 (m, 2H),

3.16 - 3.06 (m, 1H), 2.50 - 2.37 (m, 1H), 2.37 - 2.25 (m, 1H), 2.23 - 2.11 (m, 1H). *C RMN

(101 MHz, CDCl,) &: 163.7, 160.5, 158.1, 154.7, 138.1, 130.8, 130.7, 127.4, 110.8, 110.5,
56.1,49.9, 27.7, 25.9.

F N (2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(piridin-2-
\©:N\>""(Nj ilmetanona (M2-42). Partiendo de 121 (116 mg, 0.90
H o N mmoles) y el acido picolinico 123 (111 mg, 0.90 mmoles), se
| ) obtiene el producto sélido como una mezcla de rotameros (154
= mg, 0.50 mmoles, rendimiento: 55%, fr 1.45 min, pureza:
>99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, viv), UV= 254 nm, R;= 0.41). MS (ES") calculada para
C17H1sFN4O: (m/z) 310.33; experimental [M+H] = 311.10. '"H RMN (400 MHz, CDCl;,
rotamero 1) &: 8.59 (d, J = 4.77 Hz, 1H), 7.85 - 7.79 (m, 2H), 7.53 - 7.42 (bm, 1H), 7.38
(ddd, J = 6.83, 4.81, 1.91 Hz, 1H), 7.25 - 7.17 (bm, 1H), 7.01 - 6.91 (m, 1H), 5.61 (dd, J =
7.53, 3.61 Hz, 1H), 3.98 - 3.85 (m, 2H), 3.59 - 3.49 (m, 1H), 3.10 - 2.99 (m, 1H), 2.38 - 2.23
(m, 2H), 2.23 - 2.00 (m, 1H); '"H RMN (400 MHz, CDCl;, rotamero 2) &: 8.49 (d, J = 4.50
Hz, 1H), 7.91 - 7.85 (m, 2H), 7.85 - 7.79 (m, 1H), 7.38 (ddd, J = 6.83, 4.81, 1.91 Hz, 2H),
7.01-6.91 (m, 1H), 5.43 (d, J =5.72 Hz, 1H), 4.06 (td, J = 11.68, 7.99 Hz, 1H), 3.59 - 3.49
(m, 1H), 2.97 - 2.89 (m, 1H), 2.38 - 2.23 (m, 2H), 2.23 - 2.00 (m, 1H). *C RMN (101 MHz,
CDCl;) &6: 168.1, 166.7, 160.4, 158.1, 155.0, 153.4, 153.1, 148.1, 147.2, 137.6, 136.9,
125.3,125.1, 124.6, 123.8, 110.6, 110.4, 58.0, 55.8, 50.1, 46.7, 31.1, 28.0, 25.6, 22.0.
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‘ Sintesis de derivados del benzimidazol

F N (2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-

\©: \>@ il)(fenil)metanona (M2-43). Partiendo de 121 (116 mg, 0.90
mmoles) y el acido benzoic 124 (110 mg, 0.90 mmoles), se
obtiene el producto como soélido (201 mg, 0.64 mmol,
rendimiento: 71%, fk 1.67 min, pureza: 98%). (CCF:
DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R; = 0.46). MS (ES") calculada para CigH1FN3O:
(m/z) 309.34; experimental [M+H] = 310.09. '"H RMN (400 MHz, CDCl;) &: 7.54 - 7.50 (m,
2H), 7.49 - 7.38 (m, 4H), 7.24 - 7.14 (bm, 1H), 6.96 (ddd, J = 9.48, 8.95, 2.46 Hz, 1H), 5.56
(dd, J =7.95, 6.24 Hz, 1H), 3.63 (d, J =5.99 Hz, 1H), 3.61 (d, J =5.98 Hz, 1H), 3.10 (tdd, J
=13.01, 8.18, 6.60 Hz, 1H), 2.47 - 2.37 (m, 1H), 2.23 ( pd, J = 12.21, 6.04 Hz, 1H), 2.02 -
1.90 (m, 1H). *C RMN (101 MHz, CDCl;) &: 171.6, 160.5, 158.1, 154.9, 154.9, 135.7,
130.5, 128.3, 127.1, 110.7, 110.5, 54.9, 50.7, 28.3, 25.6.

F N (2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(o-
\©:N\>””<Nj tolil)metanona (M2-44). Partiendo de 121 (116 mg, 0.90
H o mmoles) y el acido 2-metilbenzoico 125 (123 mg, 0.90

mmoles), se obtiene el producto sélido (237 mg, 0.73 mmol,

rendimiento: 81%, tx 1.80 min, pureza: >99%). (CCF:

DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R; = 0.43). MS (ES") calculada para CgH1sFN3O:
(m/z) 323.36; experimental [M+H] = 324.10. '"H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 7.59 - 7.35 (bm,
1H), 7.33 - 7.28 (m, 1H), 7.25 - 7.17 (m, 4H), 6.97 (ddd, J = 9.56, 8.87, 2.47 Hz, 1H), 5.57
(dd, J = 8.09, 4.08 Hz, 1H), 3.36 - 3.25 (m, 1H), 3.16 - 3.07 (m, 1H), 2.40 - 2.31 (m, 1H),
2.31-2.25 (m, 1H), 2.26 (s, 3H), 2.25 - 2.19 (m, 1H), 1.98 ( pd, J = 12.67, 6.34 Hz, 1H).
*C RMN (101 MHz, CDCls) d: 171.8, 160.5, 158.1, 154.9, 136.3, 133.7, 130.6, 129.3,

125.9,125.7,125.4,110.7, 110.4, 54.3, 49.4, 28.4, 26.8, 25.1, 18.8.

