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El trabajo presentado en esta Memoria ha sido realizado gracias a la concesion de
una beca predoctoral por el Programa para la Formacion del Profesorado Universitario del
Ministerio de Educacidon (AP2008-02508) y a la financiacién procedente del Instituto de
Salud Carlos III (FIS PI1070227 y FIS PI10/00592).

Tres estancias han sido realizadas como complemento de formacion en el
Departamento de Quimica de la Universidad de British Columbia (UBC, Vancouver,
Canada), Departamento de Medicina Aplicada de la Universidad de Aberdeen (Escocia,
Reino Unido) y Fundacién Sbarro para la Investigacién en Salud de la Temple University
(Filadelfia, EEUU) gracias a las ayudas para estancias breves concedidas dentro del
Programa para la Formacién del Profesorado Universitario del Ministerio de Educacion.

Parte de los resultados recogidos en la presente Tesis Doctoral han sido enviados
en formato de articulo cientifico a la revista European Journal of Medicinal Chemistry.
Otra parte de los mismos se incluyen en una patente espafola titulada “Su/fonamidas
secundarias con grupos 1,3-dioxolanilalquilicos y fenilmetilpurinicos, y su utilizacion como
agentes anticancerigenos” (IPR-524).

Con objeto de obtener la Mencién de Doctorado Internacional se incluye un
resumen en inglés de la presente Tesis Doctoral. En la totalidad del documento se ha
utilizado la puntuacion inglesa para los decimales en lugar de coma a fin de facilitar su
incorporacion posterior a los articulos y otras comunicaciones cientificas.
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I. INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de mas de 200 enfermedades que puede afectar a
cualquier tejido corporal con una distribucion heterogénea en funcion de la edad y el
sexo. Actualmente constituye uno de los problemas de salud mas relevantes en nuestra
sociedad, siendo la primera causa de mortalidad en el mundo y un motivo significativo de
hospitalizacion. La colaboracidn entre investigadores, epidemidlogos y clinicos esta siendo
fundamental para el avance en el control del mismo.

La terapia oncoldgica actual se sigue basando en la cirugia, radioterapia y
quimioterapia en general. Este tratamiento carece de la especificidad necesaria para
destruir las células cancerosas sin ocasionar graves efectos colaterales. La terapia
hormonal antitumoral solamente se utiliza en algunos tipos de cancer de mama y
prostata, y solo algunos de los denominados farmacos bioldgicos se han aprobado para el
tratamiento de tumores solidos.

La investigaciéon ha conducido a un avance notable en la compresidn de las bases
celulares y moleculares del cancer, lo que permite profundizar en el disefio de nuevos
agentes antitumorales mas especificos y seguros para el paciente. Este avance en el
conocimiento cientifico del cancer junto con el desarrollo de la multirresistencia a
farmacos en los tratamientos oncoldgicos justifican la busqueda y necesidad de nuevos
modelos quimicos Utiles como agentes antiproliferativos.

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de nuevas
moléculas que inhiban la proliferacién celular sin causar graves efectos secundarios en el
futuro como tratamiento antitumoral, cuando se ensayen en organismos Vvivos.

En este trabajo se detalla el disefo, sintesis, caracterizacién y analisis de la
actividad bioldgica de 3 familias de farmacos antitumorales con diversidad estructural.
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1. Cancer

El cancer es la principal causa de muerte a escala mundial, siendo responsable de
7.6 millones de defunciones en 2008. Se prevé que las muertes sigan aumentando y
alcancen la cifra de 13.1 millones en 2030. Datos escalofriantes que también afectan a los
paises en vias de desarrollo donde el cancer esta aumentando en los Ultimos afios. Segun
la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer los indices de mortalidad son
similares en los paises desarrollados y en vias de desarrollo, aunque la incidencia de
nuevos casos de cancer es dos veces mayor en los paises desarrollados que en los paises
en vias de desarrollo’.

En Espaia, se estima que la mortalidad por cancer en este afio 2013 es cercana a
41.000 en mujeres y 62.000 en hombres, lo que supone 103.000 defunciones en total. La
Figura 1 muestra la estimacién de la mortalidad de todos los tumores malignos en
mujeres, hombres y totales para los afos 2006 y 2012. La cifra de mortalidad ha
aumentado en 4.000 en 2012 con respecto a 2006, afectando este aumento
principalmente a las mujeres?.

MORTALIDAD POR CANCER

DEFUNCIONES

120000

98773 102639

100000

80000

61354 61710

60000 W ANO 2006

37419 40929 W ANO 2012

40000
- -
0

MUJERES HOMBRES TOTAL

Figura 1. Estimacion de la mortalidad por cancer en mujeres, hombres y ambos grupos para los afios 2006 y
2012 en Espafia.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define cancer como un término
genérico que designa a un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier
parte del organismo. También los denomina tumores malignos o neoplasias malignas. Se
caracterizan por la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla
de sus limites habituales. Cuando invaden partes adyacentes del cuerpo o se propagan a
otros 6rganos se denomina metastasis. Las metastasis son la principal causa de muerte
por cancer’.
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El cancer es una enfermedad genética, ya que se produce por alteraciones en
genes especificos, pero en la mayoria de los casos no es una enfermedad hereditaria*. El
cancer se desarrolla por una proliferacion continua e incontrolada de células cancerosas.
Estas células, en lugar de responder apropiadamente a las sefiales que controlan el
comportamiento celular normal, crecen y se dividen sin control alguno produciendo una
masa celular diferenciable denominada tumor, invadiendo tejidos y 6rganos sanos y
finalmente, diseminandose por todo el cuerpo alcanzando al sistema circulatorio y/o
linfatico produciendo metastasis®.

Los tumores se desarrollan a partir de una Unica célula que prolifera de manera
anormal como consecuencia de una mutacion; es decir, son clones. Sin embargo, el
origen clonal de los tumores no implica que la célula que da lugar al tumor tenga todas
las caracteristicas de una célula cancerosa. Por el contrario, el desarrollo de un cancer es
un proceso “multietapa” donde las células se convierten en malignas progresivamente
después de una acumulacién gradual de mutaciones®. En esta acumulacién, afectan
ademas los cambios epigenéticos que son los cambios que modifican la pauta de
expresion génica y organizacion de la cromatina sin que exista cambio en la secuencia del
ADN®. Por ello, la mayoria de los canceres se desarrollan en las etapas tardias de la vida.

Estas mutaciones y cambios epigenéticos son el resultado de la interaccién entre
los factores genéticos del paciente y tres categorias de agentes externos denominados
carcindgenos que pueden clasificarse en: fisicos, como las radiaciones ultravioleta e
ionizantes, quimicos, como los asbestos, los componentes del humo de tabaco, las
aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o el arsénico (contaminante del agua que se
bebe) y bioldgicos, como las infecciones causadas por determinados virus, bacterias o
parasitos>.

Cada célula sana posee una serie de genes que participan en la regulacién de su
crecimiento y division celular. Una célula se transforma en cancerosa tras varias
transformaciones genéticas, donde participan dos clases de genes que tienen un papel
fundamental en el inicio de la progresion tumoral: los genes supresores de tumores y los
oncogenes’.

Los genes supresores de tumores codifican proteinas que inhiben la proliferacion
celular. Algunos ejemplos son el gen p53, también conocido como guardian del genoma, y
el gen del retinoblastoma (Rb) mutados de forma excepcional en un nimero muy amplio
de canceres. Estos genes intervienen en el proceso tumoral cuando sufren mutaciones
genéticamente recesivas, que requieren una mutacion o cambio epigenético en los dos
alelos del gen’.

Por otro lado, los oncogenes activan la division celular incontrolada. Como
ejemplos existen oncogenes que codifican proteinas G, factores de crecimiento, protein-
quinasas, factores de transcripcién y/o productos que afectan a la apoptosis. En este
caso, las mutaciones tienen un efecto dominante, por lo que solamente es necesario el
fallo en uno de los dos alelos para que se dé la mutacion’.
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En general, aunque el cancer es un conjunto de diferentes enfermedades y puede
ser debido a multitud de causas, el proceso de carcinogénesis es el mismo para todos los
tipos de cancer. Las células cancerosas que aparecen en el proceso presentan gran
cantidad de alteraciones respecto a las células sanas del organismo humano en la
regulacion del ciclo celular, restricciones en la mitosis o capacidad de diferenciacion, entre
otras. Por ello resulta imprescindible conocer estas alteraciones de las células cancerosas
que no aparecen en las células sanas de manera que sean utilizadas como dianas
farmacoldgicas. Con ello se evitarian los efectos adversos que los tratamientos actuales
de quimioterapia causan en el resto de células sanas del organismo®.

Un tumor es un conjunto de anormalidades dinamicas que aparecen por evolucion
molecular. La naturaleza variante y heterogénea del cancer afecta al avance en la
investigacion®. Por ello aparecen tantos obstaculos en la busqueda del tratamiento eficaz
contra el cancer. Sin embargo, los grandes avances en ciencia, asi como el desarrollo de
redes y conexiones entre la investigacion bioldgica, genética, quimica y biomédica en
cancer estan ayudando en gran medida a acelerar el proceso de curacién del cancer.

El Atlas del Genoma del Cancer creado por el Instituto Nacional de Salud de EEUU
(NIH, acrénimo de National Institute of Health) que contiene mapas multidimensionales
completos de los cambios gendmicos clave en los tipos y subtipos principales de cancer®
es un ejemplo de ello. EIl Mapa de Conectividad que revela las conexiones entre
medicamentos, genes y enfermedades'! creado por el Instituto Broad de EEUU vy la
Universidad de Harvard constituye otro ejemplo de una importante base de datos para el
futuro en el tratamiento del cancer. Por Ultimo, la Enciclopedia de Lineas Celulares del
Céancer'? llevada a cabo por expertos del Instituto Broad en colaboracién con miembros
del Instituto de Novartis para la Investigacion Biomédica también podria resultar de
utilidad en un futuro no muy lejano.

2. Ciclo celular

El ciclo celular es el proceso por el que una célula duplica su contenido, crece y se
divide en dos células hijas. Asi, regula la divisidn celular y es fundamental, no sélo para
generar nuevas células, sino también para reemplazar las células dafadas en un 6rgano
adulto. Presenta una serie de intervalos que culminan con la mitosis y la citocinesis,
momentos de la divisién del nucleo y divisién de la célula respectivamente. El espacio
entre una fase de mitosis (fase M) y la siguiente es conocido como interfase (Figura 2)°.

La interfase incluye una serie de etapas en las que tienen lugar los procesos de
preparacion para la division celular®®. A cada fase M le sigue un intervalo denominado fase
G;. A continuacion tiene lugar la replicacion del ADN en la llamada fase de sintesis (fase
S) seguida de otro intervalo denominado G,. Las fases G; y G, proporcionan tiempos
adicionales. En Gy, la célula expresa los genes responsables de su fenotipo y aumenta su
tamano. En G,, la célula comprueba la correcta replicacion del ADN y se prepara para la
mitosis.
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0 ESTADO DE
LATENCIA

Figura 2. Fases del Ciclo Celular.

La célula puede detener su progresion en el ciclo celular en la fase G; o entrar en
un estado de reposo denominado estado de latencia (fase Gp). En fase Gy las células
pueden permanecer incluso afios antes de volver a proliferar. El tiempo que transcurre
desde el comienzo de la fase S hasta el fin de la fase M es breve y relativamente
constante (12-24 h) mientras que el periodo que transcurre desde el fin de la mitosis y la
fase G; varia en funcién del tipo celular**. Algunas células se dividen con gran frecuencia,
como las células epiteliales o intestinales, mientras que otras lo hacen esporadicamente o
incluso nunca, como los hepatocitos, células nerviosas y musculares.

El ciclo celular tiene un riguroso sistema de control que se encargan de integrar la
informacién de las sefales extra y/o intracelulares y que dirige a la célula a las diferentes
etapas del ciclo celular. La célula es incluso capaz de retrasar la entrada en una fase del
ciclo celular a través de este sistema si observa que no esta preparada para ello.

La regulacion principal de dicho sistema de control se lleva a cabo a través de un
complejo formado por dos proteinas, protein-quinasas dependientes de ciclinas (Cdks,
acrénimo de cyclin dependent kinases) y protein-ciclinas (Cyc) que se unen a las
anteriores para su activacion. Dichos complejos fosforilan diferentes sustratos implicados
en el control de la transcripcién y progresion del ciclo celular®®. Existen mas de 20 Cdks
diferentes en células eucariotas: algunas son reguladoras del ciclo celular, otras son
reguladoras de la transcripcion y la funcidn de algunas otras todavia no se conoce'®.

La activacién de un complejo Cdk/Cyc tiene como consecuencia la progresion del
ciclo celular a través de la etapa que regula mientras que su inactivacion detiene el ciclo
celular en dicha fase. Las ciclinas D, producidas al inicio de G;, forman complejos con
Cdk4 y Cdké6 (Figura 3) que provocan el paso de la célula a través del punto de restriccion
en esta fase. Al final de G;, se forma la Cyc-E que se asocia a Cdk2 permitiendo el paso a
la fase S. En la fase S, Cdk2/Cyc-A activa el paso a G, y en caso de daio celular, se inhibe
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induciendo apoptosis. Cdk1/Cyc-B permite el paso a M siempre que no exista dafio
celular. En caso contrario, se inicia la apoptosis por inhibicidn del complejo Cdk1/Cyc-B .

Cdk1/ciclina B

Punto de control

Cdk4/ciclina D
Cdk6/ciclina D

Go

Punto de restricion

Punto de control
Cdk2/ciclina E

Cdk2/ciclina A

Figura 3. Puntos de control e intervencion de los complejos Cdk/Cyc en el ciclo celular.

Las Cdks son imprescindibles en los denominados puntos de control donde la
célula comprueba su estado y decide si continuar o no el ciclo celular. Existen tres puntos
de control (Figura 3), siendo el punto de restriccion el mas importante al ser éste en el
que la célula decide si entra en un nuevo ciclo o se queda en la fase Gy. El control sobre
este punto es una buena estrategia terapéutica para el disefio de agentes
antiproliferativos al provocar la parada de la célula en estado de latencia sin causar
efectos colaterales'’.

Un ejemplo son los farmacos inhibidores de ciclinas que se dividen en dos familias
de compuestos en funcién de que su inhibicidn sea en cualquier fase del ciclo celular
(familia Cip/Kip) o que la inhibicién sea selectiva a Cdks que actdan en la fase G; (familia
Ink4)>.

Uno de los farmacos mas estudiados dentro de la familia Cip/Kip es el flavopiridol
(Figura 4). Es un inhibidor no selectivo de Cdk1, Cdk2 y Cdk4™ que detiene el ciclo celular
en fase Go/G; y ha dado buenos resultados en pacientes con leucemia linfocitica crénica
refractaria’®. El NIH estd llevando a cabo sesenta ensayos clinicos y todavia no ha
conseguido su aprobacion por la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA, acrénimo
de Food and Drug Administration).
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Figura 4. Ejemplos de farmacos pertenecientes a las familias Cip/Kip (flavopiridol) e Ink 4 (palbociclib) de
inhibidores de Cdks.

Sin embargo, el farmaco palbociclib (Figura 4) que pertenece a la familia Ink 4 de
inhibidores de Cdks recibio en Abril de 2013 la designacién de terapia innovadora para el
tratamiento del cancer de mama por la FDAY. Esta designacion estd establecida en el
marco del Programa de Seguridad e Innovacion de la FDA de 2012 y tiene por objeto
acelerar el desarrollo y revision de un nuevo medicamento potencial, ya sea en
monoterapia o en combinacidn con otras terapias, para el tratamiento de enfermedades
que supongan una amenaza para la vida®. La designacion de terapia innovadora se basa
en los resultados de un estudio en fase II para mujeres postmenopausicas con cancer de
mama localmente avanzado o metastésico ER positivo y HER2 negativo®. Palbociclib es
un inhibidor selectivo de Cdk4 y Cdké6 que pertenece a la segunda generacién de
farmacos inhibidores de Cdks®. Actualmente se estan llevando a cabo nueve ensayos
clinicos por el NIH con este farmaco® y presenta una trayectoria segura en el tratamiento
contra el cancer.

A diferencia de flavopiridol y palbociclib que se unen a las Cdks por el sitio de
union del ATP, los inhibidores ATP-no competitivos son una nueva generacion de
inhibidores de Cdks que se unen a dichas enzimas por un lugar diferente a la union del
ATP. Este hecho hace que los farmacos sean mas selectivos y por tanto presenten un
mejor umbral terapéutico. La mayoria de los farmacos de esta familia estan todavia en
desarrollo y bajo patente. Un ejemplo de ellos es Spa310?, un péptido de 39 aminoacidos
que se une al complejo Cdk2/ciclina A y E por el sitio de unidén de su proteina reguladora
RB2/p130.

3. Apoptosis

La apoptosis es un proceso celular genéticamente controlado por el que las células
inducen su propia muerte en respuesta a determinados estimulos. Cuando una célula
tiene un dafio irreparable en el ADN, sufre un proceso apoptético y no sigue dividiéndose,
sino que se degrada y elimina permitiendo mantener la normalidad en los tejidos. Por ello
es un proceso fundamental de proteccion y mantenimiento de la homeostasis en
mamiferos.
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Existen dos rutas de sefalizacion principales por las que una célula entra en
apoptosis: la via extrinseca o de los llamados receptores de muerte y la via intrinseca o
mitocondrial. Las proteinas pertenecientes al grupo de las cistein-proteasas conocidas
como caspasas juegan un papel fundamental en ambas vias (Figura 5)**. En mamiferos se
conocen 14 tipos de caspasas que se dividen en caspasas iniciadoras y efectoras. Las
iniciadoras son las que se activan primero, y activan a las efectoras actuando en cascada.
Como sustrato final tienen a proteinas que producen los cambios morfoldgicos necesarios
de la apoptosis®*. Entre las mas importantes estan la caspasa-9 como caspasa iniciadora y
la caspasa-3 como caspasa efectora, siendo ambas criticas para la apoptosis en
numerosas células.

Via extrinseca Via intrinseca

g (e "

Receptor de
muerte (Fas)

i

Proteina
adaptadora

Estimulo apoptético

Membrana
Plasmatica

2
™ ®e

©® Familia Bal-2
Bax/bak

‘ MITOCONDRIA

Caspasa iniciadora activa
(caspasa 8 y 10)

&
& . o

‘ Caspasa iniadora 9

“ u “ o APOPTOSOMA
888

Caspasas efectoras
(caspasas 3,5,6,7,13)

\

APOPTOSIS

Figura 5. Esquema simplificado del mecanismo de apoptosis.

La activacion de la apoptosis es otra estrategia terapéutica fundamental en cancer.
Un ejemplo de ello es el paclitaxel (Figura 6), farmaco natural de la familia de los taxanos
que se utiliza como medicamento frente el cancer desde 1993. Es un agente estabilizador
de microtibulos que induce apoptosis via caspasa 8% (via extrinseca).

10
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Figura 6. Ejemplos de farmacos utilizados dentro de una estrategia antitumoral apoptdtica.

Otro ejemplo de estrategia antitumoral apoptotica es la inhibicion de la familia de
proteinas bcl-2 que regulan la via intrinseca de la apoptosis. Obatoclax (Figura 6) es un
farmaco inhibidor de esta via® presente en diecinueve ensayos clinicos en fase II y III
llevados a cabo por el NIH para el tratamiento de leucemia, linfoma y cancer de pulmoén,
principalmente??. Otro farmaco a destacar es oblimersen (Esquema 1), un oligo-
desoxirribonucledtido antisentido de 18 bases que se une a los seis primeros codones del
ARNm de Bcl-2?’. Aunque se encuentra en cuarenta y cinco ensayos clinicos del NIH para
el tratamiento de leucemia, todavia no ha conseguido la aprobacion de la FDA. Este hecho
puede ser debido a la preferencia de la FDA por moléculas pequefias anticancerosas
frente a moléculas grandes como el oblimersen®.

T-C-T-C-C-C-A-G-C-G-T-G-C-G-C-C-A-T

Esquema 1. Estructura de Oblimersen. Secuencia de 18 nucledtidos donde T, C, Ay G representan las bases
nitrogenadas que contiene cada nucledtido, asi T= timina, C= citosina, A= adenina y G= guanina.

4. Evolucion estructural desde el 5-FU hasta purinas con actividad
anticancerosa

4.1. Derivados de 5-FU de tipo aciclonucledsido y modificaciones

El 5-fluorouracilo (5-FU) es un farmaco que se introdujo en el mercado
farmacéutico como agente antitumoral en el afio 1957 y se sigue utilizando en la
actualidad en una amplia gama de tumores sdlidos. Sin embargo, el 5-FU presenta graves
efectos colaterales que impulsan a la investigacion y desarrollo de agentes
antiproliferativos mas efectivos y menos tdxicos que el 5-FU. Para ello, nuestro grupo de
investigacion partid de agentes antitumorales que, en un principio, se disefiaron como
profarmacos del 5-FU (Figura 7), como por ejemplo los seco-nucledsidos que son
nucledsidos no clasicos en los que el azucar es lineal en lugar de ciclico. Se disefiaron
diferentes compuestos, siendo los analogos isopropoxi (1, Figura 7) y ciclopentoxi® (2,
Figura 7) los que exhibian una mejor actividad antiproliferativa frente a la linea celular
humana HEp de cancer de laringe. La estructura mas lipofilica resultd ser la mas activa

11
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(2), siendo 4 veces mas potente que el 5-FU bajo las mismas condiciones de ensayo con
valores de concentracion inhibitoria 50 (CIso) de 18 uM para 2 frente a 90 uM para 5-FU.

HNJ]/F 5-FU
H
O)\N O\/\O/\)\OR
H
5-FU 1 R=PF

2 R =ciclopentilo

Figura 7. Molécula de 5-fluorouracilo y seco-nucledsidos con actividad antiproliferativa.

Se modificd la cadena de 3-hidroxietoxipropilo® (Tabla 1) con el objetivo de
estudiar su influencia en la actividad antiproliferativa.

Base
Compuesto R X Y Base |
3 Me 0} CH,0Ts 5-FU
4 Me ) CH,CI 5-FU
5 Me 0} COOMe 5-FU
6 'Pr ] CH=CH, Adenina
7 Pr O CH=CH, Uracilo
8 'Pr 0} CH=CH, 5-FU
9 'Pr 0} CH(OH)CH,0H 5-FU
10 Me 0} CH(OH)CH,CI 5-FU
11 Me O  CH(OMe)5FU 5-FU

Tabla 1. Estructuras de los aciclonucledsidos modificados.

Los compuestos 3-11 se disefiaron para liberar dos sustancias citotdxicas como
son el 5-FU y la acroleina en los tejidos tumorales tras su metabolizacion. La acroleina
inhibe el crecimiento de células tumorales de ovario de hamster chino (Cls, de 50 pM)*.,
Este disefio implica los siguientes dos pasos: hidrdlisis del O,Macetal a un derivado de
propionaldehido sustituido en posicién 3 y una reaccién de retroadicion de Michael para
producir acroleina. De esta serie, el Unico compuesto que resulté ser activo frente a la
linea celular de carcinoma humano de colon HT-29 fue 10 presentando una Cls, de 70
uM*, aunque sigue siendo ocho veces menos activo que el 5-FU (Clsp= 9 pM*). En un
estudio sobre capacidad diferenciadora en cultivos de células de rabdomiosarcoma
humano, tanto 10 como el 5-FU produjeron un incremento de los marcadores de
diferenciacion desmina, a-actinina y tropomiosina, siendo mas acusado en 10 que
ademas mostré menor toxicidad que el 5-FU.

También se prepararon ciclos de siete miembros que pertenecen a la familia de
derivados del 5-FU con el grupo 1-(1,4-diheteroepanilo)®® (Figura 8).
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5-FU
()
v
x— R
12 X=0 R=H cis-17 X=0 R=3-Me
13 X=SR=H trans-17 X=0 R=3-Me
14 X=NTs R=H cis-18 X=0 R=CHCI

cis-15 X=0 R=6-Me trans-18 X=0 R=CH,CI
trans-15 X=0 R=6-Me cis-19 X=0 R=CH,l
cis-16 X=0 R=7-Me trans-19 X=0 R=CHyl
trans-16 X=0 R=7-Me

Figura 8. Estructuras generales de los derivados de 5-FU con un grupo 1-(1,4-diheteroepanilo).

Los compuestos 12-19 podrian actuar como profarmacos del 5-FU y su actividad
se deberia a la liberacion del mismo a través de la enzima uridina fosforilasa. Esta enzima
es menos abundante que la timidina fosforilasa, lo que podria explicar que estos
compuestos sean menos activos que el 5-FU. El Unico compuesto interesante resultd ser
el ¢is-18 con una actividad moderada frente a la linea celular HT-29 (CIso= 30 UM), seis
veces inferior que la del 5-FU bajo el mismo protocolo (Clsp= 4.5 pM). El resto de
compuestos presentan actividades en torno a 100 pM. La mejor actividad de 18 parece
ser debida a una mayor labilidad del enlace hemiamindlico por la elevada
electronegatividad del &tomo de cloro que favoreceria la hidrdlisis enzimatica®.

4.2. Compuestos O,NV-acetalicos ciclicos

Una aproximacion posterior consistid en un nuevo aumento de la lipofilia del
aciclonucledsido 2 con el fin de obtener mejores resultados antiproliferativos. Este
objetivo se logré basandose en dos estrategias: fusion de un anillo de benceno a la
cadena lateral de la estructura tipo aciclonucledsido y reorganizacién molecular del
fragmento [3+2] [el nUmero 3 corresponde al nimero de carbonos del fragmento de la
acroleina y el numero 2 al fragmento hidroxietoxi perteneciente al aciclonucledsido]
(Esquema 1). Ademas, la ciclacién formal intramolecular aumentaria todavia mas la
lipofilia®* (Esquema 1).
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5-FU
- /\/é\OR 5-FU
HO Fusion de anillo OH Reorganizacion O\)\OR
\/\O OR — = —_— X 2 Carbonos
A de [3+2] OH
2 Carbonos 3 Carbonos = 3 Carbonos
Compuestos O,N acetalicos
aciclicos
5-FU
o A o}
7 )OR Ciclacién }VS—FU
OH Intramolecular 3
Compuestos O,N acetalicos Compuestos O,N acetalicos
aciclicos ciclicos benzofusionados

Esquema 1. Estrategias de mejora de la lipofilia del compuesto 2.

Para la obtencion de los derivados O, acetalicos aciclicos y ciclicos presentes en
el Esquema 1 se utilizd una modificacion de la reaccion de Vorbriggen, método de
eleccion para la formacion de nucledsidos®. El 4cido de Lewis empleado fue el
tetracloruro de estafio (SnCly)) y como agentes silanizantes se utilizaron
hexametildisilazano (HMDS) y cloruro de tetrametilsililo (TMS-CI). La sintesis se puede
llevar a cabo partiendo de compuestos O,O-acetalicos tanto acicicos como ciclicos
indistintamente. Los productos obtenidos (20 y 21, Esquema 2) dependen de la
regioselectividad de la reaccién, de las condiciones en las que se desarrolla y de las
caracteristicas de los sustratos. EI mecanismo de reaccién propuesto partiendo de un O, O-
acetal aciclico se detalla en el Esquema 2.

‘S”C'4 [SnCl-OMe]

Ot
@ OMe sncl,_ O; @ O; SoMe
OH
5-FU

O\/é\om:a
+TMS-Cl + SnCl,
5-FU-2TMS
OH
20

[ [snci,-oMe] ]
.- 5-FU
5-FU-2TMS 'OQ(E"FU QoA Oy
OMe . 5-FU
sncl, o

O«
[ON 21
T™S ™S

+ TMS-Cl + SnCl,

Esquema 2. Procesos de formacion de O,N-acetales a partir de O, C-acetales aciclicos benzofusionados con el
concurso del acido de Lewis SnCl, y el 5-FU bis-silanizado.
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El oxigeno fendlico facilita la ciclacion de los O,\-acetales abiertos por
participaciéon de grupo vecino (Esquema 2). El mecanismo propuesto conlleva la
formacion de un ion oxiranio altamente reactivo que permite el ataque del grupo éter
bencilico silanizado como nucledfilo®*.

El compuesto macrociclico con estructura de éter corona-14 (22) se obtuvo tras
24 h en la reaccién de formacion de 21 partiendo del O, 0-acetal aciclico correspondiente
en presencia de SnCl,* (Esquema 3).

O\)o\Me (0] OQO
@ oMe _a) @(/}vs-m + 5FU"'& )‘5FU
o o

OH OZ >/
21

Esquema 3. Reactivos y condiciones: a) 5-FU, HMDS, TMSCI, SnCl,/CH,Cl,, CH;CN, 24h, ta.

Ademas se obtuvieron los derivados 23-26 (Figura 9) como compuestos
adicionales de la serie. La unidn con el resto de 5-FU tiene lugar en la posicion M del
anillo en todos los casos (20-26).

R, OH
o 0—5FU o
ys-Fu
R4 o] =

5-FU
23 R;=OMe R,=H 25 26
24 R1=H R2=OMe

Figura 9. Compuestos O, M-acetdlicos adicionales obtenidos en esta serie.

El incremento de la lipofilia llevado a cabo en los compuestos 20-26 condujo a
una mejora en la actividad antiproliferativa de los mismos con respecto a los derivados
sintetizados anteriormente (1-19). Los compuestos 21, 22 y 23 son los que presentan
mejor actividad antiproliferativa frente a la linea celular MCF-7 de cancer de mama en
esta serie con valores de Cls, de 7, 4 y 5.5 uM respectivamente®*®. El compuesto aciclico
20 vy el derivado ciclico de 6 miembros 26 presentan una actividad menor (ClIs, de 18.5
MM para 20 y de 69 UM para 26) pero un porcentaje de apoptosis elevado del 59.9 %
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para 20 y del 54.3 % para 26 a las 24 h de tratamiento a la CIs, frente al 1.2 % del
control en la linea MCF-73*3, Cabe mencionar que los compuestos 21-26 no mostraron
toxicidad alguna cuando se administraron a ratones via intravenosa durante un mes, dos
veces por semana (dosis de 50 mg/Kg)>**°.

Los compuestos 21-26 detienen el ciclo celular en la fase Go/G; cuando actian
frente a la linea celular MCF-7*. El hecho de que estos compuestos detengan el ciclo
celular en una fase diferente a la del 5-FU y a su profarmaco ftorafur (fase S) indica que
estos derivados no son profarmacos del 5-FU y si farmacos per se, en los que las dos
entidades que los forman, tales como los anillos de 6, 7 y 14 miembros benzofusionados y
el o los restos de 5-FU, son necesarios para la actividad antitumoral.

Por ello se decidié introducir bases nitrogenadas naturales en lugar de 5-FU en los
nuevos agentes sintetizados. Se comenzo sustituyendo el 5-FU por la base natural uracilo
en 21 obteniendo el compuesto 27* (Figura 10). Los resultados bioldgicos de dicho
compuesto son muy similares a los descritos para el compuesto 21 con una Clso de 5 +
0.25 uM frente a MCF-7 y detencidn del ciclo celular tanto en fase Go/G; como en G,/M.
Ademas, estudios de inhibicion de ciclinas mediante citometria de flujo (FACScan)
mostraron que 27 provoca una disminucién de los niveles de Cyc-D1 hasta practicamente
hacerla desaparecer (7.96 % frente al 20.01 % del control). Este hecho se confirmé
utilizando las técnicas de Western blot y reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR, acrénimo de Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction). La técnica de FACScan también reveld la disminucidon de los niveles de Cdk1
por 27 (18.07 % frente al 31.52 % del control) y aumento en los niveles de p21 y p27
(56.63 % frente al 26.96 % y 62.14 % frente al 28.63 % del control respectivamente)®’.
Estos efectos son contrarios a los de 5-FU, que aumenta los niveles de Cyc-D1 y detiene
el ciclo celular en fase S. Este hecho es destacable porque el compuesto 27, con la base
natural uracilo, es el primer prototipo de agente antiproliferativo.

O,

© S—NH
wa 0
SN
27
Figura 10. Primer compuesto O, M-acetdlico con la base nitrogenada natural uracilo.

A continuacién se llevaron a cabo sustituciones isostéricas sobre el prototipo 27
con cambio del dtomo de O unido al benceno por un S, un grupo SO o SO,*® y
modificaciones en la base pirimidinica con restos de 5-FU, 5-bromouracilo, 5-
trifluoroacilo® y las bases naturales timina, ademds de uracilo (Figura 11). Los
compuestos derivados de timina 28 y (%)-trans-29*° son los Unicos que presentaron
valores moderados de actividad antiproliferativa frente a la linea MCF-7 en esta serie
(CIso= 12 y 30 uM, respectivamente).
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O\\ /,O q O
X— S—nn S— O5—nn S )—NH
= QL OO
(e} — ) — o —
R Me Me
X=S§, SO0 S0, 28 (x)-trans-29
R=F, Br, CF3, Ho CHj3

Figura 11. Sustituciones isostéricas en los compuestos O,M-acetdlicos y derivados de timina con actividad
antiproliferativa.

Con objeto de aumentar la diversidad estructural de las moléculas, se sustituyeron
las bases pirimidinicas por puricas manteniendo los atomos de O, S, SO o SO, unidos al
benceno (Figura 12).

~

« . X ., Cl
XNN N\j 30 X=3 XMN NN 32 X=S
g k\ | ! 31 X=S0, g k\ | /) 33 X=5S0;
N NTON
C

o 34 X=ClY=H 41 X=ClY=H
9 35 X=1Y=H O 7 42 X=1Y=H
N NarY 36 x=v=cl N SN 43 X=Y=cCl
s | 37 X=NH, Y=H s | 44 X=NHpY=H
0 Sy NN 38 x=v=H 0 % Ny 45 X= NMez Y= H
39 X=CF3Y=H 46 X=Y=H
X 40 X=Ph¥Y=H 3; §= gﬁgY Y=HH

Figura 12. Modificaciones isostéricas en derivados de purina O, V-acetalicos ciclicos de 7 miembros.

Tras analizar su actividad bioldgica se observé un aumento de actividad con
respecto a los compuestos que contienen pirimidinas en su estructura, siendo el derivado
33 con SO, (Clsp= 2.6 uM)* y el derivado 43 con O (Clso= 1.3 pM)* los compuestos mas
activos como agentes antiproliferativos frente a MCF-7.

Los derivados de purina presentan mayor actividad antiproliferativa que sus
analogos de pirimidina: por ejemplo 33 (Clso= 2.6 M) y 43 (Clsp= 1.3 pM) frente a 28
(Clsp= 12 pM) y 27 (CIso= 30 pM) respectivamente®*. Entre dichos derivados de purina,
los isdmeros M7 32, 33, 41-48 presentan mejor actividad que sus analogos A9 (30,
31, 34-40), excepto en el caso de los compuestos que presentan un grupo CF; en
posicion 6 de la purina (39 y 47)*%,

Los derivados de adenina y dimetilaminopurina 37, 44 y 45 no muestran actividad
antiproliferativa frente al compuesto de referencia 27*. En los compuestos 34-48, la
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presencia de al menos un haldgeno en el esqueleto de purina es necesaria para mejorar
su actividad antiproliferativa®

Posteriormente, se decidié hacer modificaciones en la posicion 6 de la purina unida
a derivados 1,4-benzodioxapinos, introduciendo grupos voluminosos (Esquema 4). Para la
obtencion de dichos compuestos se utilizd por primera vez la sintesis asistida por
microondas para la reaccion de Vorbriiggen que permitid una sintesis mas rapida y
selectiva, obteniéndose uno de los dos regioisdmeros en mayor proporcion (M9 o A7) en
funcién de la temperatura®

o~ N
NN R~
(@) 0 /"R ° <N
- h T O
L il

(0]
56 R = OCH2-CgH 14 59 R = OCH,-CgH14
57R= OC6H5 60R = OC5H5
58 R = SCgH3-Clp-(2,4) 61 R = SCgH3-Clp-(2,4)
N
o R N™
P ®) 0 = "R 62R=0CH,CH=CH,
OMe + N | IN — P4 N 63 R =SCqHs
0 k\ ) \=N 64 R = SCgH,F-(p)
N H 0 65 R = SMe

49 R= OCHa-c-CgH 11
50 R= OCgHs
51 R= OCH,CH=CH, 66 R = OCH,CH=CH,
52 R= SCgH5 c \L'/ 67 R=SCgH

6
53 R = SCgH4-F-(p) (—)> 68R = SCBHE-F-(D)
54 R= SCgH3-Clr-(2,4) 69 R = SMe
55 R=SMe

Esquema 4. Reactivos y condiciones. HMDS, TMS-Cl, SnCl,/CH,Cl,, CH3CN anhidro. Método a) 45 °C, 24-72
h. b) Microondas, 130 °C, 5 min. c) Microondas, 100 °C, 5 min.

Los derivados de purina 56-69 son mas activos como agentes antiproliferativos
frente a la linea MCF-7 que las purinas correspondientes (49-55)*. En esta serie de
compuestos (56-69), no existen diferencias significativas entre las actividades
antiproliferativas de los isdmeros N9 y A-7%, a excepcidn de los derivados de aliloxi (62
y 66). El compuesto 62 (M-9) es el mas activo con Cls, de 5.04 uM, valores muy similares
a los de 5-FU (ClIso= 4.32 uM), mientras que la CIs, de su isémero A-7 (66) es de 20.9
WM. Los compuestos 61 y 63 que presentan grupos voluminosos en posicion 6 de la
purina también muestran actividades destacables, con CIs, de 8.40 uM al contener un
grupo 2,4-diclorofeniltio y Clsy, de 7.12 pM conteniendo un grupo feniltio,
respectivamente.

Finalmente, se llevaron a cabo nuevas modificaciones isostéricas con la sustitucion
de un atomo de N unido al benceno en lugar del O, S, SO o SO, en el anillo de 7
miembros. Ademads se introdujeron grupos voluminosos en dicho N para aumentar la
lipofilia de los compuestos***? (Figura 13).

En esta serie de 1,4-benzoxazepinas encontramos compuestos con valores de Clsg
frente a la linea celular MCF-7 menores a 1 uM (85, 86, 87, 90, 91, 96, 98 y 104,
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Clso= 0,35 - 0,92 uM)**, Dichos compuestos poseen un grupo voluminoso unido al N del
anillo y un atomo de Cl en la posicidn 6 de la purina, a excepcion del compuesto 104 que
posee un grupo feniltio en la purina.

Los derivados de purina (83-105) son mas activos como agentes antiproliferativos
que los de pirimidina (70-82) con valores medios de Clsy de 10 uM frente a 40 pM
respectivamente***, Esta relacién también ocurre en los derivados benzoxatiepinicos y
benzodioxapinicos. Por ello, podemos confirmar que los derivados de purina presentan
mejor actividad que los de pirimidina en general.

R\1 O
N MNH Ry 0
N o] N >\._NH
R /
2 O
0 Ry

70 R1= H R2= F

71 Ry= SO,-CgH,-pNO, Ry= F
72 Rq= SOQ-CGH4-DNH2 Ro=F
73 R1=S8S02-CgH4-0NO, Ro=F
74 R¢= SOQ-CSH4-ONH2 Ro=F
75 R4= SOz-CeH4-pN02 Ro=H
76 R1= SOZ'C6H4‘ON02 R2= H

77 Ri=HRy=F

78 Ry= SO,-CqH,pPNO, Ry=F
79 R1=S8S02-CgH4-0NO, Ro=F
80 R¢= SOQ-CSH4-ONH2 Ro=F
81 R4= SOz-C5H4-pN02 Ro=H
82 R1= SOZ'C6H4‘ONOZ R2= H

Ri Ri
N N
= /RN
N N
o N>/$/R2 © /Z%N
N Ro N/(R
Rs 3
83 Ri= S0,-CgH4-pNO, Ro= CI R3= H 95 R1=S02-CgHs-pNO2 Rp= CI Rg= H
84 Ry= S0,-CgHs-0NO2 Rp= Cl Rg= H 96 R=S0,-C6Hg-0NO; Rp= CI Ry= H
85 Ry= Fmoc R,=Cl Ry=H 97 R4=S02-CeHs-ONH; Ry= CI R3=H
86 Ry= SO2-CeHys-pNO2 Rp=Rs= Cl 98 R4=Fmoc Rz=Cl Ry=H
87 Ri= SO,-CgHs-0NO, Ro=R3= Cl 99 R;=80,-CgHy-pNO, R,= OH Ry=H

R1= SOQ-CGH4-pN02 R2= H R3= Br

100 R4= S0O,-CgHy-0NO, R,= OH R3=H

89 R4= S0O,-CgHy-0NO, Ry= H R3= Br 101 Ry=Fmoc Rz= OH R3=H

90 R4= SO2-CgH4-0NO, Ro= CI R3= | 102 R1=H Rp= SPh Rz= H

91 Rqy= SO»-CgHy-0NH; Ro=R3= Cl 103 R4= SO,-CgHs-pNO; Ry= SPh Ry=H
92 R4= S0O,-CgHys-0NHOH R»=R3= Cl 104 R4= S0,-CgHs-0NO; Ry= SPh R3=H
93 R¢= H Rp=R3= SPh 105 R4= SO,-CgHs-0NO, Ry=R3= CI

94 R1= H Ry= CI R3=SPh

Figura 13. 1,4 benzoxazepinas O, -acetdlicas derivadas de pirimidina y purina.

La sustitucién de la posicidon 6 de la purina es esencial para aumentar la actividad
antiproliferativa de los compuestos, siendo el dtomo de Cl uno los mas apropiados. Tanto
los compuestos derivados de purina como los de pirimidina presentan mejores valores de
actividad cuando el N del anillo estd sustituido, por ejemplo por un grupo p
nitrobencensulfonilo™* (86, ClIsp= 0.35 uM).

Cabe mencionar que los derivados de purina 1,4-benzoxazepinicos (83-105) son
mas activos como agentes antiproliferativos frente a la linea celular MCF-7 que los 1,4-
benzoxatiepinos (30-33) y 1,4-benzodioxapinos (34-48, 56-69)".
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También se realizaron estudios mediante tecnologia de microarrays sobre 85 vy
103 (Figura 14) que muestran que la diana molecular principal de dichos compuestos son
genes pro-apoptoticos tales como GP132 relacionado con la proteina G2a implicada en la
apoptosis, ERN1 con actividad quinasa sobre el control del ciclo celular y apoptosis o
RAC1 que impiden la progresion metastatica™.

85 103

Figura 14. Compuestos que actlian sobre los genes pro-apoptdticos GP132, ERN1 y RAC1 como agentes
antiproliferativos.

El derivado 1,4-benzoxazepinico mas activo es el compuesto 86 (Figura 15) con
una Clsp de 0.166 uM y 0.355 uM frente a las lineas tumorales de cancer de mama MDA-
MB-231 y MCF-7 respectivamente. El indice terapéutico (IT) definido como la relaciéon
entre la dosis tdxica y la dosis terapéutica /in vitro (Cls, frente a una linea celular no
tumoral/ Cls, frente a la linea celular tumoral correspondiente) se midid con las lineas
celulares MCF-10/MCF-7. El IT que presenta 86 es de 5.1 frente a células MCF-7 y 11.0
frente a células MDA-MB-231. Este compuesto induce apoptosis frente a células MCF-7 de
hasta 52.50 % de poblacion después de 48 horas, ademas de que no induce toxicidad
aguda en ratones después de dos semanas de tratamiento incluso a la dosis mas alta
administrada que fue de 200 mg/kg®.

NO,
0,8
[
N ~
L -
0 Vg/cn
No
N
e

Figura 15. Estructura molecular del mejor derivado 1,4-benzoxazepinico como agente antiproliferativo
bozepinib (86).

Los enantidmeros Ry S de 86 (Figura 15) se resolvieron mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC, acronimo de High Performance Liquid Chromatography)
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utilizando una columna quiral y son incluso mas activos que su racémico, presentando
actividades de 0.11 pM y 0.15 pM frente a las lineas MDA-MB-231 y MCF-7
respectivamente®.

Bozepinib es el nombre que se le ha asignado al compuesto 86 (Figura 15). Es un
potente agente antitumoral que induce apoptosis en células de cancer de mama y colon
mediante la interaccidon con la protein-quinasa R (PKR o quinasa dependiente de ARN de
doble cadena). Ademas, se ha visto que la combinacion terapéutica con el interferdn a
aumenta la eficacia apdptotica del bozepinib e incluso mejora la capacidad autofagica y
de senescencia celular del mismo™, procesos que son de vital importancia en la lucha
contra la resistencia quimioterapica. Por tanto, bozepinib presenta las caracteristicas
necesarias para ser un farmaco prometedor en una nueva terapia antitumoral frente a la
quimioterapia clasica actual.

4.3. Compuestos no acetalicos

Como los compuestos descritos anteriormente no son profarmacos del 5-FU, no es
necesario mantener el enlace labil 0,A-acetalico en la molécula. Por ello y con objeto de
controlar la estereoquimica de la reaccion, se disefiaron una serie de benzoxatiinos (106-
116), en donde la unién a la purina se hace a través de un enlace C-C* (Esquema 4).

La sintesis de dichos compuestos se realizd por reaccién de Mitsunobu en la que,
aunque se parte de compuestos benzofusionados con anillo de 7 miembros, se obtienen
compuestos benzofusionados con anillo de 6 miembros. El atomo de S actia como
nucledfilo alternativo y se forma un ion intermedio episulfonio por participacion de grupo
vecino S-3'. Este hecho provoca la contraccién del anillo de 7 a 6 miembros que conduce
finalmente a los compuestos 106-116* (Esquema 4).

SMAN)

OH OH 0 °
o - T 2 O rone L on
(O\v\Cj S/W S SW

R4

JN
N>_?7R2
(0] (0] O 0
N ® _
L o2 (ot || — OO
~
S S S s M, NN\Z
0=PPh, ®
lon episulfonio 106 Ri=H; Ry=Cl

107 Ry=H; R, =Br
108 Ry=Cl; R, =Cl

109 R;=H; Ry =SMe

110 Ry = H; R, = OPh

111 R, = H; R, =SPh

112 Rq = H; Ry = NHPh

113 R1 =H; R2 = OCHQCH=CH2
114 R1 = H; R2 = OCHQPh

115 Ry =H; Ry = SCHyPh

116 R1 =H; R2 = OCH2C5H11

Esquema 4. Reactivos y condiciones: a) NaH, DMF, -5 °C, 95 min. b) NaOH, H,O, 100 °C. c) DIAD, PPhs,
THF anhidro, 140 °C, microondas, 5 min.
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Los compuestos 106, 107 y 108% (Esquema 4) son los compuestos méas activos
de esta serie frente a MCF-7 que detienen el ciclo celular en fase Go/G;. Un resultado muy
importante de esta serie de compuestos es su gran capacidad para inducir apoptosis,
58.29 % para 106, 63.05 % para 107 y 76.22 % para 108 frente a 0.22 % del control®.

Por ello se realizaron diversas modificaciones (Figura 16) tales como el cambio de
la posicion 3 a la 2 del anillo de purina (117-120) y sustitucion, ademas, del atomo de S
por O (121-124).

R1 Ry
N N N7 N
@Ojﬂuw @Ojﬂmw
— R — R
s N 2 o N 2
117 Ry =H;R,=ClI 121 R;{=H;Ry=Cl
118 R; =H; R, =Br 122 R; = H; R, = Br
119 R; =R, =ClI 123 R;=R,=Cl
120 R]_:H;RZZNHZ 124 R1: H; R2: NH2

Figura 16. Modificaciones isostéricas sobre los derivados no acetalicos.

Los derivados 117-120 se obtuvieron por reaccién de Mitsunobu (Esquema 5). En
este caso la doble participacion de grupo vecino justifica la formacion de los derivados
106-108, ademas de los deseados 117-119 (Esquema 5).

(%) Purina /<
')

®
"/\‘l Ph3 N
(e} AN Q
e — - @D @EJ
s S
117 Ri= HRy=Cl

118 Ry= H Ry= Br
119 R;=R,=Cl
b)l

)—N

Cg) p0 et

Purina 106 R;=H R,=ClI
107 Ri=H R,=Br
108 R;=CIR,=ClI

Esquema 5. Mecanismo propuesto para la formacion de 106-108 y 117-119.

Con los estudios de actividad antiproliferativa que se llevaron a cabo frente a la
linea celular MCF-7 se demuestra que los derivados de 1,4-benzoxatiinos (117-119)
presentan mayor actividad que los derivados de 1,4-benzodioxanos (121-123) con una

22



Introduccién

media de ClIso de 5.6 uM frente a 15.3 uM respectivamente, sin tener en cuenta los
derivados de adenina (120 y 124, CIs,> 30 pM). Los benzoxatiinos que presentan la
purina en posicién 2 son mas activos (117-119, media de CIs, de 5.6 pM) que los que la
presentan en posicion 3 (106-108, media de ClIs, de 8.6 uM). El derivado benzoxatiinico
de dicloropurina es el compuesto mas activo como agente antiproliferativo (123, Clso=
2.8 uM). Dichos benzoxatiinos (117-119) detienen el ciclo celular en fase G,/M (23.35 %,
31.37 % y 43.89 % frente al 13.26 % del control, respectivamente) y son capaces de
fosforilar el factor de iniciacion eIlF2a implicado en la inhibicion de la sintesis proteica.
Ademas inducen apoptosis (70.08 % frente al 0.92 % del control para 119), asi como
activan la caspasa-9 de forma similar al paclitaxel que se utilizd como control en el ensayo
de western blot™.

Posteriormente con objeto de evitar la contraccién del anillo por participacion de
grupo vecino y mantener, por lo tanto, la integridad del anillo de siete miembros, se llevd
a cabo la sintesis de derivados de purina con un espaciador de 2 y 3 carbonos entre el
anillo benzofusionado y el resto de purina. La reaccion de Mitsunobu conduce en este
caso a la obtencién de los derivados 125-132* representados en el Esquema 6.

(0] (e} (e}
125 n=0 R
(\)_ 127 n=0 R
S S {}n \OH S n N .

R1
N 128 n=0 R
4 \\( 129 n=1 R
& J< N 130n=1R
N 131n=1R
=1R

R2 132n

4
1
1
1
1
1
:
1

Esquema 6. Reactivos y condiciones: a) 2-bromoetanol (para 125-128) o 3-bromoetanol (para 129-132),
NaH 60%, DMF anhidro. b) DIAD, PPhs, THF anhidro, 140 °C, microondas, 5min.

Los compuestos 125-132 son mas activos frente a la linea celular MCF-7 que sus
analogos de 6 miembros 106-108 (CIs,= 6.67 uM de 130 frente a 8.97 uM de 108 como
ejemplos). Los derivados de purina bromados (107 y 131) presentan mejores actividades
antiproliferativas que sus correspondientes derivados diclorados (108 y 130) y clorados
(106 y 129), hecho que ocurre tanto en los derivados benzofusionados de 6 miembros
como en los de 7 miembros. Cabe mencionar que la actividad antiproliferativa de los
compuestos 129-131 esta relacionada con la inhibicidn de la sintesis de proteinas en las
vias de sefializacion del factor elF2a y de las quinasas PI3K*, fundamentales en los
procesos de apoptosis de células cancerosas*®*.

En estos dltimos afios, el control de la quiralidad viene tomando una mayor
importancia en el desarrollo de nuevos farmacos. En consecuencia, se decidid la
preparacion y valoracién bioldgica de los derivados homoquirales 106-108 y 117-119
con el objetivo de relacionar la configuracion del estereocentro con la actividad
bioldgica™.

En esta sintesis asimétrica se comparo6 la utilizacién de epiclorhidrina (Esquema 7)
y m-nitrobencensulfonato de (5)-glicidilo (Esquema 8) como productos de partida para la
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preparacion de los enantiomeros. Es destacable el hecho de que cuando se parte de la
(9)-epliclorhidrina y del m-nitrobencensulfonato de (S)-glicidilo, los productos objetivo que
se obtienen son enantiémeros entre si>°

O ey = O 2 Do GO

(S)-epliclorhidrina Ry
7
° . Y] oy X
o o L ).C
S (% s "'//N\7N
(S)-106 R1=H R,=ClI
(S)-107 Ry=H R,=Br
(S)-108 R1=CI Rp=Cl
®

a)
TN Phs (\@Purma N/<
sea I sodisle ;| Ny et
S .
(S)-117 Ry= H R,=Cl

(S)-118 Ri= H Rp=Br
b) l (S)-119 Rl—Rz— Cl

@%f@LW

Purina (R)-106 Ry=H R=Cl
(R)-107 Ry= H Rp= Br
(R)-]-OS Ri= Cl Ro= Cl

H.

Esquema 7. Reactivos y condiciones: a) Piridina, H,0, ta, 24 h. b) NaOH, H,0, 95 °C, 6h. c) purina, PPhg,
DIAD, THF anhidro, microondas, 140 °C, 5 min.

Se observd que los compuestos racémicos 106-108, 117-119 presentan
actividades antiproliferativas similares a sus esteroisémeros frente a MCF-7, siendo la
actividad de los isbmeros S en los compuestos 106, 108, 118 y 119 ligeramente
mejores con la diferencia mas significativa en 106 (Clso0= 3.30 uM para $-106 frente a
10,6 uM para (R,5)-106). Merece la pena destacar que el compuesto (S5)-117 activa la
via intrinseca de apoptosis de caspasa-8/caspasa-3 y (/,5)-119 induce la activacion de
caspasa 2 en la linea celular MCF-7°°.
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Esquema 8. Reactivos y condiciones: a) NaH, DMF, desde -30 °C a -5 °C, 95 min. b) NaOH, H,0, 95 °C, 6 h.
¢) purina, PPhg, DIAD, THF anhidro, microondas, 140 °C, 5 min.

4.4. Compuestos O,N-acetalicos aciclicos

Los compuestos O,N-acetalicos aciclicos 20, 133-138 (Esquema 9) se obtuvieron
como subproductos en la reaccién tipo Vorbriiggen (ver Esquema 2) llevada a cabo para
la sintesis de los derivados ciclicos 1,4-benzodioxepinicos. La naturaleza y posicién de los
sustituyentes R; y R, en el derivado aciclico intermedio influye en el rendimiento y
regioselectividad de la reaccion. Cuando R, es Cl, Br o NO,, la reaccion es regioselectiva
hacia la formacion de los derivados aciclicos 135-137. En cambio cuando el sustituyente
es OMe (en R; 0 Ry) se forma tanto el derivado ciclico (23 y 24) como el aciclico (133 y

134) en igual proporciéon. El compuesto 138 se obtuvo por reduccion con cloruro de
estafio de 137 (Esquema 9)**
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Ry OH
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Derivado aciclico 21 R;=R,=H 20 R;=R,=H
intermedio 23 R;= OMe R,=H 133 R;= OMe R,=H
24 Ry=HR,=OMe 134 R1=H Ry= OMe
135 R;=CI Ry=

136 R, = Br R,= H
137 Ry= NO, Ry= H
5-FU

0 AL
137 _b /@(/ OMe

1
138 R;= NH, R,= H

Esquema 9. Reactivos y condiciones: a) 5-FU, HMDS, TMS-CI, SnCl,/CH,Cl,, CH3CN 24 h, ta. b) SnCl,-2H,0,
EtOH, 2h, reflujo.

El compuesto 137 es el agente antiproliferativo més activo frente a la linea celular
MCF-7 en esta serie de compuestos (Clsp= 5.42 uM). Los compuestos 135 y 136
detienen el ciclo celular en fase G,/M a expensas de la fase S (28.99 % y 20.66 %
respectivamente frente al 12.04 % del control) y el compuesto 20 destaca por su
capacidad apoptotica de 59.9 % frente al 1.24 % del control a las 24 h de tratamiento.
Cabe mencionar que el agente més potente 137 no presenta toxicidad cuando se
administra a ratones via intravenosa durante un mes de tratamiento (dosis de 50 mg/kg)
dos veces por semana®

Los siguientes estudios de O,A-acetales aciclicos se llevaron a cabo sobre los
compuestos 139-143 (Figura 17) en los que se analizd su capacidad de diferenciacion
mediante la medicion de incremento de lipidos intracelulares®*®?. Todos aumentan el
contenido en lipidos intracelular a excepcion de 139. El 5-FU tampoco provoca este
incremento, por lo que el mecanismo de accién antiproliferativo de 140-143 debe diferir
del correspondiente a 139 y 5-FU*.

PO @E %

139 R=H
140 R=CI
141 R=Br

Figura 17. Compuestos O, N-acetdlicos aciclicos con capacidad de diferenciacion, a excepcion de 139.

Los productos derivados del alcohol 2-mercaptobencilico también se estudiaron
como agentes antiproliferativos. El compuesto 144 se obtuvo partiendo del intermedio
ciclico O,C-acetélico (Esquema 10) y utilizando tanto triflato de trimetil sililo (TMSOTY),
triflato de escandio (ScOTf); o cloruro de estafio (SnCl;) como acidos de Lewis en la
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reaccion de Vorbriggen con un rendimiento aproximado del 50%, siendo menor el
rendimiento del derivado ciclico. En la reaccién de obtencién de 30 y 32, se utilizd
TMSOTf y SnCl, como &cidos de Lewis respectivamente y en ambas reacciones se forma
145 como producto minoritario (4-13%). Los productos 146 y 147 se obtuvieron en la
reaccion de 33 con SnCly, siendo el mayoritario 147 (19 %) y obteniéndose 33 y 146
con un rendimiento del 12 %°°.

v @@% e @Q i

X
NOCH3 j\Me
S (oo e

\ 30 X=S (N9) Cl 145 X=S (N9) cl
b) < 146 X=SO0, (N9)

| OMe cl
o S
N SN
@o L +lo @/OH M
NN NN
32 X=S (N7) 147 X=S0, (N7)

\_ 33 X=S02(N7)

Esquema 10. Reactivos y condiciones: a) Uracilo, HMDS, TMS-CI, acido de Lewis, CH3CN, 24-72 h, ta. b) Cloropurina,
HMDS, TMS-CI, acido de Lewis, CH3CN 20 h, 45 °C.

Las actividades antiproliferativas de los derivados 144-147 frente a la linea celular
MCF-7 son moderadas con valores de Clso de 27.5 uM para 144 y de 40-82 uM para 145-
147%.

Para la obtencion de los compuestos 1,4-benzoxazepinicos**** (Esquema 11), se

observo que cuando se utiliza el p-nitroderivado como producto de partida en la reaccion,
la proporcion de obtencion de compuesto aciclico/ciclico es mayor (aciclico/ciclico= 22/17)
que utilizando el o-nitroderivado (13/34)>*
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Compuestos 148 pNO2R=F 152 pNO, Ry=H R,= Cl
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150 pNO, R= H 154 o0NO, R, = H R,= CI (N7)
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Esquema 11. a) Base purica o pirimidinica, HMDS, TMS-CI, SnCl,/CH,Cl,, CH;CN anhidro, 50 °C, 24-72 h
para 148-154 y 140 °C, microondas, 5 min para 155. La union de la pirimidina es siempre por posicion A1y
la de la purina por A9, a excepcion de 142 (N7).

El estudio de las actividades antiproliferativas de 148-155 demuestra que los
derivados de purina presentan mayor potencia antiproliferativa que sus analogos de
pirimidina, al igual que ocurre en los O,N-acetales ciclicos, siendo la media de las Cls, de
8.4 uM para los derivados de purina frente a 64.2 uM de los de pirimidina***.

El compuesto con mejor actividad antiproliferativa es el derivado 155 (Figura 17)
que presenta valores de Cls, de rango nanomolar muy similares a su analogo ciclico
bozepinib (Clso de 355 nM frente MCF-7 y de 409 nM frente MDA-MB-231). Ademas, su IT
es de 5.25 frente a células MCF-7 y de 4.55 frente a células MDA-MB-231%. Estudios
posteriores de microarrays llevados a cabo en el compuesto 154 indican que las dianas
farmacolégicas de estos compuestos son genes reguladores de la apoptosis y genes
involucrados en la carcinogénesis®

N02 NOZ
?02 OCH3
@Q @Q I
OH 7l
N 7/N
155 Bozepinib  Cl

Figura 17. O,N-acetal aciclico con mejor actividad antiproliferativa y su analogo ciclico bozepinib.

El dltimo estudio relacionado con compuestos aciclicos se centré en el compuesto
156 (Figura 18), producto de reduccion del derivado 149 (Esquema 11). El compuesto
156 presenta una potente inhibicion frente a MCF-7 (Clsp = 1.09 M) y un IT de 34.5. Su
capacidad apoptética es incluso mayor que la del compuesto 108, con un porcentaje de
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apoptosis tardia de 77.40 % a las 48 h de tratamiento frente a MCF-7. Ademas, su
mecanismo de accion estd relacionado con genes proapoptoticos relacionados con la
apoptosis inducida por el reticulo endoplasmico como BBC3y Noxa®. El descubrimiento
de la selectividad de este compuesto aciclico apoptdtico via reticulo endoplasmico supone
la apertura de una linea de investigacion novedosa en el campo de la actividad
anticancerosa.

; NH»

902 ocH,

N AF
©/\ OE\/I\IIO

156

Figura 18. O, Macetal aciclico que induce apoptosis via reticulo endoplasmico.

5. Fluorescencia en farmacos

La fluorescencia es una técnica muy Uutil para dilucidar el mecanismo de accién de
un farmaco a nivel celular, asi como para conocer su distribucidon en el organismo a nivel
macroscopico. El conocimiento de estos procesos es crucial para el disefo de farmacos
mas eficientes y con menos efectos secundarios, aunque dicho conocimiento no siempre
esta disponible debido a las limitaciones de los métodos experimentales que se utilizan.
Sin embargo, la emisién de fluorescencia es una técnica sencilla que facilita de forma
radical este tipo de estudios.

La aplicacion de las técnicas de fluorescencia no es siempre facil debido a que sdlo
se conocen algunos ejemplos de farmacos que poseen fluorescencia intrinseca y la
disponibilidad de analogos fluorescentes del farmaco diana, es decir, de compuestos que
presenten las mismas propiedades que el farmaco y ademas emitan fluorescencia con
intensidad, no es muy grande.

Dos ejemplos de farmacos que emiten fluorescencia intrinseca® son los
antitumorales topotecan y camptotecina, cuyas estructuras se muestran en la Figura 19.

29



Fatima Morales Marin

Topotecan Camptotecina

Figura 19. Estructuras quimicas de farmacos antitumorales con fluorescencia intrinseca topotecan y
camptotecina.

Sin embargo, lo mas frecuente es que el farmaco no presente fluorescencia, por lo
que se recurre a la obtencion de un andlogo fluorescente. La introduccién de
fluorescencia en el farmaco se puede llevar a cabo mediante unidn covalente de grupos
fluorescentes denominadas etiquetas o construyendo el fluoréforo sobre la estructura
original del farmaco.

Las etiquetas fluorescentes se unen al farmaco covalentemente a través de un
sustituyente reactivo del farmaco, como por ejemplo un grupo NH,, COOH u OH entre
otros. El mecanismo de accidon del farmaco paclitaxel, ampliamente utilizado como
antitumoral en la actualidad, se conoce por el estudio de un analogo fluorescente donde
se introdujo un grupo emisor fluoresceina a través de un grupo L-alanina en posicion 7
del paclitaxel®® (Figura 20). La fluorescencia emitida por este andlogo ha permitido
identificar el sistema de microtibulos celular como diana terapéutica del paclitaxel, que
presenta actividad antitumoral por la estabilizacion de dicho sistema.

COOH

O 0] OH

Paclitaxel Fluoresceina

Figura 20. Analogo fluorescente del farmaco antitumoral paclitaxel obtenido por derivatizacion a través de un
grupo L-alanina en posicion 7.

Aungue siempre hay que tener en consideracion que la introduccién de este grupo
fluorescente en el farmaco a modo de etiqueta no garantiza que el farmaco mantenga sus
propiedades bioldgicas anteriores, existen etiquetas fluorescentes® comerciales para una
gran diversidad de grupos funcionales. Entre las etiquetas fluorescentes mas utilizadas se
encuentran los BODIPYs (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno), cumarinas,
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perileno, dansilo (5-N,M-dimetilamino-1-naftalensulfonilo) y NBD (7-nitrobenzo-[2,3-d]-2-
oxa-1,3-diazol) (Figura 21).
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Figura 21. Estructura de algunos grupos fluorescentes para el etiquetado de farmacos.

Otro método de obtencién de analogos fluorescentes consiste en construir el
grupo fluoréforo como parte de la estructura original del farmaco. Un ejemplo de ello es
el disefio llevado a cabo por Castro et al, que sintetizan los lipidos con actividad
antitumoral edelfosina y miltefosina conteniendo grupos polieno conjugados® con
propiedades fluorescentes (Figura 22), permitiendo estudiar el papel de estos lipidos en
las membranas de células apoptdticas.

Edelfosina

TN
Polieno conjugado

Analogo fluorescente de edelfosina

Figura 22. Lipido fluorescente utilizado para el seguimiento del mecanismo de accion de la edelfosina.

En este caso, se evitan muchos inconvenientes de la introduccion de etiquetas en
el farmaco como son el incremento de masa y dimensiones moleculares, la posible
variacién de carga y punto isoeléctrico del compuesto y la alteracién del balance hidro-
lipdfilo del farmaco®. Sin embargo, para llevar a cabo este sequndo método debemos
considerar la fluorescencia desde el inicio del disefio del farmaco, lo que también presenta
desventajas y no siempre se puede llevar a cabo. En la Tabla 1 se presentan las
principales ventajas e inconvenientes de la utilizacion de BODIPY, NBD, dansilo y polieno
como métodos de obtencion de analogos fluorescentes de farmacos.
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Método Ventajas Inconveniente
BODIPY Etiqueta Tamafio grande
Fluorescente Ampliamente utilizado Elevado coste
Propiedades fotofisicas* adecuadas (disponible comercial)

Sintesis larga a partir de reactivos
mas econdmicos

NBD Etiqueta Bajo coste Presencia de grupos polares
Fluorescente (disponible comercial) Propiedades fotofisicas no siempre
Tamafio menor adecuadas
Dansilo Etiqueta Bajo coste Presencia de grupos polares
Fluorescente (disponible comercial) Propiedades fotofisicas no siempre
Tamafio menor adecuadas
Polieno Construccion del Control mas preciso de todas las Desde el inicio del disefio
conjugado Fluordforo propiedades Posibles complicaciones en sintesis

*Propiedades fotofisicas = absorcion, rendimiento cuantitativo

Tabla 1. Ventajas e inconvenientes de diversos métodos de introduccién de un analogo fluorescente en
farmacos.

6. Importancia del DCA en la terapia antitumoral

El producto quimico de uso comun dicloroacetato (DCA) es un modulador
metabdlico que se utiliza como medicamento en el tratamiento de la acidosis lactica desde
hace varias décadas. Desde el 2006, se estudia su utilizacibn como agente antitumoral.
Michelakis et al. en la patente de 2006°' publicada en 2007 confirman que el DCA en un
farmaco prometedor en la lucha contra el cancer®.

El DCA es un derivado conveniente como antitumoral por su mecanismo de accién
selectivo en las células cancerosas. Actla en el Unico perfil metabdlico que caracteriza a la
mayoria de los canceres: oxidacion de glucosa mitocondrial. Su efectividad se debe a una
doble activacién del mecanismo de apoptosis®’: despolarizacion de la mitocondria y
activacion del canal K™.

En las células cancerosas, la oxidacion de la glucosa mitocondrial esta inhibida y la
produccion de la energia recae en la glucolisis citoplasmatica (glucolisis aerdbica). Esta
inactividad de la mitocondria induce en la mayoria de los tumores a un estado de
resistencia a la apoptosis. Ademas, el acido lactico y otros productos acumulados de la
glucolisis ayudan a descomponer la matriz extracelular, facilitando la movilidad celular y el
potencial de invasion de las células cancerosas, por lo que la inhibicion de la glucosa
mitocondrial no solo suprime los mecanismos de apoptosis sino que ademas facilita la
evolucidn y el crecimiento del cancer®?.

Se ha observado que el tratamiento con DCA aumenta significativamente la
oxidacion de la glucosa mitocondrial, permitiendo revertir el proceso de resistencia a la
apoptosis y disminuir el crecimiento celular anormal /n vitro e in vivo. Las vias de
induccidn de la apoptosis por el DCA son en consecuencia: despolarizacion mitocondrial
con salida de mediadores proapoptéticos e incremento en la expresion de los canales Kv.
Cabe destacar que el DCA solo acttia sobre mitocondrias que estan hiperpolarizadas®!, por
lo que no afecta a células sanas ni causa toxicidad sistémica.
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Figura 23. Mecanismo de accién del DCA.

El DCA inhibe a la quinasa piruvato deshidrogenasa (PDK). Esta quinasa inactiva a
la enzima piruvato deshidrogenasa mitocondrial (PDH) que cataliza la conversion del
piruvato en acetil-CoA que alimenta el ciclo de Krebs en la mitocondria. Por tanto, el DCA,
al inhibir PDK, reactiva a PDH y permite la oxidacidon de glucosa en la mitocondria (Figura
23). Esta activacion lleva a la producciéon de H,0, que permite la activacion del canal de
K*. Entonces, la proteina trifuncional mitocondrial (MTP) se abre permitiendo la salida del
citocromo c y el factor inductor de apoptosis (AIF). El citocromo c también permite la
apertura del canal de K* en la membrana plasmatica y asi hiperpolarizan a la célula,
inhibiendo la entrada de Ca?*. La disminucién en la concentracion de Ca®* impide la
activacion del factor 1 de transcripcion (NFAT), por lo que no se mueve al nucleo y
aumenta la expresion del canal regulado por voltaje (Kv 1.5). Ademas la salida de K* de
la célula disminuye la concentracion de K* en el interior de la célula, lo que conlleva una
activacion de las caspasas y desemboca en apoptosis®.

Posteriores estudios corroboran la selectividad y efectividad del DCA como
candidato en la terapia antitumoral. Asi encontramos estudios en cancer de endometrio®,
cancer de mama metastasico®, cancer de préstata®®, colorrectal®®®, en leucemia®®, en
células madre de glioma®, en melanoma’™, en cancer gastrico’!, en carcinoma
hepatocelular’?, en cancer de cerebro” y en mieloma’®. Todos los estudios concluyen que
el DCA es un agente antiproliferativo potencial en funcion de los resultados de sus
ensayos /n vitro. Ademas, cinco de estos estudios también han dado resultados positivos
en ensayos /in vivo.
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El DCA es un compuesto quimico sencillo, barato y sobre todo, seguro, ya que
lleva mas de 30 anos en el mercado como medicamento para el tratamiento de la acidosis
lactica y es un agente antiproliferativo prometedor. Sin embargo, la dosis utilizada de DCA
es elevada y su actividad antiproliferativa no es ideal (Cls, frente a A549 > 1000 uM)”>.
Por ello resulta necesario llevar a cabo modificaciones en la molécula de DCA que mejoren
su actividad antitumoral.

Csuk et al’® disefiaron una serie de moléculas donde fusionan la actividad natural
del acido torméntico (157, Figura 24) con diferentes radicales como el cloroacetato (158-
160). Estos compuestos se ensayaron frente a la linea celular MCF-7 y los derivados con
cloroacético resultaron ser las moléculas mas activas con valores de Cls, entre 1.5 — 6.9
MM. Ademas, el compuesto 158 es un excelente agente antitumoral con mecanismo de
accion apoptotico.

157 R1 =R2=R3= H

158 R,=R,= C-CH2-C(=0) Rs= Me
159 Ry= CI-CH2-C(=0) Ry= H R3= Me
160 Ry= H Ry= CI-CH2-C(=0) R4= Me

Figura 24. Compuestos derivados de cloroacetato con actividad antiproliferativa.

7. Diaminas con actividad antitumoral

Las poliaminas macrociclicas han adquirido Ultimamente mucha importancia como
agentes antitumorales representando una nueva y prometedora linea de agentes
citotoxicos”’.

Las diaminas derivadas del aldehido salicilico representadas en la Figura 25
presentan actividad anticancerosa frente a la linea MCF-77%.
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“NH OH NH OH

(-)-trans-161 (+)-trans-161 meso-161

Figura 25. 1,2-Ciclohexanodiaminas con actividad antiproliferativa frente a la linea celular MCF-7.

Estos compuestos inducen la inhibicidon de las células cancerosas a
concentraciones submicromolares. El compuesto mas activo [(-)-trans-161] resulta ser
mas citotoxico frente a la linea cancerosa MCF-7 que frente a la linea no tumoral de
mama MCF-10A. Estudios de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real
demuestran que (-)-trans-161 es un regulador extremadamente eficaz de los genes
antiapoptéticos Bcl-xl, Bcl-2 y de la ciclina D1. Estudios posteriores confirman que
también regulan los niveles de p53, con un 32.7 % frente a las células no tratadas’.
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II. OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral tiene por objeto el desarrollo de farmacos
anticancerigenos con menores efectos secundarios a fin de obtener agentes selectivos
para el tratamiento antitumoral. Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Disefio de moléculas como farmacos antitumorales con diversidad estructural.
2. Sintesis de las moléculas propuestas mediante la metodologia apropiada en cada caso.

3. Caracterizacidon de los compuestos obtenidos utilizando las técnicas de espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas de alta resolucion
(HRMS, acrénimo de High Resolution Mass Spectrometry), ademas de realizar estudios de
RMN bidimensional para la asignacion inequivoca de todos los atomos de H y C de los
derivados.

4. Determinacion de la actividad bioldgica mediante estudios de actividad antiproliferativa
en todos los compuestos obtenidos frente a cuatro lineas tumorales y estudio de ciclo
celular y apoptosis en los derivados mas activos con el fin de profundizar en el mecanismo
de accidn por el que ejercen su efecto antiproliferativo.

5. Establecimiento de las relaciones estructura-actividad (SARs) y QSARs (acrénimo de
Quantitative  Structure-Activity  Relationships) correspondientes. Estos estudios
proporcionan informacion valiosa para orientar la investigacion futura hacia el disefo de
estructuras mas potentes como agentes antiproliferativos.

6. Andlisis de toxicidad en ratones de compuestos seleccionados.

7. Estudio de distribucidén /n vivo de compuestos seleccionados empleando la técnica de
fluorescencia para su marcaje.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

Se han obtenido veintisiete compuestos finales englobados en 3 familias
denominadas A, By C en funcion de su naturaleza estructural (Figura 26).

Ff1
$0; o
@*Mﬁ R
n O Eto\n/\ C[:
R
o "IN OR,
R2 1 K@

n=1,2 R= purina o 5-FU R4 = H o p-nitrobencensulfonilo
R = p-nitrobencensulfonilo o dansilo Ry = H 0 -CH-CHo-
R, = purina o 5-FU

Familia A Familia B Familia C

Figura 26. Estructura general de las tres familias disefiadas.

La familia A estd compuesta por 10 derivados de p-nitrobencensulfonilo y cuatro
de dansilo que presentan propiedades fluorescentes. Todos se han ensayado como
farmacos antiproliferativos frente a cuatro lineas tumorales (MCF-7, HCT-116, A375 y
G361). Los seis compuestos mas activos han sido seleccionados para estudiar su
actuacion sobre el ciclo celular y capacidad para inducir apoptosis en la linea celular en la
gue manifiestan la mayor actividad antiproliferativa (A375). Se han llevado a cabo
ensayos de toxicidad en ratones sobre el derivado mas activo. Ademas, se han realizado
estudios de distribucion in vivo de un compuesto seleccionado.

La familia B engloba seis compuestos derivados de purina y dos de 5-FU
fusionados a un resto de acetato de etilo. Se ha estudiado la actividad antiproliferativa de
todos ellos frente a las lineas celulares anteriormente mencionadas y se ha conseguido
establecer dos ecuaciones QSAR que cumplen con los parametros estadisticos
establecidos. Ademas, se han llevado a cabo estudios de apoptosis y ciclo celular en los
dos compuestos mas activos.
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La familia C comprende 5 compuestos derivados de 1,2-ciclohexanodiaminas.
Todos ellos se han ensayado como farmacos antiproliferativos frente a las cuatro lineas
tumorales. Ademas, se ha estudiado su actuacion en el ciclo celular y capacidad
apoptotica en la linea tumoral frente a la que presenta mayor actividad antiproliferativa
(A375).

Todos los compuestos que no han sido descritos con anterioridad se han
identificado por espectroscopia de RMN y espectrometria HRMS. Ademas, se han realizado
estudios de RMN bidimensional.

A continuacidn se detalla el disefio, preparacidon, caracterizacién y estudios
bioldgicos de las familias A, By C.
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1. Familia A
1.1. Diseino molecular

Los compuestos O,N-acetalicos aciclicos a pesar de ser los menos estudiados
presentan actividades bioldgicas interesantes como agentes antitumorales (ver apartado
1.4.4.). Concretamente, el derivado 155 (Figura 27) es un agente antiproliferativo éptimo
presentando valores de Cls, de 0.355 pM frente MCF-7 y de 0.409 uM frente MDA-MB-
231. Ademas, su indice terapéutico es de 5.25 frente a células MCF-7 y de 4.55 frente a
células MDA-MB-231%,

Recientemente se ha descrito la actividad antitumoral de una serie de derivados
(Z, Figura 27) que presentan un resto de dioxolano en su estructura®. Dichos
compuestos se recogen en una patente como inhibidores de la proliferacion y/o
erradicacion de células cancerosas, ademas de cémo inhibidores en células madre
cancerosas.

Con el objeto de profundizar en el estudio de compuestos aciclicos, se plantea el
disefo y sintesis de novo de los derivados de p-nitrobencensulfonilo representados en la
Figura 27. Las modificaciones estructurales llevadas a cabo se basan en el cambio de
posicion del resto de purina al carbono bencilico y consiguiente modificacién de la
estructura O,MN-acetdlica en la agrupacion 1,3-dioxolanica. El resto p-nitrobencensulfonilo
se mantiene en dichos derivados ya que se ha demostrado que su presencia aumenta el
efecto antiproliferativo®. Ademds, se presentan variaciones en la longitud de la cadena
alifatica de unién entre la sulfonamida y el resto de dioxolano (7= 1 o 2). Se ha incluido
también el derivado de 5-FU correspondiente.

NO,

@g

k p-nitrobencensulfonilo

5 o

NM/Q '
"o dioxolano
n=1,2

NN
| R
=N

R4

Derivados de
p-nitrobencensulfonilo

Figura 27. Disefo llevado a cabo para la obtencion de los derivados de p-nitrobencensulfonilo pertenecientes
a la familia A. La estructura Z se protege en la patente de derivados de dioxolano donde el anillo es un ciclo
de 4-8 miembros parcialmente insaturado o un anillo aromatico, nes 0-4y X =H, F, Cl, Bro L.
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El derivado de p-nitrobencensulfonilo con 7= 2 y un resto de 2,6-dicloropurina en
su molécula (Figura 28) es el farmaco de eleccidn para el estudio de distribucion /in vivo
por ser el derivado que presenta mejor actividad antiproliferativa. Dicho estudio requiere
de la técnica de fluorescencia y por tanto del disefio de un analogo fluorescente del
compuesto elegido. Para ello, el grupo p-nitrobencensulfonilo se sustituye por el
fluoréforo dansilo en la molécula debido a las similitudes que presentan ambos grupos
(Figura 28). Ademas la publicacién de un estudio de fluorescencia que incluye varios
derivados de dansilo® con propiedades antiproliferativas y sin toxicidad aparente en
ratones confirma la utilizacién de dansilo en el disefio de dicho andlogo. Con el propdsito
de llevar a cabo un estudio comparativo de actividades bioldgicas también se ha incluido
el compuesto andlogo con n= 1.

Marcaje de
farmacos ~
K\ N
O -
NO, N

s I
Fluoréforo dansilo dansilo
$0, 0/>
N,(\/)A
(6}
n n

CQ“O = @

=1,2
N
N N
« N\ | « N |
e -
Cl Cl
Farmaco de eleccion Derivados de
dansilo

Figura 28. Disefio llevado a cabo para la obtencién de los derivados de dansilo pertenecientes a la familia A.
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La metodologia sintética empleada para la preparacion de los compuestos finales

173-186 se detalla en el Esquema 12.