F N (2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-il)pirrolidin-1-il)(3,4-
\©:N\><Nj difluorofenil)metanona (M2-45). Partimos de 121 (116
H o mg, 0.90 mmoles) y el acido 3,4-difluorobenzoico 126 (143

mg, 0.90 mmoles), se obtiene el producto sélido (265 mg,
F 0.75 mmol, rendimiento: 83%, tr 1.95 min, pureza: 98%).

(CCF: DCM/MeOH (95:5, vi/v), UV= 254 nm, R; = 0.43). MS (ES") calculada para
C1gH14F3N3O: (m/z) 345.32; experimental [M+H] = 346.08. '"H RMN (400 MHz, CDCls) &:
7.47 - 7.36 (m, 2H), 7.33 - 7.27 (m, 1H), 7.24 - 7.13 (m, 2H), 6.94 (ddd, J = 9.53, 8.89, 2.47
Hz, 1H), 5.54 - 5.49 (m, 1H), 3.70 - 3.55 (m, 2H), 3.05 (tdd, J = 13.05, 8.15, 6.58 Hz, 1H),

241 (dt,  =13.12, 7.01 Hz, 1H), 2.32 - 2.21 (m, 1H), 1.98 ( pd, J = 12.58, 7.55, Hz, 1H).
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3C RMN (101 MHz, CDCl3) 3: 169.1, 160.5, 158.1, 154.5, 152.9, 152.8, 151.2, 151.1,
150.4, 150.2, 148.7, 148.6, 132.5, 132.4, 132.4, 124.1, 124.0, 124.0, 124.0, 117.5, 117.3,
117.1,117.0, 110.8, 110.6, 55.2, 50.8, 28.5, 25.6.

N\ N-(1H-benzimidazol-2-il)tiofeno-2-carboxamida (M2-46).
N>_N/|>_|_<\SJ Partiendo de 98 (250 mg, 1.88 mmoles) y el acido tiofeno-2-
H o carboxilico 122 (241 mg, 1.88 mmoles), se obtiene el producto

como soélido (89.0 mg, 0.37 mmoles, rendimiento: 20%, fg 1.87 min, pureza: 95%). (CCF:
DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R; = 0.68). MS (ES") calculada para C;,HgN;0OS:
(m/z) 243.05; experimental [M+H]= 244.22. "H RMN (400 MHz, DMSO-¢) 5: 12.31 (bs, 2H),
7.95 (d, J =2.70 Hz, 1H), 7.80 (dd, J = 4.95, 1.01 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 5.91, 3.18 Hz, 2H),
7.18 (dd, J = 4.99, 3.71 Hz, 1H), 7.15 (dd, J = 5.92, 3.20 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz,
DMSO-4) 6:141.4, 131.7, 130.0, 127.9, 121.7, 112 4.

@EN\>—NH N N-(1H-benzimidazol-2-il)picolinamida (M2-47). Partiendo de
N )/_Q 98 (250 mg, 1.88 mmoles) y el acido picolinico 123 (232 mg,
0 1.88 mmoles), se obtiene el producto sélido (112 mg, 0.47
mmoles, rendimiento: 25%, tg 1.37 min, pureza: 97%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV=
254 nm, R;= 0.53). MS (ES") calculada para C43H1oN4O: (m/z) 238.09; experimental [M+H]
= 238.93. '"H RMN (400 MHz, DMSO-4) 8: 12.28 (bs, 1H), 11.27 (bs, 1H), 8.78 (ddd, J =
4.71, 1.56, 0.86 Hz, 1H), 8.24 (td, J = 7.87, 1.04 Hz, 1H), 8.12 (dt, J = 7.74, 1.69 Hz, 1H),
7.74 (ddd, J =7.54,4.75, 1.17 Hz, 1H), 7.51 (dd, J = 5.92, 3.21 Hz, 1H), 7.14 (dd, J = 5.95,
3.19 Hz, 1H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) 5: 148.8, 138.2, 127.6, 122.6, 121.3.

H

N\ N-(1H-benzimidazol-2-il)benzamida (M2-48). Partiendo de 98

NH
N>_ )/__® (250 mg, 1.88 mmoles) y el acido benzoico 124 (230 mg, 1.88
H 0 mmoles), se obtiene el producto como (221 mg, 0.93 mmoles,

rendimiento: 50%, fg 1.65 min, pureza: 98%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm,
Ri = 0.53). MS (ES") calculada para Cy4H{N3O: (m/z) 237.09; experimental [M+H] =
237.92. "H RMN (400 MHz, DMSO-g) 5: 12.33 (bs, 1H), 8.19 - 8.11 (m, 2H), 7.99 - 7.92 (m,
1H), 7.65 - 7.56 (m, 1H), 7.56 - 7.49 (m, 2H), 7.46 (dd, J = 5.90, 3.19 Hz, 2H), 7.14 (dd, J =
5.93, 3.19 Hz, 2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 5: 168.2, 167.2, 148.8, 134.3, 132.7,
131.8, 130.6, 129.1, 128.4, 128.2, 128.1, 121.4, 113.2.
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@EN\>—NH N-(1H-benzimidazol-2-il)-2-metilbenzamida (M2-49).
N Z 2 > Partiendo de 98 (250 mg, 1.88 mmoles) y el acido 2-

H (0] metilbenzoico 125 (256 mg, 1.88 mmoles), se obtiene el
producto como solido como una mezcla de dos rotameros (334 mg, 1.33 mmoles,
rendimiento: 71%, tgr 1.82 min, pureza: 98%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm,
Ri = 0.73). MS (ES") calculada para CysH{3sN3O: (m/z) 251.11; experimental [M+H] =
251.93. '"H RMN (400 MHz DMSO-g, rotamero 1) &: 12.23 (bs, 2H), 7.61 (d, J = 6.61 Hz,
1H), 7.46 - 7.39 (m, 3H), 7.30 (dd, J = 13.90, 7.40 Hz, 2H), 7.10 (dd, J = 5.93, 3.20 Hz, 2H),
2.47 (s, 3H); "H RMN (400 MHz, DMSO-4s, rotamero 2) &: 12.23 (bs, 2H), 7.82 (d, J = 7.95
Hz, 1H), 7.46 - 7.39 (m, 3H), 7.30 (dd, J = 13.90, 7.40 Hz, 2H), 7.10 (dd, J =5.93, 3.20 Hz,
2H), 2.52 (s, 3H). *C RMN (101 MHz, DMSO-4) 5: 169.0, 147.0, 136.0, 135.0, 130.6,
130.3, 127.9, 125.5, 121.1, 19.6.