173-186

N,
NO, N
A B

173 n=1 Ry=A R,=C X=CI Y=H
174 n=1 Ry=A R,=C X=Br Y=H
175 n=1 R4=A Rp=C X=C| Y=CI
176 n=1 Ry=A R,=C X=NH, Y=H
177 n=2 R4=A R,=C X=CI Y=H
178 n=2 R4=A R,=C X=Br Y=H
179 n=2 Ry=A R,=C X=C| Y=CI
180 n=2 R1=A Rp=C X=NH; Y=H
181 n=2 Ry=A R,=D X=NH, Y=H
182 n=2 Ry=A R,=F

183 n=1 Ry=B R,=C X=C| Y=CI
184 n=1 Ry=B R,=E X=Cl Y=Cl
185 n=2 R4=B Rp=C X=C| Y=CI
186 n=2 Ry=B R,=E X=Cl Y=Cl

g N v '
N _—N N o)
ST T e O
=N N N;< F
X X Y (0]
C D E F
||?1 |T1
.
NH, NH, NH N o
@g_a)» D), 9, n d),
OH OTBDMS OTBDMS OTBDMS
162 163 R=A 165 n=1, Ry=A
164 R,=B 166 n=2, Ry=A
167 n=1, R,=B
168 n=2, R1=B

OH R,
169 n=1, Ri=A 173-186
170 n=2, R1=A
171 n=1, R{=B
172 n=2, R1=B

Esquema 12. Reactivos y condiciones. a) TBDMS-Cl, DMAP, NEt; CH,Cl, anhidro, ta, 6h. b) pNO,-Ph-SO,Cl,
CH,Cl, anhidro, ta, 3h (para 163); Ds-Cl, NEt; CH,Cl, anhidro, 30 °C, 24h (para 164). c) 2-hidroximetil-1,3-
dioxolano (187, para 165 y 167) o 2-hidroxietil-1,3-dioxolano (188, para 166 y 168), DIAD, PPh;, THF
anhidro, 30 °C, 21h. d) TBAF, THF anhidro, ta, 3h. €) DIAD (1.1 eq. para 177, 2.2 eq. para 173-176 y 178-

186), PPh; (1.1 eq. para 177, 2.2 eq. para 173-176 y 178-186),

THF anhidro, 140 °C (para 173-178 y

180-182) o 160 °C (para 179 y 183-186), microondas, 25min (para 173-178 y 180-186) o 1 h (para

179).

El primer paso de la sintesis consiste en la proteccién del grupo hidroxilo con
cloruro de terc-butildimetilsillo (TBDMS), reaccion que tiene lugar con rendimiento
cuantitativo. Dicha proteccion se realiza para evitar su posible competencia en la posterior

reaccion de Mitsunobu.
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La sintesis de la sulfonamida 163 se realiza utilizando cloruro de p
nitrobencensulfonilo y agitando a temperatura ambiente en CH,Cl, anhidro® con
rendimiento cuantitativo (Esquema 13). Cuando la reaccidon se lleva a cabo utilizando
estas condiciones pero empleando cloruro de dansilo para obtener la sulfonamida 164, el
rendimiento es menor del 50 %. La presencia del grupo electrén-donante dimetilamino en
el dansilo hace que el cloro sea peor grupo saliente. Por ello la reaccion se repite a 30 °C
afadiendo una base (EtsN) y aumentando el tiempo de reaccion hasta 24 h
consiguiendose entonces el 100 % de rendimiento (Esquema 13).

N, 7
NO,
B R O
"
NH, NH A B
_b),
OTBDMS OTBDMS
162 163 Ry=A
164 R,=B

Esquema 13. Reactivos y condiciones. a) pNO,-Ph-SO,Cl, CH,Cl, anhidro, ta, 3h (para 163, 100 %); Ds-Cl,
NEt;, CH,Cl, anhidro, 30 °C, 24h (para 164, 100 %).

La sintesis de 188 se ha descrito utilizando el 2-(2-cloroetil)-1,3-dioxolano como
producto de partida®. Con objeto de mejorar el rendimiento de la reaccién, los
intermedios 187 y 188 se han sintetizado a partir de los correspondientes derivados de
bromo (Esquema 14). Sin embargo, los rendimientos obtenidos son similares a los
descritos a partir de los correspondientes derivados de cloro.

Br\ﬁi} —al > Hoﬁ;@}

187 n=1
188 n=2

Esquema 14. Reactivos y condiciones: a) Na,C0310°H,0/NaOH, 160 °C, 6h (24 % para 187 y 36 % para
188).

La introduccion del resto que lleva el anillo de dioxolano se lleva a cabo por
reaccion de Mitsunobu. Aunque el azodicarboxilato de dietilo (DEAD) es el reactivo
tradicional, se ha reemplazado por el azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD) ya que es
mas econdémico y facil de manejar®. El grupo p-nitrobencensulfonilo presente en 163
facilita la reaccidon de Mitsunobu, al ser un grupo activante que disminuye el pA; del grupo
N-H®, Cabe mencionar que la reaccidn se obtiene con un 68 - 91 % de rendimiento y no
conlleva los problemas de purificacion de las reacciones de Mitsunobu clasicas®* como son
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los de las eliminaciones del 6xido de trifenilfosfina y del 1,2-hidrazinodicarboxilato de
diisopropilo (etapa a, Esquema 15).

~N,. 7
NO, N
. : -0
|802 802 O 802 O
NH M/k MA/> A B
seNous = O O
OTBDMS OTBDMS \©\
NO.

163 Ry=A 165 n=1, Ry=A 169 n=1, Ry=A 189 n=1
164 R4=B 166 n=2, Ry=A 170 n=2, R1=A 190 n=2
167 n=1, Ry=B 171 n=1, R4=B
168 n=2, R;=B 172 n=2, R{=B

Esquema 15. Reactivos y condiciones: a) 187 (para 165y 167) o 188 (para 166 y 168), DIAD, PPhs;, THF
anhidro, 30 °C, 21h (84 % para 165, 71 % para 166, 68 % para 167 y 91 % para 168). b) TBAF, THF
anhidro, ta, 3h (48 % para 169, 78 % para 170, 100 % para 171y 172, 22 % para 189, 15 % para 190).

La desproteccion del grupo TBDMS se realiza por tratamiento con fluoruro de
tetrabutilamonio (TBAF) obteniéndose los derivados 169, 170, 171 y 172. Mientras que
la reaccidon con el derivado de dansilo transcurre con rendimiento cuantitativo (171 y
172), la reaccion con el derivado de p-nitrobencensulfonilo tiene un rendimiento menor
(169 y 170) debido a la formacion de los subproductos (189 y 190, etapa b, Esquema
4). La formacién de los compuestos 189 y 190 se puede explicar en base a la
transposicion de Smiles® que da lugar a la migracién del grupo p-nitrofenilo hacia el
grupo hidroxilo (Esquema 16) a través de un intermedio espiranico. Aunque los complejos
de Meisenheimer son mas comunes en los derivados de polinitrobenceno, se propone la
formacion del complejo con un derivado de mononitrobenceno como han descrito Zerner
& Blakeley®

NO,

7 o
so2 o @/L $0; 0/>

v O 1ol
(L —~ @Q 5 CLY
O N’
Transposu:mn \
de Smiles e} 0 \©\
169 n=1 © \©\ 189 n=1 NO
NO

170 n=2 Complejo de Meisenheimer ) 190 n=2

Esquema 16. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencién de los subproductos 189 y 190.

Los compuestos finales 173-186 se han obtenido mediante reaccion de Mitsunobu
asistida por microondas. La sintesis organica asistida por microondas es un instrumento
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fundamental para la obtencion rapida de farmacos. En general, permite no sélo disminuir
el tiempo de reacciéon, al aumentar la temperatura y presion, sino mejorar los
rendimientos de los compuestos objetivos.

Para la obtencién de 177, se utilizan las condiciones de reaccion descritas®: 1.1
equivalentes de PPh; y DIAD irradiando la mezcla de reaccion a 140 °C durante 5 min y
utilizando THF anhidro como disolvente (Esquema 17). Transcurrido ese tiempo el
seguimiento de la reaccidon mediante cromatografia en capa fina (CCF) no muestra la
formacion de ningln producto nuevo, por lo que se aumenta el tiempo hasta 25 min. La
reaccion procede con tan sélo un 14 % de rendimiento (compuesto 177). Aumentado los
equivalentes de PPh; y DIAD hasta 2.2, se obtiene 178 con un rendimiento del 32 %. En
otro intento de mejorar la reaccion en la sintesis de 179 se eleva la temperatura hasta
160 °C durante 1 h sin conseguir el deseado aumento de rendimiento. Para la sintesis del
derivado de adenina, se decide utilizar las condiciones de 140 °C durante 25 min y 2.2
equivalentes de PPhs y DIAD. A diferencia de los tres compuestos anteriores (177, 178 y
179) en este caso se aisla el isdmero A-3 (181) ademas del A-9 (180). El grupo amino
presente en la adenina hace que el N en posicién 3 del anillo de purina sea mas
nucledfilo. La identificacion de dichos isdmeros viene detallada en el analisis
espectroscopico que se describe a continuacion (apartado II1.1.3.1.). El compuesto 182
se obtiene calentando a 100 °C durante 10 min ya que cuando la reaccion se lleva a cabo
a 140 °C durante 25 min los espectros de RMN muestran la degradacion del producto. Se
obtiene el isémero M1 (182), identificado y caracterizado por RMN (ver apartado
I11.1.3.1.).

NO, NO,
Ry = \7/Y YJ ? |
?02 ?02
177 X=CI Y=H
N o] N o
178 X=Br Y=H 181 182
\/\g\) 2, \/\g\) 179 X=Cl Y=CI
180 X=NH, Y=H
OH R
177-182

Esquema 17. Reactivos y condiciones: a) DIAD, PPhs;, THF anhidro, 140 °C (para 177, 178 y 180-182) o
160 °C (para 179), microondas, 25min (para 177, 178 y 180-182) 6 1 h (para 179) (14 % para 177, 32 %
para 178, 32 % para 179, 48 % para 180, 25 % para 181, 17 % para 182).

Los compuestos 173-176 (Esquema 18) se obtienen aplicando las condiciones
que dan un mayor rendimiento en la obtencién de 177-182: 2.2 equivalentes de PPh; y
DIAD calentando a 140 °C durante 25 min. Solamente se obtienen los isdmeros A9 en
esta serie de compuestos, incluyendo al derivado con adenina.
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No2 N02

P o

N
O
a) © 173 X=Cl Y=H
174 X=Br Y=H
175 X=Cl Y=ClI

OH Ri 176 X=NH, Y=H
170 173-176

Esquema 18. Reactivos y condiciones: a) DIAD, PPh;, THF anhidro, 140 °C, microondas, 25 min (53 % para
173, 44 % para 174, 53 % para 175, 18 % para 176).

En la sintesis de 183 y 184 (Esquema 19), la mezcla de reaccidn se irradia a 140
°C durante 25 minutos. Transcurrido ese tiempo, el seguimiento de la reaccion mediante
CCF no mostraba la formacidon de ningln otro producto, por lo que se decide irradiar la
mezcla a 160 °C durante 25 minutos adicionales. El seguimiento por CCF revela la
aparicion de un nuevo producto que tras purificacién en columna y caracterizacion con
estudios de RMN bidimensionales (ver apartado III.1.3.2.) se identifica como el isdmero
N-7 (184). También se aisla el isdbmero N9 (183) cuyo factor de retencion (R:) coincide
con el del producto de partida. El rendimiento total de esta reaccion es del 80 %,
obteniéndose los isdmeros A9 (183) y A-7 (184) en la misma reaccidn. La sintesis de
185 y 186 (Esquema 19) se lleva a cabo irradiando a 160 °C durante 25 minutos
obteniéndose de nuevo los isdmeros /-9 (185) y A-7 (186) con un rendimiento total del
82 %.

~ -
S02 SOZ O/> 802 0
N
a,
N
171 n=1 \>/CI (
172 n=2 N /<
cl c
184 n=1
183 n=1 =
185 n=2 186 n=2

Esquema 19. Reactivos y condiciones: a) DIAD, PPhs;, THF anhidro, 160 °C, microondas, 25min (62 % para
183, 13 % para 184, 75 % para 185, 7 % para 186).
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1.3. Analisis espectroscopico

Todos los compuestos que no han sido descritos con anterioridad se han
identificado por espectroscopia de RMN tanto de H (300, 400, 500 o 600 MHz) como de
13C (75, 125 o 150 MHz), espectrometria de HRMS y andlisis elemental. Ademas, se han
llevado a cabo estudios de RMN bidimensional HSQC (acrénimo de Heteronuclear Multi-
Bond Correlation) y HMBC (acrénimo de Heteronuclear Multi-Quantum Correlation) para la
asignacion inequivoca de los desplazamientos quimicos de todos los atomos de H'y C en
todos los compuestos. Los espectros y estudios bidimensionales se encuentran detallados
en el anexo a este documento.

Los productos se han dividido en dos grupos para facilitar su analisis
espectroscopico: derivados de p-nitrobencensulfonamido y derivados de dansilo.

Los datos espectroscdpicos se presentan recogidos en tablas que muestran las
estructuras quimicas de los compuestos acompafada de una explicacion detallada de las
sefiales. Los desplazamientos quimicos (0) se expresan en ppm Yy las contantes de
acoplamiento (J) se expresan en Hz (ciclos por segundo). El aspecto y la multiplicidad de
las sefales se indican mediante las siguientes abreviaturas: (s) singlete; (d) doblete; (dd)
doble doblete; (ddd) doble doble doblete; (t) triplete; (pst) pseudotriplete; (m) multiplete.
El disolvente empleado es cloroformo deuterado (CDCl;) en todos los casos. La
numeracion de los compuestos aparece en funcion de las reglas establecidas por la IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) eligiendo como funcién principal en
los compuestos finales la purina y 5-FU, al ser el elemento estructural comin de todos
ellos.

1.3.1. Derivados de p-nitrobencensulfonamido

En este apartado, se lleva a cabo el analisis espectroscopico de los compuestos
intermedios (165, 166, 169 y 170) y finales (173-182) derivados de p-
nitrobencensulfonilo. Se incluye ademas el analisis espectroscépico de los productos 189
y 190 obtenidos durante la sintesis de este grupo de compuestos.

Los datos espectroscopicos de los compuestos de este grupo aparecen recogidos
en las Tablas 2-9. En ellas, se muestran los valores de desplazamiento quimico en primer
lugar y entre paréntesis las multiplicidades y las constantes de acoplamiento.

Los espectros bajo estudio contienen dos zonas de resonancia de protones: a)
zona aromatica, correspondiente a los protones pertenecientes a los dos anillos
aromaticos; y b) zona alifatica, correspondiente a los protones bencilicos, al grupo terc-
butildimetilsililo, al dioxolano y a los protones de los grupos metilénicos de la cadena que
unen a la sulfonamida y al anillo de dioxolano.

Las sefiales espectroscopicas de 'H-RMN correspondientes a la zona aromatica de
los compuestos 165, 166, 169, 170, 189 y 190 aparecen recogidas en la Tabla 2.
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NO,
4
5 3
6 2 H O/>
1 N\M/L
SO, o— 165R;=TBDMS n= 1 s T WV O 189 n=1
[ /> 166 R4= TBDMS n= 2 4 >0 , 190n=2
5 NN o  169R;=Hn=1 3 i
L n 170 R4= Hn= 2 NP\,
3
OR;
Comp H3,5phn02 H2,6¢phn02 H3pn H4pn H5ph H6ph
165 8.33 7.85 7.69 7.39 7.11 6.47
(d, 9.0) (d, 9.0) (dd, 7.7,1.1)  (ddd, 7.7, 7.4,1.1)  (ddd, 7.8, 7.4, 1.1)  (dd, 7.8, 1.1)
166 8.32 7.84 7.66 7.35 7.10 6.43
(d, 8.6) (d, 8.6) (d, 7.5) (pst, 7.5) (pst, 7.5) (d, 7.5)
169 8.34 7.83 7.64 7.40 7.17 6.40
(d, 9.0) (d, 9.0) (dd, 7.6, 1.5)  (ddd, 7.6, 7.5, 1.2)  (ddd, 7.6, 7.5, 1.5)  (dd, 7.6, 1.2)
170 8.35 7.84 7.67 7.41 7.18 6.41
(d, 8.8) (d, 8.8) (d,7.7) (pst, 7.7) (pst, 7.7) (d, 7.7)
189 8.21 7.08 7.21 6.80 - 6.72 7.28 6.80 - 6.72
(d, 9.3) (d, 9.3) (dd, 7.7, 1.6) (m) (ddd, 7.8, 7.6, 1.6) (m)
190 8.22 7.08 7.21 6.75 - 6.72 7.30 6.75 - 6.72
(d, 9.2) (d, 9.2) (dd, 7.3, 1.3) (m) (ddd, 7.9, 7.6, 1.3) (m)

Tabla 2. Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de !H-RMN

correspondientes a la zona aromatica de los compuestos 165, 166, 169, 170, 189 y 190.

Los atomos H3pmno2 Y H5pnno2 aparecen como un d (O 8.35 — 8.32 ppm) por su
acoplamiento con H2puno2 Y H6pino2 (J = 9.3 — 8.6 Hz), que también aparecen como un d
pero a campo mas alto (0 7.85 — 7.84 ppm). En los compuestos 189 y 190, las sefales
correspondientes a H3,5pm02 Y H2,6pmn02 aparecen también como d pero a campo mas alto
(0 8.22 y 7.08 ppm) al estar presente el grupo éter en lugar del sulfonamido.

Con respecto a las senales del otro anillo aromatico, se observa que los hidrégenos
3y 6 en los compuestos 165, 169, 189 y 190 aparecen como dd entre o 7.69 y 6.40
ppm debido al acoplamiento a corta distancia (J = 7.8 — 7.3 Hz) con H4p, 0 H5p v @ larga
distancia (J = 1.6 — 1.1 Hz) con H5p, 0 H4p,, mientras que en los compuestos 166 y 170
aparecen como d (6 = 7.67 — 6.41 ppm) por su acoplamiento con H4p, y H5p, (J = 7.7 —
7.5 Hz). Las sefales H4p, y H5pn aparecen como ddd entre 6 7.40 — 7.11 ppm por el
acoplamiento a corta distancia (J = 7.9 — 7.4 Hz) con H3p, 0 H6p, Y con H5p, 0 H4p,, v @
larga distancia (J = 1.6 — 1.1 Hz) con H6pn, 0 H3ph. En los compuestos 166 y 170, estas
dos sefales aparecen como pts (J = 7.7 - 7.5 Hz) en lugar del dd tedrico. Las senales
H4p ¥y H6p, en los compuestos 189 y 190 aparecen como m entre 6 6.80 — 6.72 ppm.

La segunda zona del espectro corresponde a la zona alifatica donde se distinguen
las sefales que se presentan a continuacién (Tabla 3):
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NO,
o9
S0, o 165 Ry= TBDMS n= 1 n 189 n=1
I 166 Ry= TBDMS n=2 ¢} 190 n=2
Nw/ko 169 Ry=H n=1 \©\
n 170 R=Hn=2 NO,
OR;
Comp Ph-CH, M N-CH; N-CH>-CH; CH2giox CHaiox CH;-  CHs-
c-si Si
165 5.02 (d, 14.4) 3.91 (dd, 14.1, 5.1) 3.89-3.77 4.96 0.97 0.12
4.94 (d, 14.4) 3.48 (dd, 14.1, 5.1) (m) (pst, 4.7) (s) (s)
166 4.94 (d, 14.3) 4.03-3.92 (m) 2.03-1.89(m) 3.92-3.75 4.80 0.92 0.02
4.87 (d, 14.3) 3.43-3.30 (m) 1.80 - 1.65 (m) (m) (pst, 4.4) (s) (s)
169 4.93 (d, 12.5) 3.98 (dd, 14.0, 4.1) 3.95 — 3.80 5.07
4.75 (d, 12.5) 3.32(dd, 14.0, 5.7) (m) (dd, 5.6, 4.1)
170 4.84 (d, 12.6) 4.05 - 3.96 (m) 1.96-1.83(m) 3.91-3.71 4.80
4.63 (dd, 12.6, 7.4) 3.35-3.23 (m) 1.72 - 1.60 (m) (m) (pst, 4.2)
189 5.14 4.62 3.39 3.97 - 3.86 5.15-5.11
(s) (s) (d, 3.8) (m) (m)
190 5.14 4.97 3.31 2.07 - 1.99 3.91-3.63 4.95
(s) (s) (t, 6.2) (m) (m) (t, 4.4)
Tabla 3. Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de !H-RMN

correspondientes a la zona alifatica de 165, 166, 169, 170, 189 y 190.

Los atomos de hidrogeno correspondientes al MH de los compuestos 189 y 190
aparecen como s, resonando entre d 4.97 - 4.62 ppm.

En los compuestos 165, 166, 169 y 170, los hidrégenos bencilicos son
diastereotdpicos y resuenan entre d 5.02 — 4.75 ppm. Las sefales aparecen como dos d
(Jem= 14.4 — 12.5 Hz). Sin embargo, en los compuestos 189 y 190, aparecen como un s
a d 5.14 ppm.

Los hidrogenos correspondientes a los metilenos de la cadena de unidn entre la
sulfonamida y el anillo de dioxolano en los compuestos 165, 166, 169 y 170 son
también diastereotdpicos. Las sefiales de los dtomos de hidrégeno de A~CH, aparecen
como dos dd en los compuestos 165 y 169 por el acoplamiento con el otro hidrégeno
diastereotdpico y con el hidrégeno del anillo de dioxolano (Jem= 14.1 — 14.0 Hz y ;=
5.7 — 4.1 Hz) entre 6 3.98 — 3.32 ppm. En los compuestos 166 y 170, las sefales
aparecen como dos m entre & 4.05 — 3.23 ppm debido al acoplamiento con el otro
hidrégeno diastereotodpico y los dos hidrogénos del metileno contiguo en la cadena.

Por el contrario, en los compuestos 189 y 190, los hidrogenos de A~CH, son
homotdpicos. La sefal aparece como d en 189 a 6 3.39 ppm debido al acoplamiento con
el hidrégeno del anillo de dioxolano (J = 3.8 Hz). En el compuesto 190 aparece como t a
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0 3.31 ppm por acoplamiento con el hidrégeno del anillo de dioxolano y los hidrégenos
del metileno vecino en la cadena (J = 6.2 Hz).

Las sefales correspondientes a los atomos de hidrégeno A-CH,-CH, aparecen
como m entre & 2.07 — 1.65 ppm. Mientras que en las moléculas 166 y 170 los
hidrogenos de este metileno son diasterotopicos y las sefiales aparecen como dos m
debido al acoplamiento con el otro hidrogeno diastereotdpico, los dos hidrogenos del
metileno contiguo en la cadena y el hidrogeno del anillo de dioxolano; por el contrario en
el compuesto 190, los hidrdgenos son iguales y la sefial aparece como un solo m por
acoplamiento con los dos hidrégenos del metileno contiguo en la cadena y el hidrégeno
del anillo de dioxolano.

Los atomos de hidrégeno del anillo de dioxolano muestran sus sefiales de
resonancia de la siguiente forma: la sefial del hidrogeno de CHgox aparece como dd a &
5.07 en el compuesto 169 debido al acoplamiento con los dos hidrogénos
diastereotopicos del metileno contiguo en la cadena (J = 5.6 y 4.1 Hz). En el caso de los
compuestos 165, 166 y 170, la senal aparece como pst a & 4.96 — 4.80 ppm en lugar
del dd tedrico (J = 4.7 — 4.2 Hz). En el compuesto 190 aparece como t a & 4.95 ppm
debido al acoplamiento con los hidrogénos homotdpicos vecinos (J = 4.4 Hz). La sefial
aparece solapada en el compuesto 189 con la de los hidrégenos del Ph-CH, mostrandose
entonces como m entre § 5.15 - 5.11 ppm.

La sefial correspondiente a los metilenos CHygi0x @parece como m con la simetria
caracteristica del sistema AA'BB’ entre d 3.97 — 3.63 ppm.

En los compuestos 165 y 166, los 9 atomos de hidrégeno del grupo terc
butildimetilsililo correspondientes a CHs-C-Si resuenan como un s entre & 0.97 — 0.92
ppm. Los 6 atomos de hidrogeno de CH3-Si resuenan como un s entre d 0.12 — 0.02 ppm.

También se han obtenido los espectros de *C-RMN de todos los derivados de p-
nitrobencensulfonilo. Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de los
compuestos 165, 166, 169, 170, 189 y 190 se recogen en las Tablas 4 y 5.

Los datos de desplazamiento quimico correspondientes a los carbonos de la zona
aromatica de los compuestos 165, 166, 169, 170, 189 y 190 aparecen recogidos en la
Tabla 4.

El desplazamiento quimico de los carbonos correspondientes al anillo ardomatico
unido al grupo nitro aparece de la siguiente forma: las senales de C4 y de C1, ambos
carbonos cuaternarios, son las que se registran a campo mas bajo (d 163 — 141 ppm) en
todos los casos. La sefial de los carbonos 3 y 5 presenta un desplazamiento en torno a o
126 - 124 ppm para todos los derivados. La sefal de C2,6pm0, aparece a & 129 ppm en
los compuestos derivados de la sulfonamida (165, 166, 169 y 170) y a mayor campo en
los compuestos 189 y 190 (5 115 ppm) debido a la presencia de un grupo éter en lugar
de un sulfonilo.
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H O/>
1 ] NMAO
S0, o 165 Ry= TBDMS n=1 1 n 189 n=1
| /> 166 R= TBDMS n=2 4 ~_0 , 190 n=2

5 NM 169 Ry=H n=1 3 1
7 O
n 170R4=Hn=2

2
4 34N02

Comp Cdppnoz  Clpnnoz  C2pn Clpn  C2,6pnno2  C3pn Cdpn C5pn C6pn  C3,5pnn02
165 150.32 144.27 143.35 135.88 129.55 129.40 128.46 127.57 127.37 124.05

166 150.41 144.08 143.43 135.38 129.51 129.38 128.77 127.64 126.93 124.31
169 150.50 143.36  142.81 137.50 129.58 131.99 129.90 128.86 127.26 124.27
170 150.28 143.28 142.78 136.38 129.50 131.73 129.75 128.87 126.75 124.32
189 163.44 142.02  119.83 147.45 115.23 130.68 117.56 130.41 111.65 126.02
190 163.84 141.87 119.35 147.65 115.09 130.76  116.89 130.51 111.05 125.99

Tabla 4. Desplazamientos quimicos de *3C-RMN en la zona aromatica de 165, 166, 169, 170, 189 y 190.

La sefiales correspondientes a los carbonos del otro anillo aromatico aparecen en
un rango de desplazamiento que oscila entre & 147 — 137 ppm para los carbonos
cuaternarios y & 130 — 126 ppm para los carbonos terciarios en todos los casos, a
excepcion de las sefiales C2pn, C4pr Y C6pn €N los compuestos 189 y 190 que aparecen a
campo mas alto (0 119 — 111 ppm).

La segunda zona del espectro corresponde a la zona alifatica donde se distinguen
las sefiales de carbonos que se presentan a continuacién (Tabla 5).

Comp Ph-CH, N-CH, N-CH;-CH, CHygiox CHaox CH3-C-Si  C-Si  CHsSi
165 61.21 54.76 65.14 101.70  26.06 1871  -5.06
166 61.37 47.66 32.77 65.18 10211  26.20 18.62  -5.07
169 61.30 55.17 65.18  102.06
170 61.08 47.63 32.42 65.16  102.02
189 70.46 46.44 65.44  102.41
190 70.15 39.09 33.00 64.96  104.14

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de *3C-RMN en la zona alifatica de 165, 166, 169, 170, 189 y 190.

En la zona alifatica del espectro de *C-RMN aparecen las sefiales correspondientes
a los carbonos: Ph-CH, (6 70 — 61 ppm), A-CH, (0 55 — 39 ppm), N-CH,-CH, (0 33 — 32
ppM), CHadiox (8 65 — 64 ppm) ¥ CHaiox (3 104 — 101 ppm).

56



Resultados y Discusion

Es también en esta zona donde se localizan los atomos de carbono del grupo terc
butildimetilsililo: los 9 carbonos metilénicos CHs-C-Si a & 26 ppm, el carbono cuaternario a
0 18 ppm vy la sefial del grupo CHs-Si a 6 -5 ppm.

Las sefiales espectroscopicas de 'H-RMN correspondientes a la zona aromatica de
los compuestos finales 173-182 aparecen recogidas en la Tabla 6. En este caso, la zona

aromatica presenta también las sefiales correspondientes a la purina o al 5-FU.

NO, |
W R= 89N 4 N9 o 173n=1R=AX= Cl Y=H
® 7&1 \7/Y 174n=1R=AX=BrY=H
6 2 5 /N1 = N7 175n=1R=AX=ClY=CI
! 176 n= 1 R=AX= NH,Y=H
S0, o 177 n=2R=AX=Cl Y=H
3 ILM//\S 178n=2R=AX=BrY=H
4 s o} A B 179 n= 2 R=AX= Cl Y=ClI
! n=12 180 n= 2 R=A X= NH, Y=H
1 181 n= 2 R=B X= NH, Y=H
6 2
r 173182 182n=2R=C
Comp H3sry H65ry H2,ur H8pur H3,sph H2,6pn
173 8.80 8.38 8.35 7.84
(s) (s) (d, 8.8) (d, 8.8)
174 8.75 8.38 8.35 7.84
(s) (s) (d, 8.7) (d, 8.7)
175 8.34 8.38 7.84
(s) (d, 8.9) (d, 8.9)
176 8.42 8.04 8.37 7.86
(s) (s) (d, 8.8) (d, 8.8)
177 8.78 8.38 8.38 7.85
(s) (s) (d, 8.9) (d, 8.9)
178 8.72 8.42 8.37 7.84
(s) (s) (d, 8.8) (d, 8.8)
179 8.39 8.36 7.85
(s) (d, 8.5) (d, 8.5)
180 8.38 8.04 8.36 7.86
(s) (s) (d, 8.8) (d, 8.8)
181 8.44 8.13 8.38 7.85
(s) (s) (d, 8.8) (d, 8.8)
182 8.85 7.62 8.38 7.86
(d,5.0) (d,5.0) (d, 8.8) (d, 8.8)

Tabla 6. Desplazamientos quimicos,

correspondientes a la zona aromatica de 173-182.
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Comp H3pn H4pp H5pn H6ph

173 6.49 7.21-7.17 7.29-7.25 7.05
(d, 7.3) (m) (m) (d, 7.3)

174 6.45 7.20-7.17 7.28-7.25 7.05
(d, 7.7) (m) (m) (d,7.7)

175 6.47 7.20 7.30 6.80

(dd, 7.6, 1.3)  (ddd, 7.8, 7.6, 1.4) (ddd, 7.8, 7.6, 1.3)  (dd, 7.6, 1.4)

176 6.44 7.17-7.14 7.28-7.25 7.07
(d, 7.9) (m) (m) (d, 7.9)

177 6.49 7.21 7.31-7.25 6.41

(dd, 7.7, 1.3) (ddd, 7.7, 7.7, 1.3) (m) (dd, 7.7, 1.3)

178 6.48 7.19 7.27 7.05
(d, 7.3) (pst, 7.3) (pst, 7.3) (d, 7.3)

179 6.48 7.22 7.30 7.06
(d, 7.5) (pst, 7.5) (pst, 7.5) (d, 7.5)

180 6.45 7.19-7.15 7.28-7.25 7.07
(d, 7.9) (m) (m) (d, 7.9)

181 6.47 7.25-7.20 7.33-7.29 7.13
(d, 7.7) (m) (m) (d, 7.7)

182 6.44 7.24-7.19 7.43-7.38 7.28
(d, 7.9) (m) (m) (d, 7.2)

Tabla 6 (continuacién). Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de H-
RMN correspondientes a la zona aromatica de 173-182.

Los atomos de hidrogeno en posiciénes 2 y 8 de la purina aparecen como s. El
desplazamiento quimico de H2,,, (8.80 — 8.38 ppm) es mayor que el observado para H8u:
(8.42 — 8.04 ppm). Los atomos de hidrégeno en posicion 3 y 5 del 5-FU aparecen como d.
La sefial H3sry aparece a campo mas bajo (0 8.85 ppm) que la sefal H6sqy (O 7.62 ppm),
ambas con J= 5.0 Hz.

El comportamiento de los atomos de hidrégeno del anillo aromatico unido al grupo
nitro es analogo al de los compuestos intermedios. Los atomos H3pnno2 Y H5pmno2 @parecen
como d (0 8.38 — 8.35 ppm) por su acoplamiento con H2ppno2 Y H6prno2 (7 = 8.9 — 8.5 Hz),
que también aparecen como d pero a campos mas altos (0 7.86 — 7.84 ppm).

Con respecto al comportamiento del otro anillo aromatico, en general, las senales
H3pn Y H6pn aparecen como d (O = 7.28 — 6.44 ppm) por su acoplamiento con H4p, y H5p,
(J= 7.9 — 7.2 Hz), a excepcion de los compuestos 175 y 177 donde aparecen como dd
entre d 6.80 y 6.47 ppm debido al acoplamiento a corta distancia (J = 7.7 — 7.6 Hz) con
H4p, 0 H5py y a larga distancia (J= 1.4 — 1.3 Hz) con H5p, 0 H4py..

En los compuestos 175 y 177, las sefiales H4p, y H5p, aparecen como ddd entre 6
7.30 — 7.20 ppm por el acoplamiento a corta distancia (J = 7.8 — 7.6 Hz) con H3pn 0 Hb6py
y con H5p, 0 H4py; y a larga distancia (J = 1.4 — 1.3 Hz) con H6p, 0 H3ph. En los
compuestos 178 y 179, estas dos sefales aparecen como pst (J= 7.5 - 7.3 Hz) en lugar
del dd tedrico. Por el contrario, en 173, 174, 176, 180-182 aparecen como m.
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La segunda zona del espectro de 173-182 corresponde a la zona alifatica donde
se distinguen las sefales que se presentan en la Tabla 7.

Los atomos de hidrogeno correspondientes al M, del 176 aparecen como un s a
0 5.98 ppm.

En todos los casos, los hidrégenos bencilicos son diastereotopicos y resuenan
entre 8 6.05 — 5.70 ppm. Las sefiales aparecen como dos d (Jem= 16.2 — 15.8 Hz).

Los hidrdgenos correspondientes a los metilenos de la cadena que une la
sulfonamida al anillo de dioxolano son también diastereotdpicos. En 173-176, cada
atomo de hidrégeno de A~CH, aparece como un dd por el acoplamiento con el otro
hidrogeno diastereotdpico y con el hidrogeno del anillo de dioxolano (Jem= 14.1 — 13.8
Hz y Jic= 5.6 — 4.0 Hz) a campo entre d 4.09 — 3.30 ppm con excepcidn de la sefial de
uno de los atomos de hidrogeno del compuestos 173, que aparece como m a  4.16 —
4.04. Por el contrario, en los compuestos 177-182, cada atomo de hidrégeno de N-CH,
aparece como m entre 0 4.29 — 3.21 ppm debido al acoplamiento con el otro hidrégeno
diastereotodpico y los dos hidrogénos del metileno contiguo en la cadena.

Comp M, Ph-CH, N-CH; N-CH;-CH:> CH2diox CHaiox
173 5.92 (d, 16.2) 4.16 — 4.04 (m) 4.01-3.82 5.18 -5.15
5.85(d, 16.2)  3.30(dd, 13.9, 5.6) (m) (m)
174 5.92(d, 16.1)  4.09 (dd, 14.1, 4.0) 4.00-3.83 5.16
5.84(d, 16.1)  3.30 (dd, 14.1, 5.6) (m) (dd, 5.6, 4.3)
175 5.90(d, 16.2)  4.09 (dd, 13.8, 4.4) 4.00 - 3.86 5.15
5.80(d, 16.2)  3.28 (dd, 13.8, 5.6) (m) (dd, 6.0, 4.1)
176 5.98 5.82(d, 16.2)  4.09 (dd, 13.8, 4.3) 4.01-3.85 5.17
(s) 5.77 (d, 16.2)  3.33(dd, 13.8, 5.5) (m) (pst, 4.9)
177 5.89 (d, 16.2) 4.26 — 4.07 (m) 2.07-195(m) 3.99-3.77 4.92
5.79 (d, 16.2) 3.41-3.28 (m) 1.89 - 1.75 (m) (m) (pst, 4.1)
178 5.87(d, 16.1) 4.24 - 4.08 (m) 2.08-194(m) 4.00-3.75 4.90
5.78 (d, 16.1) 3.40 - 3.25 (m) 1.87 - 1.74 (m) (m) (pst, 4.0)
179 5.80 (d, 16.0) 4.21-4.09 (m) 2.04-193(m) 3.97-3.72 4.93
5.70 (d, 16.0) 3.33-3.21 (m) 1.84-1.71 (m) (m) (pst, 3.8)
180 5.75(d, 16.2) 4.21-4.14 (m) 2.07-199(m) 3.99-3.77 4.91
5.71(d, 16.2) 3.40 - 3.28 (m) 1.86 — 1.75 (m) (m) (pst, 4.1)
181 6.05 (d, 15.8) 4.29 - 4.11 (m) 2.04-190(m) 4.03-3.73 4.90
5.88 (d, 15.8) 3.41-3.24 (m) 1.90 - 1.74 (m) (m) (pst, 3.9)
182 5.45 (d, 16.0) 4.20 - 4.02 (m) 2.04-187(m) 3.99-3.74 4.88
5.09 (d, 16.0) 3.35-3.23 (m) 1.79 - 1.72 (m) (m) (pst, 4.1)

Tabla 7. Desplazamientos quimicos,

correspondientes a la zona alifética de 173-182.
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Las sefales correspondientes a MCH,-CH, aparecen como m entre d 2.08 — 1.71
ppm. En todos los casos (177-182), los hidrogenos de este metileno son diastereotdpicos
y las sefales aparecen como dos m debido al acoplamiento con el otro hidrégeno
diastereotopico, los dos hidrogenos del metileno contiguo en la cadena y el hidrégeno del
anillo de dioxolano.

Los atomos de hidrégeno del anillo de dioxolano muestran sus sefales de
resonancia de la siguiente manera: la sefial del hidrégeno de CHgox aparece como dd
entre 0 5.16 - 5.15 en 174 y 175 debido al acoplamiento con los dos hidrogénos
diastereotopicos del metileno contiguo en la cadena (J = 6.0 - 4.1 Hz). En el resto de
compuestos, la sefal aparece como pst a d 5.17 — 4.88 ppm en lugar del dd tedrico (J =
4.9 — 3.8 Hz), a excepcion de 173 donde aparece como m entre d 5.18 — 5.15 ppm.

La sefial correspondiente a los protones metilénicos CH,gi0x aparece como m con la
simetria caracteristica del sistema AA'BB’ entre 0 4.03 — 3.72 ppm.

También se han obtenido los espectros de *C-RMN de los compuestos 173-182.
Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos se recogen en las Tablas 8 y 9.

NO,

L., R= o 173n=1R=AX=Cl Y=H
5 \7/\( />s | 3 174n=1R=AX=BrY=H
NP =N 175n=1R=AX= Cl Y=Cl

176 n= 1 R= AX= NH,Y=H
50, o 177 n=2R=AX=Cl Y=H
' 178 n=2R=AX=BrY=H

3
s N%o A B c 179 n=2R=AX=Cl Y=CI
5 n=12 180 n= 2 R= AX= NHz Y=H
5 181 n= 2 R=B X= NH, Y=H

173-182

182n=2R=C
Comp Cdsy  C25ny C5sr0 C6sru  Cdpw  C2pwr  C6pwr  C8puwr  Cbpur
173 152.69 152.35 151.23 14649 131.47
174 151.48 152.34 153.37 146.37 134.09
175 153.97 153.36 151.99 147.21 130.67
176 152.40 15241 155.08 150.64 137.37
177 15252 152.48 151.35 146.28 131.12
178 151.28 152.52 151.20 146.13 134.11
179 153.86 153.39 152.05 146.95 131.51
180 150.72 152.95 15556 141.57 119.15
181 149.80 146.09 154.43 148.90 119.15
182 15705 150.13  141.74 129.12
(d, 26.5) (d,238.2) (d, 32.9)

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de *3C-RMN en la zona aromatica de 173-182.
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Comp Cdppnoz  Clpnnoz C2pn Clpn  C2,6pmvo2  C3pn C4pn C5pn C6pn  C3,5pnn02
173 150.64 142.77 137.64 137.98 129.56 127.31 129.30 129.92 129.14 124.41

174 150.41 142.77 137.66  138.00 129.58 127.30 129.33 129.95 129.19 124.43
175 150.68 142.71  137.71 137.56 129.56 127.32  129.49 130.01 129.10 124.46
176 150.65 142.13  138.76 138.13 129.58 127.30 129.25 129.91 128.97 124.39
177 150.67 142.73  136.93 137.70 129.65 126.99 129.44 129.86 129.23 124.42
178 150.64 142.60 136.99 137.35 129.70 126.98 129.65 129.86 129.59 124.43
179 150.64 142.62 136.90 137.31 129.90 126.98 129.61 130.71 129.19 124.43
180 150.54 142,93 136.55 138.51 129.59 126.88 129.28 129.79 129.05 124.38
181 150.80 142.42  137.11 136.62 129.74 127.03 129.67 129.98 129.20 124.45
182 150.61 142.79 137.13 137.66 129.41 127.11  129.15 130.02 129.29 124.44

Tabla 8 (continuacion). Desplazamientos quimicos de 3C-RMN en la zona aroméatica de 173-182.