N\ F N-(1H-benzimidazol-2-il)-3,4-difluorobenzamida (M2-50).
O:N}N;_OF Partiendo de 98 (250 mg, 1.88 mmoles) y el acido 3,4-
H o difluorobenzoico 126 (297 mg, 1.88 mmoles), se obtiene el

producto como sélido (2.86 mg, 1.05 mmoles, rendimiento: 56%, tr 2.18 min, pureza:
>99%). (CCF: DCM/MeOH (95:5, v/v), UV= 254 nm, R; = 0.63). MS (ES") calculada para
C14HoF2N30: (m/z) 273.07; experimental [M+H] = 273.98. '"H RMN (400 MHz, DMSO-4) 5:
12.41 (s, 1H), 8.11 (ddd, J = 11.62, 8.00, 2.05 Hz, 1H), 8.05 - 8.00 (m, 1H), 7.56 (td, J =
10.48, 8.35 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 5.92, 3.20 Hz, 2H), 7.17 (dd, J = 5.93, 3.19 Hz, 2H). "*C
RMN (101 MHz, DMSO-4) 6: 168.5, 152.8, 152.7, 150.8, 150.3, 150.2, 150.2, 150.1, 147.8,
147.7, 133.9, 133.8, 131.7, 125.7, 125.6, 125.6, 125.6, 122.0, 117.4, 117.3, 117.2, 117 1,
112.3.

0 F 2,2,2-trifluoro-N-(2-(5-fluoro-1H-benzimidazol-2-
F N NﬁF il)etil)acetamida (M2-51). En todas las reacciones que se
\©: \>J ha utilizado el producto 115 se observa un subproducto
H que es aislado y purificado e incluido dentro de la libreria
para los ensayos bioldgicos. El subproducto se obtiene como un soélido de color blanco
(65.2 mg, 0.24 mmoles, fr 1.40min, pureza: 99%). (CCF: DCM/EtOH (9:1, v/v), UV= 254
nm, R= 0.66). MS (ES") calculada para Cy{HgF4sN3O: (m/z) 275.07; experimental [M+H] =
275.98 'H RMN (400 MHz, DMSO-¢) 5: 12.64 - 12.22 (s, 1H), 9.78 - 9.43 (t, J = 4.9 Hz,
1H), 7.51 -7.43 (dd, J = 8.7, 4.9 Hz, 1H), 7.32 - 7.26 (dd, J = 9.6, 2.4 Hz, 1H), 7.02 - 6.93
(ddd, J = 9.9, 8.9, 2.5 Hz, 1H), 3.69 - 3.60 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.08 — 3.01 (t, J = 7.3 Hz,
2H). *C RMN (101 MHz, DMSO-¢) 8: 161.0 (d, Jcr = 1.9 Hz, 1C), 158.6 (d, Jo.r = 1.4 Hz,
1C), 151.7, 132.3, 128.5, 115.4 (d, Jcr = 10.2 Hz), 113.8 (d, Jcr = 3.1 Hz, 1C), 113.5 (d,
Jcr=6.0 Hz, 1C), 100.6 (d, Jcr = 27.5 Hz, 1C), 35.7, 24.8.
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4.3.1 Resumen de la caracterizacion de la quimioteca de derivados del benzimidazol
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F N
A\
L4
M2-43 H 201 72 309.34 310.09 1.67 98
0
F N
oo
JORES
M2-44 H 237 82 323.36 324.10 1.80 99
o%\2 :Z
F N
T2
N N
M2-45 H o) 265 85 345.32 346.08 1.95 98
F
F

N
\
M2-46 @[N}N/y_@ 89 20 24328 24422 187 95
H & N\
N\
M2-47 @EN%N;_@ 112 25 23824 23893 137 97

H o
N
M2-48 @EN\%N;_@ 221 50 23726 237.92 165 9
H o
N
M2-49 @EN\%N;_@ 33 71 25128 25193 182 98
H oo
N F
M2-50 @EN%N;_GF 286 56 27324 27398 218 >99
H o

() F

S
F N NH F
M2-51 \©: \>J 65.2 - 27507 27598 140 99
N

Tabla resumen de la caracterizacion de los compuestos que forman la quimioteca de derivados de
benzimidazol. Los compuestos sintetizados por el Dr. Rob Hoen estan marcados por un color del fondo de la
figura mas claro. 'La pureza de los compuestos se determina a A= 214 nm mediante RP-HPLC-MS analitico
utilizando la columna XBridgeTM C1g (4.6 x 50 mm, 3.5 um), en condiciones &cidas (A: H;O:HCOOH (99.9;0.1,
v/v); B: ACN:HCOOH (99.3,0.7, v/v)) con un gradiente lineal de 5-100% B en 4.5 min a un flujo de 1ml/min.
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5. Sintesis de la quimioteca de y-péptidos derivados de la prolina