El desplazamiento quimico de los carbonos correspondientes a los anillos de purina
aparece de la siguiente manera: las sefales de C2,,, C4p,ry Cbpyr SON las que se registran
a campo mas bajo, alrededor de d 150 ppm. La sefial de C8,, aparece a & 146 ppm vy la
sefial de C5,, es la que se registra a menor desplazamiento de todas, localizandose a &
130 ppm en los compuestos 173-179 y a & 119 ppm en los compuestos que contienen
adenina (180-181). En el anillo de 5-FU, la sefales C4sgy, C5sry y Chsry aparecen como d
debido al acoplamiento con el fltor: la sefal C4sry @ campo mas bajo (O 157 ppm, J= 26.5
Hz), seguida de C5sry (O 151 ppm, = 238.2) y C6sry @ campo mas alto (0 129 ppm, J=
32.9 Hz). La sefial C2sry aparece como s, registrandose a 150 ppm.

En general, se observa una gran uniformidad en los desplazamientos quimicos de
los atomos de C analogos de los compuestos 173-182.

Con respecto al anillo aromatico unido al grupo nitro, las senales de C4pnnoz Y de
Clphno2, @mbos carbonos cuaternarios, son las que se registran a campo mas bajo (& 150
— 142 ppm). La senal de los carbonos 2 y 6 presenta un desplazamiento a & 129 ppm. La
sefal de C3,5pn02 €S la que aparece a campo mas alto (8 124 ppm).

La sefiales correspondientes a los carbonos del otro anillo aromatico aparecen en
un rango de desplazamiento que oscila entre & 138 — 136 ppm para los carbonos
cuaternarios y 6 129 — 126 ppm para los carbonos terciarios.

La segunda zona del espectro corresponde a la zona alifatica donde se distinguen
las sefales de carbonos que se muestran en la Tabla 9.
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Comp  Ph-CH; N-CH,  MCHyCH; CHagox  CHaiox
173 43.41 54.92 6533  101.88
174 43.59 55.16 65.25  101.96
175 43.75 55.19 6528  101.85
176 43.09 55.13 65.28  101.89
177 43.93 47.58 32.44 65.25  102.06
178 44.12 47.47 32.38 6524  102.00
179 43.90 47.33 32.22 6525  101.98
180 43.19 47.54 32.42 6520  102.00
181 49.36 47.47 32.21 6524  101.96
182 47.46 47.55 32.32 65.19  101.90

Tabla 9. Desplazamientos quimicos de *C-RMN en la zona alifatica de 173-182.

En la zona alifatica del espectro de >*C-RMN aparecen las sefiales correspondientes
a los carbonos metilénicos Ph-CH, (6 43 ppm), A-CH, (O 55 — 47 ppm) y CHagiox (O 65
ppm) y la sefal del CHgox (& 101 ppm). En 177-182, la sefial A-CH,-CH, aparece a 6 32

ppm.

Los estudios de RMN bidimensionales han permitido demostrar inequivocamente
que la unidén a la purina o 5-FU se establece a través del A9 en los compuestos 173-
180, a través del /-3 en 181 y a través de A-1 en 182.

La identificacidon de los isdmeros M9 en 173-179 se basa en la correlacion a tres
enlaces que existe entre los dos protones del grupo bencilico unido a la purina y el
carbono C4,,. La sefial de C4,, se identifica por su correlacion a tres enlaces con el H2,,
(Esquema 20) en 173, 174, 176, 177 y 178. La sefial de C4,,, se identifica por similitud
a los derivados anteriores en 175 y 179, en los que no se puede observar dicha
correlacion al presentar un cloro en posicion 2 de la purina.

NO2 N02
S|02 0 Sloz o
NMO NMAO
H n=12 @(T/ n=12
f>‘\ ;’Ds
N N
_ _ N N
173 n=1X=Cl 8 2 8 2
174 n=1X= Br E e (,L /e
176 =1 X=NH, 7 SN=N, T SNEN,
177 n=2 X= Cl 6 175n=1 /e
178 n=2 X= Br X 179n=2 C

Esquema 20. Interacciones a tres enlaces que justifican la naturaleza /-9 de 173-179.
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En la Figura 29 se muestra como ejemplo el estudio HMBC de 177 donde se
observan las correlaciones entre el C4,, y H2,, que identifica el C4,,, y entre el C4,y y
los protones bencilicos que permite identificar a 177 como isdmero N-9.

H2pur

Protones Bencilicos

3 I'\" i “ HII

3
3
f1(ppm)

Chor |

92 90 88 86 B4 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56
2 (ppm)

Figura 29. Regidn aromatica del espectro HMBC de 177.

La discriminacion entre los isomeros -9 y A3 de los derivados de adenina (180 y
181, respectivamente) se basa en la correlacion a tres enlaces que existe entre los
protones del grupo bencilico unido a la adenina y los carbonos cuaternarios de la adenina:
C2pur, C4pyr ¥ C8pur (Esquema 21). En los isdmeros A-9, los protones bencilicos se
correlacionan a través de tres enlaces con los C4y, y C8,, de la adenina, mientras que en
los isdbmeros A-3, estos protones se correlacionan con C2,y Yy C4pur (Ver Anexo). Ademas,
en los isdmeros A3, H2,, se correlaciona a tres enlaces con el carbono bencilico, sefial
que solo es posible cuando la conexion con la adenina es a través de dicho N.

NO, NO»
o o
N o N o
H\/\( H\/\(J
o o
9
N 3 3
N HALN
Ny A
N NP
7 8 /N1 Yo 5 N7
6
180 H,N 181 NH,

Esquema 21. Interacciones a tres enlaces que justifican la naturaleza A*9 (180) y M3 (181) del derivado
de adenina.
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La identificacion del isdmero M-1 en el compuesto 182 se basa en la correlacion a
tres enlaces que existe entre los dos protones del grupo bencilico unido al 5-FU vy el
carbono C6sry, asi como la correlacion inversa: Hésgy y carbono bencilico (Esquema 22,
Figura 30), correlaciones que no existirian si la union se diera a través de A-3. La sefial de
C6sry Se identifica facilmente al ser el Unico carbono terciario del 5-FU (Ver Anexo).

NO,
o
N
B
H o
1
HX N,/2.0
NH
F75N
o)
182

Esquema 22. Interacciones a tres enlaces que justifican la naturaleza A1 de 182.

Bencilicos

‘ Protones
T R R | . [ i I -

Figura 30. Regiones del espectro HMBC de 182.

Finalmente, el analisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los
valores calculados para las formulas empiricas (M + Na)*, (M + H)* o (M - H)* de los
derivados de p-nitrobencensulfonilo y los correspondientes valores encontrados:

165: Calculado para Cy3H3;N,0,SSiNa (M + Na)*: 531.1699, encontrado: 531.1585
(desviacion - 2.3 ppm).

166: Calculado para Cy4H34N,0,SSiNa (M + Na)*: 545.1856, encontrado: 545.1752
(desviacién - 0.4 ppm).

169: Calculado para Ci;H1gN,O,SNa (M + Na)*: 417.0835, encontrado: 417.0733
(desviacién 0.2 ppm).
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170: Calculado para CigHigN,O;S (M - H)™: 407.0991, encontrado: 407.0922
(desviacién 0.2 ppm).

189: Calculado para Ci7HisN,Os (M + H)™: 331.1216, encontrado: 331.1293
(desviacién - 0.3 ppm).

190: Calculado para CigH1N,0;S (M + H)™: 345.1372, encontrado: 345.1444
(desviacién — 1.7 ppm).

173: Calculado para CyHxCINgOsS (M + H)™: 531.0775, encontrado: 531.0845
(desviacién 0.3 ppm).

174: Calculado para CxHioBrNgOsSNa (M + Na)™: 597.0270, encontrado:
597.0159 (desviacion -0.9 ppm).

175: Calculado para Cx;HisClN¢OsSNa (M + Na)*: 587.0386, encontrado:
587.0276 (desviacion - 1.2 ppm).

176: Calculado para Cy;H»;N;06S (M + H)™: 512.1274, encontrado: 512.1358
(desviacién 1.2 ppm).

177: Calculado para CyHCINgOsS (M + H)™: 545.0932, encontrado: 545.1012
(desviacién 0.4 ppm).

178: Calculado para Cy3H»BrN¢OsS (M + H)*: 589.0427, encontrado: 589.0497
(desviacion 0.8 ppm).

179: Calculado para Cy3H,1Cl;NgOsS (M + H)™: 579.0542, encontrado: 579.0616
(desviacion 1.6 ppm).

180: Calculado para Cy3HuN;06S (M + H)*: 526.1431, encontrado: 526.1501
(desviacion - 1.5 ppm).

181: Calculado para Cy3HuN;0¢S (M + H)*: 526.1431, encontrado: 526.1505
(desviacion - 0.8 ppm).

182: Calculado para Cy,H,1FN4OgSNa (M + Na)™: 543.1064, encontrado: 543.0961
(desviacion 0.0 ppm).

1.3.2. Derivados de dansilo

En este apartado se lleva a cabo el andlisis espectroscdpico de los compuestos
intermedios (164, 167, 168, 171y 172) y finales (183-186) derivados de dansilo.

Los datos espectroscdpicos de los compuestos de este grupo aparecen recogidos
en las Tablas 10-17. En ellas, se muestran los valores de desplazamiento quimico en
primer lugar y entre paréntesis las multiplicidades y las constantes de acoplamiento.
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Los espectros bajo estudio contienen dos zonas de resonancia de protones: a)
zona aromatica, correspondiente a los protones pertenecientes a los dos anillos
aromaticos; y b) zona alifatica, correspondiente a los protones bencilicos, al grupo terc
butildimetilsililo, al anillo de dioxolano y los grupos metilénicos de la cadena de unidn
entre la sulfonamida y el anillo de dioxolano.

Las sefiales espectroscopicas de 'H-RMN correspondientes a la zona aromatica de
los compuestos 164, 167, 168, 171 y 172 aparecen recogidas en la Tabla 10.

164 R1= H Ro= TBDMS

167 Ry= An=1 R,= TBDMS
168 Ry= A n=2 R,= TBDMS
171 R1= An=1 R2= H

OR; 172R= An=2Ry=H
Comp H44an H84an H24an H7 gan H34an H64an
164 8.49 8.39 8.22 7.53 7.47 - 7.42 7.18-7.14
(d, 8.5) (d, 8.7) (dd, 7.3, 1.2) (dd, 8.7, 7.7) (m) (m)
167 8.54 8.15 8.02 7.36 7.42 7.14
(d, 8.4) (d, 8.7) (dd, 7.5, 1.1) (dd, 8.7, 7.6) (dd, 8.4, 7.5) (d, 7.6)
168 8.54 8.17 8.05 7.38 7.44 7.14
(d, 8.5) (d, 8.7) (dd, 7.5, 1.2) (dd, 8.7, 7.5) (dd, 8.5, 7.5) (d, 7.5)
171 8.57 8.05-8.02 8.05-8.02 7.32 7.45 7.14
(d, 8.4) (m) (m) (dd, 8.6, 7.6) (dd, 8.4, 7.5) (d, 7.6)
172 8.56 8.08 8.05 7.34 7.46 7.14
(d, 8.4) (d, 8.7) (dd, 7.5, 1.1) (dd, 8.7, 7.6) (dd, 8.4, 7.5) (d, 7.6)
Comp H6p; H5pn H4p, H3pn
164 7.47 - 7.42 7.18-7.14 6.93 6.88
(m) (m) (ddd, 7.5, 7.4, 1.1) (dd, 7.5, 1.4)
167 6.64 6.96 7.30-7.26 7.56
(d, 7.9) (ddd, 7.9, 7.5, 1.2) (m) (d, 7.7)
168 6.67 7.00 7.29 7.56
(dd, 8.0,0.8) (ddd, 8.0, 7.6, 1.5)  (ddd, 7.6, 7.4, 1.1) (d, 7.4)
171 6.31 6.92 7.29 7.57
(dd, 8.0,0.8) (ddd, 8.0, 7.5, 1.7) (ddd, 7.7, 7.5, 0.8) (dd, 7.7, 1.5)
172 6.37 6.95 7.30 7.60
(dd, 7.9,0.8)  (ddd, 7.9, 7.5, 1.5) (ddd, 7.6, 7.5, 0.8) (dd, 7.6, 1.5)

Tabla 10. Desplazamientos quimicos,

multiplicidades y constantes de

correspondientes a la zona aromatica de 164, 167, 168, 171y 172.
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Los atomos de hidrégeno correspondientes al grupo dansilo muestan sus sefiales
de resonancia de la siguiente manera: H44., aparece como d a & 8.57 — 8.49 ppm debido
a su acoplamiento con H34, (J = 8.5 — 8.4 Hz). H8yan ¥ H64an aparecen como d (8 8.39 —
8.02 ppm) en la mayoria de los casos por su acoplamiento con H7 4., (J= 8.7 — 7.3 Hz), a
excepcion de dos sefales correspondientes a H64a, €n €l compuesto 164 y H8y,, en el
compuesto 171, que aparecen como m.

En general, los atomos H34.n Y H74an aparecen como dd entre d 7.53 - 7.32 ppm
debido al acoplamiento a corta distancia (J = 8.7 — 7.5 Hz) con H24an Y H44an O H64an Y
H84an, cON excepcidn de la sefial de H34a, €n el compuesto 164 que aparece como m (d
7.47 — 7.42 ppm) por solapamiento con la sefial de H6p, La sefal de H24,, aparece en
todos los casos como dd en torno a & 8.22 - 8.05 ppm debido al acoplamiento a corta
distancia (J = 7.5 — 7.3 Hz) con H3 y a larga distancia (J = 1.2 — 1.1 Hz) con H4, a
excepcidn de la sefial en el compuesto 171 que aparece como m (0 8.05 — 8.02 ppm) por
solapamiento con la sefal de H8yan.

Con respecto a las sefales del otro anillo aromatico, mientras que los H3p, y Hbph
en 164, 168, 171 y 172 aparecen como dd entre & 7.60 - 6.37 ppm debido al
acoplamiento a corta distancia (J = 7.8 — 7.3 Hz) con H4p, 0 H5p, y a larga distancia (J =
1.6 — 0.8 Hz) con H5p, 0 H4pp, en el compuestos 167 y H3p, de 168 aparecen como d (&
= 7.56 — 6.64 ppm) por su acoplamiento con H4py, y H5p, (J= 7.9 — 7.4 Hz).

Las senales H4p, y H5p, aparecen como ddd entre & 7.30 — 6.92 ppm por el
acoplamiento a corta distancia (J = 8.0 — 7.4 Hz) con H3p, 0 H6pr, y con H5p, 0 Hépy; y @
larga distancia (J = 1.7 — 0.8 Hz) con H6p, 0 H3p,. En el compuesto 164, la sefial de H5p,
aparece como m (0 7.18 — 7.14 ppm) por solapamiento con la sefial de H64.,, Mientras
que en el compuesto 167 aparece como m (8 7.30 — 7.26 ppm).

La segunda zona del espectro corresponde a la zona alifatica donde se distinguen
las sefales que se presentan en la Tabla 11.

Los atomos de hidrégeno correspondientes al M de 164 aparecen como s
resonando a & 8.66 ppm.

En 167, 168, 171 y 172, los hidrogenos bencilicos son diastereotdpicos y
resuenan entre & 4.92 — 4.58 ppm. Las sefales aparecen como dos d debido al
acoplamiento entre ellos (Jfem= 14.4 — 12.3 Hz), a excepcion del compuesto 171 donde
aparecen como dos dd debido al acoplamiento entre ellos (Jem= 12.4 Hz) y con el
hidrégeno del grupo hidroxilo (4= 5.3 — 5.2 Hz). La sefial de uno de los hidrégenos en el
compuesto 172 aparece como m (0 4.62 — 4.53 ppm) en lugar del dd tedrico. Sin
embargo, en 164 aparece como singlete a & 4.30 ppm.

67



Fatima Morales Marin

~. -
N
03
A= %
O o
o

Ne 164 Ry= H Ro= TBDMS
Ry 167 R;= An=1R,= TBDMS
168 R4= An= 2 R,= TBDMS

171 R1= An=1 R2= H

OR; 172R=An=2R,=H
Comp M Ph-CH, N-CH, N-CH,-CH,
164 8.66 4.30
(s) (s)
167 4.85 (d, 14.4) 3.95 (dd, 14.1, 4.9)
4,57 (d, 14.4) 3.51 (dd, 14.1, 4.6)
168 4,71 (d, 14.1) 3.95 - 3.88 (m) 1.95 - 1.86 (m)
4,58 (d, 14.1) 3.64 — 3.53 (m) 1.81 - 1.73 (m)
171 492 (dd, 12.4,5.2)  4.15(dd, 14.1, 4.3)
4.70 (dd, 12.4,5.3)  3.25(dd, 14.1, 5.5)
172 4.89 (d, 12.3) 4.14 - 4.02 (m) 1.95 - 1.85 (m)
4.62 — 4.53 (m) 3.45 — 3.36 (m) 1.73 - 1.62 (m)
Comp CHadiox CHaiox MCHs);  CHs-C-Si CHs-Si
164 2.86 0.94 0.06
(s) (s) (s)
167 3.93-3.70 5.02 2.88 0.92 0.02
(m) (pst, 4.8) (s) (s) (s)
168  3.89-3.71 481 2.88 0.90 0.02
(m) (pst, 4.6) (s) (s) (s)
171 3.94-3.76 5.11 2.88
(m) (pst, 4.8) (s)
172 3.93-3.73 4.82 2.89
(m) (pst, 4.4) (s)

Tabla 11. Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de !H-RMN
correspondientes a la zona alifatica de 164, 167, 168, 171y 172.

Los hidrdgenos correspondientes a los metilenos de la cadena de unidn entre la
sulfonamida y el anillo de dioxolano son también diastereotdpicos. Las sefiales de los
atomos de hidrégeno de A-CH, aparecen como dos dd en 167 y 171 por el acoplamiento
con el otro hidrégeno diastereotdpico y con el hidrogeno del anillo de dioxolano (Jyem=
14.1 Hz y Ji= 5.5 — 4.3 Hz) a campo entre 6 4.15 — 3.25 ppm. En 168 y 172, las
sefales aparecen como dos m entre d 4.14 — 3.36 ppm debido al acoplamiento con el
otro hidrégeno diastereotodpico y los dos hidrogénos del metileno contiguo en la cadena.

Las sefales correspondientes a A-CH,-CH, aparecen como m entre 8 1.95 — 1.62
ppm debido al acoplamiento con el otro hidrégeno diastereotodpico, los dos hidrégenos del
metileno contiguo en la cadena y el hidrégeno del anillo de dioxolano en 168 y 172.

Los atomos de hidrégeno del anillo de dioxolano muestran sus sefales de
resonancia de la siguiente forma: la sefial del hidrégeno de CHg.x aparece como pst a 0
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5.11 — 4.82 ppm en lugar del dd tedrico (J = 4.8 — 4.4 Hz) debido al acoplamiento con los
dos hidrogénos diastereotdpicos del metileno contiguo en la cadena.

La sefial correspondiente a CH,g0x @parece como m con la simetria caracteristica
del sistema AA’BB’ entre 0 3.94 — 3.70 ppm.

La sefial de los 6 hidrogenos correspondientes a MCHs), en el grupo dansilo
aparecen como singlete a d 2.89 — 2.86 ppm.

En los compuestos 164, 167 y 168, los 9 atomos de hidrégeno CHs-C-Si
resuenan como un s entre 6 0.94 — 0.90 ppm. Los 6 atomos de hidrdgeno CHs-Si
resuenan como un s entre 6 0.06 — 0.02 ppm.

También se han registrado los espectros de *C-RMN en todos los derivados de
dansilo. Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de 164, 167, 168, 171y
172 se recogen en las Tablas 12 y 13.

Los datos de desplazamiento quimico correspondientes a los carbonos de la zona
aromatica de 164, 167, 168, 171 y 172 aparecen recogidos a continuacion (Tabla 12).

164 R4= H Ry= TBDMS
167 Ry= An=1 R,= TBDMS
4 168 R4= A n=2 R,= TBDMS
3 171R;=An=1Rxz=H
OR; 172R=An=2R,=H

Comp csdan C1dan C4dan cgdan czdan CIodan C7dan C3dan csdan csdan
164 152.03 135.57 130.68 129.97 129.95 129.74 128.36 123.26 118.95 115.31

167 15147 13441 130.67 130.55 131.14 129.98 127.88 123.21 120.46 115.32
168 151.60 134.66 130.60 130.52 131.13 130.06 128.07 123.30 120.50 115.34
171 151.59 133.64 130.99 130.61 131.39 130.05 128.00 123.22 120.34 115.40
172 151.63 133.87 130.85 130.52 131.27 130.06 127.94 123.27 120.33 115.37

Comp C1ph C2ph c5ph c3ph c4ph C6ph
164 137.26  130.38 128.78 128.00 124.22 121.46

167 136.22 143.00 126.93 127.64 128.63 129.51
168 13553 142.90 127.15 127.88 128.66 129.49
171 138.03 142.86 128.36 131.42 129.17 128.80
172 136.69 142.62 128.36 131.29 129.11 128.82

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de *C-RMN en la zona aromética de 164, 167, 168, 171y 172.

En todos los casos, el desplazamiento quimico de los carbonos correspondientes al
grupo dansilo aparece de la siguiente manera: la sefal del C54:, €s la que se registra a
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campo mas bajo (0 151 ppm). Las sefiales de los carbonos 1, 2, 4, 9 y 10 presentan
desplazamientos en torno a d 135 - 129 ppm. A d 128 - 120 ppm aparecen las sefiales de
los carbonos 3, 7 y 8. La senal del C6qa, €s la que se registra a campo mas alto (8 115

ppm).

Las sefales correspondientes a los carbonos del otro anillo aromatico aparecen en
un rango de desplazamiento que oscila entre & 143 — 130 ppm para los carbonos
cuaternarios y d 131 — 121 ppm para los carbonos terciarios en todos los derivados.

La segunda zona del espectro corresponde a la zona alifatica donde se distinguen
las sefales de carbonos que se presentan a continuacion (Tabla 13):

Comp  Ph-CH, N-CH, N-CH;-CH, CHysiox CHaox MCHs); CHs-C-Si  C-Si  CHs-Si
164 65.40 45.56 25.94 1833  -5.26
167 61.10 54.58 6498 10220  45.54 26.08 1843  -531
168 61.22 47.20 33.01 6501 10234  45.59 26.10 16.46  -5.26
171 61.53 55.07 6503  102.54  45.57
172 61.22 47.44 32.75 6505  102.26  45.57

Tabla 13. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN en la zona alifatica de 164, 167, 168, 171y 172.

En la zona alifatica del espectro de >*C-RMN aparecen las sefiales correspondientes
a los carbonos: Ph-CH, (6 65 — 61 ppm), A-CH, (& 55 — 47 ppm), N-CH,-CH, (6 33 — 32
ppmM), CHadiox (8 65 — 64 ppm) Y CHaiox (3 102 ppm).

La sefal de los carbonos MCHs), en el grupo dansilo presenta un desplazamiento
en torno a 6 45 ppm.

Es también en esta zona donde se localizan los atomos de carbono del grupo terc
butildimetilsililo: los 9 carbonos CHs-C-Si dan una sefial a & 26 ppm, el carbono
cuaternario da una sefial en torno a & 18 - 16 ppm y la sefal de CH;-Si aparece a 6 — 5

ppm.

Las sefiales de 'H-RMN correspondientes a la zona aromética de los compuestos
finales 183-186 aparecen recogidas en la Tabla 14. En esta ocasion, la zona aromatica
contiene también las sefales correspondientes a la 2,6—dicloropurina presente en estas
moléculas.

Los atomos de hidrégeno en posicion 8 de la purina aparecen como s entre d 8.34
- 8.28 ppm.

El comportamiento de los atomos de hidrogeno del grupo dansilo es analogo al de
los compuestos intermedios. H44., aparece como d por su acoplamiento con H34a, (J =
8.5—-7.6 Hz) a 6 8.60 — 8.58 ppm. H84an ¥ H64an aparecen como d (o 8.60 — 7.13 ppm) en
la mayoria de los casos por su acoplamiento con H74., (J = 8.7 — 7.5 Hz), a excepcién de
la sefial de H84an €n 185, que no se puede distinguir por solapamiento. Los atomos H3gan
Y H74an aparecen como dd entre & 7.49 - 7.32 ppm debido al acoplamiento a corta
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distancia (J = 8.7 — 7.5 Hz) con H24:n Y H4gan O H6gan ¥ H84an, cOn excepcidn del
compuesto 183 donde aparecen como pst en lugar del dd tedrico. En 183 y 184, la sefial
de H24., aparecen como dd a & 8.06 ppm debido al acoplamiento a corta distancia (J =
7.6 — 7.5 Hz) con H34. y a larga distancia (J = 1.2 — 1.1 Hz) con H44.,. En 185 aparece
como m (6 8.09 — 8.06 ppm) por solapamiento con la sefial de H84.n, mientras que en el
compuesto 186, la sefal aparece como d a & 8.06 ppm debido al acoplamiento a corta
distancia (J = 7.9 Hz) con H34an.

~N, .~
N b lo ¢l
8 AN N N {e
e
N N
;7 5 6/N1 g 4 N;Q
cl 3 Cl
A B
= A
=B
= A
=B
Comp I'|4'dan I'Isdan szan H7dan H3dan I'|6dan
183 8.60 8.01 8.06 7.32 7.48 7.14
(d, 7.6) (d, 7.6) (dd, 7.6, 1.2) (pst, 7.6) (pst, 7.6) (d, 7.6)
184 8.60 8.01 8.05 7.33 7.49 7.14
(d, 8.4) (d, 8.7) (dd, 7.5, 1.1) (dd, 8.7, 7.6) (dd, 8.4, 7.5) (d, 7.6)
185 8.58 8.09 - 8.06 8.09 - 8.06 7.33 7.49 7.13
(d, 8.5) (m) (m) (dd, 8.7, 7.5) (dd, 8.5, 7.5) (d, 7.5)
186 8.59 8.06 8.06 7.34 7.49 7.13
(d, 8.4) (d, 8.5) (d, 7.9) (dd, 8.5, 7.6) (dd, 8.4, 7.9) (d, 7.6)
comp H8,,ur H3ph H4ph H5ph H6ph
183 8.34 6.36 6.95 - 6.91 7.19-7.15 6.99
(s) (d, 7.8) (m) (m) (d,7.8)
184 8.31 6.74 7.01 -6.95 7.22-7.14 6.43
(s) (d, 8.0 (m) (m) (d, 8.0)
185 8.27 6.49 7.01-6.97 7.22-7.17 7.01 -6.97
(s) (dd, 8.4, 1.0) (m) (m) (m)
186 8.28 6.56 7.03 7.21 6.68
(s) (d, 7.6) (pst, 7.6) (pst, 7.6) (d, 7.6)

Tabla 14. Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de ‘H-RMN

correspondientes a la zona aromatica de 183-186.

Con respecto al comportamiento del otro anillo aromatico, en general, las sefales
H3p y H6pn aparecen como d (6 = 6.99 — 6.36 ppm) por su acoplamiento con H4p, y H5py
(J = 8.0 — 7.6 Hz), a excepcion de 185 donde H3p, aparece como dd a & 6.49 ppm
debido al acoplamiento a corta distancia (J = 8.4 Hz) con H4p, vy a larga distancia (J = 1.0
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Hz) con H5pn, En 185, H6p, aparece como m (8 7.01 — 6.97 ppm) por solapamiento con la
sefal de H4p,.

En general, las sefiales H4p, Y H5p, aparecen como m entre 8 7.22 — 6.91 ppm en
lugar del ddd tedrico que aparece en los compuestos anteriores. En 186, estas dos
sefiales aparecen como pst (J= 7.6 Hz) ad 7.03 y 7.21 ppm.

La segunda zona del espectro de 183-186 corresponde a la zona alifatica donde
se distinguen las sefiales que se presentan en la Tabla 15.

~N.

ool {w e( Ia!

c;|
P oy
N WL
SNe) A B
183 n=1R=A
184n=1R=B
R 185n=2R=A
186 n=2R=B
Comp Ph-CH, N-CH, N-CH,-CH; CHadio CHaiox MCH:):
183 592(d, 16.1) 4.24 (dd, 13.9, 4.03-3.82 5.18 2.89
5.82 (d, 16.1) 4.5) (m) (pst, 5.0) (s)
3.26 (dd, 13.9,
5.5)
184 6.12 4.20 (dd, 14.0, 4.02-3.76 5.17 2.89
(s) +3) (m) (dd, 5.8, 4.3) (s)
3.22 (dd, 14.0,
5.9)
185  579(d,159)  4.21-4.09  1.99-1.90 3.95-3.76 4.89 2.88
5.73 (d, 15.9) (m) (m) (m) (pst, 4.1) (s)
347-339  1.82-1.73
(m) (m)
186  6.07(d, 16.7)  4.15-4.04  196-1.85 3.94-3.74 4.88 2.89
5.94 (d, 16.7) (m) (m) (m) (pst, 4.1) (s)

3.51-3.41 1.84 - 1.74
(m) (m)

Tabla 15. Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de ‘H-RMN
correspondientes a la zona alifatica de 183-186.

Los hidrégenos bencilicos son diastereotdpicos en 183, 185 y 186, resonando
entre & 6.07 — 5.73 ppm. Las sefiales aparecen como dos d debido al acoplamiento entre
ellos (Jem= 16.7 — 15.9 Hz). En 184, la sefial aparece como s (6 6.12 ppm).

Los hidrogenos correspondientes a los metilenos de la cadena de unién entre la
sulfonamida y el anillo de dioxolano son también diastereotdpicos. En 183 y 184, cada
atomo de hidrégeno de A-CH, aparece como un dd por el acoplamiento con el otro
hidrégeno diastereotopico y con el hidrégeno del anillo de dioxolano (Jem= 14.0 — 13.9
Hz y Jic= 5.9 — 4.3 Hz) a campo entre d 4.24 — 3.22 ppm. Por el contrario, en 185 y
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186, cada atomo de hidrégeno de A-CH, aparece como m entre & 4.21 — 3.39 ppm
debido al acoplamiento con el otro hidrogeno diastereotdpico y los dos hidrégenos del
metileno contiguo en la cadena.

Las sefales correspondientes a A-CH,-CH, aparecen como m entre 8 1.99 — 1.73
ppm. Los hidrégenos de este metileno son diastereotdpicos y las sefiales aparecen como
dos m debido al acoplamiento con el otro hidrégeno diastereotdpico, los dos hidrégenos
del metileno contiguo en la cadena y el hidrédgeno del anillo de dioxolano.

Los atomos de hidrégeno del anillo de dioxolano muestran sus sefales de
resonancia de la siguiente forma: la sefial del hidrogeno de CHgiox aparece como dd a &
5.17 ppm en 184 debido al acoplamiento con los dos hidrogénos diastereotopicos del
metileno contiguo en la cadena (J = 5.8 y 4.3 Hz). En el resto de compuestos, la sefal
aparece como pst entre 6 5.18 — 4.88 ppm (J = 5.0 — 4.1 Hz) en lugar del dd tedrico.

La sefial correspondiente a los protones metilénicos CH,giox @parece como m con la
simetria caracteristica del sistema AA'BB’ entre d 4.03 — 3.74 ppm.

La sefal de los 6 hidrégenos MCHz),en el grupo dansilo aparecen como s entre &
2.89 — 2.88 ppm.

También se han registrado los espectros de *C-RMN de 183-186. Los datos de
desplazamiento quimico de los carbonos se recogen en las Tablas 16 y 17.

La sefial C4,, aparece a & 154 ppm en los isdmeros /-9 y a & 163 ppm en los
isbmeros A7, comportamiento que se asemeja a derivados de purina previamente
sintetizados®®*. El resto de sefiales de carbono correspondientes al anillo de purina
presentan también diferencias entre los isomeros A-9 y A-7: la sefial del C2,, se registra
a 0 152 ppm para /A9 y a d 144 ppm para M-7. La sefial de C8,, difiere en 4 ppm de
desplazamiento quimico entre ambos isdmeros ( 147 y 151 ppm). El C6,, no presenta
diferencias, registrandose en torno a & 146 — 143 ppm. La sefial que se registra a menor
desplazamiento de todas es la de C5,,, que presenta diferencias de 8 ppm entre las
sefales de ambos isdbmeros, registrandose a 130 ppm para A-9 y 122 ppm para A-7.

En general, se observa una gran constancia en los desplazamientos quimicos de
los distintos atomos de C de 183-186.

En el grupo dansilo, el desplazamiento quimico de los carbonos aparece de la
siguiente manera: la sefial del C54., €S la que se registra a campo mas bajo (6 151 ppm).
Las sefales de los carbonos 1, 2, 4, 9 y 10 presentan un desplazamiento en torno a & 133
- 130 ppm. La senal de los carbonos 3, 7 y 8 aparece a & 128 - 119 ppm. La sefal del
C64an €S la que se registra a campo mas alto (5 115 ppm).
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Cl
|
. A N A B
n
s 183n=1R=A
v 184n=1R=B
R 185n=2R=A
186 n=2R=B

Comp C54an Clgan C44an C94dan C24an C104an C74an C3d4an C84an C64dan
183 151.80 133.19 131.34 130.65 131.50 130.11 127.89 123.25 120.03 115.51

184 151.76  132.94 13148 130.60 131.62 130.12 128.26 123.25 11994 115.54
185 151.85 133.34 131.22 130.54 131.50 130.08 128.10 123.28 120.01 115.45
186 151.84 133.18 131.37 130.62 131.59 130.13 128.18 123.29 119.93 115.50

Comp Cdpw  C2pw  C6pw  C8pw  C5p,0  C2pn  Clp,  C3pn  Cdpn C5pn  C6pn
183 15407 153.24 156.33 14751 13059 138.18 137.52 128.47 128.91 129.26 128.19

184 163.52 144.00 153.29 151.65 122.58 138.08 137.75 129.14 128,97 129.40 127.30
185 153.92  151.74 153.22 147.12 130.66 137.21 137.00 129.12 128.63 129.24 129.04
186 163.67 144.00 153.44 151.47 122.40 137.24 137.14 129.41 129.07 129.45 127.30

Tabla 16. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN en la zona aroméatica de 183-186.

La sefiales correspondientes a los carbonos del otro anillo aromatico aparecen en
un rango de desplazamiento que oscila entre & 138 — 137 ppm para los carbonos
cuaternarios y & 129 — 127 ppm para los carbonos terciarios.

La segunda zona del espectro corresponde a la zona alifatica donde se distinguen
las sefales de carbonos que se presentan en la Tabla 17.

Comp Ph-CH, MCH3)2 N-CH, N-CH>-CH, CH2diox CHaiox
183 43.90 45.57 55.04 65.14 102.46
184 45.56 46.98 55.16 65.25 101.96
185 43.93 45.55 47.14 32.66 65.16 102.20
186 47.32 45.56 47.15 32.94 65.20 102.16

Tabla 17. Desplazamientos quimicos de *C-RMN en la zona alifatica de 183-186.

En la zona alifatica del espectro de *C-RMN aparecen las sefiales correspondientes
a los carbonos Ph-CH, (6 47 - 43 ppm), N-CH, (0 55 — 47 ppm), ACH»-CH, (& 32 ppm),
CHzgiox (0 65 ppm), CHaiox (6 102 - 101 ppm) y MCHs): (3 46 - 45 ppm).

Los estudios de RMN bidimensionales han permitido demostrar inequivocamente
que la union a la purina se establece a través de /-9 en 183 y 185, y a través de A-7 en
184 y 186.

La discriminacion entre los isémeros A-9 y A-7 en los derivados de dansilo 183-
186 se basa en la correlacion a tres enlaces que existe entre los protones del grupo
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bencilico unido a la purina y los carbonos cuaternarios de la purina: C4,, y CSpur
(Esquema 23). En los isomeros A9, los protones bencilicos se correlacionan a tres
enlaces con el C4,,, mientras que en los isomeros A+7, estos protones se correlacionan
con el C5, (Ver Anexo). Las sefiales C4,yr Y C5pu han sido asignadas por similitud a las
sefiales de los compuestos anteriormente descritos en esta Tesis Doctoral (173-179).

@@3 Su]
( e ﬁNl?/f;

183 n= o =N, 184n=1° N7
185n=2 186 n=2 N

Esquema 23. Interacciones a tres enlaces que justifican la naturaleza A/*9 (183 y 185) y A-7 (184 y 186)
de los derivados de dansilo.

Finalmente, el analisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los
valores calculados para la formula empirica (M + H)" de los derivados del dansilo y los
correspondientes valores encontrados:

164: Calculado para CysHssN,0sSSi (M + H)™: 471.2059, encontrado: 471.2138
(desviacién - 0.8 ppm).

167: Calculado para CyH4;N,0sSSi (M + H)™: 557.2427, encontrado: 557.2514
(desviacién 1.6 ppm).

168: Calculado para C3gH3N,0sSSi (M + H)™: 571.2584, encontrado: 571.2662
(desviacién - 0.9 ppm).

171: Calculado para CyHyN,OsS (M + H)*: 443.1562, encontrado: 443.1637
(desviacion -0.9 ppm).

172: Calculado para Cy4HxN,OsS (M + H)*: 457.1719, encontrado: 457.1797
(desviacion 0.0 ppm).

183: Calculado para CysH»,ClN¢O4S (M + H)*: 613.1113, encontrado: 613.1202
(desviacién 1.6 ppm).

184: Calculado para CysH»,Cl,N¢O4S (M + H)*: 613.1113, encontrado: 613.1184
(desviacién - 1.3 ppm).
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185: Calculado para CyoHClhNgO4sS (M + H)*:627.1270, encontrado: 627.1346
(desviacién — 0.3 ppm).

186: Calculado para CygH,oCl,N¢OsS (M + H)™: 627.1270, encontrado: 627.1348
(desviacién — 0.5 ppm).

1.4. Estudios bioldgicos

Los diez compuestos finales derivados del p-nitrobencensulfonilo (173-182) se
han ensayado como agentes antiproliferativos frente a cuatro lineas celulares de cancer
humano. Los seis compuestos con mejor actividad antiproliferativa (173-175, 177-179)
se han seleccionado para estudiar su efecto sobre el ciclo celular y su capacidad de
induccion de apoptosis/necrosis en la linea celular de melanoma humano A375. Se han
llevado a cabo ademas ensayos de toxicidad con el compuesto 179 en ratones.

Los cuatro compuestos finales derivados del dansilo (183-186) se han ensayado
como agentes antiproliferativos frente a dos lineas celulares. Se han llevado a cabo
estudios de fluorescencia con el derivado 185 que permiten conocer en qué drganos se
localiza el farmaco diana, utilizando el compuesto 179 como control. Se han realizado
también ensayos de toxicidad sobre el compuesto 185.

Estos estudios se han realizado por el Grupo de Investigacion dirigido por el Dr.
Juan Antonio Marchal Corrales, Catedratico del Departamento de Anatomia y Embriologia
Humana e Investigador del Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de
Granada.

Los protocolos seguidos para la determinacion de las distintas actividades
bioldgicas se detallan en la Parte Experimental de esta Tesis Doctoral.

1.4.1. Ensayos de citotoxicidad

Los estudios de actividad antiproliferativa se han llevado a cabo frente a cultivos
celulares de las lineas de adenocarcinoma de mama humano MCF-7, cancer colorrectal
HCT-116 y melanomas humanos A375 y G361. Estas lineas constituyen un buen modelo
para llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad por las caracteristicas que se detallan a
continuacion.

La linea celular de cancer de mama humano MCF-7, junto con la T-47D y la MDA-
MB-231, son las mas utilizadas en investigacion llegando a ocupar dos tercios de los
articulos sobre cancer de mama segun un estudio de Medline®”. MCF-7 pertenece a las
lineas celulares de carcinoma con fenotipo luminal epitelial y es ampliamente utilizada ya
que el fenotipo se mantiene en los tumores primarios®.
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La tasa de mutacion de microsatélites es elevada en las células HCT-116 de
carcinoma humano, por lo que coincide con los patrones de inestabilidad de los canceres
de colon que muestran defectos en la reparacion de emparejamientos erréneos del ADN®.

A375 y G361 son dos lineas celulares de melanona maligno obtenidas por biopsia
de tejido epitelial con metastasis. La diferencia entre ellas es que A375 proviene de una
mujer, mientras que G361 de un hombre. Ambas producen tumores y metastasis en
modelos animales, por lo que existe una excelente correlacidn entre los resultados in vitro
e in vivo®®,

La viabilidad celular se ha estudiado utilizando la técnica de la sulforrodamina B
(SRB). La SRB (Figura 31) es un colorante de aminoxantano rosado brillante que se une
de forma electrostatica a los aminodacidos basicos de las proteinas celulares previamente
fijados con &cido tricloroacético produciendo un color que permite su cuantificacién®'. La
union se da por los dos grupos sulfénicos que posee la molécula de SRB. El colorante no
fijado se elimina y se mide la absorbancia a 492 nm. Es un ensayo colorimétrico, no
radiactivo, de cuantificacion espectrofotométrica sensible, rapido y sencillo.

Figura 31. Estructura de la SRB.

La concentracion de farmaco que disminuye a la mitad la poblacion celular se mide
al representar en una grafica la absorbancia proporcional a la cantidad de sulforrodamina
que se ha unido a las células con respecto a las concentraciones de farmaco utilizado. Los
datos se ajustan por regresion de minimos cuadrados, siendo la ecuacién de la recta: y=
ax + b, donde el valor de x corresponde a la Cls.

Los datos de ClIsp de la proliferacion sobre cultivos celulares de MCF-7, HCT-116,
A375 y G361 de 173-182 se detallan en la Tabla 20. En ella se muestran los valores
medios de CIso en unidades de uM (umol/l) obtenidos después de 6 dias de tratamiento
para cada compuesto * la desviacion estandar de tres réplicas realizadas en cada caso.
Se han utilizado 3 decimales para los valores menores a 10 uM y 2 decimales para el resto
de valores.
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NO, R= ’L N y 'L . ’L o
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50, oy X X o
@\l Hn)\o A B @
R 173-182
Comp. n R X Y Isom. MCF-7 HCT-116 A375 G361
CIso (M) CIso (M) CIso (M) CIso (pM)

173 1 A cl H N9 12.20 £ 0.08 3.100 + 0.030 0.663 £ 0.018 1.453 £ 0.003
174 1 A Br H N9 12.10 £ 0.03 3.060 = 0.020 1.371 £ 0.039 1.238 + 0.003
175 1 A cl cl N-9 1.170 + 0.028 15.87 + 0.03 1.329 + 0.016 1.295 + 0.005
176 1 B NH, H N9 15.15 + 0.04 13.68 + 0.04 6.549 + 0.058 6.841 £ 0.004
177 2 A cl H N9 2.200 £ 0.050 2.620 + 0.050 0.340 + 0.009 0.747 £ 0.003
178 2 A Br H N9 3.260 + 0.040 2.690 = 0.060 0.557 £ 0.090 1.225 £+ 0.003
179 2 A cl cl M9 3.010 £+ 0.008 4.110 £ 0.001 0.134 £ 0.033 0.836 + 0.010
180 2 B NH, H N9 17.22 £ 0.02 21.3 £ 0.04 6.823 £ 0.045 6.352 £+ 0.004
181 2 B NH, H M3 12.57 £ 0.03 13.6 £ 0.04 5.349 + 0.014 5.777 £ 0.003
182 2 C M1 27.30 £ 0.08 20.28 £ 0.10 11.23 £ 0.02 10.66 £ 0.005

Tabla 18. Actividad antiproliferativa de 173-182 frente a las lineas celulares MCF-7, HCT-116, A375 y G361.

En la linea celular MCF-7 el compuesto que presenta la mayor actividad
antiproliferativa es el derivado de dicloropurina 175 (Clsp= 1.17 uM). Los derivados de
cloro y bromopurina presentan diferencias de actividad en funcién del nimero de
carbonos que aparece en la cadena de unidon entre la sulfonamida y el dioxolano (n):
cuando n= 1 los valores son mayores (Clsp= 12 UM para 173 y 174) que cuando n= 2
(CIso= 2-3 pM para 177 y 178). Sin embargo, en los derivados de dicloropurina ocurre lo
contrario, siendo los valores de ClIsy menores cuando 7= 1 (Clso= 1.17 uM para 175) que
cuando = 2 (Clsp= 3.01 uM para 179). Los compuestos que presentan peor actividad
antiproliferativa son los derivados de adenina (176, 180 y 181) y 5-FU (182) con
valores en torno a 15 y 27 pM, respectivamente, siendo ligeramente superior la actividad
del isdmero A-3 a la del isdbmero A-9 en el caso de la adenina (12 frente 17 uM para 181
y 180 respectivamente).

Los dos compuestos mas activos como agentes antiproliferativos en la linea celular
HCT-116 son los derivados de cloropurina y bromopurina que presentan un resto de dos
carbonos en la cadena de union de la sulfonamida al dioxolano (177 y 178, Clso= 2.62 y
2.69 uM). Sus derivados analogos con un carbono en la cadena (173 y 174) presentan
valores similares de Cls (3 pM). En el caso de los derivados de dicloropurina, el derivado
con n= 1 presenta menor actividad antiproliferativa (Clsop= 15.87 uM para 175) que el
derivado con n= 2 (Clsp= 4.11 pM para 179). Los compuestos menos activos en esta
linea celular son los derivados de adenina y 5-FU (176, 180-182) con valores de Cls, en
torno a 13 — 21 uM.
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Todos los derivados de p-nitrobencensulfonilo (173-182) presentan los mejores
valores de Cls; en la linea A375 que en las 3 anteriores, siendo 179 el que presenta una
destacada actividad antiproliferativa con un valor de Clsy de 0.13 pM. El resto de
derivados de purina muestran valores de Clso en torno a 0.34 - 1.37 pM, siendo inferiores
en los compuestos que presentan n= 2 (177-179) que en los que presentan 7= 1 (173-
175). Los derivados de adenina presentan valores de Clsy de 5 UM para el isomero A-3
(181) y de 6 UM para los isdémeros A9 (176 y 180). El derivado de 5-FU (182) es el que
presenta peor actividad antiproliferativa con un valor de CIso de 11.23 uM.

Los resultados en la linea celular G361 son similares a los de la linea celular A375,
ambas de melanoma humano. Los compuestos mas activos como antiproliferativos son
los derivados de cloropurina 177 (Clsp= 0.75 uM) vy dicloropurina 179 (CIso= 0.84 pM),
ambos con n= 2, mientras que sus analogos respectivos con n=1 presentan actividades
de 1.45 uM para 173 y 1.30 uM para 175. El derivado de bromopurina presenta
actividades en torna a 1.2 pM tanto cuando n=1 (174) como cuando n=2 (178). Los
derivados de adenina presentan valores de Cls, similares a los de la linea A375, siendo en
este caso también mas activo el isdmero A-3 (Clsp= 5.78 uUM para 181) que los isomeros
N-9 (CIso= 6.35 y 6.84 uM para 180 y 176). El compuesto menos activo es el derivado
de 5-FU (182) con valores de CIsode 10.66 M.

El comportamiento de los compuestos 173-182 como agentes antiproliferativos
frente a las cuatro lineas celulares presentan una serie de similitudes que nos permiten
establecer las siguientes SARs:

Los valores de Clsy de los compuestos que presentan dos carbonos en la cadena
de union entre la sulfonamida y el dioxolano (7= 2) son mejores que los de los
compuestos que presentan un solo carbono en la cadena (n= 1). Esta mejor actividad
antiproliferativa puede ser debida a la mayor lipofilia que confiere a la molécula la
presencia de un grupo metilénico mas en la cadena, permitiendo una mejor penetracion
en las células.

Los compuestos mas activos en todas las lineas celulares son los derivados de
bromo, cloro y dicloropurina (173-179) frente a los derivados de adenina y 5-FU, como
ya se ha observado anteriormente®. La actividad antiproliferativa del isémero A3 en el
derivado de adenina es ligeramente mejor que la del isdmero A-9.

Ademas, cabe mencionar que todos los compuestos presentan la mayor potencia
frente a las lineas celulares de melanoma humano con valores de Cls, en el rango
submicromolar, siendo el compuesto 179 el mas activo con una CIs, de 134 nM frente a
la linea celular A375.

Los compuestos 183-186 han sido ensayados frente a las lineas celulares MCF-7 y
HCT-116 (Tabla 19).

79



Fatima Morales Marin

| Y

- «N 7 N\ ol «Nﬂz/g
OO N /N>/ N /N;<N
?02 03 cl “
N o

K ' B
R 183-186

Compuesto n R Isémero MCF-7 HCT-116

CIs (M) CIso (M)
183 1 A MN-9 10.40 £ 0.03 2.910 £ 0.013
184 1 B MN-7 2.170 £ 0.070 1.280 + 0.001
185 2 A MN-9 2.610 = 0.040 2.290 + 0.020
186 2 B M7 1.930 £ 0.030 3.300 + 0.005

Tabla 19. Actividad antiproliferativa de 183-186 frente a las lineas celulares MCF-7 y HCT-116.

Los derivados de dansilo (183-186) presentan también actividad antiproliferativa
en las lineas celulares MCF-7 y HCT-116 con valores de Clsp en torno a 1 — 3 uM, a
excepcion del compuesto 183 en la linea MCF-7 que presenta una Clsp= 10.40 pM.

En la linea MCF-7 se observa que los isomeros A-7 (184 y 186) son mas activos
como antiproliferativos que los /-9 (183 y 185). Esta diferencia no se observa en la linea
HCT-116 donde todos los valores son similares.

Mientras en la linea MCF-7 los derivados 185 y 186 con n= 2 presentan valores
de CIs; mejores que sus analogos con n=1 (183 y 184), en la linea HCT-116 ocurre lo
contrario ya que los derivados con n=1 presentan valores inferiores de Clsp.

1.4.2. Analisis de distribucion del ciclo celular

Se han seleccionado los derivados de cloro, bromo y dicloropurina del p-
nitrobencensulfonilo (173-175 y 177-179) para el estudio de ciclo celular frente a la
linea A375, que es en la que presentan mejores valores de actividad antiproliferativa.
Dicho estudio se ha realizado mediante citometria de flujo después de 24 y 48 h de
tratamiento a tres veces la Clsp de cada derivado. Este estudio permite conocer la
distribucion de las células a lo largo de las distintas fases del ciclo celular (Go, Gy, S, G, y
M) en base al contenido en ADN. Para ello, las células son tefiidas previamente con
yoduro de propidio (IP), un fluorocromo que actla como agente intercalante del ADN. De
este modo, la fluorescencia emitida por el IP se correlaciona con el contenido de ADN de
la célula, que serd mayor o menor en funcion de la fase del ciclo en la que se encuentre.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 20 y en la Figura 32. El
tratamiento con 173 y 175 no produce cambios considerables en la distribucién de las
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células en las diferentes fases del ciclo con respecto al grupo control. Sin embargo, si se
observan cambios significativos en el perfil de fluorescencia tras el tratamiento con los
compuestos 174, 177-179, que detienen el ciclo celular en fase G,/M a expensas de las
otras dos fases (26.60 %, 34.40 %, 37.27 % y 21.36 % respectivamente frente a 8.71 %
del control) a las 24 h. El compuesto 177 también detiene el ciclo celular en fase G/M a
las 48 h de tratamiento (38.00 % frente a 19.75 % del control) mientras que el
compuesto 179 lo detiene en fase S a expensas de G,/M y Go/G; (49.43 % frente al
39.37 % del control). 173-175 no muestran diferencias con respecto al control a las 48 h

de tratamiento.

cr

NO,

e

n=12

NO,

P: 97
Cr
n=12

NO,

o
NMAO
2

N N N
« N « N « N
\ \ \
NIV NV N
—N —N —N
Cl Br Cl
173 n=1 174 n=1 175 n=1
177 n=2 178 n=2 179n=2
Control 173 174 175 177 178 179
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Go/G:y 40.55+0.70 47.42+3.46 33.69+4.34 40.22 +1.28 28.25+3.02 26.38 £ 1.80 38.68 + 2.55
G2/M 8.71 £ 0.93 10.62 £ 1.23  26.60 + 1.15 9.93 + 0.93 3440 + 1.84 37.27 £ 1.94 21.36 + 1.53
S 50.75 £ 0.23  41.96 £2.23 39.72 £5.49 49.86 £ 0.35 37.26 + 1.33 36.35 + 3.73 40.16 £ 0.73
*24 h de tratamiento
Control 173 174 175 177 178 179
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Go/G; 40.86 + 1.14 34.23 = 0.69 39.88 + 4.62 42.79 £ 0.91 41.19 £ 2.43 41.09 £ 0.50 32.78 £ 2.87
G2/M 19.75+0.67 2432 +0.38 20.34+17.40 19.80 +£+0.88 38.00 +4.04 32.88+10.89 15.31 +2.14
S 39.37 £ 0.47 41.46 + 1.07 39.78 + 12.77 37.42 £ 0.03 20.82 + 6.47 26.03 + 10.39 49.43 + 1.49

*48 h de tratamiento

Tabla 20. Porcentaje de células en las fases Go/G;, Go/M y S del ciclo celular en la linea A375 tras el
tratamiento con 173-175 y 177-179 (24 y 48 h, 3 x Cls).
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Figura 32. Efecto de 173-175 y 177-179 sobre el ciclo celular de la linea A375 determinado por citometria
de flujo. Go/G;, Go/M y S representan el porcentaje de células distribuidas en dicha fase después del
tratamiento (24 y 48 h, 3 x Clsp).

1.4.3. Ensayo de apoptosis

El estudio de apoptosis/necrosis se ha realizado en la linea celular A375 después
de 24 y 48 h de tratamiento con 173-175 y 177-179 a tres veces su Cls, (Tabla 21 y
Figura 33). Se ha utilizado un kit de anexina V-FITC que detecta los cambios que ocurren
en la superficie celular. La anexina V es una proteina con capacidad de unién especifica a
los fosfolipidos como la fosfatidilserina que se encuentra en la superficie interna de la
membrana plasmatica y se expone en la superficie externa de la membrana cuando
comienza la apoptosis. El kit también contiene yoduro de propidio (PI), un agente
intercalante de bases que nos permite visualizar el ADN. Con la mezcla de anexina V y PI,
se pueden diferenciar las células apoptoticas tempranas (sélo marcadas con anexina V),
de las células apoptoticas tardias (tefidas tanto con anexina V como con PI) y de las
células necrdticas (sélo tefiidas con PI)*.

82



Resultados y Discusion

Control 173 174 175 177 178 179
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
N 0.45 + 0.21 0.15 + 0.07 1.45 £+ 0.35 0.15 + 0.07 0.10 £ 0.00 26.38 + 1.80 0.45 £+ 0.07
A. Temp 2.85 + 0.35 30.30 £+3.82 35.35+4.17 8.85+ 1.63 67.10 £ 1.41 71.25+4.03 31.42 £0.59
A.Tardia 4.30+0.14 4.20 £ 0.71 36.45+544 245+ 0.21 8.80 + 2.12 13.30 £ 6.22 30.35+0.35
*24 h de tratamiento
Control 173 174 175 177 178 179
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
N 0.40 + 0.14 0.95 + 0.21 450 +£ 0.14 0.35 + 0.07 2.40 £ 0.14 2.25 £ 0.49 1.60 + 0.28
A. Temp 2.80 + 0.42 13.20 £ 1.41 5.85+ 0.49 2.15 £ 0.07 26.00 £ 0.14 25.45+1.34 550+ 0.57
A.Tardia 2.70 £ 0.28 7.30 £ 0.99 65.25 +0.21 1.70+ 0.28 56.95 +4.88 58.05+2.75 25.2+1.13

*48 h de tratamiento

Tabla 21. Estudio mediante citometria de flujo de la induccion de apoptosis mediante doble marcaje con ann
V y IP. Porcentaje de células necrdticas (N), en apoptosis temprana (A. Temp) o apoptosis tardia (A. tardia)
después de su tratamiento con 173-175y 177-179 (24 y 48 h, 3 x Cls).
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80 w173
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o
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S
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20 w177
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. a 178
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Temprana Tardia ®179
*tras 24 h de tratamiento.
EControl
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3
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[~
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Temprana Tardia H179

*tras 48 h de tratamiento.

Figura 33. Porcentaje de células necréticas, en estado apoptdtico temprano y tardio después de su
tratamiento con los compuestos 173-175 y 176-179 (24 y 48 h, 3 x Clsp).
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Los compuestos mas apoptoticos son los derivados con n= 2, que ademas
presentan mayor efecto antiproliferativo (CIso de 0.34, 0.56 y 0.13 yM para 177, 178 y
179, respectivamente) y parada del ciclo celular en fase G,/M, siendo el derivado 178
que contiene bromopurina en su estructura el que presenta valores mayores de apoptosis
total: 84.55 % frente a 7.15 % del control tras 24 h de tratamiento y 83.50 % frente a
5.50 % del control tras 48 h de tratamiento. El compuesto 178 es el derivado de purina
con mayor actividad apoptética sintetizado por el grupo de investigacion.

Los compuestos 117-119 y 129-131 (ver apartado 1.4.3) detienen el ciclo celular
en fase G,/M al igual que 174 y 177-179. Ademas la accion antiproliferativa de 117-
119 y 129-131 ha demostrado estar relacionada con las vias de sefializacidén del factor
elF2a**. Dicho factor es fundamental en la inhibicion de la sintesis proteica y en los
procesos de apoptosis, justificando asi la parada en fase G,/M y elevada capacidad
apoptotica de los compuestos. Los derivados aqui descritos (174 y 177-179) presentan
las mismas caracteristicas de accién sobre ciclo celular y apoptosis que 117-119 y 129-
131, por lo que podrian actuar a través de las mismas dianas bioldgicas como agentes
antiproliferativos, siendo necesaria la corroboracion de dicha hipdtesis con estudios
posteriores.

1.4.4. Ensayos de toxicidad /in vivo

Los estudios de toxicidad aguda /n vivo se han llevado a cabo con los compuestos
179 y 185. El compuesto 179 se ha seleccionado por ser es el compuesto mas activo
como antiproliferativo en la linea A375 y el compuesto 185 por ser su analogo
fluorescente.

La toxicidad de los compuestos se ha evaluado utilizando ratones BALB7c (= 40)
a los que se les administra por via oral una dosis diaria de hasta 250 mg/Kg/dia
(50/75/100/150/250) de los compuestos durante 1 semana seguida de 1 semana de
descanso.

Durante el periodo de estudio no se han observado cambios en la conducta, signos
clinicos de toxicidad, ni muertes en el 100 % de los animales tratados. El analisis
macroscopico de los drganos estudiados no ha mostrado modificaciones, siendo su
aspecto normal.

1.4.5. Estudio de distribucion del farmaco in vivo

Con este estudio, se observa en qué drganos se acumula 185 ya que dicho
compuesto es capaz de emitir fluorescencia por la presencia del grupo dansilo en su
estructura tras la excitacién con un haz de luz (Figura 34). Se ha utilizado ademas su
analogo no fluorescente como control (179).
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Figura 34. Compuestos utilizados en el estudio de distribucién de farmaco /n vivo.

El analisis muestra que a diferencia de los ratones a los que se les administré 179
(Figura 35), los ratones tratados con 185 presentan una alta sefial en todos los 6rganos
analizados, excepto el pancreas que no emite fluorescencia y los pulmones que emiten
una sefal muy baja (Figura 36).

Estos datos indican, en primer lugar, que el compuesto tras ser suministrado por
via oral se distribuye por todo el organismo y en segundo lugar, que tanto el higado como
los rifones son los 6rganos donde mas se acumula. Esto puede ser explicado por su
metabolizacion y excrecidon renal. No obstante son necesarios estudios complementarios
para obtener mas conclusiones acerca de su biodistribucion y biodisponibilidad.
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Figura 35. Estudio de distribucion de 179 in vivo.

85



Fatima Morales Marin

Rifiones

Epifluorescence
10

06 y10%

Radiant Efficiency
( 'secfcm?) sr)
Wfem?

Color Scale
Min = 1,677
Max = 1,028

Figura 36. Estudio de distribucion de 185 in vivo.
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2. Familia B
2.1. Diseio molecular

El DCA es un farmaco para el tratamiento de la acidosis lactica que ha mostrado
mayor interés en la comunidad cientifica desde el 2006 al comprobar que también posee
actividad como farmaco antitumoral®®. Derivados de cloroacetato han demostrado ser
potentes agentes antiproliferativos con valores de ClIsy de 1.5 — 6.9 UM frente a la linea
celular MCF-77° (ver apartado 1.6.).

Los derivados de purina han demostrado ser mejores agentes antiproliferativos
que sus respectivos derivados de pirimidina** (ver apartado 1.4.). El anillo de purina es
el anillo que mas se ubiquitina de todos los compuestos heterociclicos debido a que un
gran numero de enzimas utilizan bases puricas. Por ello las bases puricas y sus
nucledsidos se utilizan como fuente de disefio de nuevas moléculas con actividad bioldgica
constituyendo un grupo importante de farmacos antineoplasicos en la actualidad®>.

Por tanto en esta familia se plantea la unidon de las diferentes bases puricas
cloropurina, bromopurina y dicloropurina al derivado de cloroacetato (Figura 37). Se han
incluido también los derivados de 5-FU a fin de realizar un estudio comparativo con
respecto a los derivados de purina.

0 0]
DCA

N /)\ HN. -~
N R

Purina 5-FU
0O
EtO F
It Ty
SN QY N"o
N EtO
Ry
0]
Derivados de purina Derivados de 5-FU

Figura 37. Disefio molecular de los compuestos pertenecientes a la familia B.
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2.2. Sintesis quimica

La metodologia sintética empleada para la preparacion de los compuestos finales
191-198 se detalla en el Esquema 24.

0
F
OYN 0 N o 0" °N"o
HN_ = . - > E'[O\”) EtO\H)
o]
o 191 192
a Y + a)
o i EtO. EtO R
</NfN TN Ny R TSy
P — 0 | @ |
” N R I\\N ~-N I\\N N/)\R1
R
193 R4= HR,=ClI 194 Ri=H Ry=ClI
195 R4= HR,=Br 196 R4=H Ry=Br
197 R4=Ry= Cl 198 R4=Ry=Cl

Esquema 24. Reactivos y condiciones. a) EtsN, H,0O, 105 °C, microondas, 8 min (13 % para 191, 6 % para
192, 24 % para 193, 12 % para 194, 28 % para 195, 9 % para 196, 40 % para 197, 15 % para 198).

Esta metodologia se basa en la previamente descrita para la sintesis de 193 y
197°. La mezcla de reaccién se irradia durante 8 min a 105 °C en microondas utilizando
agua como disolvente y EtsN como base. Mientras que los autores sélo describen el
aislamiento de los isdmeros M9 (193 y 197), en nuestro caso se obtienen los isomeros
N-9 y M7 en cada reaccion (193 y 194, 197 y 198, respectivamente). Se han llevado a
cabo ademas las sintesis con los derivados de bromopurina y 5-FU, obteniéndose los
isdmeros A-9 y M7 para los derivados de bromopurina (195 y 196) y los isomeros M1y
MN-3 (191 y 192) para los derivados del 5-FU. La identificacién inequivoca de dichos
isdmeros aparece detallada en el analisis espectroscdpico (apartado 2.3). Cabe mencionar
que la sintesis de estos compuestos consiste en una reaccion limpia, sencilla y muy
econdmica que se engloba dentro de las reacciones de quimica ecoldgica o green
chemistry.

2.3. Analisis espectroscoépico

Todos los compuestos se han identificado por espectroscopia de RMN, tanto de 'H
(300, 400, 500 o 600 MHz) como de **C (75, 125 o 150 MHz), espectrometria HRMS y
analisis elemental. Ademas, se han llevado a cabo estudios de RMN bidimensional HSQC y
HMBC para la identificacion inequivoca de los isdmeros obtenidos A-1 (191), A-3 (192),
N7 (194, 196 y 198) y A9 (193, 195 y 197). Los espectros y estudios
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bidimensionales de todos los compuestos se encuentran detallados en el anexo a este
documento.

Los datos espectroscopicos se presentan recogidos en las Tablas 22 y 23, con un
esquema de las estructuras y una explicacion detallada de las sefales. En las tablas, se
muestran los valores de desplazamiento quimico en primer lugar y entre paréntesis, las
multiplicidades y las constantes de acoplamiento. Los desplazamientos quimicos (3) se
expresan en ppm y las contantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz (ciclos por
segundo). El aspecto y la multiplicidad de las sefiales se indican mediante las siguientes
abreviaturas: (s) singlete; (t) triplete; (c) cuatriplete. El disolvente empleado es
cloroformo deuterado (CDCIs) en todos los casos.

La numeracion de los compuestos aparece en funcion de las reglas establecidas
por la IUPAC, eligiendo como funcién principal la purina y 5-FU.

Los espectros bajo estudio contienen dos zonas de resonancia que se
corresponden con los dtomos pertenecientes a los anillos de purina o 5-FU, y con los
atomos pertenecientes a la cadena alifatica presente en todos los compuestos.

Las sefiales espectroscdpicas de 'H-RMN de 191-198 aparecen recogidas en la
Tabla 22.

(0]
Fo s F 81
NH 7" "NH R
| 5 EtO. 3 EtO 2
2 2 9 N R 7 6
Y e iy Ty
1
o) 7 w0 ] e KA
o o ’ R2 s ’
191 192 193 Ry=H R,= Cl 194 Ry= HR,= Cl
195 Ry=H R,= Br 196 R4= H R,= Br
197 R1=Ry= Cl 198 Ry= R,=Cl
Comp H15FU H35FU H65Fu H2pur H8,,.,r CHzCO CHZO CH3
191 8.83 7.21 4.43 4.27 1.31
(s) (d, 5.3) (s) (c, 7.1) t, 7.1)
192 9.26 7.29 4.68 4.24 1.30
(s) (pst, 5.0) (s) (c, 7.1) t 7.1)
193 8.74 8.20 5.05 4.27 1.29
(s) (s) (s) (¢71) (t71)
194 8.87 8.28 5.23 4.27 1.27
(s) (s) (s) (c, 7.1) (t, 7.1)
195 8.70 8.21 5.05 4.28 1.30
(s) (s) (s) (¢71) (t71)
196 8.88 8.66 5.33 4.29 1.29
(s) (s) (s) (c, 7.1) (t, 7.1)
197 8.18 5.02 4.24 1.28
(s) (s) (¢71) (t71)
198 8.29 5.22 4.29 1.29
(s) (s) (¢71) (t71)

Tabla 22. Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de !H-RMN
correspondientes a 191-198.
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Los atomos de hidrdégeno en posicion 1y 3 del 5-FU en los derivados 192 y 191,
respectivamente, aparecen como s a 0 9.26 y 8.83 ppm. En 191, H6sr, aparece como d a
O 7.21 ppm por su acoplamiento con el atomo de F (J = 5.3 Hz) mientras que en 192
aparece como pst por su acoplamiento con el Fy el NH (J = 5.0 Hz), acoplamiento que
justifica su naturaleza NV-3.

En el anillo de purina, los atomos de hidrégeno en posicion 2 y 8 aparecen
también como s. En los compuestos 193-195, se observa que H2,, resuena a campo
mas bajo (0 8.87 — 8.70 ppm) que H8,, (0 8.28 — 8.20 ppm). La diferencia de
desplazamiento quimico entre los atomos H-2 y H-8 se hace menor en 196, con valores
de 8.88 ppm para H2,, y 8.66 ppm para H8,. En 197 y 198 el desplazamiento quimico
de H8,,r es menor en el isomero A9 (& 8.18 ppm) que en el isomero A-7 (d 8.29 ppm).
Este comportamiento de H8,, también aparece en los derivados 193-196.

La sefal correspondiente a CH,CO en la cadena alifatica aparece como s, en todos
los casos, en torno a 6 5.33 — 4.43 ppm.

Los atomos de hidrogeno del metileno y metilo del éster etilico son homotopicos.
En todos los derivados, la sefial de CH,O aparece como c (& 4.29 — 4.24 ppm) debido al
acoplamiento con los hidrégenos del metilo (J = 7.1 Hz), que aparece como t pero a
campo mas alto (& 1.31 - 1.28 ppm).

También se han realizado técnicas de espectroscopia de *C-RMN en todos los
derivados. Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de los compuestos 191-
198 se recogen en la Tabla 23.

El desplazamiento quimico de los carbonos correspondientes al 5-FU aparece de la
siguiente manera: la sefal C4sry es la que se registra a campo mas bajo (0 157 ppm). La
sefal de C2sry aparece a & 149 ppm y la de C5sg, alrededor de & 140 ppm. La sefial que
se registra a menor desplazamiento es la de C6sgy (0 128 ppm).

Con respecto al resto de purina, las sefiales que presentan mayores diferencias en
los desplazamientos quimicos entre los dos isémeros de cada purina son las
correspondientes a los C4,,r y C5,. Como ya se ha comentado anteriormente en este
documento y ha sido publicado por el grupo de investigacion, la sefial de C4,,, identifica
los isémeros A-9 y A7 en el andlisis espectroscdpico®*, apareciendo a & 153 — 150 ppm
en los isdmeros AF9 y a & 163 — 159 ppm en los isomeros MA+7. La sefial de C5,, presenta
diferencias de 8-10 ppm entre ambos isdmeros, registrandose a & 133-130 ppm para A-9
y 0 122 ppm para N-7. Este comportamiento es analogo al de los compuestos derivados
del dansilo 183—-186 de la familia A. Las sefales de los C2,, aparecen a & 152 ppm,
mientras que las de los C4,, aparecen en torno a 6 163 - 150 ppm. El C6,, aparece a &
153 - 133 ppmy el C8,,r a O 149 - 143 ppm.
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0
Fo s F 81
NH I/\NH R
| 5 EtO. 3 EtO. 2
2 2 9 4 _N R 7 6
6 N/go 074 N:go Z]/\N | \\ﬁ 1 gz/\N |5 SN
EtO_~ EtO AN _N, N o
N * e 8N4 N72°Ry
0 o] Ry °
191 192 193 R4= H R,= Cl 194 R4= H R,= Cl
195 R4= H Ry= Br 196 Ry= H Ry,= Br
197 R4= Rp= Cl 198 R4=R, = CI

Comp Clsry  C25ry  C5sry C6sry C2py, Capur C6pur C8pur C5pur
191 156.87 149.31 141.60 128.86

192 156.77 149.59 139.70 128.59

193 152.34 152.03 151.34 145.62 131.31
194 152.81 162.00 149.72 143.16 122.80
195 152.33 150.80 143.49 145.44 133.95
196 152,99 159.41 133.93 149.77 122.69
197 151.95 153.26 153.30 146.33 130.39
198 152.00 163.61 153.53 143.90 122.05

Comp co CHO0 CHCO CHs
191 167.09  62.67 49.02 14.24

192 167.09 62.67 49.07 14.24
193 166.56 62.78 44.70 14.17
194 166.76  62.90 48.19 14.17
195 166.54 62.84 44.71 14.21
196 166.67 63.06 48.29 14.21
197 166.25 62.90 44.67 14.13
198 166.49 63.11 48.25 14.21

Tabla 23. Desplazamientos quimicos de *C-RMN de 191-198.

La sefial CO es la que aparece a mayor desplazamiento quimico (& 167 - 166
ppm). La sefal del carbono secundario del éster etilico se registra a & 63 — 61 ppm,
mientras que la del CHs lo hace a & 14 ppm. El CH,CO presenta un desplazamiento entre
49 - 44 ppm.

Los estudios de RMN bidimensionales han permitido demostrar inequivocamente
que la uniodn a la purina o 5-FU se establece a través de /-9 en 193, 195 y 197, a través
de A-7 en 194, 196 y 198, a través de A-1 en 191y a través de A3 en 192.

La discriminaciéon entre los isdmeros /-9 y A-7 en los derivados de purina 193-
198 se basa en la correlacién a tres enlaces que existe entre los protones del grupo
metilénico unido a la purina y los carbonos cuaternarios de la purina: C4p, y CSpur
(Esquema 25). En los isémeros A9, los protones metilénicos se correlacionan a tres
enlaces con el C4,,, mientras que en los isomeros A-7, estos protones se correlacionan
con C5,, (Figura 38). La sefial de C4,, se identifica por su correlacion a tres enlaces con
H2,.r y H8,ur, mientras que la sefial de C5,, se identifica por su correlacion a tres enlaces
con el H8,, (Esquema 25). Las sefiales de C4,, y C5,, se identifican por similitud a las de
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los derivados anteriores en 197 y 198, en los que no se pueden distinguir dichos
carbonos al presentar un cloro en posicion 2 de la purina.

Eo, ) Ra
N—j SN
o g ML

~
H e N7« N 2R,
9 3

7
193 R, = O 1o 194 Ry = H; R, = Cl
= 196 Ry =H; R, =Br
195 R = Br 198 R = Ry 2

Esquema 25. Interacciones a tres enlaces que justifican la naturaleza A-9 (193, 195 y 197) y A7 (194,
196 y 198) de los derivados de purina.
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Figura 38. Regiones de los espectro HMBC de los isomeros A9 (197) y M7 (198) del derivado de 2,6-
dicloropurina.

La discriminacion entre los isomeros A1 y A-3 en los derivados del 5-FU 191 y
192 se basa en la correlacion a tres enlaces que existe entre los protones del grupo
metilénico unido al 5-FU y el carbono terciario Césry en el isdbmero A1, asi como la
correlacion a la inversa: H6sey y carbono bencilico, ausentes en el isomero A-3 donde la
correlacion aparece entre los protones del grupo metilénico unido al 5-FU y el carbono
C4sry (Esquema 26). La sefal de Cé6sry se identifica faciimente al ser el Unico carbono
terciario del 5-FU.

O H
F%&H Ff&H
H 6Lr\?&o o 4/1\?50

EXO e EtO H
(0] (0]
191 192

Esquema 26. Interacciones a tres enlaces que justifican la naturaleza A1 (191) y M3 (192) del derivado
de 5-FU.
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Finalmente, el analisis de HRMS muestra una corcondancia perfecta entre los
valores calculados para la féormula empirica (M + H)" de los compuestos y los
correspondientes valores encontrados:

191: Calculado para CgHioFN,O4 (M + H)*: 217.0546, encontrado: 217.0546
(desviacién 1.0 ppm).

192: Calculado para CgHioFN,O4(M + H)™: 217.0546, encontrado: 217.0546
(desviacién 1.0 ppm).

193: Calculado para CgH;oCINsO, (M + H)™: 241.0414, encontrado: 241.0488
(desviacién -1.7 ppm).

194: Calculado para CgH;oCINsO, (M + H)™: 241.0414, encontrado: 241.0487
(desviacién -2.1 ppm).

195: Calculado para CoH;oBrN4O, (M + H)*: 284.9909, encontrado: 284.9991
(desviacién 1.8 ppm).

196: Calculado para CoH;oBrN4O, (M + H)*: 284.9909, encontrado: 284.9991
(desviacién 1.4 ppm).

197: Calculado para CgHoCl,N4O, (M + H)™: 275.0024, encontrado: 275.0096
(desviacion -2.5 ppm).

198: Calculado para CgHoCl;N4O, (M + H)™: 275.0024, encontrado: 275.0096
(desviacion -2.5 ppm).

2.4. Estudios bioldgicos

Los ocho compuestos finales (191-198) se han ensayado como agentes
antiproliferativos frente a las lineas celulares de cancer humano: MCF-7, HCT-116, A375 y
G361. Se han llevado a cabo también estudios QSAR que relacionan la lipofilia de los
compuestos con la actividad antiproliferativa de los mismos. Ademas, los compuestos que
presentan mejor actividad antiproliferativa (197 y 198) han sido seleccionados para
estudiar su efecto sobre el ciclo celular y su capacidad de induccién de apoptosis/necrosis
en las lineas celulares MCF-7, HCT-116 y A375.

Los estudios de actividad antiproliferativa, apoptosis y efecto sobre el ciclo celular
también se han realizado por el Grupo de Investigacion dirigido por el Dr. Juan Antonio
Marchal Corrales.

Los protocolos seguidos para la determinacion de las distintas actividades
bioldgicas se detallan en la Parte Experimental de esta memoria.
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2.4.1. Ensayos de citotoxicidad

Los estudios de actividad antiproliferativa se han llevado a cabo frente a cultivos
celulares de las lineas de adenocarcinoma de mama humano MCF-7, cancer colorrectal
HCT-116 y melanoma humano A375 y G361. Como ya se ha especificado en el apartado
1.3.1., estas lineas constituyen un buen modelo para llevar a cabo los ensayos de
citotoxicidad.

La viabilidad celular se ha estudiado utilizando la técnica de SRB explicada también
en el apartado 1.3.1.

Los datos de CIsy de la proliferacion sobre cultivos celulares de MCF-7, HCT-116,
A375 y G361 de 191-198 se detallan en la Tabla 24. En ella se muestran los valores
medios de CIs, en unidades de pM (umol/l) obtenidos después de 6 dias de tratamiento
para cada compuesto * la desviacion estandar de tres réplicas realizadas en cada caso.
Se han utilizado 3 decimales para los valores menores a 10 uM y 2 decimales para el resto
de valores.

O

Et077/\ N R
N S
© k\ | /N1

Etow/\ Ra

N >N

o] I

k\N I N/AR1

N (0] N O
EtO\H) EtO\”)
0 ] R
191 192 193,195y 197 192,194y 198
Compuesto Isomero R, R2 MCF-7 HCT-116 A375 G361
(CIso pM) (CIso pM) (CIso pM) (CIso pM)
191 N-1 25.20 £0.03 24.56 + 0.01 38.37 £ 0.06 29.03 £ 0.01
192 N-3 30.48 £ 0.03 22.64 + 0.01 50.92 + 0.13 25.35 + 0.01
193 N-9 H cl 35.06 £ 0.03 5.270 £ 0.040 18.862 + 0.092 21.42 £ 0.01
194 N7 H cl 49.82 £ 0.03 68.00 + 0.04 14.46 £ 0.12 21.41 £ 0.01
195 N-9 H Br 14.10 + 0.07 23.46 £ 0.04 13.45 £ 0.03 15.76 £ 0.01
196 N7 H Br 20.17 £ 0.06 55.70 £ 0.04 26.74 £ 0.01 18.26 £ 0.01
197 N-9 cl cl 3.930 £ 0.035 6.200 + 0.046 1.178 + 0.028 3.058 + 0.006
198 N-7 cl cl 5.630 £ 0.029 6.360 + 0.059 4.984 + 0.074 5.688 + 0.007

Tabla 24. Actividad antiproliferativa de 191-198 frente a las lineas celulares MCF-7, HCT-116, A375 y G361.

Atendiendo a todos los valores de CIso de 191-198 en las cuatro lineas celulares
ensayadas, se observa que los derivados de dicloropurina (197 y 198) son los
compuestos mas activos como antiproliferativos, siendo los Unicos que tienen valores
menores a 10 UM en todas las lineas celulares (Cls, entre 1 y 6 uM), siendo el efecto
antiproliferativo del isoméro M9 (Cls; entre 1 y 6 UM para 197) superior al del
correspondiente isdmero M7 (Clsp entre 4 y 6 UM para 198).
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Los derivados de bromo y cloropurina (193-196) presentan valores de Cls
intermedios, siendo los valores para los isdmeros A-9 (ClIso entre 5y 35 UM para 193 y
195) menores que para los isdmeros N-7 correspondientes (Clso entre 18 y 68 UM para
194 y 196), a excepcion de los valores de Clsy para los derivados de cloropurina en las
lineas de melanoma humano A375 y G361 donde ocurre lo contrario: los isomeros A-7
(Clso de 14.46 y 21.41 uM para 194 y 196) presentan valores de Cls, ligeramente
menores que los /-9 (Clsp de 18.86 y 21.42 uM para 193 y 195).

Los derivados del 5-FU (191 y 192) presentan valores de Clsy entre 22 y 50 uM
para todas las lineas celulares sin que la actividad de uno de los isémeros destaque sobre
la del otro, siendo mas activos los isdmeros A-1 frente a las lineas MCF-7 y A375, vy los
isdmeros N-3 frente a HCT-116 y G361.

En general se observa que los derivados de dicloropurina son los mas activos, con
valores de Clso muy inferiores al resto de compuestos (Cls, entre 1-6 uM para 197 y 198
frente a 14-68 UM para 191-196). Ademas los isomeros A-9 presentan una mayor
actividad que sus correspondientes isomeros A-7, a excepcién de los derivados de
cloropurina 193 y 194 frente a las lineas A375 y G361.