5.1 Sintesis del acido (2S,4S)-4-Fmoc-amino-1-Alloc-pirrolidina-2-

carboxilico
H Fmoc-Amp(Alloc)-OH (129). Se disuelve el aminoacido comercial
Alloc~N “Fmoc Fmoc-Amp(Boc)-OH 127 (3.00 g, 6.63 mmoles) en una solucién
de TFA/DCM (2:3, v/v) (50 ml) a t.a. durante 1 h hasta eliminar el
HO . .
0 grupo Boc. Se elimina el disolvente a sequedad, co-evaporando

las posibles trazas restantes de TFA con 1,4-dioxano (2 x 20 ml). Seguidamente el crudo
se disuelve en H,0/1,4-dioxano (1:1, v/v) y se ajusta el pH a 9 con una solucién saturada
de NaHCO; (4 )afadiendo cloroformiato de alilo (846 ul, 8.00 mmoles), dejando la reaccion
a t.a, durante 4 h. Posteriormente se afiade una solucion acuosa de HCI (,c) 1 M ajustando
el pH a 4. Se extrae el producto con AcOEt (3 x 20 ml), se lavan las fracciones organicas
con una solucion saturada de NaCl (,¢), se secan con MgSO, () y después de filtrar la fase
organica, ésta se seca en el rotavapor obteniendo un aceite espumoso. El crudo es
purificado por cromatografia flash automatizada (ISCO-Ry; SiO,, 120 g, DCM/DCM-MeOH-
HCOOH (80:20:0.01 v/v), A= 220 y 264 nm), (TLC: DCM/MeOH (4:1, v/v); A= 254 nm; R¢=
0.70) obteniéndose el producto como soélido blanco (2.71 g, 94%, tr 2.87 min, 85% pureza).
MS (ES+) calculada para Cp4H»4N,Og: (M/z) 436.16; experimental [M+H] = 437.18. '"H-NMR
(400 MHz, CDCl3) &: 7.74 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.54 (dd, J = 16.9, 6.9 Hz, 2H), 7.38 (t, J =
6.7 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 5.99 - 5.80 (m, 1H), 5.37 - 5.21 (m, 2H), 4.68 - 4.56
(m, 2H), 4.55 - 4.45 (m, 1H), 4.34 (dd, J = 17.0, 8.5 Hz, 2H), 4.19 (dd, J = 14.2, 7.0 Hz,
1H), 3.80 - 3.25 (m, 2H), 2.34 - 1.89 (m, 2H). "*C NMR (101 MHz, CDCl;) 5: 174.6, 156.0,
143.9, 141.4,132.1, 127.8, 127.2, 125.3, 120.1, 118.6, 67.2, 58.5, 53.5, 50.7, 47.2, 34.5.

5.2 Sintesis de y-péptidos en fase sélida

Los compuestos se sintetizan en fase sélida con una estrategia sintética basada en un
esquema ortogonal con los grupos protectores fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) / terc-
butoxycarbonilo (Boc) / alliloxicarbonilo (Alloc). Para la sintesis de los y-péptidos de dicha
quimioteca se han utilizado dos rutas sintéticas distintas, detalladas en el apartado 5.3.2
de dicha tesis. Los protocolos sintéticos utilizados en fase sélida se han detallado

previamente en el apartado 1.4 de materiales y métodos.
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6. Ensayos biolégicos

6.1 Ensayos in vitro

6.1.1 Cultivo de eritrocitos humanos

La sangre usada en éstos ensayos fue cedida por el Banc de Sang i Teixits (Generalitat de

Catalunya, Departament de Salut) y pertenece al grupo sanguineo B”.

6.1.1.1 Lavado de eritrocitos (RBC)
Para cultivar los parasitos de P. falciparum asi como para realizar los ensayos de
hemolisis es necesario lavar la sangre no filtrada. Para evitar la degradacion de los
eritrocitos, mantener el cultivo de P. falciparum sano y el indice de invasion del parasito
constante es importante utilizar sangre extraida recientemente. La sangre se almacena a 4

°C y caduca un mes después de ser extraida

Para proceder al lavado se centrifuga la sangre 10 min a 2300 rpm eliminando
posteriormente por aspiracion el plasma, los leucocitos y las plaquetas, reservando sélo
los eritrocitos. Estos, son resuspendidos en la solucién de lavado y centrifugados
nuevamente durante 10 min a 2300 rpm dos veces, la ultima de las cuales, se disminuye la
velocidad de desaceleracion del rotor para obtener dos fases perfectamente definidas. El
sobrenadante es eliminado por aspiracion y los eritrocitos limpios son resuspendidos con
medio completo® con un volumen igual al volumen del pellet obtenido. La solucidn
adquirida de eritrocitos limpios al 50% de hematocrito, caduca a la semana de su

preparacion y debe almacenarse a 4 °C.

El medio completo utilizado para el cultivo in vitro de P. falciparum contiene; NaHCOs,
HEPES, gentamicina, Albumax Il (Lipid-Rich Bovine Serum Albumin) e hipoxantina. Este

medio se suplementa con L-glutamina a una concentracion final 2 mM.

El medio incompleto, nombrado también solucién de lavado, se obtiene filtrando bajo
condiciones estériles una solucién que contiene 10.4 g/l de RPMI 1640 (con L-glutamina
pero no NaHCO3) y 5.95 g/l Hepes. Se ajusta el pH de la solucién a 7.4 con NaOH (4 10
M.

6.1.1.2 Ensayo hemolitico con eritrocitos humanos
La solucién de hematocrito al 3% obtenida segun el procedimiento anterior, se lava 3
veces con una solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) 1 M (5 min a 1500 rpm). El
ensayo se lleva a cabo, en condiciones estériles, en una placa de 96 pocillos utilizando un
volumen final de 200 pl por pocillo (198 ul de la solucién de eritrocitos al 3% en PBS + 2 ul

del compuesto). La actividad hemolitica de los compuestos se estudia a distintas
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concentraciones y por triplicado. Utilizando como blanco 200 pl de la solucién de eritrocitos
al 3% en PBS; como control negativo 198 pl de la solucién de eritrocitos al 3% en PBS + 2
ul del disolvente a una concentracion final < 1% y como control positivo 198 ul de la
solucién de eritrocitos al 3% en PBS + 2 ul de Triton X-100. Después de 3 horas de
incubacion a 37 °C y 5% CO,, se traspasan las muestras en eppendorfs y se centrifugan 5
min a la maxima velocidad. Se transfieren 150 ul del sobrenadante a una placa nueva de
96 pocillos para medir la absorbancia con espectrofotometro de microplacas Power Wave
X (software KC Junior) a A= 570 nm.