2.4.2, Relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR)

Se observa una correlacion entre los valores de actividad antiproliferativa y la
lipofilia que presentan las moléculas si se observan dichos valores detenidamente para
todas las lineas celulares (Tabla 24). Por ello se han llevado a cabo estudios QSAR para
las cuatro lineas celulares, obteniéndose dos ecuaciones para las lineas celulares de
melanoma humano A375 y G361.

Las ecuaciones QSAR relacionan la actividad bioldgica con la lipofilia, utilizando
como medida de lipofilia el logaritmo del coeficiente de reparto (log P) de cada
compuesto (Esquema 27).

P = [farmaco]octano/ [farmaco]agua
log (1/C) = ki log P+ K
p(ClIs) = &k + ki log P

Esquema 27. Ecuaciones QSAR utilizadas en el estudio.

El descriptor log P se ha calculado utilizando la opcién consensus del programa
PALLAS 3.8.1.1%. Los valores de log P para cada compuesto aparecen recogidos en la
Tabla 25 junto a los valores de Cls, para las cuatro lineas celulares estudiadas. En este
caso se han utilizado sélo dos decimales ya que los calculos de log P se han llevado a
cabo con dos decimales.
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Compuesto log P
191 -0.07 £ 0.20
192 -0.27 + 0.19
193 0.49 + 0.15
194 0.49+ 0.15
195 0.56 + 0.14
196 0.51 % 0.14
197 1.34 £ 0.15
198 132 £0.15

Tabla 25. Valores de log Ade 191-198.

Las ecuaciones 1y 2 en el Esquema 28 muestran la correlacidon entre las Clsy de
los compuestos 191-198 frente a la linea celular A375 y G361, respectivamente. Hay que
tener en cuenta que los valores de actividad antiproliferativa estan expresados como
p(Clsp) = - log (Clsp), por lo que cuanto mas alto sea el valor de p(Clsp) mas potente es el
compuesto.

Ecuacion 1: P(ICs0)as7s = 4.40 (£0.12) + 0.85 (£0.15) clog P
n=38, r=0.920, s=0.224, /5= 32.96, p < 0.005

Ecuacion 2: p(CIsp)a361 = 4.55 (£0.08) + 0.55 (+0.10) clog P
n=38, r=0.920, s=0.159, A s= 27.12, p < 0.005

Esquema 28. Ecuaciones QSAR obtenidas para las lineas celulares de melanoma humano A375 (Ecuacion 1)
y G361 (Ecuacion 2). n= nimero de compuestos, r = coeficiente de correlacion, s = desviacién estandar, £ s
= test de Fisher, p =significancia.

Para las lineas celulares MCF-7 y HCT-116 no se han encontrado correlaciones
entre la actividad antiproliferativa y la lipofilia de los compuestos, siendo los valores de r
= 0.631 frente a la linea MCF-7 y de r = 0.353 frente a HCT-116.

2.4.3. Analisis de distribucion del ciclo celular

El estudio del ciclo celular se ha realizado en las lineas celulares MCF-7, HCT-116 y
A375 después de 24 horas de tratamiento sobre los compuestos mas activos (197 y 198)
a su ClIs,. El estudio se ha llevado a cabo en células humanas de cancer de mama (MCF-
7), colon (HCT-116) y melanoma (A375), excluyendo la linea tumoral G361, al ser
también de melanoma y al ser los valores obtenidos de CIs, ligeramente mayores a los de
A375. Ademas, la linea de melanoma A375 tiene un perfil metastasico mayor al de la
G361%. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 26-28 para cada una de las
lineas estudiadas.
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El tratamiento con 197 en la linea MCF-7 (Tabla 26) aumenta ligeramente el

porcentaje de células en fase G,/M, mientras que el tratamiento con 198 disminuye
ligeramente el porcentaje en fase S.

Compuesto Ciclo Celular
Go/Gy S Go/M
Control 34.58 £+ 0.09 14.50 + 1.06 50.91 + 1.15
197 28.17 £ 1.37 15.39 £ 0.68 54.63 + 1.18
198 34.54 +£ 0.08 18.27 £ 0.79 47.19 £ 0.89

Tabla 26. Estudio del ciclo celular frente a MCG-7 tras el tratamiento de 24 a la Cls, de 197 y 198.

El tratamiento con 197 en la linea celular HCT-116 (Tabla 27) no modifica el perfil

del ciclo celular mientras que el tratamiento con 198 detiene el ciclo celular en la fase
G,/M, a expensas de la fase Gy/G;.

Compuesto Ciclo Celular
Go/Gy S G,/M
Control 44.70 + 0.38 38.26 + 1.40 17.02 + 1.40
197 45.93 £ 1.11 36.75 £ 0.70 17.31 £ 0.44
198 33.58 + 1.90 37.93 £1.92 28.47 £+ 0.07

Tabla 27. Porcentaje de células en las fases Go/Gy, Go/M y S del ciclo celular de la linea HCT-116 tras el
tratamiento de 24 a la CIsy de 197 y 198.

El tratamiento con 197 en la linea celular A375 (Tabla 28) no modifica el perfil del
ciclo celular mientras que el tratamiento con 198 provoca una parada en la fase Go/Gj,

disminuyendo el porcentaje en fase G,/M y S.

Compuesto Ciclo Celular
Go/G1 S Gx/M
Control 57.97 + 0.93 29.60 + 0.78 12.42 £ 0.70
197 58.48 + 1.03 28.78 £ 0.26 12.73 £ 0.77
198 70.55 + 1.47 20.10 £ 0.75 9.34 £ 0.62

Tabla 28. Porcentaje de células en las fases Go/Gi, Go/M y S del ciclo celular de la linea HCT-116 tras el
tratamiento con 197 y 198 (24 h, Cls).
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2.4.4. Ensayo de apoptosis

Se ha estudiado también la capacidad de inducir apoptosis/necrosis de 197 y 198
en las lineas celulares MCF-7, HCT-116 y A375 tras 24 h de tratamiento a la ClIs, de
dichos derivados (Tabla 29).

Cl

EtO. N cl EtO.
I Iy
k\N ~N © k\N N/)\

Cl
Cl
197 198
MCF-7 HCT-116
Control 197 198 Control 197 198
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
N 2.70 £ 0.99 2.13+ 1.54 1.26 £ 0.61 2.57 £ 1.05 4,93 £ 1.29 2.53 £ 0.58

A. Temp 4.45 + 0.21 9.57 + 1.53 13.40 + 3.51 4.40 £ 1.61 6.63 + 1.42 547 £ 0.81
A. Tardia 6.35 = 1.06 10.97 + 0.64 9.57 £ 1.01 9.87 + 3.09 13.57 £1.82 11.57 £1.16

A375
Control 197 198
(%) (%) (%)
N 1.27 £ 0.81 4.80 + 0.26 1.70 £ 0.46

A. Temp 3.13+£0.50 16.14 £0.52 14.67 + 1.36

A. Tardia 3.70 £ 0.61 19.23 £0.45 1247 £ 1.71

Tabla 29. Porcentaje de células en apoptosis para las lineas celulares MCF-7, HCT-116 y A375 después de su
tratamiento de 24 h a la CIsy de 197 y 198.

Los resultados obtenidos tras el tratamiento a la dosis de CIsp con 197 y 198
durante 24 horas muestran un aumento significativo del porcentaje de células en
apoptosis (Tabla 29) en comparacién con las células control, siendo dicho aumento mas
acusado en la linea de melanoma A375 (35.37 % de apoptosis total para 197 y 27.13 %
para 198 frente al 6.83 % del control).

El efecto apoptdtico se observa incluso en la linea celular MCF-7 que tiene
deficiencia en la activacién de la cascada de caspasas®®, principal via de apoptosis en
células (ver apartado 1.3.).

Cabe destacar que 197 es el que tiene mayor capacidad apoptdtica en A375, no
mostrando modificaciones en el ciclo celular en esta linea. Este efecto puede ser debido a
que el mecanismo de accién del compuesto 197 en A375 sea preferentemente
apoptotico.
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El hecho de que 198 detenga el ciclo celular en fase G,/M y Gy/G; en las lineas
celulares HCT-116 y A375 respectivamente acompanado de altos niveles de apoptosis
indica que dicho compuesto presentan efectos citotoxicos diferentes en cada linea celular.

3. Familia C
3.1. Diseiio molecular

Se ha demostrado que las 1,2-ciclohexanodiaminas poseen gran cantidad de
bioactividades y entre ellas, antitumorales (ver apartado 1.7.). Los grupos amino son
utiles para modelar la solubilidad del farmaco, asi como para aceptar o donar enlaces de
hidrogeno a un receptor bioldgico. Ademas, las 1,2-diaminas pueden ser facilmente
convertibles en un anillo de 5 o0 6 miembros y presentan ventajas de unién a su diana
farmacoldgica al formar estructuras rigidas heterociclicas®®.

Los compuestos que contienen estructuras macrociclicas (anillos de 12 miembros o
mas) muestran actividades bioldgicas extremadamente potentes, ademas de
especificad®”. Actualmente, mas de 100 farmacos aprobados por la FDA que incluyen
antitumorales tienen la caracteristica de ser macrociclos'®. Muestran una caracteristica
intermedia entre la pre-organizacion estructural y la flexibilidad conformacional’®*. Sus
estructuras ciclicas tienen menos libertad conformacional que las aciclicas equivalentes
sufriendo una menor penalizacién entropica al unirse al receptor. Pero ademdas no son
completamente rigidos a diferencia de los sistemas ciclicos mas pequefios y pueden
adaptarse a la superficie del objetivo bioldgico dando lugar a una afinidad 6ptima. Otra
ventaja es que su mayor tamafo posibilita la interaccion con centros mas alejados en la
diana terapéutica.

Las bencensulfonamidas han demostrado tener diferentes actividades bioldgicas
entre ellas antitumorales. Esta actividad es debida a diversos mecanismos de accién como
parada del ciclo celular en fase Gj, desestabilizacion de microtibulos o inhibicion
angiogénica entre otras'®.

Esta familia se ha disefiado con objeto de estudiar la influencia de dos
modificaciones estructurales sobre la actividad antiproliferativa del derivado de
ciclohexano 1,2-diamina que se muestra en la Figura 39: introduccién de un resto p-
nitrobencensulfonilo y el cierre de la molécula mediante un puente etilénico que conecta a
los dos OH fendlicos. Los compuestos 161 [(-)-trans, (+)-trans y meso-] se han
renombrado como 199 con el fin de mantener el orden numérico de la familia.
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Figura 39. Disefo de las estructuras propuestas para su estudio en la Familia C.

3.2. Sintesis quimica

La sintesis de los compuestos finales 199 y 200 se detalla en el Esquema 29.

NO,

meso-200
(+)-trans-200

O (I
NH2

meso-199

(£)-trans-199

Esquema 29. Reactivos y condiciones. a) Et:N/ EtOH, ta, 48h; NaBH,4, ta, 4 h. b) pNO,-Ph-SO,Cl, CH,Cl,
anhidro, ta, 4.5 h.
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Los compuestos 199 se obtienen por aminacion reductora utilizando EtsN como
base, NaBH; como agente reductor y EtOH como disolvente siguiendo la metodologia
descrita por Gao et al”®. En primer lugar, en la sintesis de meso-199, la reaccion se lleva
a cabo en dos etapas tal y como describen los autores: filtracion de la base de Schiff tras
2 h de agitacion y tratamiento con el agente reductor durante 4 h, siendo el rendimiento
de un 58 %. El rendimiento descrito para esta reaccidon es de un 80 %, por lo que se
decide repetir la reaccion aumentando el tiempo de agitacién en la primera etapa hasta
48 horas para favorecer la formacion de la base de Schiff. En estas condiciones, el
rendimiento se optimiza hasta el 100 %. En la reaccion del derivado (%)-trans-199 el
precipitado no aparece ni a las 48 h de agitacion, por lo que se decide eliminar el
disolvente a vacio y continuar con la segunda etapa de reaccidén, obteniéndose el
compuesto con un rendimiento del 41 %.

La alquilacién del MH se lleva a cabo agitando los compuestos 199 en presencia
de cloruro de p-nitrobencensulfonilo con CH,Cl, anhidro como disolvente para obtener los
compuestos 200. El rendimiento de esta reaccidon es mayor cuando se parte del isdmero
(£)-cis-1,2-diaminociclohexano (63 % para meso-200) que cuando se parte de su
analogo trans [23 % para (%)-trans-200].

El macrociclo 202 se obtiene en 2 etapas de reaccidon que aparecen especificadas
en el Esquema 30.

OHC’ ; (@
[Br a) Oj b) C{NH Oj
+ —_—> -
Br OHC 0 NH O
OH OHC\© K@

201 meso-202

Esquema 30. Reactivos y condiciones: a) NaOH 2%/ EtOH, reflujo, 72 h (27 %). b) cis1,2-
diaminociclohexano, MeOH, reflujo, 5h; NaBH,, 50 °C, 3.5 h (38 %).

El intermedio 201 se obtiene calentando la mezcla de reaccion a reflujo en

presencia de NaOH, utilizando EtOH como disolvente!®?,

Finalmente la reaccion de ciclacion se lleva a cabo por aminacién reductora sin
necesidad de base utilizando MeOH como disolvente y NaBH, como agente reductor'®,

Cabe mencionar que meso-202 se aisla puro como un sélido blanco, tras filtracion.
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3.3. Analisis espectroscopico

Los compuestos que no han sido descritos con anterioridad se han identificado por
espectroscopia de RMN, tanto de *H (300, 400, 500 o 600 MHz) como de '*C (75, 125 o
150 MHz) y espectrometria HRMS. Ademas, se han realizado estudios de RMN
bidimensional HSQC y HMBC. Los espectros y estudios bidimensionales de los compuestos
se encuentran detallados en el anexo a este documento.

Los datos espectroscdpicos se presentan recogidos en las Tablas 30-33, con las
estructuras correspondientes y una explicacion detallada de las sefiales. En las tablas, se
muestran los valores de desplazamiento quimico en primer lugar y entre paréntesis, las
multiplicidades y las constantes de acoplamiento. Los desplazamientos quimicos (3) se
expresan en ppm Yy las contantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz (ciclos por
segundo). El aspecto y la multiplicidad de las sefales se indican mediante las siguientes
abreviaturas: (s) singlete; (sa) singlete ancho; (d) doblete; (dd) doble doblete; (ddd)
doble doble doblete; (m) multiplete. El disolvente empleado es cloroformo deuterado
(CDCIs5) en todos los casos.

La numeracion de los compuestos aparece en funcion de las reglas establecidas
por la IUPAC.

Los espectros bajo estudio contienen dos zonas de resonancia de protones: a)
zona aromatica, correspondiente a los protones pertenecientes a los dos anillos
aromaticos; y b) zona alifatica, correspondiente a los protones bencilicos, metilénicos y
del ciclohexano.

Las sefiales espectroscopicas de 'H-RMN de los compuestos 200 aparecen
recogidas en la Tabla 30.

Los atomos H3pmno2 Y H5pnno2 aparecen como un d (O 8.38 — 8.37 ppm) por su
acoplamiento con H2pmo2 Y HBphvo2 (J = 8.8 Hz), que también aparecen como un d pero a
campo mas alto (0 8.09 — 8.07 ppm).

Con respecto a las sefales del otro anillo aromatico, los hidrégenos 3 y 6 aparecen
como d entre 0 7.54 y 6.86 ppm debido al acoplamiento a corta distancia (J = 8.0 - 7.3
Hz) con H4p, 0 H5ph, a excepcion de la sefial de H3p, en (%)-trans-200 que aparece como
dd (& = 7.52 ppm) por su acoplamiento a corta distancia (J = 7.4 Hz) con H4p, y a larga
distancia (J= 1.1 Hz) con H5p.

Las sefales H4p, y H5p, aparecen como ddd entre & 7.25 — 7.20 ppm por el
acoplamiento a corta distancia (J = 7.7 — 7.4 Hz) con H3p, 0 H6pr, y con H5pn 0 H4py,, ¥ a
larga distancia (J= 1.6 — 0.9 Hz) con H6p, 0 H3pp.

Los hidrdgenos bencilicos son diastereotdpicos y resuenan entre d 3.89 — 3.62
ppm. Las sefales aparecen como dos d (Jem= 14.0 y 13.6 Hz).
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N OH meso-200
(£)-trans-200

Comp H3,5:  H2,6pn H3pn H4p, H5pn H6pn

meso-200 8.38 8.09 7.54 7.25 7.20 6.86
(d,8.8) (d,8.8) (d, 7.4) (ddd, 7.7, 7.4,0.9)  (ddd, 7.9, 7.7, 1.6)  (d, 7.9)

(%)-trans-200 8.37 8.07 7.52 7.23 7.20 6.86

(d,88) (d,88) (dd, 7.4,1.3) (ddd, 7.6, 7.4,1.1)  (ddd, 7.9, 7.6, 1.3)  (d, 7.9)

Comp N-CH CHciclohex CHzciciohex
meso-200 373(d, 14.0)  2.79 1.70 - 1.56 (m)
362(d, 140)  (sa) 1.44 - 1.35 (m)
1.34 - 1.27 (m)
(+)-trans200  3.89(d, 13.6)  2.35 2.14 - 2.06 (m)
3.66(d, 13.6)  (sa) 1.79 - 1.68 (m)
1.28 - 1.19 (m)

Tabla 30. Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de !H-RMN
correspondientes a los compuestos 200.

Los atomos de hidrogeno del anillo de ciclohexano muestran sus sefales de
resonancia de la siguiente manera: la sefial de CHcqonex aparece como sa a 6 2.79 — 2.35
ppm Y las sefales de los protones metilénicos aparecen como m entre 6 2.14 — 1.19 ppm.

También se han registrado los espectros de **C-RMN de los compuestos. Los datos
de desplazamiento quimico de los carbonos de los compuestos 200 se recogen en la
Tabla 31.

El desplazamiento quimico de los carbonos correspondientes al anillo aromatico
unido al grupo nitro aparece de la siguiente forma: las sefales de C4pnno2 ¥ de Clpnnoz,
ambos carbonos cuaternarios, son las que se registran a campo mas bajo (0 151 y 141
ppm). La sefial de los carbonos 3 y 5 presentan un desplazamiento a & 129 ppm vy la
sefal de C2,6pnn02 aparece a & 124 ppm.

La sefales correspondientes a los carbonos del otro anillo aromatico aparecen en
un rango de desplazamiento que oscila entre & 147 — 132 ppm para los carbonos
cuaternarios y d 131 — 121 ppm para los carbonos terciarios en los dos casos.
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En la zona alifatica del espectro de *C-RMN aparecen las sefiales correspondientes
a los carbonos: A-CH, (& 45 — 44 ppm), CHcgonex (0 61 — 56 ppm) Yy CHagiciohex (0 30 — 22

ppm).

OH meso-200
(t)-trans-200

Comp C4phno2  Clpnnoz C2pn Clpn  C2,6pnno2 C3pn Cdpp, C5pn C6pn  C3,5pnn02
meso-200 151.21 141.39 133.17 147.63 129.98 131.43 127.99 128.76 121.83 124.58

(%)-trans-200 151.21 141.29 132.58 147.61 129.97 131.58 128.10 128.97 121.96 124.64

Comp N-CH; CHicioh CH2cicion
meso-200 45.09 56.11 27.74
22.05

(%)-trans-200 44.92 61.00 30.65
24.76

Tabla 31. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN de los compuestos 200.

Las sefiales espectroscdpicas de ‘H-RMN del macrociclo 202 aparecen recogidas
en la Tabla 32.

3 5
> 6
1
)
NH
2 1
meso-202
3 5
4
Comp H3pn H4p; H5pn H6pn CH,0 N-CH; CHeciciohex CHaciclohex
meso0202  7.20—7.16 691 7.25-7.20 682 423 3.75(d, 13.7) 271 1.71-1.50 (m)
(m) t, 7.4) (m) d,81) (s)  3.63(d, 13.7) (sa) 1.27 - 1.15 (m)

Tabla 32. Desplazamientos quimicos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H-RMN
correspondientes al macrociclo 202.
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Las sefiales de los protones de los dos anillos aromaticos son equivalentes entre si.
Los hidrégenos 6 aparecen como d a & 6.82 ppm debido al acoplamiento a corta distancia
(J = 8.1 Hz) con H5p,, mientras que los hidrégenos 3 aparecen como m a d 7.20 — 7.16
ppm. La sefal H4p, aparece como t a 6 6.91 ppm por el acoplamiento a corta distancia (J
= 7.4 Hz) con H3p, y H5p,, mientras que la sefal H5p, aparece como m a 8 7.25 — 7.20

ppm.

Los 4 hidrégenos del resto etilendioxi son equivalentes, apareciendo como s a d
4.23 ppm.

Los hidrégenos bencilicos son diastereotdpicos y resuenan a o 3.75 y 3.63 ppm.
Las sefiales aparecen como dos d (Jem= 13.7 Hz).

Los atomos de hidrégeno del anillo de ciclohexano muestran sus sefiales de
resonancia de la siguiente manera: la sefial de CHcgonex aparece como sa a & 2.71 ppm y
las sefales de los protones metilénicos aparecen como multipletes entre d 1.71 — 1.15

ppm.

Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos del espectro de °C del
compuesto 202 se recogen en la Tabla 33.

5

> 6
¢
NH

2 1
3

s,

6
5

meso-202 4

Comp C2p; Clpy C3pn C4ypp, C5ph C6pn CH.O N-CH> CHcyciohex  CHacyclohex
meso-202 127.26 156.91 130.27 121.02 128.45 111.41 66.70 46.06 54.82 27.22
22.22

Tabla 33. Desplazamientos quimicos de *C-RMN de meso-202.

El desplazamiento quimico de los carbonos correspondientes al anillo arématico
aparece de la siguiente forma: la sefial de Clpy, s la que se registra a campo mas bajo (0
156 ppm). Las sefales de los carbonos 2, 3, 4 y 5 presentan un desplazamiento quimico
entre 130 - 121 ppm vy la sefial de C6py, €s la que se registra a campo mas alto (0 111

ppm).

En la zona alifatica del espectro de *C-RMN aparecen las sefiales correspondientes
a los carbonos: CH,O (& 66.70 ppm), MCH, (& 46.06 ppm), CHcdohex (0 54.82 ppm) y
CH2c|c|0heX (6 27 - 22 ppm).
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Finalmente, el analisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los
valores calculados para la formula empirica (M + H)* de los compuestos y los
correspondientes valores encontrados:

meso-200: Calculado para CsH3sN4O10S; (M + H)*: 697.1560, encontrado:
697.1644 (desviacion 0.9 ppm).

(£)-trans-200: Calculado para Cs;H33N4O10S; (M + H)™: 697.1560, encontrado:
697.1643 (desviacién 0.7 ppm).

meso-202: Calculado para Cy;HN,0; (M + H)™: 353.2151, encontrado: 353.2229
(desviacién 0.0 ppm).

3.4. Estudios biologicos

Los cinco compuestos finales [meso y (£)-trans de 199 y 200, y meso-202] se
han ensayado como agentes antiproliferativos frente a cuatro lineas celulares de cancer
humano. En todos ellos se estudia su efecto sobre el ciclo celular y su capacidad de
induccion de apoptosis/necrosis en la linea celular de melanoma humano A375.

Estos estudios se han realizado por el Grupo de Investigacion dirigido por el Dr.
Juan Antonio Marchal Corrales, Catedratico del Departamento de Anatomia y Embriologia
Humana e Investigador del Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de
Granada.

Los protocolos seguidos para la determinacion de las distintas actividades
bioldgicas se detallan en la Parte Experimental de este documento.

3.4.1. Ensayos de citotoxicidad

Los estudios de actividad antiproliferativa se han llevado a cabo frente a cultivos
celulares de las lineas MCF-7, HCT-116, A375 y G361 utilizando la técnica de la SRB
anteriormente explicado en apartado 1.3.1.

Los datos de ClIso de la proliferacion sobre cultivos celulares de MCF-7, HCT-116,
A375 y G361 de 199, 200 y 202 se detallan en la Tabla 34. En ella se muestran los
valores de CIs, en unidades de pM (umol/l) obtenidos después de 6 dias de tratamiento
para cada compuesto * la desviacion estandar de tres réplicas realizadas en cada caso.
Se han utilizado 3 decimales para los valores menores a 10 uM y 2 decimales para el resto
de valores.
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NO,

:OZS:‘N OH
OH

o
Lo O,
O

©

&
Iy
&

199 200 202
NO,
Compuesto MCF-7 HCT-116 A375 G361
(CIso pM) (CIso pM) (CIso pM) (CIso pM)
meso-199 0.058 + 0.014  0.236 + 0.060  0.099 + 0.018  1.486 % 0.005
(£)-trans-199  1.240 £ 0.018  0.066 + 0.017  0.205 + 0.015  0.507 + 0.007
meso-200 7.010 £ 0.044  5.070 £ 0.032  3.413 £ 0.016  1.484 % 0.004
(£)-trans200  2.630 + 0.044  3.680 £ 0.045  2.398 + 0.020  1.144 + 0.009
meso-202 2.900 + 0.018  1.460 +0.001  1.106 + 0.064  8.520 % 0.009

Tabla 34. Actividad antiproliferativa de 199, 200 y 202 frente a las lineas celulares MCF-7, HCT-116, A375 y
G361.

Los compuestos que presentan mayor actividad antiproliferativa frente a todas las
lineas celulares son los 199 con valores de Clsp en el orden de nM (0.05 - 1.49 uM),
siendo los isomeros meso mas potentes frente a las lineas MCF-7 y A375 (CIso= 58 y 99
nM respectivamente) y los isdbmeros (%)-trans frente a las lineas HCT-116 y G361 (Clso=
66 y 507 nM respectivamente).

El macrociclo meso-202 presenta valores de Clso de entre 1y 3 uM para las lineas
celulares MCF-7, HCT-116 y A375, y de 8.52 uM para la linea G361, siendo mas activo
frente a la linea A375 con una Cls= 1.11 pM.

Los compuestos 200 son los que presentan menor actividad antiproliferativa
frente a las lineas celulares MCF-7, HCT-116 y A375 con valores de Clsy entre 2 y 7 UM,
mientras que presentan valores de Clsp en torno a 1 uM frente a la linea G361. En todos
los casos, el isdmero (%)-trans es mas activo como antiproliferativo (CIsy entre 1 y 4 uM)
que el meso (Cls entre 1y 7 uM). La introduccion del grupo p-nitrobencensulfonamido en
los compuestos 200 no ha conducido a un aumento de actividad con respecto a los
compuestos 199.

Todos los compuestos de esta familia son potentes agentes antiproliferativos,
presentando mayor actividad frente a la linea de melanoma A375. La introduccion del
grupo p-nitrobencensulfonamido en los compuestos 200, asi como el cierre del ciclo en
202 con respecto a los compuestos 199 han inducido a una disminucion de la actividad.
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3.4.2. Analisis de distribucion del ciclo celular

El estudio del ciclo celular se ha realizado después de 24 y 48 h horas de
tratamiento con los compuestos 199, 200 y 202 a tres veces sus respectivas Clsg en la
linea celular A375, al ser en la que presentan mejores valores de actividad

antiproliferativa.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 35 y en la Figura 40.

Control meso-199 (x)-trans-199 meso-200 (x)-trans -200 meso-202

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Go/Gy 41.10 £0.71 35.37 £ 0.64 34.70 £ 0.71 54.08 £ 0.31 57.53 £ 0.54 67.31 £1.02
G2/M 20.38 £ 1.26 17.58 £ 0.76 11.08 £ 1.76 10.50 £ 0.35 6.93 £ 0.74 14.99 £ 1.99
S 38.37 £ 0.34 47.05 £0.12 54.23 £ 1.05 35.42 £ 0.65 35.54 £ 0.20 17.70 £ 0.97

*24 h de tratamiento

Control meso-199 (£)-trans-199 meso-200 (x)-trans -200 meso-202

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Go/G:1 38.97 £0.22 39.04 + 1.63 19.97 £ 0.13 58.01 +£ 0.36 62.28 + 0.14 66.97 + 3.59
G,/M 16.61 £ 0.45 18.73 £ 1.35 25.26 = 1.83 11.85 £ 0.11 9.19 £ 1.20 17.82 £ 4.63
S 44.42 £ 0.66 42.24 £ 2.98 54.78 = 1.95 30.14 £ 0.24 28.54 £ 1.33 15.22 £ 1.05

* 48 h de tratamiento

Tabla 35. Porcentaje de células acumuladas en las distintas fases del ciclo celular con su respectiva
desviacion estandar de los compuestos de la familia C tras 24 y 48 h de tratamiento (3 x CIsp) en A375.

100% - =
80% - |S

0, .
60% LG2/M
40% -
20% - l W GO/G1

0%

% de células

N

Control meso-199 (%)-trans-199 meso-200 (+)-trans-200 meso-202

*24 h de tratamiento

100%
80% - |s
() .
60% LUG2/M
40% -
20% - l W G0/G1

0%

% de células

Control meso-199 (%)-trans-199 meso-200 (+)-trans-200 meso-202

*48 h de tratamiento

Figura 40. Efecto de los compuestos de la familia C sobre la acumulacién en las distintas fases del ciclo
celular tras 24 y 48 h de tratamiento a 3 x Clsyen A375.
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El derivado meso-199 presenta un aumento leve en el porcentaje de células en
fase S (47.05 %) tras 24 h de tratamiento con respecto al control (38.37 %). Este
comportamiento desaparece a las 48 h de tratamiento. Su analogo (%)-trans-199 detiene
el ciclo celular en fase S tanto tras 24 como 48 h de tratamiento (54.23 % y 54.78 %
frente a 38.37 % y 44.42 % del control respectivamente), mientras que el resto de
derivados (meso-200, (£)-trans-200 y meso-202) lo detienen en fase Go/G;, siendo esta
parada mas pronunciada por el macrociclo meso-202 (66.97 % frente a 38.97 % del
control tras 48 h).

El hecho de que los compuestos 199, 200 y 202 detengan el ciclo celular en
fases diferentes (fase S para 199 y fase Go/G; para 200 y 202) indica que deben actuar
sobre dianas moleculares diferentes. Son necesarios estudios mas profundos para
determinar las dianas terapéuticas especificas de dichos derivados.

3.4.3. Ensayo de apoptosis

Se ha estudiado la capacidad de induccidn de apoptosis/necrosis de los
compuestos 199, 200 y 202 tras 24 y 48 h de tratamiento a 3 x Clsj en la linea celular
A375.

Los compuestos de esta familia presentan efectos apoptdticos muy diferentes
(Tabla 36 y Figura 41). Esto puede ser debido a la diversidad estructural que caracteriza a
la familia. De esta forma, el compuesto macrociclico (/meso-202) presenta una capacidad
apoptotica extremadamente elevada llegando al 95 % de apoptosis total tras 48 h de
tratamiento frente al 7.65 % del control. Mientras que los derivados meso-200 y (%)-
trans-200 incrementan levemente el porcentaje de células apoptoéticas tras 48 h de
tratamiento (13.65 % de apoptosis total y 28.30 % frente al 7.65 % del control
respectivamente) y los compuestos 199 no presentan diferencias significativas con
respecto al control.

Control meso-199 (£)-trans-199 meso-200 (x)-trans -200 meso-202

Necrosis 1.15 + 0.21 0.85 + 0.07 0.80 £ 0.28 1.45 + 0.78 0.90 £ 0.14 1.50 + 0.14
A. Temprana 6.90 £+ 0.28 6.80 + 1.84 8.35 + 3.18 7.30 £ 2.12 7.70 £ 2.40 43.10 + 18.53

A. Tardia 1.95 + 1.06 1.40 + 0.00 1.65 + 0.35 2.40 £ 0.71 2.85 £+ 0.07 7.10 £ 0.71

*24 h de tratamiento.

Control meso-199 (x)-trans-199 meso-200 (x)-trans -200 meso-202

Necrosis 0.80 £+ 0.42 0.55 + 0.07 0.60 £ 0.00 0.65 £ 0.07 1.00 + 0.28 1.05 + 0.21
A. Temprana 3.50 £ 2.55 2.75 £ 0.78 3.45 £ 0.35 7.40 £ 0.14 17.55 + 2.62 47.30 £ 7.64
A. Tardia 4.15 + 1.06 3.60 £ 0.42 4.75 + 0.35 6.25 £ 0.49 10.75 + 1.20 47.70 £ 7.92

*48 h de tratamiento.

Tabla 36. Porcentaje de células necréticas y apoptdticas tempranas y tardias tras 24 y 48 h de tratamiento
con 3 x Clsy de los compuestos de la familia C en A375.
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m Control
50 H meso-199
40
@ (+)-trans-199
3 30
S
H meso-200
3 20
3
10
H ()-trans -
2
0 00
Necrosis Apoptosis Apoptosis meso-202
Temprana Tardia
*tras 24 h de tratamiento
u Control
50 H meso-199
" 40 (+)-trans-199
330
S
% 20 H meso-200
L
° 10 - .
u (t)-trans
200
0
Necrosis Apoptosis  Apoptosis meso-202

Temprana Tardia

*tras 48 h de tratamiento

Figura 41. Necrosis y apoptosis temprana y tardia en células A375 tras 24 y 48 h de cultivo con 3 x Cls, de
los compuestos de la familia C.
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Parte Experimental

IV. PARTE EXPERIMENTAL

1. Metodologia sintética y caracterizacion quimica

Los reactivos utilizados se han obtenido comercialmente de Aldrich® sin necesidad
de posteriores purificaciones. Todas las reacciones anhidras se han llevado a cabo bajo
atmdsfera inerte de argén. VWR International Eurolab® ha proporcionado los disolventes
anhidros necesarios.

Los procesos de reaccion se han controlado de forma rutinaria mediante
cromatografia en capa fina en cromatofolios Merck AL de Silicagel 60 F,s4, observandose
posteriormente en lamparas de rayos ultravioleta. Ocasionalmente ha sido necesaria la
utilizacion de reveladores con yodo, solucidn de ninhidrina y permanganato potasico.

La evaporacion de los disolventes se ha llevado a cabo a vacio en rotavapores
Biichi con controladores de presion Vacuubrand CVCII.

La cromatografia en columna flash se ha realizado utilizando Merck silicagel 60 con
un tamano de particula de 0.040-0.063 mm (230-400 mesh ASTM). Para la destilacion en
aparato Kugelrohr se ha utilizado un dispositivo Buchi GKR-51.

La sintesis quimica asistida por microondas se ha efectuado en un aparato Initiator
2.0 que produce una radiacion controlada a 2.450 GHz (Biotage AB, Upsala). El tiempo de
reaccion descrito se refiere al tiempo en el que la reaccion se mantiene a la temperatura
deseada y no al tiempo total de irradiacion. La temperatura se mide con un sensor de IR
situado fuera del recipiente de reaccion.

Los puntos de fusion se han medido en un aparato Stuart ScientificMelting Point
Apparatus SMP3 y estan sin corregir.

Los espectros de RMN y de masas de alta resolucién, asi como los analisis
elementales de los compuestos aqui presentados se han llevado a cabo en el Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.
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Los espectros RMN de 'H y *C se han ejecutado en espectrémetros VarianInova
Unity (300 MHz) y VarianDirect Drive (400 MHz, 500 MHz y 600 MHz) a temperatura
ambiente. El disolvente deuterado empleado ha sido CDCls. Los desplazamientos quimicos
(0) se expresan en ppm Yy las contantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz (ciclos por
segundo). El aspecto y la multiplicidad de las sefiales se indican mediante las siguientes
abreviaturas: (s) singlete; (sa) singlete ancho; (d) doblete; (dd) doble doblete (ddd)
doble doble doblete; (t) triplete; (pst) pseudotriplete; (c) cuadruplete; (m) multiplete.

Los espectros de masas de alta resolucion se han realizado en un espectrémetro
de masas de tiempo de vuelo con aceleracién ortogonal, LCT Premier Waters XE,
mediante ionizacion por electronebulizacion (ESI-TOF).

Los analisis elementales se han hecho en un aparato ThermoScientific Modelo
Flash 2000. Las muestras estudiadas se han secado en una estufa Gallencamp a presion
reducida con P,0Os en su interior.

En este capitulo se describe la metodologia sintética y caracterizacion quimica de
los 27 compuestos finales que aparecen en la presente Tesis Doctoral, incluyendo la
descripcidn de los compuestos intermedios necesarios para su obtencion. Las estructuras
162, 163 y 188 de la familia A, 193 y 197 de la familia B y meso- y (£)-trans-199 y
201 de la familia C han sido previamente descritas. Los compuestos finales de las familias
A y B se han nombrado siguiendo las reglas de la IUPAC eligiendo como funcidn principal
la purina y el 5-fluoroacilo, al ser el elemento comun de todos ellos. La familia C contiene
un macrociclo que se ha nombrado de acuerdo con las reglas de la IUPAC para
fanos'®1%, La nomenclatura de fanos es un método para nombrar estructuras organicas
que se realiza por agrupacién de los nombres de las partes sencillas que componen una
estructura compleja. El término ciclofano se usa para describir un tipo particular de
estructuras ciclicas pero la nomenclatura de fano puede usarse tanto para estructuras
abiertas como para macrociclicas. Por tanto, se ha utilizado también para nombrar las
estructuras abiertas de la familia C.

Se han utilizado las abreviaturas “NMR” y “HRMS” en inglés para facilitar su
incorporacion posterior a los articulos y otras comunicaciones cientificas.
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1.1. Familia A
2-(terc-Butildimetilsililoximetil)anilina (162)

Sobre una disolucion de terc-butilclorodimetilsilano (18.4 g, 121.80 mmol) y 4-
dimetilaminopiridina (0.50 g, 4.06 mmol), se afiade alcohol 2-aminobencilico (5.00 g,
40.06 mmol) y Et;N (12.4 g, 121.80 mmol) en CH,Cl, anhidro (120 mL). La mezcla se
agita a temperatura ambiente durante 6 h. Se diluye (CH,Cl,) y la fase organica se lava
con agua destilada. Se seca (Na,S0,), se filtra y se evapora a vacio. El residuo se purifica
mediante cromatografia flash utilizando como eluyente EtOAc/hexano (1:10).

Liquido naranja (9.64 g, 100 %). ‘*H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.16 (t, J
NH2 = 7.6, 1H), 7.10 (d, J = 7.3, 1H), 6.76 (t, J = 7.4, 1H), 6.70 (d, J =
7.9, 1H), 4.76 (s, 2H), 4.24 (s, 2H), 0.99 (s, 9H), 0.15 (s, 6H). HRMS
oteoms | (m/z): Calculado para Ci3H»NOSI (M + H)™: 238.1549, encontrado:
238.1559 (desviacion 0.1 ppm).

N-[2-(terc-Butildimetilsililoximetil)fenil]-4-nitrobencensulfonamida (163)

A una disolucién de 162 (4.23 g, 17.82 mmol) en CH,Cl, anhidro (50 mL), se
anade cloruro de 4-nitrobencensulfonilo (1.97 g, 8.91 mmol). La mezcla de reaccidn se
agita a temperatura ambiente durante 3 h. Se diluye (CH,Cl,) y se lava (H,0). La fase
organica se seca (Na,S0,), se filtra y se evapora el disolvente al rotavapor. El crudo se
purifica mediante cromatografia en columna flash utilizando como eluyente EtOAc:hexano
(0.5:10).

102 Sélido blanco (7.53 g, 100 %). Pf: 95-96 °C. 'H NMR (400 MHz, CDCl5)
© 0 8.68 (s, 1H), 8.26 (d, 7=8.6, 2H), 7.95 (d, 7= 8.5, 2H), 7.56 (d, J =
%o, 7.6, 1H), 7.10 (d, 7= 7.1, 1H), 7.06 (t, 7= 7.3, 1H), 6.98 (t, /= 7.1,
,LH 1H), 4.35 (s, 2H), 0.92 (s, 9H), 0.05 (s, 6H). HRMS (m/z): Calculado
para CioHyyN,0sSSi (M + H)*: 423.1332, encontrado: 423.1335
(desviacion 0.3 ppm).
OTBDMS

N-[2-(terc-Butildimetilsililoximetil)fenil]-5-dansilamina (164)

A una disolucion de 162 (2.74 g, 11.52 mmol) en CH,Cl, anhidro (35 mL), se
afade cloruro de dansilo (3.42 g, 12.67 mmol) y Et;N (1.76 g, 17.28 mmol) gota a gota.
La mezcla de reaccién se agita durante 24 h a 30 °C. Se lava (H,0) y la fase organica se
seca (Na,SO4). Se evapora el disolvente al rotavapor y el crudo se purifica mediante
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cromatografia en columna flash utilizando como eluyente un gradiente de disolventes
EtOAc:hexano (0.5:10 — 1:10).