6.1.2 Cultivo de Plasmodium falciparum

El medio completo utilizado para el cultivo de P. Falciparum se adquirié en la casa
comercial Invitrogen asi como la L-glutamina y el marcador fluorescente SYTO®11. HEPES
y D-sorbito fueron obtenidos en Aldrich y RPMI 1640 en Gibco®. EI PBS fue comprado en
Life Technologies, los portaobjetos Start Frost Blanc 45 en Deltalab y las placas estériles
de 96 pocillos en Labclinics. Las capsula de petri pertenecen a la casa comercial Falcon™

mientras que las camaras de incubacion son de Billups-Rothenberg.

6.1.2.1 Cepa de P. falciparum
La cepa 3D7A es la utilizada en los ensayos in vitro llevados a cabo. Esta cepa se
caracteriza por tener un indice de invasién de eritrocitos de 7.4 en cada ciclo. Dicha cepa
procede de una clonacién de la linea parasitaria 3D7 que ha sido mantenida en cultivos

durante afios’.

6.1.2.2 Mantenimiento basico del cultivo de P. falciparum
El P. falciparum se cultiva siguiendo el procedimiento general descrito® en 1976. El
parasito se cultiva en placas manteniendo las condiciones atmosféricas de las camaras de
cultivo con concentraciones bajas de oxigeno; 92% N,, 5% CO, y 3% O, en incubadoras a

37 °C suplementadas con un 5% de CO..

Los cultivos se mantienen con un hematocrito del 3%, sosteniendo la parasitemia por
debajo del 15% de esquizontes, mediante diluciones con eritrocitos recién lavados. El
medio del cultivo se substituye cada dos dias, siendo necesario hacerlo a diario con

cultivos altamente poblados (parasitemia > 3% de esquizontes).

6.1.2.3 Sincronizacion del cultivo de P. falciparum con sorbitol®
El cultivo se sincroniza mediante hemolisis con una solucion al 5% de D-sorbitol en PBS,
que actua sobre los eritrocitos que contienen estadios avanzados del parasito, dejando
intactos los eritrocitos sanos y aquellos infectados con trofozoitos inmaduros denominados

anillos o rings.
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Se centrifuga el cultivo 5 min a 1500 rpm y se elimina mediante aspiracion el
sobrenadante. Seguidamente se resuspende el pellet con la soluciéon del 5% de D-sorbitol
en PBS, utilizando un volumen siete veces superior al volumen del pellet obtenido.
Después de incubar a 37 °C durante 7 min, se centrifuga 4 min a 1500 rpm. Una vez
retirarado el sobrenadante se lava el pellet con la solucién de lavado (10 ml), se centrifuga
5 min a 1500 rpm y se resuspende el pellet en medio completo restableciendo el cultivo de

nuevo.

6.1.2.4 Preparacion de portaobjetos y tincion con Giemsa
Para la preparacion del portaobjetos se resuspende el cultivo y se centrifugan ~ 200 pul en
un eppendorf durante 30 seg. a la maxima velocidad de la centrifuga. Se elimina el
sobrenadante, y se prepara el frotis con 3 ul del pellet de eritrocitos previamente agitados.
Se deja secar el portaobjetos al aire antes de fijar brevemente con MeOH, decantando el
exceso, sin dejar que se seque del todo. Seguidamente se tifie la muestra durante 10 min
con una disolucion recién preparada de Giemsa/Sorenson’s (1:10). Posteriormente se lava

el portaobjetos con abundante H,O y se seca al aire.

La solucién tampoén Sorenson’s se prepara disolviendo Na,HPO, (3 g/l) y KH,PO, (0.6 g/l)
y se ajusta el pH a 7.2 con una solucion de KH;PO4 (5) 1 M. La solucion se almacena a

temperatura ambiente.

6.1.2.5 Determinacion de la parasitemia del cultivo de P. falciparum
En el transcurso de ésta tesis se ha determinado la paresitemia del cultivo de P. falciparum

utilizando tres técnicas distintas:

a) Analisis mediante microscopia optica
El crecimiento del cultivo se monitorea examinando los portaobjetos con un microscopio
optico Olympus BX41°®. Con el objetivo de 10x, se localiza un campo homogéneo que no
esté ni excesivamente ni escasamente poblado. Para determinar la densidad de parasitos
en esa zona, se aumenta la imagen utilizando aceite de inmersion y el objetivo 100x. Para
calcular la parasitemia se contabiliza por un lado el niumero total de eritrocitos dentro de
una celda de conteo y por otro el nimero de eritrocitos infectados de como minimo seis
campos distintos con caracteristicas poblacionales similares. Hay que tener en cuenta el
estadio en que se encuentra el parasito para el conteo de eritrocitos infectados. La
parasitemia se da en tanto por ciento y se calcula utilizando la siguiente formula;

N2 eritrocitos infectados Siendo 3.25 un factor que depende del

100

P(%) = —
(%) 3.25 x N2 erftrocitos totales x microscopio utilizado.
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b) Actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH)’
Todos los ensayos para determinar la actividad de la pLDH han sido elaborados por Noelia
Camacho en el laboratorio de Traduccio genética del Instituto de Recerca Biomedica (IRB)

de Barcelona.

Para analizar la parasitemia presente en las muestras, se transfiere una alicuota de 20 pl
del cultivo a una placa de 96 pocillos. Se afiaden 100 ul del reactivo de Malstat y se incuba
la placa a t.a. durante 15 min. Posteriormente se afiaden simultaneamente 10 ul de una
solucion acuosa de cloruro de nitroazul de tetrazolio (NBT) (2 mg/ml) y 10 ul de una
solucion acuosa de etosulfato de fenazina (PES) (0.2 mg/ml). Se incuba la placa durante
30 min protegiéndola de la luz. Posteriormente se parar la reaccion anadiendo 100 ul de
AcOH (5c) al 30%. Se cuantifica la formacion de sales solubles de formazan, que esta
directamente relacionada con la activada de la pLDH y la parasitemia del cultivo, mediante

un espectrofotémetro de microplacas Power Wave X (software KC Junior) a A= 590 nm.

El reactivo de Malstat, es una solucion de lisis que contiene; Triton X-100 (2 ml/l), lactato
de litio (20 g/l), APAD (110 mg/l) y solucion TBS 1M (6.6 g/l), ajustando el pH a 9 con
NaOH(ac_) M.

La solucién amortiguadora Tris (TBS) se prepara disolviendo tris(hidroximetil)aminometano
(Tris-Cl) (6.05 g/l) y NaCl (8.76 g/l) en H,0, ajustando el pH a 7.5 con HCI (5c) 1 M.

c) Citometria de flujo

La citometria de flujo fue llevada a cabo por los servicios cientificos y técnicos de la
Universidad de Barcelona (CCiTUB) utilizando el equipo Beckman Coulter FC500-MPL
para la lectura de placas de 96 pocillos (200 ul de muestra por pocillo) o bien el equipo
Epics XL para muestras individuales (1 ml de muestra). El marcador fluorescente de ADN
utilizado para la deteccién de los parasitos fue SYTO®11 a A= 508 nm excitando las

muestras a A= 488 nm con un laser i6nico estandar de argbn a 15 mW.

Para analizar las muestras, se diluyen los cultivos 1/100 en PBS 1 M, afiadiendo 1 ul de
una solucion 5 mM de SYTO®11 en DMSO a t.a. analizando los resultados con el software
Summit v4.3. Este método permite detectar selectivamente los globulos rojos infectados
que se encuentran en el estadio de anillo o ring del parasito descartando aquellos con
estadios mas avanzados, hecho que proporciona una lectura mas exacta de la
parasitemia. Esta se expresa como el nimero de células infectadas por cada 100

eritrocitos, utilizando como referencia la lectura del control negativo y del blanco.
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6.1.2.6 Ensayo de inhibicion del crecimiento del cultivo de P. falciparum
En condiciones estériles y después de sincronizar el cultivo, se preparan dos soluciéon al
3% de hematocrito: solucion A al 1% de parasitemia y solucién B al 0.1% de parasitemia
(1:10 de la solucioén A).

El ensayo se lleva a cabo en dos placas de 96 pocillos, una para cada solucion, utilizando
un volumen final de 100 ul por pocillo (98 ul de la solucién + 2 ul del compuesto). Se utiliza
como blanco del ensayo 100 pl de una solucién al 3% de eritrocitos sanos; como control
negativo 98 ul del cultivo + 2 ul del disolvente a una concentracién final < 1% y como

control positivo 98 ul del cultivo + 2 ul de una solucién 250 mg/ml de borrelidina.

Las placas se incuban en condiciones normales durante 48 horas (placa con solucion A) y
96 horas (placa con solucién B). Los compuestos se analizan a distintas concentraciones y

por triplicado. Se determina la parasitemia de cada muestra por duplicado.

6.1.2.7 Calculo de la IC5,
Se calculé la IC5, de los compuestos con el software Prism GraphPad a través de curvas
de dosis-respuesta con los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicién del

crecimiento del P. falciparum.

6.1.2.8 Ensayos de aminoacilaciéon de ARS de P. falciparum
Los ensayos de Lisil-aminoacilacion fueron elaborados por la Dra. Eva Novoa y Noelia
Camacho en el laboratorio de Traduccio genética del Instituto de Recerca Biomedica (IRB)
de Barcelona, mientras que los relativos a las enzimas Tyr, Asp y Asn fueron realizados
por Dra. Joélle Rudinger-Thirion del departamento de Architecture et Réactivité de I'ARN

en el Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Université de Strasbourg (CNRS).

Las enzimas Asp, Tyr y Asn ARNt sintetasas de P. falciparum utilizadas para estos
ensayos fueron clonadas, expresadas y purificadas segun el protocolo habitual del
laboratorio de CNRS®, mientras que la enzima Lisil-ARNt apicolastica de P. falciparum

(PfKRS-2) se obtuvo por el protocolo llevado a cabo en el laboratorio de IRB®.

El ensayo de aminoacilacion se realiza a 37 °C afiadiendo una alicuota del compuesto a

evaluar a las soluciones optimizadas para cada ARNt sintetasa:

- TyrRS; 50 mM Tris-HCl (5, (pH 8.0), 20 mM KCl (sc), 2 mM ATP (,y, 1 mM MgCl,
(ac), 10 MM DTE (), 10 uM de [*C]-tirosina y 1 uM de Tyr-ARNt.

- AspRS; 100 mM Hepes-KOH (4 (pH 7.4), 3 mM MgCls (ac), 0.5 mM ATP4¢), 15 mM
KCI (ac), 10 uM de ['*C]-aspartico y 1 uM de Asp-ARNL.
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- AsnRS; 50 mM Hepes'KOH (5 (pH 7.2), 10 mM MgCl; (a¢c), 2 MM ATP (5c), 30 mM
KCl (ac), 10 uM de ['“C]- asparagina y 1 uM de Asn-ARNL.

- LysRS; 100 mM de Hepes-KOH (5c) (pH 7.2), 20 mM de KClI (5c), 30 mM de MgCl,
@) 0.5 mM de DTT (5), 5 mM (0.1 mg/ml en BSA) de ATP, 20 uM de [*H]-lisina
(500 Ci/mol) y 5 uM de Lys-ARNL.