Liquido denso amarillento (4.04 g, 100 %). 'H NMR (300 MHz,
CDCls) & 8.66 (s, 1H, NH), 8.49 (d, J5-= 8.5, 1H, H44.,), 8.39 (d, J~
5= 87, 1H, H8dan)/ 8.22 (dd, .]2_3= 73, .]2_4= 12, szan), 7.53 (dd, .]7_
¢= 8.7, Jor= 7.7, 1H, H7aum), 7.47 — 7.42 (m, 2H, H3gan Y H6pp),
N 7.18 = 7.14 (M, 2H, H6gan y H5pn), 6.93 (ddd, J5..= 7.5, Jos= 7.4, Js.
OO &= 1.1, 1H, H4), 6.88 (dd, Js..= 7.5, J55= 1.4, 1H, H3pp), 4.30 (s,
2H, Ph-CH,), 2.86 (s, 6H, N-(CHs),), 0.94 (s, 9H, CHs-C-Si), 0.06 (s,
$02 6H, CHs-Si). °C NMR (75 MHz, CDCls) & 152.03 (C5gan), 137.26
NH (Clpn), 135.57 (Clgan), 130.68 (C4gan), 130.38 (C2pn), 129.97
(C9an), 129.95 (C24an), 129.74 (C104an), 128.78 (C5pn), 128.36
oteoMs | (C74an), 128.00 (C3ph), 124.22 (C4pp), 123.26 (C34an), 121.46 (C6pn),
118.95 (C8yan), 115.31 (C6gan), 65.40 (Ph-CH,), 45.56 (N-(CHs).),
25.94 (CHs-C-Si), 18.33 (C-Si), -5.26 (CHs-Si). HRMS (m/z):
Calculado para CysH3sN,OsSSi (M + H)*: 471.2059, encontrado:
471.2138 (desviacién - 0.8 ppm). Analisis Elemental: C,5H34N,03SSi
Tedrico (%): C 63.79; H 7.28, N 5.95; Obtenido (%): C 63.76, H

7.22, N 5.92.

2-(Hidroximetil)-1,3-dioxolano (187)

Sobre una disolucion de Na,CO3*10H,0 (23.5 g, 0.082 mol) en 60 mL de H,0, se
afade una disolucién de NaOH al 27 % (22 mL). A continuacion, se afiade gota a gota 2-
(2-bromometil)-1,3-dioxolano (16.7 g, 0.100 mol). La mezcla de reaccion se agita a 160
°C durante 6 h en tubo cerrado. Se elimina el exceso de sales por filtracion y el liquido
resultante se extrae (CH,Cl,). La fase organica se seca (Na,S0O,) y el disolvente se elimina
a vacio en el rotavapor. El crudo obtenido se purifica por destilacion en un aparato
Kugelrohr.

Liquido denso transparente (2.43 g, 24 %). *H NMR (300 MHz, CDCl;) &
HO/\(O 5.06 (t, 7 = 4.0, 1H), 3.93 (m, 4H), 3.62 (d, J = 4.0, 2H). HRMS (m/z):

oJ Calculado para CsHsO3; (M + H)™: 105.0473, encontrado: 105.0493
(desviacion 0.2 ppm).

2-(Hidroxietil)-1,3-dioxolano (188)

Sobre una disolucién de Na,COs10H,0 (23.5 g, 0.082 mol) en 60 mL de H,0, se
afade una disolucion de NaOH al 27 % (22 mL). A continuacion, se afiade gota a gota 2-
(2-bromoetil)-1,3-dioxolano (18.1 g, 0.100 mol). La mezcla de reaccién se agita durante 6
h a 160 °C en tubo cerrado. Tras ese tiempo, se elimina el exceso de sales por filtracion y
el liquido resultante se extrae (CH,Cl,). La fase organica se seca (Na,S0,) y el disolvente
se elimina a vacio en el rotavapor. El crudo obtenido se purifica por destilacion en un
aparato Kugelrohr.
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Liquido denso transparente (4.18 g, 36 %). 'H NMR (300 MHz, CDCl5) &

HO\/\(O 5.02 (t, 7= 4.23, 1H), 3.98 (m, 4H), 3.78 (m, 2H), 2.32 (s, 1H), 1.96

OJ (m, 2H). HRMS (m/z): Calculado para CsHiOs (M+ H)": 118.0630,
encontrado: 118.0642 (desviacién 0.1 ppm).

N-[2-(terc-Butildimetilsililoximetil)fenil]- /[ 2-(1,3-dioxolan-2-il)metil]-4-
nitrobencensulfonamida (165)

Bajo atmdsfera de argon se prepara una disolucion de 163 (2.00 g, 4.73 mmol),
187 (492 mg, 4.73 mmol) y PPh;3 (1.49 g, 5.68 mmol) en THF anhidro (25 mL) que se
enfria a - 20 °C en un bafio de acetona y CO, antes de adicionar el DIAD gota a gota
(1.05 g, 5.20 mmol). A continuacion se eleva la temperatura lentamente hasta 5 °C por
adicion de acetona al bafo y la mezcla de reaccion se calienta a 30 °C durante 21 h. Tras
este tiempo, el disolvente se evapora a vacio y el crudo se purifica mediante
cromatografia en columna flash utilizando como eluyente EtOAc:hexano (1:8).

Liquido denso amarillento (2.03 g, 84 %). ‘H NMR (300 MHz, CDCl5)
0 8.33 (d, ]2.3=]5.5= 90, ZH, H3,5thoz), 7.85 (d, J2.3=J5.5= 90, ZH,
H2,6th02), 7.69 (dd, .]3.4= 77, J3.5= 11, 1H, H3ph), 7.39 (ddd, J3-4=
7.7, Jos=7.4, Ji= 1.1, 1H, H4p), 7.11 (ddd, Js.s= 7.8, Jp5= 7.4, J;.
s= 1.1, 1H, H5p), 6.47 (dd, Jss= 7.8, J.= 1.1, 1H, H6pp), 5.02 (d,
-]gem= 144, 1H, Ph'CHz), 4.96 (pSt, Jer-cur= 47, 1H, CHdiox), 4,94 (d,
Jper= 14.4, 1H, Ph-CH,), 3.91 (dd, Jyer= 14.1, J,=5.1, 1H, N-CH,),
S0, 3.89 — 3.77 (m, 4H, CHagiox), 3.48 (dd, Jyer= 14.1, J,;=5.1, 1H, N-
| Vi3 CH,), 0.97 (s, 9H, CH5-C-Si), 0.12 (s, 6H, CHs-Si). *C NMR (75 MHz,
CDCl5) & 150.32 (C4ptno2), 144.27 (Clpmnoz), 143.35 (C2p), 135.88
(Clpn), 129.55 (C2,6pmn02), 129.40 (C3pn), 128.46 (C4pn), 127.57
(C5pn), 127.37 (C6pp), 124.05 (C3,5pmn02), 101.70 (CHgiox), 65.14
(CHagi0x), 61.21 (Ph-CH,), 54.76 (N-CH;), 26.06 (CHs-C-Si), 18.71
(C-Si), -5.06 (CH3-Si). HRMS (m/z): Calculado para C,5Hs;N,0,SSiNa
(M + Na)™: 531.1699, encontrado: 531.1585 (desviacion - 2.3
ppm). Analisis Elemental: Cy3H3,N,0,SSi Tedrico (%): C 54.31, H
6.34, N 5.51. Obtenido (%): C 54.38; H 6.32, N 5.53.

OTBDMS

N-[2-( terc-Butildimetilsililoximetil)fenil]- A-[ 2-(1,3-dioxolan-2-il)etil]-4-
nitrobencensulfonamida (166)

Bajo atmosfera de argdn se prepara una disoluciéon de 163 (2.00 g, 4.73 mmol),
188 (559 mg, 4.73 mmol) y PPh; (1.49 g, 5.68 mmol) en THF anhidro (25 mL) que se
enfria a - 20 °C en un bafo de acetona y CO, antes de adicionar el DIAD gota a gota
(1.05 g, 5.20 mmol). A continuacion se eleva la temperatura lentamente hasta 5 °C por
adicion de acetona al bano y la mezcla de reaccion se calienta a 30 °C durante 21 h. Tras
este tiempo, el disolvente se evapora a vacio y el crudo se purifica mediante
cromatografia en columna flash utilizando como eluyente EtOAc:hexano (1:7).
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OTBDMS

Sélido blanco (1.75 g, 71 %). Pf: 107-108 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDC|3) 5 8.32 (d, J2_3=.]5_5= 86, 2H, H3,5th02), 7.84 (d, .]2_3=.]5_5=
8.6, 2H, H2,6 thoz), 7.66 (d, J5..= 7.5, 1H, H3Ph), 7.35 (pSt, J5.4= Iy
5= 7.5, 1H, H4py), 7.10 (pst, Js.s= Jps= 7.5, 1H, H5p), 6.43 (d, Jss=
7.5, 1H, H6p,), 4.94 (d, Jjer= 14.3, 1H, Ph-CH,-0), 4.87 (d, Jyer=
143, 1H, Ph'CHz), 4.80 (pSt, Jer-cv= 4.4, 1H, CHdiox), 4.03 - 3.92
(m, 1H, N-CH,), 3.92 — 3.75 (m, 4H, CHagiox), 3.43 — 3.30 (m, 1H, N-
CH,), 2.03 — 1.89 (m, 1H, N-CH,-CH,), 1.80 — 1.65 (m, 1H, N-CH,-
CH,), 0.92 (s, 9H, CH5-C-Si), 0.02 (s, 6H, CHs-Si). *C NMR (75 MHz,
CDCl5) d 150.41 (C4ppnoz), 144.08 (Clphnoz), 143.43 (C2p,), 135.38
(Clpn), 129.51 (C2,6pmn02), 129.38 (C3phn), 128.77 (C4pn), 127.64
(C5p), 126.93 (C6pn), 124.31 (C3,5pnn02), 102.11 (CHgox), 65.18
(CHadiox), 61.37 (Ph-CH,), 47.66 (N-CH,), 32.77 (N-CH,-CH,), 26.20
(CHs-C-Si), 18.62 (C-Si), -5.07 (CHs-Si). HRMS (m/z): Calculado
para C24H34N207$SiNa (M + Na)*: 5451856, encontrado: 545.1752
(desviacion - 0.4 ppm). Analisis Elemental: CyH34N,0,SSi Tedrico
(%): C 55.15, H 6.56, N 5.36. Obtenido (%): C 55.20; H 6.58, N
5.39.

N-[2-(terc-Butildimetilsililoximetil)fenil]- /[ 2-(1,3-dioxolan-2-il)metil]-5-

dansilamina (167)

Se prepara una disolucién de 164 (2.00 g, 4.67 mmol), 187 (486 mg, 4.67 mmol)
y PPhs (1.47 g, 5.60 mmol) en THF anhidro (25 mL) bajo atmdsfera de argon que se
enfria a - 20 °C en un bafio de acetona y CO, antes de adicionar el DIAD gota a gota
(1.04 g, 5.14 mmol). A continuacion se eleva la temperatura lentamente hasta 5 °C por
adicion de acetona al bafio y la mezcla de reaccion se calienta a 30 °C durante 21 h.
Finalmente, el disolvente se evapora a vacio y el crudo se purifica mediante cromatografia
en columna flash utilizando como eluyente EtOAc:hexano (1:9).

OTBDMS

Liquido denso amarillento (1.76 g, 68 %). ‘H NMR (300 MHz, CDCl5)
0 8.54 (d, J3.4= 84, ].H, H4dan)l 8.15 (d, J7.g= 87, ].H, H8dan)r 8.02
(dd, Jo.5= 7.5, Jo.= 1.1, H24an), 7.56 (d, J5..= 7.7, 1H, H3p), 7.42
(dd, J5..= 8.4, Jo.5= 7.5, 1H, H34an), 7.36 (dd, Jr.s= 8.7, Js.~= 7.6,
1H, H7gan), 7.30 — 7.26 (m, 1H, H4ph), 7.14 (d, Js.~= 7.6, 1H, Hbgan),
6.95 (ddd, Jss= 7.9, Jes= 7.5, J35= 1.2, 1H, H5p,), 6.64 (d, Jss=
7.9, 1H, H6p,), 5.02 (pst, Jow-cvo= 4.8, 1H, CHgiox), 4.85 (d, Jyer=
14.4, 1H, Ph-CH,), 4.57 (d, Jser= 14.4, 1H, Ph-CH,), 3.95 (dd, Jser=
14.1, J,= 4.9, 1H, N-CH,), 3.93 — 3.70 (m, 4H, CHag0x), 3.51 (dd,
Jger= 14.1, J,= 4.6, 1H, N-CH,), 2.88 (s, 6H, N-(CHs),), 0.92 (s,
9H, CHs-C-Si), 0.02 (s, 6H, CH5-Si). *C NMR (75 MHz, CDCl;)
151.47 (C54an), 143.00 (C2ph), 136.22 (Clph), 134.41 (Clyan), 131.14
(C24an), 130.67 (C4gan), 130.55 (CY9gan), 129.98 (Cl0Og4an), 129.51
(C6pn), 128.63 (C4pn), 127.88 (C74an), 127.64 (C3pn), 126.93 (C5pn),
123.21 (C3gan), 120.46 (C8yan), 115.32 (Cbuan), 102.20 (CHuiox),
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64.98 (CHadox), 61.10 (Ph-CH.), 54.58 (N-CH,), 45.54 (N-(CHs)),
26.08 (CHs-C-Si), 18.43 (C-Si), -5.31 (CHs-Si). HRMS (m/2):
Calculado para CyoH4:N,O0sSSi (M + H)™: 557.2427, encontrado:
557.2514 (desviacion 1.6 ppm). Andlisis Elemental: CygH4oN,05SSi
Tedrico (%): C 62.56, H 7.24, N 5.03; Obtenido (%): C 62.60, H
7.28, N 5.08.

N-[2-(terc-Butildimetilsililoximetil)fenil]- /[ 2-(1,3-dioxolan-2-il)etil]-5-

dansilamina (168)

Se prepara una disolucion de 164 (2.00 g, 4.67 mmol), 188 (552 mg, 4.67mmol)
y PPhs (1.47 g, 5.60 mmol) en THF anhidro (25 mL) bajo atmosfera de argdn que se
enfria a - 20 °C en un bafio de acetona y CO, antes de adicionar el DIAD gota a gota
(1.04 g, 5.14 mmol). A continuacion se eleva la temperatura lentamente hasta 5 °C por
adicion de acetona al bafio y la mezcla de reaccion se calienta a 30 °C durante 21 h.
Finalmente, el disolvente se evapora a vacio y el crudo se purifica mediante cromatografia
en columna flash utilizando como eluyente EtOAc:hexano (1:9).

N\/\(\o>

o

OTBDMS

Liquido denso amarillento (2.43 g, 91 %). '*H NMR (300 MHz, CDCl5)
0 8.54 (d, J5..= 8.5, 1H, H44.,), 8.17 (d, J-4= 8.7, 1H, H84an), 8.05
(dd, .]2.3= 75, .]2.4= 12, H2dan)/ 7.56 (d, J3.4= 74, 1H, H3ph), 7.44
(dd, .]3.4= 85, .]2.3= 75, 1H, H3dan), 7.38 (dd, .]7.g= 87, J5.7= 75,
1H, H74an), 7.29 (ddd, Jps= 7.6, J54= 7.4, Jss= 1.1, 1H, H4p,), 7.14
(d, .]5.7= 75, 1H, H6dan), 7.00 (ddd, J5.5= 80, .]4.5= 76, J3.5= 15,
1H, H5Ph)/ 6.67 (dd, Ts.6= 80, Jis= 08, 1H, H6Ph), 4.81 (pSt, Jey-
= 4.6, 1H, CHgox), 4.71 (d, Jpew= 14.1, 1H, Ph-CH,), 4.58 (d,
Jper= 14.1, 1H, Ph-CH,), 3.95 — 3.88 (m, 1H, N-CH,), 3.89 — 3.71
(m, 4H, CHagiox), 3.64 — 3.53 (m, 1H, N-CH;), 2.88 (s, 6H, N-(CHs),),
1.95 - 1.86 (m, 1H, N-CH,-CH,), 1.81 — 1.73 (m, 1H, N-CH,-CH,),
0.90 (s, 9H, CH5-C-Si), 0.02 (s, 6H, CHs-Si). *C NMR (75 MHz,
CDCl5) & 151.60 (C5gan), 142.90 (C2pn), 135.53 (Clpn), 134.66
(Clgan), 131.13 (C24an), 130.60 (C4gan), 130.52 (CY9gan), 130.06
(C104an), 129.49 (C6ppn), 128.66 (C4pn), 128.07 (C74an), 127.88
(C3ph), 127.15 (C5pn), 123.30 (C3gan), 120.50 (C8gan), 115.34 (Cbgan),
102.34 (CHgiox), 65.01 (CHagix), 61.22 (Ph-CH,), 47.20 (N-CH,),
45.59 (N-(CHs),), 33.01 (N-CH,-CH,), 26.10 (CHs-C-Si), 16.46 (C-
Si), -5.26 (CH5-Si). HRMS (m/z): Calculado para C3pH43N20sSSi (M +
H)*: 571.2584, encontrado: 571.2662 (desviacion - 0.9 ppm).
Analisis Elemental: C3oH4,N,0sSSi Tedrico (%): C 63.12, H 7.42, N
4.91; Obtenido (%): C 63.18, H 7.48, N 5.01.
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N-[2-(1,3-dioxolan-2-il)metil]- /(2-hidroximetilfenil)-4-nitrobencensulfo-
namida (169) y AMA-[2-(1,3-dioxolan-2-il)metil]-2-(4-nitrofenoximetil)anilina
(189)

Se afiade TBAF (1.07 g, 3.40 mmol) a una disolucion de 165 (1.73 g, 3.40 mmol)
en THF anhidro (20 mL). La reaccion se agita bajo atmdsfera de argdn durante 3 h a
temperatura ambiente. El disolvente se elimina al rotavapor y el residuo se disuelve
(CH.Cl,). Se lava (H,0), la fase organica se seca (Na,S0,) y se concentra a vacio. El crudo
se purifica mediante cromatografia en columna flash utilizando como eluyente
EtOAc:hexano (1:3 — 1:1), lo que permite separar los compuestos 169 y 189.

169: Solido blanco (643 mg, 48 %). Pf: 135-136 °C. 'H NMR (300
MHZ, CDC|3) 0 8.34 (d, J2_3=J5_5= 90, 2H, H3,5thoz), 7.83 (d, Jz.
3=]5_5= 90, 2H, H2,6 thoz), 7.64 (dd, J3_4= 76, .]3_5= 15, 1H, H3ph),
7.40 (ddd, .J3_4= 76, .]4_5= 75, .]4_5= 12, ].H, H4ph), 7.17 (ddd, .]5_5=
NO2 76, ]4_5= 75, .J3_5= 15, 1H, H5ph), 6.40 (dd, .]5_5= 76, .]4_5= 12, 1H,
H6ph), 5.07 (dd, -]CH-CH2= 56, 41, 1H, CHdiox), 4.93 (d, Jgem= 125,
1H, Ph-CH,), 4.75 (d, Jyem= 12.5, 1H, Ph-CH,), 3.98 (dd, Jyen= 14.0,
$02 97\ | Ju= 4.1, 1H, N-CH,), 3.95 - 3.80 (m, 4H, CHaior), 3.32 (dd, Joen=
@Q‘%o 14.0, J,= 5.7, 1H, N-CH,). *C NMR (75 MHz, CDCl;) & 150.50

(C4pnoz), 143.36 (Clpmoa), 142.81 (C2p), 137.50 (Clen), 131.99
OH (C3p), 129.90 (C4pn), 129.58 (C2,6pmo2), 128.86 (C5p), 127.26
(C6pr), 124.27 (C3,50mo02), 102.06 (CHgiox), 65.18 (CHadioy), 61.30
(Ph-CH;), 55.17 (N-CH;). HRMS (m/z): Calculado para
Ci7HigN,O;SNa (M + Na)*™: 417.0835, encontrado: 417.0733
(desviacion 0.2 ppm). Analisis Elemental: C;7H;sN,0,S Tedrico (%):
C51.77, H4.60, N 7.10. Obtenido (%): C 51.80; H 4.65, N 7.06.

189: Sdlido blanco (240 mg, 22 %). Pf: 125-126 °C. *H NMR (300
MHZ, CDC|3) 0 8.21 (d, J2.3=J5.5= 93, 2H, H3,5th02), 7.28 (ddd, .]4.5

0 Js6= 78, T560 Ja5= 76, J3.5= 16, ].H, H5ph), 7.21 (dd, To.4= 77,

H\/i} .]3.5= 16, 1H, H3ph), 7.08 (d, J2.3=J5.5= 93, ZH, H2,6th02), 6.80 —
©/\ 6.72 (m, 2H, H4p, y H6pp), 5.15 — 5.11 (m, 1H, CHgiox), 5.14 (s, 2H,
) Ph-CH,), 4.62 (s, 1H, NH), 3.97 — 3.86 (m, 4H, CHaiox), 3.39 (d,
Jonz-a= 3.8, 2H, N-CH;). °C NMR (75 MHz, CDCl;) & 163.44

© (C4pinoz), 147.45 (Clpy), 142.02 (Clpnnoz), 130.68 (C3ph), 130.41
Lo, (C5pr), 126.02 (C3,5pmo02), 119.83 (C2p), 117.56 (C4pn), 115.23
(C2,6pmn02), 111.65 (C6pp), 102.41 (CHgox), 70.46 (Ph-CH,), 65.44

(CHagiox), 46.44 (N-CH,). HRMS (m/z): Calculado para C;;H;9N,Os (M
+ H)*: 331.1216, encontrado: 331.1293 (desviacion - 0.3 ppm).
Analisis Elemental: C;;H;gN,Os Tedrico (%): C 61.81, H 5.49, N
8.48. Obtenido (%): C 61.78, H 5.50, N 8.44.
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N-[2-(1,3-dioxolan-2-il)etil]- A-(2-hidroximetilfenil)-4-nitrobencensulfonamida
(170) y N-[2-(1,3-dioxolan-2-il)etil]-2-(4-nitrofenoximetil)anilina (190)

Se afiade TBAF (372 mg, 1.18 mmol) a una disolucién de 166 (616 mg, 1.18
mmol) en THF anhidro (7 mL). La reaccion se agita durante 3 h a temperatura ambiente
bajo atmdsfera de argdn. Se elimina el disolvente al rotavapor. El residuo se disuelve
(CH.Cly) y se lava (H,0). La fase organica se seca (Na,SO,) y se concentra a vacio. Se
purifica mediante cromatografia en columna flash utilizando como eluyente un gradiente
de disolventes EtOAc:hexano (1:3 — 1:1), lo que permite separar los compuestos 170 y

190.

NO,

Y

SR
s

NO,

170: Sélido amarillento (304 mg, 78 %). Pf: 63-64 °C. 'H NMR (300
MHZ, CDC|3) 0 8.35 (d, J3.=Ts.6= 88, 2H, H3,5thoz), 7.84 (d, Jo.
3=]5_5= 88, 2H, H2,6 thoz), 7.67 (d, .]3_4= 77, 1H, H3ph), 7.41 (pSt,
]3_4= .J4_5= 77, ].H, H4ph), 7.18 (pSt, .]5_5= .]4_5= 77, 1H, H5ph), 6.41
(d, Js6= 7.7, H6pp), 4.84 (d, Jyer= 12.6, 1H, Ph-CH,-O), 4.80 (pst,
.]C/-/-C/-/Zz 42, ].H, CHdiox)/ 463 (dd, Jgem= 126, JV/'C= 74, 1H, Ph'
CH,), 4.05 - 3.96 (m, 1H, N-CH;), 3.91 — 3.71 (m, 4H, CHagiox), 3.35
—3.23 (m, 1H, N-CH,), 1.96 — 1.83 (m, 1H, N-CH,-CH,), 1.72 - 1.60
(m, 1H, N-CH,-CH,). *C NMR (75 MHz, CDCl3) & 150.28 (C4pnoz),
143.28 (Clpwnoz), 142.78 (C2pn), 136.38 (Clpn), 131.73 (C3pn),
129.75 (C4pp), 129.50 (C2,6pnn02), 128.87 (C5pn), 126.75 (C6pn),
124.32 (C3,5pmn02), 102.02 (CHgiox), 65.16 (CHagiox), 61.08 (Ph-CH,),
47.63 (N-CH), 32.42 (N-CH,-CH,). HRMS (m/z): Calculado para
CigH19N,05S (M - H)*: 407.0991, encontrado: 407.0922 (desviacion
0.2 ppm). Anadlisis Elemental: CigH,N,0,S Tedrico (%): C 52.93, H
4.94, N 6.86; Obtenido (%): C 52.80; H 4.90, N 6.88.

190: Sdlido amarillento (60.9 mg, 15 %). Pf: 106-107 °C. *H NMR
(300 MHz, CDCl5) *H NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.22 (d, Jo5=Jss=
9.2, ZH, H3,5th02), 7.30 (ddd, 450 Jsg= 79, J560 Jg5= 76, J3.5=
1.3, 1H, H5p), 7.21 (dd, J5.4= 7.3, J5.5= 1.3, 1H, H3p), 7.08 (d, T
=Js6= 9.2, 2H, H2,6pnn02), 6.75 — 6.72 (m, 2H, H4p, y H6p,), 5.14
(s, 2H, Ph-CH,), 4.97 (s, 1H, NH), 4.95 (t, Jov-cvo= 4.4, 1H, CHgiox),
3.91 — 3.63 (m, 4H, CHagiox), 3.31 (t, Jowz-cvz= 6.2, 2H, N-CH,), 2.07
- 1.99 (m, 2H, N-CH,-CH,). *C NMR (75 MHz, CDCl;) & 163.84
(C4ptno2), 147.65 (Clpn), 141.87 (Clpnoz), 130.76 (C3pn), 130.51
(C5pn), 125.99 (C3,5pmn02), 119.35 (C2p), 116.89 (C4p,), 115.09
(C2,6pmn02), 111.05 (C6p), 104.14 (CHgiox), 70.15 (Ph-CH,-0O), 64.96
(CHagiox), 39.09 (N-CH,), 33.00 (N-CH,-CH,). HRMS (m/z): Calculado
para CisH1N,O,S (M + H)*: 345.1372, encontrado: 345.1444
(desviacién — 1.7 ppm). Andlisis Elemental: C;gH,oN,0;S Tedrico
(%): C 52.93, H 4.94, N 6.86. Obtenido (%): C 52.98, H 4.99, N
6.90.
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N-[2-(1,3-dioxolan-2-il)metil]- /(2-hidroximetilfenil)-5-dansilamina (171)

A una disolucion de 167 (1.67 g, 3.01 mmol) en THF anhidro (18 mL), se afade
TBAF (950 mg, 3.01 mmol). La reaccién se agita durante 3 h a temperatura ambiente
bajo atmdsfera de argon. Se elimina el disolvente al rotavapor y el crudo de reaccion se
disuelve (CH,Cl,). Se lava (H,0) y la fase organica se seca (Na,SO4). Se concentra a vacio
y se purifica mediante cromatografia flash en columna utilizando como eluyente un
gradiente de disolventes EtOAc:hexano (1:3 — 1:1).

Sélido amarillento (1.33 g, 100 %). Pf: 58-59 °C. *H NMR (300 MHz,
CDCls) 6 8.57 (d, J5..= 8.4, 1H, H44,,), 8.05 — 8.02 (m, 2H, H24an ¥
H8dan), 7.57 (dd, J3_4= 77, J3_5= 15, 1H, H3ph), 7.45 (dd, .]3_4= 84,
N, ~ ]2_3= 75, ].H, H3dan), 7.32 (dd, J7_g= 86, J5_7= 76, 1H, H7dan), 7.29
(ddd, J5..= 7.7, Jss= 7.5, Jus= 0.8, 1H, Hdpy), 7.14 (d, Js.= 7.6, 1H,
OO H6dan), 6.92 (ddd, J5_5= 80, J4_5= 75, J3_5= 17, 1H, H5ph), 6.31 (dd,
S0, o Js.6= 80, Jr6= 08, 1H, H6ph), 5.11 (pSt, Jer-cH= 48, 1H, CHdiox),
,5%3 4,92 (dd, Jyer= 12.4, Ju= 5.2, 1H, Ph-CH,), 4.70 (dd, Jer= 12.4,
@ °© | Ju= 5.3, 1H, Ph-CH,), 4.15 (dd, Jyer= 14.1, Ju= 4.3, 1H, N-CH,),
3.94 — 3.76 (M, 4H, CHagiox), 3.25 (dd, Jyem= 14.1, J= 5.5, 1H, N-
oH CH.), 2.88 (s, 6H, N-(CHs),). *C NMR (75 MHz, CDCl;) & 151.59
(C54an), 142.86 (C2ph), 138.03 (Clpn), 133.64 (Clgan), 131.42 (C3ph),
131.39 (C24an), 130.99 (C4yan), 130.61 (C9gan), 130.05 (C104an),
129.17 (C4py), 128.80 (C6pp), 128.36 (C5pn), 128.00 (C74an), 123.22
(C34an), 120.34 (C8yan), 115.40 (C6yan), 102.54 (CHgox), 65.03
(CHagiox), 61.53 (Ph-CH,), 55.07 (N-CH,), 45.57 (N-(CHs);). HRMS
(m/z): Calculado para Cy3H27N,05S (M + H)*: 443.1562, encontrado:
443.1637 (desviacion - 0.9 ppm). Analisis Elemental: Cy3H;6N,05S
Tedrico (%): C 62.42, H 5.92, N 6.33; Obtenido (%): C 62.54, H

5.98, N 6.36.

N-[2-(1,3-dioxolan-2-il)etil]- /-(2-hidroximetilfenil)-5-dansilamina (172)

Se afade TBAF (1.33 g, 4.20 mmol) a una disolucion de 168 (2.40 g, 4.20 mmol)
en THF anhidro (25 mL). La reaccion se agita bajo atmodsfera de argdn durante 3 h a
temperatura ambiente. Se elimina el disolvente al rotavapor y el residuo se disuelve
(CH.Cl). Se lava (H,0) y la fase organica se seca (Na,S0O,). Se concentra a vacio y se
purifica mediante cromatografia en columna flash utilizando un gradiente de disolventes
EtOAc:hexano (1:3 — 1:1).

— Slido amarillento (1.58 g, 100 %). Pf: 65-66 °C. 'H NMR (300 MHz,
N CDCls) & 8.56 (d, Jss= 8.4, 1H, Hdgan), 8.08 (d, Jrs= 8.7, 1H, H8uan),
OO 8.05 (dd, Jos= 7.5, Jos= 1.1, 1H, H24m), 7.60 (dd, Jsi= 7.6, Js.s=

T 1.5, 1H, H3p), 7.46 (dd, J;..= 8.4, Jo.5= 7.5, 1H, H3aan), 7.34 (dd, I

'L 2 o 8= 87, J5.7= 76, 1H, H7dan)l 7.30 (ddd, .]3.4= 76, .]4.5= 75, .]4.5= 08,

~NY ) 1H, H4p), 7.14 (d, Js.= 7.6, 1H, H6gan), 6.95 (ddd, Jse= 7.9, Jps=

@ © 7.5, Jss= 1.5, 1H, H5p), 6.37 (dd, Jss= 7.9, Jue= 0.8, 1H, H6pr),
OH
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4.89 (d, Jgem= 123, 1H, Ph'CHz), 4.82 (pSt, Ien-cv= 4.4, 1H, CHdiox),
4.62 — 4.53 (m, 1H, Ph-CH,), 4.14 — 4.02 (m, 1H, N-CH,), 3.93 —
3.73 (m, 4H, CHagiox), 3.45 — 3.36 (m, 1H, N-CH;), 2.89 (s, 6H, N-
(CHs)), 1.95 — 1.85 (m, 1H, N-CH,-CH,), 1.73 — 1.62 (m, 1H, N-
CH,-CH,). **C NMR (75 MHz, CDCl5) 8 151.63 (C5qan), 142.62 (C2p1),
136.69 (Clpn), 133.87 (Clgan), 131.29 (C3pn), 131.27 (C24an), 130.85
(C4gan), 130.52 (C9an), 130.06 (ClOgn), 129.11 (C4pn), 128.82
(C6pn), 128.36 (C5p), 127.94 (C74an), 123.27 (C34an), 120.33 (C84an),
115.37 (C6uan), 102.26 (CHaox), 65.05 (CHadgiox), 61.22 (Ph-CH.),
47.44 (N-CH,), 45.57 (N-(CHs)), 32.75 (N-CH,-CH,). HRMS (m/z):
Calculado para CyHxN,OsS (M + H)*: 457.1719, encontrado:
457.1797 (desviacion 0.0 ppm). Analisis Elemental: Cy4H;sN,0sS
Tedrico (%): C 63.14, H 6.18, N 6.14; Obtenido (%): C 63.18, H
6.20, N 6.19.

1.1.1. Metodologia general de sintesis de los compuestos 173 —-176

Bajo atmodsfera de argdn se prepara una mezcla de PPh; (2.2 equiv.), 169 (1
equiv.) y la purina correspondiente (1 equiv.) en THF anhidro (5 mL) que se enfria a -20
°C en un bano de acetona y CO, antes de adicionar el DIAD (2.2 equiv.) gota a gota. Se
eleva la temperatura de la mezcla de reaccidon lentamente hasta 5 °C por adicion de
acetona al bafio y se irradia en microondas a 140 °C durante 25 min. El disolvente se
evapora a vacio y el crudo de reaccidn se purifica por cromatografia flash utilizando como
eluyente una mezcla de disolventes EtOAc:hexano (1:1).

6-Cloro-9-(2-{ /-[(1,3-dioxolan-2-il)metil]- -(4-nitrofenilsulfonil)amino}
fenilmetil)-9 #-purina (173)

S

@Q%S

N

N
Wy
—N

Cl

Sélido blanco (71.6 mg, 53 %). Pf: 220-221 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDCls) © 8.80 (s, 1H, H2,), 8.38 (s, 1H, H8,y), 8.35 (d, Jo5=Ts6=
8.8, ZH, H3,5th02), 7.84 (d, J2.3=J5.5= 88, 2H, H2,6th02), 7.29 —
7.25 (m, 1H, H5p,), 7.21 — 7.17 (m, 1H, H4e), 7.05 (d, Js6= 7.3,
1H, H6ph), 6.49 (d, J5..~= 7.3, 1H, H3p), 5.92 (d, Jjer= 16.2, 1H, Ph-
CH,), 5.85 (d, Jjem= 16.2, 1H, Ph-CH,), 5.18 — 5.15 (m, 1H, CHgiox),
4.16 — 4.04 (m, 1H, N-CH,), 4.01 — 3.82 (m, 4H, CHag0x), 3.30 (dd,
Jpen= 13.9, J,i= 5.6, 1H, N-CH,). °C NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm)
= 152.69 (C4pur), 152.35 (Czpur)l 151.23 (C6pur)l 150.64 (C4th02),
146.49 (C8,u), 142.77 (Clpwnoz), 137.98 (Clp), 137.64 (C2p),
131.47 (C5pu), 129.92 (C5pn), 129.56 (C2,6pmn02), 129.30 (C4ph),
129.14 (C6pn), 127.31 (C3pn), 124.41 (C3,5pmn02), 101.88 (CHgiox),
65.33 (CHagiox), 54.92 (N-CH;), 43.41 (Ph-CH,;). HRMS (m/z):
Calculado para C;HyCINgOsS (M + H)™: 531.0775, encontrado:
531.0845 (desviacion 0.3 ppm). Andlisis Elemental: CyH19CINgO6S
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Tedrico (%): C 49.77, H 3.61, N 15.83. Obtenido (%): C 49.81, H
3.65, N 15.85.

6-Bromo-9-(2-{ /-[(1,3-dioxolan-2-il)metil]- A (4-nitrofenilsulfonil)amino}
fenilmetil)-9 A-purina (174)

NO,

S

0O,
-

N
Y

Br

Sdlido amarillento (46.7 mg, 44 %). Pf: 198-199 °C. 'H NMR (300
MHz, CDCl5) & 8.75 (s, 1H, H2,,), 8.38 (s, 1H, H8,), 8.35 (d, J--
3=.J5.5= 87, 2H, H3,5th02), 7.84 (d, .]2_3=.]5_5=8.7, 2H, H2,6th02),
7.28 — 7.25 (m, 1H, H5p,), 7.20 — 7.17 (m, 1H, H4p), 7.05 (d, Js.6=
7.7, 1H, H6py), 6.45 (d, J5.4= 7.7, 1H, H3pp), 5.92 (d, Jpem= 16.1, 1H,
Ph-CHz), 5.84 (Cl, Jgem= 161, 1H, Ph'CHz), 5.16 (dd, -]CH—CH2= 56,
4.3, 1H, CHgiox), 4.09 (dd, Jyer= 14.1, J;= 4.0, 1H, N-CH,), 4.00 —
3.83 (m, 4H, CHadiox), 3.30 (dd, Jyen= 14.1, J,= 5.6, 1H, N-CH,). °C
NMR (75 MHz, CDCl5): & (ppm) = 152.34 (C2,,), 151.48 (C4,ur),
150.41 (C4pnnoz), 146.37 (C8pur), 153.37 (C6pur), 142.77 (Clpnnoz),
138.00 (Clph), 137.66 (C2pn), 134.09 (C5pur), 129.95 (C5pn), 129.58
(C2,6pmn02), 129.33 (C4ppn), 129.19 (C6pn), 127.30 (C3pn), 124.43
(C3,5pn02), 101.96 (CHgiox), 65.25 (CHagiox), 55.16 (N-CH,), 43.59
(Ph-CH,). HRMS (m/z): Calculado para CHi9BrNsOsSNa (M + Na)*:
597.0270, encontrado: 597.0159 (desviacion -0.9 ppm). Analisis
Elemental: CyHi19BrN¢OsS Tedrico (%): C 45.92, H 3.33, N 14.61.
Obtenido (%): C 45.98, H 3.38, N 14.69.

2,6-Dicloro-9-(2-{ A-[(1,3-dioxolan-2-il)metil]- A (4-nitrofenilsulfonil)amino}
fenilmetil)-9 #-purina (175)

NO,

Cr

N
N
(l\\l //;?/CI

Cl

Sélido amarillento (91.5 mg, 53 %). Pf: 212-213 °C. '*H NMR (300
MHZ, CDC|3) 0 8.38 (d, Jo=Ts6= 89, 2H, H3,5th02), 8.34 (S, 1H,
H8pur), 7.84 (d, J2.3=.]5.5= 89, 2H, H2,6thoz), 7.30 (ddd, .]4.5= 78,
.]5.5= 76, J3.5= 13, ].H, H5ph), 7.20 (ddd, J4.5= 78, .]3.4= 76, .]4.5=
1.4, 1H, H4py), 6.80 (dd, Js.6= 7.6, Jos= 1.4, 1H, H6py), 6.47 (dd, J5
+~ 7.6, J35= 1.3, 1H, H3p), 5.90 (d, Jyen= 16.2, 1H, Ph-CH,), 5.80
(d, Jper= 16.2, 1H, Ph-CH,), 5.15 (dd, Jor-cv= 6.0, 4.1, 1H, CHaiox),
4.09 (dd, Jyer= 13.8, J,= 4.4, 1H, N-CH;), 4.00 — 3.86 (m, 4H,
CHadiox), 3.28 (dd, Jyen= 13.8, J,= 5.6, 1H, N-CH;). *C NMR (75
MHz, CDCl3) d 153.97 (C4,ur), 153.36 (C2,ur), 151.99 (C6pur), 150.68
(Clpinoz), 147.21 (C8pyr), 142.71 (Clpnnoz), 137.71 (C2p), 137.56
(Clpn), 130.67 (C5pyr), 130.01 (C5pn), 129.56 (C2,6pnn02), 129.49
(C4pn), 129.10 (C6pn), 127.32 (C3pn), 124.46 (C3,5pmn02), 101.85
(CHgiox), 65.28 (CHagiox), 55.19 (N-CH,), 43.75 (Ph-CH,). HRMS
(m/z): Calculado para CyHisCLhNeOsSNa (M + Na)™: 587.0386,
encontrado: 587.0276 (desviacién - 1.2 ppm). Analisis Elemental:
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CyoH15ClNgOGS Tedrico (%): C 46.74, H 3.21, N 14.86; Obtenido
(%): C 46.81, H 3.25, N 14.92.