Para evaluar la aminoacilacion se aplican alicuotas de la mezcla de la reaccion (15 ul)
sobre filtros Whatmann de 3 mm a distintos tiempos. Los filtros se lavan tres veces con
acido tricloroacético (sc) al 5%. La radioactividad se determina con un equipo de liquid

scintillation counting.

Se sigui6 el mismo protocolo para valorar la aminoacilacién de Lys-ARNt humana (HsKRS)
utilizando transcripciones in vitro de H. Sapiens Lys-ARNt e afadiendo 5 ul de extractos de
células humanas HEK 293T. Para la aminoacilacion de la Lys-ARNt sintetasa citosoélica de
P. falciparum (PfKRS-1) se utilizaron transcripciones in vitro de P. falciparum Lys-ARNt y 5

ul de extractos del parasito.

Se evaluaron los compuestos por duplicado a distintas concentraciones, utilizando como
blanco un ensayo con la enzima purificada sola es decir sin ARNt ni compuesto. Como
control negativo se utilizé la enzima correspondiente y el disolvente, y como control

positivo la enzima y el ARNt.

6.1.3 Cultivo de células humanas HEK 293T

Las células HEK 293T se adquirieron en el laboratorio de Traduccid genetica del Instituto
de Recerca Biomedica (IRB) de Barcelona. El medio de cultivo DMEM, la solucion de
0.05% de Tripsina en EDTA, la solucién al 0.4% de azul de tripano y el equipo Countess
Automated cell counting fueron adquiridos en Life Technologies. Las placas de cultivo se
obtuvieron en Labclinics mientras que la solucion al 20% de dodecilsulfato de sodio en
H,O (SDS) se compré en Aldrich. El reactivo WST-1 para la cuantificacion de la

proliferacién celular fue adquirido en la casa comercial Roche.

6.1.3.1 Mantenimiento del cultivo de HEK 293T
Las células HEK 293T (células renales embrionarias humanas) se cultivan en condiciones
estériles, utilizando el medio comercial DMEM (con un alto contenido en glucosa y

piruvato) en incubadoras suplementadas con 5% CO, a 37 °C.

Para despegar las células adheridas a la placa de petri, se elimina el medio por aspiracion
y se lavan las células con PBS 1 M. Se afiaden una soluciéon del 0.05% de tripsina en

EDTA (volumen 1:5 de la capacidad de la placa), dejandolo actuar de 2 a 5 min a 37 °C.
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Seguidamente se afiaden 10 ml de medio y se recogen las células para ser contadas,

trasplantadas y/o diluidas.

El numero de células del cultivo se calcula de forma automatica con el equipo Countess
Automated cell counting. Se mezclan 10 pl del cultivo con 10 pl de una solucion al 0.4% de
azul de tripano. Para hacer la lectura de la muestra, se introducen 10 wl de la mezcla
resultante en un portaobjetos especifico para el equipo que calcula el numero de células

viables por ml.

6.1.3.2 Ensayo de citotoxicidad con células HEK 293T
Se incuban las células HEK 293T en condiciones normales durante 24 horas en 3 placas
de 96 pocillos a una concentracion de 0.5 x 10° células/ml y un volumen final de 100 pl.
Posteriormente se afiaden a distintas concentraciones y por triplicado los compuestos a

estudiar (2 o 5 ul segun el ensayo) y se incuban las células.

Se utiliza como blanco 100 ul del cultivo; como control negativo 98 o 95 ul del cultivo + 2 o
5 ul del disolvente a una concentracion final < 1% y como control positivo 98 ul del cultivo
+ 2 ul de la solucion al 20% de SDS.

Para determinar la proliferacion de las células pasadas 24, 48 y 72 horas de la adicion de
los compuestos, se afiaden 10 ul del reactivo WST-1 (dilucién final 1:10 por pocillo). Una
vez afiadido el WST-1, se incuba la placa protegiéndola de la luz y leyendo la absorbancia
de las muestras a las 2, 3 y 4 horas posteriores al tratamiento. Durante este periodo de
incubacion, las enzimas mitocondriales deshidrogenasa de las células viables convierten el
WST-1 en sales solubles de formazan que se cuantifican mediante un espectrofotometro

de microplacas Power Wave X (software KC Junior) a A= 460 nm.

6.1.4 Cultivo de Escherichia coli

La cepa de E.Coli utilizada se obtuvo en Merck mientras que el medio LB (Lennox Broth)
en Conda. La tetraciclina y la ampicilina utilizadas se obtuvieron en la casa comercial
Aldrich.

6.1.4.1 Cepa de E. Coli
La cepa de la bacteria E. Coli utilizada fue NovaBlue® Gigasingles de genotipo endA1
hsdR17(rk12- Mk12') SUPE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac FproA’B* lacFZAM15::Tn10
(TR
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6.1.4.2 Medio de cultivo LB (Luria Bertani) para E. Coli
El medio liquido utilizado para cultivar E. Coli se prepara disolviendo 20 g del preparado
LB (Lennox Broth) en 1 | de H,O destilada. El preparado LB (Lennox Broth) contiene 10 g
de triptona, 5 g de NaCl y 5 g de extracto de levadura. La solucién se autoclavé durante 15

min a 121 °C para esterilizarla. El medio se puede conserva a 4 °C durante una semana.

6.1.4.3 Ensayo de inhibicion de la proliferacién de E. Coli
Se cultiva en una incubadora (Infors AG CH-4103 BOTTMINGEN) con agitacion orbitalica
constante a 37 °C durante una noche E. Coli en el medio liquido LB con tetraciclina
(1/1000 del volumen total de cultivo). Posteriormente se utiliza el espectrometro UV-mini
1240 (Shimadzu) para conocer la densidad de 1 ml del cultivo mediante la lectura de
absorbancia a A= 600 nm, utilizando el medio LB como blanco. Se diluye el cultivo con LB
hasta obtener una densidad de 0.05 g/cm® y se afiade nuevamente la parte proporcional

de tetraciclina.

El ensayo se lleva a cabo, en condiciones estériles, en una placa de 96 pocillos utilizando
un volumen final de 100 ul por pocillo (98 ul de cultivo + 2 ul del compuesto). Se utiliza
como blanco 100 ul del cultivo con tetraciclina; como control negativo 98 ul del cultivo con
tetraciclina + 2 ul MeOH y como control positivo 100 ul del cultivo sin tetraciclina + 0.1 ul

de ampicilina.

Se evalua la actividad inhibitoria de la proliferacion de E. Coli de los distintos compuestos,
por triplicado a distintas concentraciones mediante lecturas de absorbancia a A= 600 nm.
La curva del crecimiento del cultivo se obtiene mediante los valores de absorbancia
registrados cada 30 min durante 6 horas con un espectrofotometro de microplacas Power

Wave X (software KC Junior) con agitacion constante a 37 °C.

6.1.4.4 Ensayos de aminoacilacion con ARS de E. coli
Los ensayos de aminoacilacion de GIn-ARNt de E. Coli fueron elaborados por Shirin Fatma

del Department of Chemistry en Wayne State University de Detroit.

El ARNt®" se desnaturaliza a 75 °C durante 5 min antes de naturalizarlo de nuevo con una
solucion 8 mM de MgCl, («c)a 65 °C, dejando que la mezcla se enfrie hasta llegar a t.a.
Posteriormente, se afiade una alicuota del compuesto a evaluar y la solucién de ARNt es
incubada a 37 °C con 40 mM de Hepes-OH (pH 7.5), 4 mM de ATP, 8 mM de MgCl; (ac),
200 pM de glutamina, 50 uCi/mL de [°H] glutamina y 1 uM E. coli GInRS.

Una vez se inicia el ensayo, afiadiéndole a la solucion el compuesto a evaluar, se extraen
alicuotas de la mezcla de reaccion (10 ul) a diferentes tiempos, depositandolas sobre
papel de filtro saturado con acido tricloroacético (TCA). Los filtros se lavan tres veces con

una solucion fria al 5% de TCA (5c). La cantidad de pmoles de *H-GIn-ARNt®" generada
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por la enzima es determinada con un equipo de liquid scintillation counting detectando la

radioactividad.

Se determina la actividad inhibitoria de los compuestos a distintas concentraciones y
tiempos. Se utiliza como blanco del ensayo la solucion + H,O y como control negativo se
evalla la aminoacilacion de la enzima s6lo con el sustrato natural, es decir sin afiadirle el

compuesto a ensayar.

6.2 Ensayos in vivo

6.2.1 Evaluacién de toxicidad de los compuestos con zebrafish'® (Danio Reiro)

Los ensayos de toxicidad con el modelo zebrafish (cepa AB), fueron realizados por Pedro
Vieira y Ana Raquel Soares (RNA Biology Laboratory, Department of Biology and Centre
for Environmental and Marine Studies (CESAM), University of Aveiro, Portugal) acorde con

la ley Europea para la experimentacion animal (2010/63/EU).

Los embriones fertilizados (250 por placa) se mantuvieron a 28 °C en condiciones
estandar'’. Después de ser examinados con un microscopio estereoscopico, se
seleccionaron aquellos que mostraban un desarrollo normal. Los embriones se
distribuyeron en distintas placas de petri con 20 ml de las disoluciones acuosas de los
compuestos a ensayar. Los compuestos se disolvieron previamente a una concentracion
madre 1 mM en MeOH o DMSO ajustando el pH a 7. Se estudiaron distintas
concentraciones para cada compuesto, basandose en las ICs calculadas in vitro para P.

falciparum, utilizando 2 replicados (10 embriones cada uno) en cada experimento.

Se analizaron los cambios morfologicos a las 24, 48, 72 y 96 horas. Se utilizd la
concentracion mas elevada de MeOH y DMSO utilizada para disolver las muestras como

control negativo.

6.2.2. Evaluacion de la actividad antimalarica de los compuestos en modelos

murinos

Los ensayos in vivo con modelos murinos fueron realizados por Patricia Marin del
departamento de bioquimica y biologia molecular IV en la Universidad Computense de
Madrid.

Se utilizé la cepa de Plasmodium yoelii 17XL (Py17XL) MRA-267 facilitada por Malaria
Research and Reference Resource Center, siendo cultivada en sangre de murinos y

almacenada con nitrégeno liquido.
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El ensayo se llevd a cabo con ratones hembras, de 6 a 8 semanas de edad, de la cepa
BALB/cAnNHsd adquiridas en Harlan Laboratorie y criadas en condiciones normales de luz
y temperatura en el estabulario de la Universidad Computense de Madrid. Los roedores
fueron alimentados con una dieta comercial ad libitum. Los experimentos in vivo se
llevaron a cabo acorde con las leyes nacionales e internacionales de ética y

experimentacion con animales.

Para ensayar la actividad antimalarica in vivo se siguié el siguiente procedimiento’?; los
ratones fueron inoculados con 2 x 107 eritrocitos murinos infectados por Py77XL, mediante
una inyeccion intraperitoneal. El tratamiento empieza a las dos horas de la infeccion,
momento en que se administra la primera dosis del compuesto a experimentar. El
tratamiento sigue durante los 3 dias posteriores, inyectando la misma dosis cada 24 horas.
Se observa la evolucion de la infeccion a diario examinando la sangre con el método de

tincion de Wright.

Los compuestos a analizar son preparados, a la dosis adecuada, en soluciones acuosas

con un 7% de Tween-80 y un 3% de EtOH, inyectando H,O al grupo control.
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