9-(2-{ /[ (1,3-dioxolan-2-il)metil]- /- (4-nitrofenilsulfonil)amino}fenilmetil)-
9 H-adenina (176)

Sélido amarillento (28.5 mg, 18 %). Pf: 227-228 °C. 'H NMR (300
MHz, CDCl;) & 8.42 (s, 1H, H2,), 8.37 (d, J.5=Js6= 8.8, 2H,
H3,5thoz), 8.04 (S, 1H, H8pur), 7.86 (d, JLs=Js= 8.8, 2H,
H2,6pmn02), 7.28 — 7.25 (m, 1H, H5p,), 7.17 — 7.14 (m, 1H, H4),

NG 7.07 (d, Jss= 7.9, 1H, H6p), 6.44 (d, 5= 7.9, 1H, H3pn), 5.98 (s,

2H, NHapu), 5.82 (d, Jen= 16.2, 1H, Ph-CH,), 5.77 (d, Jyer= 16.2,

805 o ].H, Ph'CHz), 5.17 (pSt, Jen-cr= 49, 1H, CHdiox), 4.09 (dd, Jgem=

! %3 13.8, J,= 4.3, 1H, N-CH,), 4.01 — 3.85 (m, 4H, CHagiox), 3.33 (dd,

© | Jem= 13.8, J;= 5.5, 1H, N-CH,). °C NMR (75 MHz, CDCls) & 155.08

@ (C6pur), 152.41 (C2,u), 152.40 (C4py), 150.65 (Cdprnoz), 150.64
. / N\> (C8pur), 142.13 (Clpmoa), 138.76 (C2p), 138.13 (Clp), 137.37
N (C5pur), 129.91 (C5pn), 129.58 (C2,6pmo2), 129.25 (C4pn), 128.97
HoN (C6pn), 127.30 (C3pn), 124.39 (C3,5pmm02), 101.89 (CHgox), 65.28

(CHadiox), 55.13 (N-CH,), 43.09 (Ph-CH,). HRMS (m/z): Calculado
para CxpH»N,06S (M + H)*: 512.1274, encontrado: 512.1358
(desviacion 1.2 ppm). Analisis Elemental: C;;H,:N;06S Tedrico (%):
C 51.66, H 4.14, N 19.17; Obtenido (%): C 51.70, H 4.19, N 19.22.

1.1.2. Metodologia general de sintesis de los compuestos 177 — 182

Bajo atmosfera de argon se prepara una mezcla de PPhs (1.1 equiv. para 177, 2.2
equiv. para 178-182), 170 (1 equiv.) y 5-FU o la purina correspondiente (1 equiv.) en
THF anhidro (5 mL) que se enfria a -20 °C en un bafio de acetona y CO, antes de
adicionar el DIAD (1.1 equiv. para 177, 2.2 equiv. para 178-182) gota a gota. Se eleva
la temperatura de la mezcla de reaccidn lentamente hasta 5 °C por adicion de acetona al
bafio y se irradia en microondas a: 140 °C durante 25 min para 177, 178, 180 y 181, a
160 °C durante 1 h para 179 y a 100 °C durante 10 min para 182. El disolvente se
evapora a vacio y el crudo de reaccidn se purifica por cromatografia flash utilizando como
eluyente una mezcla de disolventes EtOAc:hexano (1:1).

6-Cloro-9-(2-{ /[(1,3-dioxolan-2-il)etil]- A (4-nitrofenilsulfonil)amino}
fenilmetil)-9 #-purina (177)

Sélido amarillento (18.5 mg, 14 %). Pf: 80-81 °C. 'H NMR (300
MHz, CDCl3) & 8.78 (s, 1H, H2p,), 8.38 (s, 1H, H8,), 8.38 (d, J-
=Js6= 8.9, 2H, H3,5pnn02), 7.85 (d, J>5=Js6= 8.9, 2H, H2,6pnn02),
7.31 = 7.25 (m, 1H, H5p), 7.21 (ddd, Jys= 7.7, Jys= 7.7, Jug= 1.3,
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NO,

o
N 0,
CoD
N
g
—N

Cl

1H, H4p,), 6.49 (dd, J5.= 7.7, J35= 1.3, 1H, H3p,), 6.41 (dd, Js6=
7.7, Jee= 1.3, 1H, H6py), 5.89 (d, Jen= 16.2, 1H, Ph-CH,), 5.79 (d,
-Jgem= 162, 1H, Ph'CHz), 4.92 (pSt, Jen-c= 41, 1H, CHdiox), 4.26 —
4.07 (m, 1H, N-CH,), 3.99 — 3.77 (m, 4H, CHagox), 3.41 — 3.28 (m,
1H, N-CH,), 2.07 — 1.95 (m, 1H, N-CH,-CH,), 1.89 — 1.75 (m, 1H, N-
CH,-CH,). *C NMR (75 MHz, CDCl5) & 152.52 (C4,u), 152.48 (C2,ur),
151.35 (C6pu), 150.67 (CApnnoz), 146.28 (C8pur), 142.73 (Clpmnoa),
137.70 (Clpn), 136.93 (C2pn), 131.12 (C5py), 129.86 (C5pn), 129.65
(C2,6pmn02), 129.44 (C4pn), 129.23 (C6pn), 126.99 (C3pn), 124.42
(C3,5pmn02), 102.06 (CHaiox), 65.25 (CHadiox), 47.58 (N-CH,), 43.93
(Ph-CH;), 32.44 (N-CH,-CH,). HRMS (m/z): Calculado para
CsHnCINeOsS (M + H)*: 545.0932, encontrado: 545.1012
(desviacion 0.4 ppm). Analisis Elemental: Cy3H,1CINgOsS Tedrico
(%): C 50.69, H 3.88, N 15.42. Obtenido (%): C 50.73, H 3.92, N
15.47.

6-Bromo-9-(2-{ N-[(1,3-dioxolan-2-il)etil]- *-(4-nitrofenilsulfonil)amino}
fenilmetil)-9 #-purina (178)

NO,

Q
SN

N
VO
—N

Br

Sélido amarillento (45.4 mg, 32 %). Pf: 80-81 °C. 'H NMR (300
MHz, CDCl5) & 8.72 (s, 1H, H2,,), 8.42 (s, 1H, H8,), 8.37 (d, J-.
=Js6= 8.8, 2H, H3,5pmn02), 7.84 (d, J>-5=Js6= 8.8, 2H, H2,6pmn02),
7.27 (pSt, Ts6=T45= 73, 1H, H5Ph)l 7.19 (pst, Ja5=J3.4~= 73, 1H,
H4Ph)/ 7.05 (d, .]5.5= 73, 1H, H6Ph)l 6.48 (d, .]3.4= 73, 1H, H3ph),
5.87 (d, Jjem= 16.1, 1H, Ph-CH,), 5.78 (d, Jser= 16.1, 1H, Ph-CH,),
4.90 (pSt, Jen-cr= 40, 1H, CHdiox)l 4.24 — 4.08 (m, 1H, N'CHz), 4.00
—3.75 (m, 4H, CHagiox), 3.40 — 3.25 (m, 1H, N-CH,), 2.08 — 1.94 (m,
1H, N-CH,-CH.), 1.87 — 1.74 (m, 1H, N-CH,-CH,). *C NMR (75 MHz,
CDCl;) & 152.52 (C2,,), 151.28 (C4,,), 151.20 (C6,,), 150.64
(Clpino2), 146.13 (C8pur), 142.60 (Clpnnoz), 137.35 (Clpn), 136.99
(C2ph), 134.11 (C5py), 129.86 (C5pn), 129.70 (C2,6phn02), 129.65
(C4pn), 129.59 (C6pn), 126.98 (C3pn), 124.43 (C3,5pnn02), 102.00
(CHgiox), 65.24 (CHagiox), 47.47 (N-CHy), 44.12 (Ph-CH,), 32.38 (N-
CHz'gHz). HRMS (m/z): Calculado para Ca3H25BrNgOsS (M + H)+:
589.0427, encontrado: 589.0497 (desviacién 0.8 ppm). Andlisis
Elemental: CysH,i1BrNgOsS Tedrico (%): C 45.92, H 3.33, N 14.61.
Obtenido (%): C 45.98, H 3.38, N 14.69.

2,6-Dicloro-9-(2-{ A-[(1,3-dioxolan-2-il)etil]- (4-nitrofenilsulfonil)amino}
fenilmetil)-9 #-purina (179)

Sélido blanco (67.2 mg, 32 %). Pf: 80-81 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDCl3) 0 8.39 (s, 1H, H8u), 8.36 (d, Jo.5=Jss= 8.5, 2H, H3,5pnn02),
7.85 (d, J>5=Js6= 8.5, 2H, H2,6pnn02), 7.30 (pst, Js.=Jss5= 7.5, 1H,
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H5p), 7.22 (pst, Jps=J54= 7.5, 1H, H4p,), 7.06 (d, Js.s= 7.5, 1H,
H6pn), 6.48 (d, J5.4= 7.5, 1H, H3p), 5.80 (d, Jper= 16.0, 1H, Ph-
CHz), 5.70 (d, Jgem= 160, 1H, Ph'CHz), 4,93 (pst, Jer-cHz= 38, 1H,
CHgiox), 4.21 — 4.09 (m, 1H, N-CH,), 3.97 — 3.72 (m, 4H, CHagiy),
3.33 - 3.21 (m, 1H, N-CH,), 2.04 — 1.93 (m, 1H, N-CH,-CH,), 1.84 —
1.71 (m, 1H, N-CH,-CH,). *C NMR (75 MHz, CDCl;) & 153.86
(C4pur), 153.39 (C2,y), 152.05 (C6py), 150.64 (C4pnnoz), 146.95
(C8pur), 142.62 (Clpmnoz), 137.31 (Clpn), 136.90 (C2p), 131.51
(C5pur), 130.71 (C5pn), 129.90 (C2,6pmn02), 129.61 (C4pn), 129.19
(C6pn), 126.98 (C3ph), 124.43 (C3,5pmn02), 101.98 (CHgiox), 65.25
(CHagiox), 47.33 (N-CH,), 43.90 (Ph-CH,), 32.22 (N-CH,-CH,). HRMS
(m/z): Calculado para Cy;H;ChNeOsS (M + H)™: 579.0542,
encontrado: 579.0616 (desviacién 1.6 ppm). Analisis Elemental:
C23H20C|2N5055 Tedrico (0/0): C 4768, H 348, N 1450, Obtenido
(%): C 47.72, H 3.53, N 14.54.

9-(2-{ /[ (1,3-Dioxolan-2-il)etil]- - (4-nitrofenilsulfonil)amino}fenilmetil)-9 A-

adenina (180)

NO,

-

N
V0
=N

P\

Sélido blanco (93.0 mg, 48 %). Pf: 172-173 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDC|3) 6 8.38 (S, 1H, H2pur), 8.36 (d, J2.3=J5.5= 88, 2H, H3,5th02),
8.04 (S, 1H, H8pur), 7.86 (d, Jo=Ts 6= 88, 2H, H2,6th02), 7.28 —
7.25 (m, 1H, H5p,), 7.19 — 7.15 (m, 1H, H4p), 7.07 (d, Js6= 7.9,
1H, H6pp), 6.45 (d, J5..= 7.9, 1H, H3p), 5.75 (d, Jer= 16.2, 1H, Ph-
CHz), 5.71 (d, -]gem= 162, 1H, Ph'CHz), 4,91 (pSt, Jer-cr= 41, 1H,
CHgiox), 4.21 — 4.14 (m, 1H, N-CH,), 3.99 — 3.77 (m, 4H, CHagiox),
3.40 — 3.28 (m, 1H, N-CH,), 2.07 — 1.99 (m, 1H, N-CH,-CH,), 1.86 —
1.75 (m, 1H, N-CH,-CH,). *C NMR (75 MHz, CDCl3) & 155.56 (C6,ur),
152.95 (C2,u), 150.72 (C4pyr), 150.54 (Clpinoz), 142.93 (Clpmnoz),
141.57 (C8,y), 138.51 (C1py), 136.55 (C2p), 129.79 (C5pn), 129.59
(C2,6pmn02), 129.28 (C4ppn), 129.05 (C6phn), 126.88 (C3pn), 124.38
(C3,5pmn02), 119.15 (C5,4), 102.00 (CHgiox), 65.20 (CHagiox), 47.54
(N-CHy), 43.19 (Ph-CH,), 32.42 (N-CH,-CH;). HRMS (m/z): Calculado
para CyH4N;06S (M + H)*: 526.1431, encontrado: 526.1501
(desviacidon - 1.5 ppm). Andlisis Elemental: CyH3N,06S Tedrico
(%): C 52.56, H 4.41, N 18.66; Obtenido (%): C 52.60, H 4.48, N
18.72.

3-(2-{ /[ (1,3-Dioxolan-2-il)etil]- /-(4-nitrofenilsulfonil)amino}fenilmetil)-3 H#-

adenina (181)

Sélido amarillento (47.4 mg, 25 %). Pf: 155-156 °C. 'H NMR (300
MHz, CDCls) 3 8.44 (s, 1H, H2u), 8.38 (d, Jos=Jss= 8.8, 2H,
H3,5thoz), 8.13 (S, 1H, H8pur), 7.85 (d, Jo5=Ts56= 88, 2H,
H2,66m02), 7.33 — 7.29 (M, 1H, H5p), 7.25 — 7.20 (m, 1H, H4er),
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NO,

e
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NH»,

7.13 (d, Jss= 7.7, 1H, H6pn), 6.47 (d, J54= 7.7, 1H, H3p), 6.05 (d,
Joem= 15.8, 1H, Ph-CH,), 5.88 (d, Jem= 15.8, 1H, Ph-CH,), 4.90
(pSt, Jew-cvz= 3.9, 1H, CHdiox)l 4.29 - 4.11 (m, 1H, N'CHz), 4.03 -
3.73 (M, 4H ,CHagiox), 3.41 — 3.24 (m, 1H, N-CH,), 2.04 — 1.90 (m,
1H, N-CH,-CH,), 1.90 — 1.74 (m, 1H, N-CH,-CH.). *C NMR (75 MHz,
CDCls): & 154.43 (C6pu), 150.80 (Cdpnoz), 149.80 (Cpy), 148.90
(C8pur), 146.09 (C2pu), 142.42 (Clpmnoz), 137.11 (C2pr), 136.62
(Clp), 129.98 (C5pp), 129.74 (C2,6pmo02), 129.67 (C4pn), 129.20
(C6pr), 127.03 (C3pn), 124.45 (C3,5pmo02), 119.15 (C5,y), 101.96
(CHaiox), 65.24 (CHadiox), 49.36 (Ph-CH,), 47.47 (N-CH,), 32.21 (N-
CH,-CH,). HRMS (m/z): Calculado para CyHy4N;0¢S (M + H)™:
526.1431, encontrado: 526.1505 (desviacién - 0.8 ppm). Analisis
Elemental: Cy3H23N;06S Tedrico (0/0): C 5256, H 441, N 1866,
Obtenido (%): C 52.62, H 4.38, N 18.71.

1-(2-{ /-[(1,3-Dioxolan-2-il)etil]- V-(4-nitrofenilsulfonil)amino}fenilmetil)-5-

fluoroacilo (182)

Sélido blanco (35.5 mg, 17 %). Pf: 128-129 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDC|3) 0 8.85 (d, T~ 5.0 HZ, 1H, H35FU), 8.38 (d, Jo=Ts 6= 88,
2H, H3,5thoz), 7.86 (d, J2.3=J5.5= 88, 2H, H2,6th02), 7.62 (d, J5./:=
5.0 Hz, 1H, H6sry), 7.43 — 7.38 (m, 1H, H5;), 7.28 (d, Jss= 7.2, 1H,
H6ph), 7.24 — 7.19 (m, 1H, H4p), 6.44 (d, J5..= 7.9, 1H, H3p), 5.45
(d, Jyem= 16.0, 1H, Ph-CH,), 5.09 (d, Jser= 16.0, 1H, Ph-CH,), 4.88
(pSt, Jen-cor= 41, 1H, CHdiox), 4.20 — 4.02 (m, 1H, N'CHz), 3.99 —
3.74 (m, 4H ,CHagix), 3.35 — 3.23 (m, 1H, N-CH,), 2.04 — 1.87 (m,
1H, N-CH,-CH,), 1.79 — 1.72 (m, 1H, N-CH,-CH,). 3C NMR (75 MHz,
CDCl3) 6 157.05 (d, Jer,= 26.5, C4sry), 150.61 (C4prnoz), 150.13
(C2sry), 142.79 (Clpnnoz), 140.79 (d, Jor = 238.2, C5sry), 137.66
(Clpn), 137.13 (C2pn), 130.02 (C5pn), 129.41 (C2,6pmn02), 129.29
(C4pn), 129.12 (d, Jer= 32.9, Cbsry), 128.87 (C6pn), 127.11 (C3pn),
124.44 (C3,5pmn02), 101.90 (CHgiox), 65.19 (CHagix), 47.55 (N-CH,),
47.46 (Ph-CH,), 32.32 (N-CH,-CH,). HRMS (m/z): Calculado para
CoH21FNsOgSNa (M + Na)™: 543.1064, encontrado: 543.0961
(desviacion 0.0 ppm). Anadlisis Elemental: C,,H,;FN4OgS Tedrico (%):
C50.77, H 4.07, N 10.76; Obtenido (%): C 50.83, H 4.12, N 10.81.

1.1.3. Metodologia general de sintesis de los compuestos 183 —186

Se prepara una mezcla de PPh; (2.20 mmol), 171 (para 183 y 184) 0 172 (para
185 y 186) (1.00 mmol) y 2,6-dicloropurina (1.00 mmol) en THF anhidro (5 mL) bajo
atmofera de argdn que se enfria a -20 °C en un bafo de acetona y CO, antes de adicionar
DIAD (2.20 mmol) gota a gota. Se eleva la temperatura de la mezcla de reaccion
lentamente hasta 5 °C por adicion de acetona al bafio y se irradia en microondas a 160 °C
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durante 25 min. El disolvente se evapora a vacio y el crudo de reaccién se purifica por
cromatografia flash utilizando como eluyente una mezcla de disolventes EtOAc:hexano
(1:1), obteniéndose los regioisomeros 183 y 184 en una reaccion, asi como los derivados
185 y 186 en la otra.

2,6-Dicloro-9-(2-{ /[(1,3-dioxolan-2-il)metil]- A (5-dansil)amino}fenilmetil)-

9 H-purina (183)

Sdlido amarillento (257 mg, 62 %). Pf: 82-83 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDCl5) 6 8.60 (d, J5..= 7.6, 1H, H44an), 8.34 (s, 1H, H8,,), 8.06 (dd,
o= 7.6, Jog= 1.2, 1H, H2¢an), 8.01 (d, Jr.s= 7.6, 1H, H8uan), 7.48
(pSt, To=To. 5= 76, 1H, H3dan), 7.32 (pSt, Jrs=Js~= 76, 1H, H7dan),
7.19 — 7.15 (m, 1H, H5), 7.14 (d, Js.= 7.6, 1H, H64an), 6.99 (d, Js.
&~ 7.8, 1H, H6p,), 6.95 — 6.91 (m, 1H, H4p,), 6.36 (d, J5.4= 7.8, 1H,
H3pp), 5.92 (d, Jyen= 16.1, 1H, Ph-CH,), 5.82 (d, Jyer= 16.1, 1H, Ph-
CHz), 5.18 (pSt, -]CH-CH2= 50, lH, CHdiox), 4.24 (dd, Jgem= 139, JV,'C-=
4.5, 1H, N-CH,), 4.03 — 3.82 (M, 4H, CHadoy), 3.26 (dd, Jem= 13.9,
Ji= 5.5, 1H, N-CH,), 2.89 (s, 6H, N-(CHs),). ®C NMR (75 MHz,
CDCl5) & 156.33 (C6py), 154.07 (C4pur), 153.24 (C2,.), 151.80
(C54an), 147.51 (C8pyr), 138.18 (C2pn), 137.52 (Clpp), 133.19 (Clyan),
131.50 (C24an), 131.34 (C4gan), 130.65 (C94an), 130.59 (C5,u),
130.11 (C10gan), 129.26 (C5pn), 128.91 (C4pn), 128.47 (C3pn), 128.19
(C6Ph)/ 12789 (C7dan)/ 12325 (C3dan)l 12003 (C8dan)r 11551
(Cbgan), 102.46 (CHgiox), 65.14 (CHagiox), 55.04 (N-CH,), 45.57 (N-
(CHs3);), 4390 (Ph-CH;). HRMS (m/z): Calculado para
CasH27CbNgOsS (M + H)™: 613.1113, encontrado: 613.1202
(desviacion 1.6 ppm). Andlisis Elemental: CygHsCl.NsO4S Tedrico
(%): C 54.82, H 4.27, N 13.70; Obtenido (%): C 54.89, H 4.32, N
13.78.

2,6-Dicloro-7-(2-{ N-[(1,3-dioxolan-2-il)metil]- - (5-dansil)amino}fenilmetil)-

7 H-purina (184)

~N.

S

e
L

Sélido amarillento (76.3 mg, 13 %). Pf: 89-90 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDCls) 8 8.60 (d, Js4= 8.4, 1H, H4gan), 8.31 (s, 1H, H8,.), 8.05 (dd,
Jo= 7.5, Joq= 1.1, 1H, H24an), 8.01 (d, J-s= 8.7, 1H, H8gan), 7.49
(dd, J5.4= 8.4, Jo.s= 7.5, 1H, H3uan), 7.33 (dd, J».s= 8.7, Jre= 7.6, 1H,
H7gan), 7.22 — 7.14 (m, 1H, H5p), 7.14 (d, Js= 7.6, 1H, H6¢an), 7.01
— 6.95 (M, 1H, H4pn), 6.74 (d, J5..= 8.0, 1H, H3ph), 6.43 (d, Js6= 8.0,
1H, H6p), 6.12 (s, 2H, Ph-CH,), 5.17 (dd, Jovcw= 5.8, 4.3, 1H,
CHaiox), 4.20 (dd, Jem= 14.0, Ju= 4.3, 1H, N-CH,), 4.02 — 3.76 (m,
4H, CHadiox), 3.22 (dd, Jpem= 14.0, J= 5.9, 1H, N-CH,), 2.89 (s, 6H,
N-(CH3)2). C NMR (75 MHz, CDCl3) & 163.52 (C4pur), 153.29 (C6pur),
151.76 (C5qan), 151.65 (C8pur), 144.00 (C2pur), 138.08 (C2pn), 137.75
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(Clpn), 132.94 (Clgan), 131.62 (C24an), 131.48 (C4gan), 130.60
(C9an), 130.12 (C104an), 129.40 (C5pn), 129.14 (C3p), 128.97
(C4pn), 128.26 (C74an), 127.30 (C6pn), 123.25 (C3gan), 122.58 (C5,ur),
119.94 (C8yan), 115.54 (C6yan), 101.96 (CHgiox), 65.25 (CHagiox),
55.16 (N-CH,), 46.98 N-(CHs),), 45.56 (Ph-CH,). HRMS (m/2):
Calculado para CyH,,Cl,NOsS (M + H)*: 613.1113, encontrado:
613.1184 (desviacion - 1.3 ppm). Analisis Elemental: C,gH26CloNgO4S
Tedrico (%): C 54.82, H 4.27, N 13.70; Obtenido (%): C 54.79, H
4.31, N 13.80.

2,6-Dicloro-9-(2-{ /[(1,3-dioxolan-2-il)etil]- V-(5-dansil)amino}fenilmetil)-

9 H-purina (185)

~N,. 7

QR

(e

Cl

Sdlido amarillento (317 mg, 75 %). Pf: 106-107 °C. 'H NMR (300
MHz, CDCl5) & 8.58 (d, Js.3= 8.5, 1H, H44an), 8.27 (s, 1H, H8.),
8.09 — 8.06 (m, 2H, H24an Y H8gan), 7.49 (dd, J5= 8.5, Jo.5= 7.5,
1H, H34an), 7.33 (dd, J-4= 8.7, Js.= 7.5, 1H, H74a), 7.22 — 7.17 (m,
1H, H5p), 7.13 (d, Js.~= 7.5, 1H, H64an), 7.01 — 6.97 (m, 2H, H4p, y
H6ph), 6.49 (dd, .]3.4= 84, .]3.5= 10, lH, H3ph), 5.79 (d, Jgem= 159,
1H, Ph-CHz), 5.73 (d, -]gem= 159, 1H, Ph'CHz), 4.89 (pSt, Jer-crz=
4.1, 1H, CHgix), 4.21 — 4.09 (m, 1H, N-CH,), 3.95 — 3.76 (m, 4H,
CHagiox), 3.47 — 3.39 (m, 1H, N-CH;), 2.88 (s, 6H, N-(CHs),), 1.99 —
1.90 (m, 1H, N-CH,-CH,), 1.82 — 1.73 (m, 1H, N-CH,-CH,). 3C NMR
(75 MHz, CDCl5) & 153.92 (C4pur), 153.22 (Cbpur), 151.85 (CSgan),
151.74 (C2pyr), 147.12 (C8pyr), 137.21 (C2p), 137.00 (Clpp), 133.34
(Claan), 131.50 (C24an), 131.22 (C4gan), 130.66 (C5,.), 130.54
(C9an), 130.08 (Cl0gan), 129.24 (C5pn), 129.12 (C3p,), 129.04
(C6p), 128.63 (C4pn), 128.10 (C7¢an), 123.28 (C34an), 120.01
(C8yan), 115.45 (Cbyan), 102.20 (CHgiox), 65.16 (CHagiox), 47.14 (N-
CH,), 45.55 (N-(CHs),), 43.93 (Ph-CH,), 32.66 (N-CH,-CH,). HRMS
(m/z): Calculado para CyH»oCLNsOsS (M + H)*: 627.1270,
encontrado: 627.1346 (desviacién — 0.3 ppm). Andlisis Elemental:
Ca9H28CloNgO4S Tedrico (%): C 55.50, H 4.50, N 13.39; Obtenido
(%): C55.59, H4.58, N 13.42.

2,6-Dicloro-7-(2-{ /-[(1,3-dioxolan-2-il)etil]- V-(5-dansil)amino}fenilmetil)-

7 H-purina (186)

Sélido amarillento (30.0 mg, 7 %). Pf: 111-112 °C. 'H NMR (300
MHz, CDCl5) & 8.59 (d, J,5= 8.4, 1H, H4gn), 8.28 (s, 1H, H8,y),
8.06 (d, Jo5= 7.9, 1H, H2gan), 8.06 (d, J»s= 8.5, 1H, H8dan), 7.49
(dd, J3.4= 84, .]2.3= 79, ].H, H3dan)l 7.34 (dd, -]7-8= 85, .]5.7= 76,
1H, H7uan), 7.21 (pst, Jus=Js.s= 7.6, 1H, H5p), 7.13 (d, Jo= 7.6,
1H, H6qan), 7.03 (pst, Jr.i=Jss= 7.6, 1H, H4m), 6.68 (d, Jss= 7.6,
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1H, H6p), 6.56 (d, J5..= 7.6, 1H, H3p), 6.07 (d, Jyer= 16.7, 1H, Ph-
CHz), 5.94 (d, Jgem= 167, lH, Ph'CHz), 4.88 (pst, Jcr-cHz= 41, 1H,
CHaiox), 4.15 — 4.04 (m, 1H, N-CH,), 3.94 — 3.74 (m, 4H, CHadiox),
3.51 - 3.41 (m, 1H, N-CH;), 2.89 (s, 6H, N-(CH3),), 1.96 — 1.85 (m,
1H, N-CH,-CH,), 1.84 — 1.74 (m, 1H, N-CH,-CH,). 3C NMR (75 MHz,
CDCl3) & 163.67 (C4pu), 153.44 (C6py), 151.84 (C5gan), 151.47
(C8pur), 144.00 (C2pyr), 137.24 (C2pp), 137.14 (Clpp), 133.18 (Clyan),
131.59 (C24an), 131.37 (C4dan), 130.62 (C9an), 130.13 (C10gan),
129.45 (C5pr), 129.41 (C3pn), 129.07 (C4pr), 128.18 (C7qan), 127.30
(C6pn), 123.29 (C3uan), 122.40 (C5,y), 119.93 (C8yan), 115.50
(C6dan), 102.16 (CHgiox), 65.20 (CHagiox), 47.32 (Ph-CH,), 47.15 (N-
CH,), 45.56 (N-(CHs),), 32.94 (N-CH,-CH,). HRMS (m/z): Calculado
para CyHysCLhNgOsS (M + H)*: 627.1270, encontrado: 627.1348
(desviacion — 0.5 ppm). Andlisis Elemental: CysH,5ClNsO4S Tebdrico
(%): C 55.50, H 4.50, N 13.39; Obtenido (%): C 55.61, H 4.53, N
13.42.
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1.2. Familia B

Metodologia general de sintesis de los compuestos 191-198

A una solucion de EtsN (4.00 mmol) y 5-FU o la purina correspondiente (2.00
mmol) en agua (5 mL), se afiade cloroacetato de etilo gota a gota (6.00 mmol). La
solucién se irradia en microondas a 105 °C durante 8 min. Se extrae (CH,Cl,) y se seca
(MgS0.). El disolvente se evapora a vacio en el rotavapor y el crudo de reaccidon se
purifica por cromatografia flash empleando como eluyente CH,Cl,:CHsOH (10:0.1).

1-(Etoxicarbonilmetil)-5-fluoroacilo (191)

F\f:/ti
Eto\g)

6]

Sélido blanco (56.6 mg, 13 %). Pf 165-166 °C (lit: 164-165 °C).'H
NMR (300 MHz, CDCls) & 8.83 (s, 1H, H3sry), 7.21 (d, %6 = 5.3 Hz,
1H, H6spu), 4.43 (S, 2H, CH2CO), 4.27 (C, Jerz-cu= 7.1, 2H, CHzo),
1.31 (t, Jows.ciz= 7.1, 3H, CH3)."*C NMR (75 MHz, CDCl;5) & 167.09
(CO), 156.87 (C4sry), 149.31 (C2s5ry), 141.60 (CSsry), 128.86 (Cbsry),
62.67 (CH,0), 49.02 (CH,CO), 14.24 (CH3). HRMS (m/z): Calculado
para CgHioFN,O4 (M + H)*: 217.0546, encontrado: 217.0546
(desviacién 1.0 ppm). Analisis Elemental: CgHoFN,O4 Tedrico (%): C
44.45, H 4.20, N 12.96; Obtenido (%): C 44.21, H 4.39, N 13.01.

3-(Etoxicarbonilmetil)-5-fluoroacilo (192)

o

N

EtO\H)
O

(¢}

Sélido naranja (26.5 mg, 6 %). Pf: 131-132 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDC|3) 0 9.26 (S, 1H, H15FU), 7.29 (pSt, F6=AH-6= 5.0 HZ, 1H,
H65Fu), 4.68 (S, 2H, CH2CO), 4.24 (C, Jerr-cHz= 71, ZH, CHzO), 1.30
(t, Joz-cvo= 7.1, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz, CDCl5) & 167.09 (CO),
156.77 (C4sry), 149.59 (C2sry), 139.70 (Cb5sry), 128.59 (C6sry),
62.67 (CH,0), 49.07 (CH,CO), 14.24 (CHs). HRMS (m/z): Calculado
para CgHi;oFN,O; (M + H)™: 217.0546, encontrado: 217.0546
(desviacidon 1.0 ppm). Analisis Elemental: CgHgFN,O4: Tedrico (%): C
44.45, H 4.20, N 12.96; Obtenido (%): C 44.21, H 4.59, N 12.63.

6-Cloro-9-(etoxicarbonilmetil)-9 A#-purina (193)

Et0\7]/\ N
N AN
o LI

Cl

Sélido blanco (117 mg, 24 %). Pf: 97-98 °C (lit: 96-98 °C). 'H NMR
(300 MHz, CDCl5) & 8.74 (s, 1H, H2,u), 8.20 (s, 1H, H8,..), 5.05 (s,
2H, CH2CO), 427 (C, JCHz.CHj’: 71, 2H, CHzo), 129 (t, .]C/-/_;’-C/-/Z: 71,
3H, CHs). C NMR (75 MHz, CDCl;) & 166.56 (CO), 152.34 (C2pu),
152.03 (C4pu), 151.34 (C6pur), 145.62 (C8pyr), 131.31 (C5,ur), 62.78
(CH,0), 44.70 (CH,CO), 14.17 (CHs). HRMS (m/z): Calculado para
CoH1oCIN4O, (M + H)™: 241.0414, encontrado: 241.0488 (desviacion
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1.7 ppm). Andlisis Elemental: CsHyCIN4O, Tedrico (%): C 44.92, H
3.77, N 23.28; Obtenido (%): C 44.99, H 3.59, N 23.39.

6-Cloro-7-(etoxicarbonilmetil)-7 #-purina (194)

Et0 cl

N
N N

Sélido blanco (58.8 mg, 12 %). Pf: 122-123 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDCl5) 6 8.87 (s, 1H, H2,,), 8.28 (s, 1H, H8,), 5.23 (s, 2H,
CH2CO), 427 (C, -]CHZ-CH.?: 71, 2H, CHzo), 127 (t, -]CH3-CH2= 71, 3H,
CHs). C NMR (75 MHz, CDCI3) & 166.76 (CO), 162.00 (C4u),
152.81 (C2,), 149.72 (C6,,), 143.16 (C8,,), 122.80 (C5,.), 62.90
(CH,0), 48.19 (CH,CO), 14.17 (CH3). HRMS (m/z): Calculado para
CoH1oCIN4O, (M + H)™: 241.0414, encontrado: 241.0487 (desviacion
- 2.1 ppm). Analisis Elemental: CoHyCIN4O, Teorico (%): C 44.92, H
3.77, N 23.28; Obtenido (%): C 45.21, H 3.59, N 23.42.

6-Bromo-9-(etoxicarbonilmetil)-9 A#~purina (195)

EtO7]/\ N
N N
o LI

Br

Sélido blanco (157 mg, 28 %). Pf: 104-105 °C. *H NMR (300 MHz,
CDCls) & 8.70 (s, 1H, H2,,), 8.21 (s, 1H, H8,,), 5.05 (s, 2H,
CH2CO), 4.28 (C, JCHZ-CH3= 71, 2H, CHzo), 1.30 (t, -]CH_?-CHZ: 72, 3H,
CH;).°C NMR (75 MHz, CDCl5) & 166.54 (CO), 152.33 (C2u),
150.80 (C4pyr), 145.44 (C8pyr), 143.49 (C6pyr), 133.95 (C5,ur), 62.84
(CH,0), 44.71 (CH,CO), 14.21 (CH3). HRMS (m/z): Calculado para
CoH10BrN4O; (M + H)™: 284.9909, encontrado: 284.9910 (desviacion
1.8 ppm). Analisis Elemental: CgsHyBrN4O, Teodrico (%): C 37.92, H
3.18, N 19.65; Obtenido (%): C 37.72, H 3.49, N19.38.

6-Bromo-7-(etoxicarbonilmetil)-7 A-purina (196)

EtO Br
\]Z/\N‘/”\/gN
SN O

NN

Liquido denso amarillento (50.1 mg, 9 %). 'H NMR (300 MHz,
CDCl;) o 8.88 (s, 1H, H2,), 8.66 (s, 1H, H8.), 5.33 (s, 2H,
CH2CO), 4.29 (C, -]CHZ-CH.S’: 71, 2H, CHzo), 1.29 (t, JCH3-CH2= 71, 3H,
CHs). *C NMR (75 MHz, CDCl;) & 166.67 (CO), 159.41 (C4uu),
152.99 (C2pyr), 149.77 (C8pur), 133.93 (C6pur), 122.69 (C5pyr), 63.06
(CH,0), 48.29 (CH,CO), 14.21 (CHs). HRMS (m/z): Calculado para
CoH10BrN4O; (M + H)™: 284.9909, encontrado: 284.9991 (desviacién
1.4 ppm). Analisis Elemental: CoHoBrN4O, Tedrico (%): C 37.92, H
3.18, N 19.65; Obtenido (%): C 37.64, H 3.42, N 19.33.
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2,6-Dicloro-9-(etoxicarbonilmetil)-9 #-purina (197)

EtO
77/\N N YCI

o I\\Nl ~-N

Cl

Sélido blanco (218 mg, 40 %). Pf: 120-121 °C (lit: 112-113 °C). 'H
NMR (300 MHz, CDCl3) & 8.18 (s, 1H, H8,), 5.02 (s, 2H, CH,CO),
4.24 (C, -JCHZ—CH.?: 71, 2H, CHzo), 1.28 (t, -]CH3-CH2= 72, 3H, CH3)
B3C NMR (75 MHz, CDCl;) & 166.25 (CO), 153.30 (C6,,), 153.26
(C4pyr), 151.95 (C2p,,), 146.33 (C8,u), 130.39 (C5,u), 62.90
(CH,0), 44.67 (CH,CO), 14.13 (CH3). HRMS (m/z): Calculado para
CoHyCIoN4O, (M + H)™: 275.0024, encontrado: 275.0096 (desviacion
- 2.5 ppm). Analisis Elemental: CoHgCl,N4O, Tebrico (%): C 39.29, H
2.93, N 20.37; Obtenido (%): C 39.01, H 2.63, N 20.09.

2,6-Dicloro-7-(etoxicarbonilmetil)-7 #-purina (198)

E1O Cl
Iy
\N N/ Cl

Liquido denso amarillento (81.7 mg, 15 %). '‘H NMR (300 MHz,
CDC|3) 0 8.29 (S, ].H, H8pur), 5.22 (S, 2H, CH2CO), 4.29 (C, JCHZ-CH3=
7.1, 2H, CH,0), 1.29 (t, Jows.cvz= 7.1, 3H, CHs). *C NMR (75 MHz,
CDCl5) 6 166.49 (CO), 163.61 (C4p,r), 153.53 (C6pyr), 152.00 (C8pur),
143.90 (C2p,r), 122.05 (C5,,), 63.11 (CH,0), 48.25 (CH,CO), 14.21
(CH3). HRMS (m/z): Calculado para CoHyCLbNsO, (M + H)™:
275.0024, encontrado: 275.0096 (desviacién — 2.5 ppm). Analisis
Elemental: CgHsCI;N4O, Tedrico (%): C 39.29, H 2.93, N 20.37;
Obtenido (%): C 38.91, H 2.64, N 20.20.
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1.3. Familia C

3,5-Diaza-1,7-dibencena-meso-4(1,2)-ciclohexanaheptafano-1?,7>-diol (meso-
199)

Sobre una disolucién de meso-1,2-diaminociclohexano (114 mg, 1.00 mmol) en 10
mL de EtOH, se afade gota a gota una disolucidon de 2-hidroxibenzaldehido en 2 mL de
EtOH. A continuacidn, se adiciona EtsN (101 mg, 1.00 mmol) gota a gota. La reaccion se
agita durante 48 h a temperatura ambiente. Se filtra el precipitado formado y se disuelve
en 10 mL de una mezcla de disolventes EtOH:CH;CN (1:1). Se afiade NaBH, (80.0 mg,
2.00 mmol) lentamente y la disolucidn se agita durante 4 horas a temperatura ambiente.
Finalmente, el disolvente se evapora a vacio en el rotavapor y el crudo de reaccién se
purifica por cromatografia flash empleando como eluyente CH,Cl,:CH;0H (9:1).

Sélido blanco (326 mg, 100 %). Pf: 82-83 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDCls) & 7.19 (ddd, J = 8.1, 7.5, 1.6, 2H), 6.99 — 6.96 (m, 2H), 6.84

NH OH | (dd, J= 8.1, 0.7, 4H), 6.80 (ddd, J = 7.5, 7.4, 1.0, 2H), 4.00 (d, J =
O:NH on | 13:8, 2H), 3.84 (d, J = 13.8, 2H), 2.86 (s, 2H), 1.73 — 1.34 (m, 8H).
HRMS (m/z): Calculado para CyHy/N,O, (M + H)™: 327.1994,
encontrado: 327.2056 (desviacién 1.2 ppm).

3,5-Diaza-1,7-dibencena-(t)-trans--4(1,2)-ciclohexanaheptafano-12?,7>-diol
[(£)-trans-199]

Sobre una disolucion de (z)-t#rans-1,2-diaminociclohexano (114 mg, 1.00 mmol)
en 10 mL de EtOH, se anade gota a gota una disoluciéon de 2-hidroxibenzaldehido en 2
mL de EtOH. A continuacion, se adiciona EtsN (101 mg, 1.00 mmol) gota a gota. La
mezcla de reaccion se agita durante 48 h a temperatura ambiente. Se concentra al
rotavapor y el residuo se disuelve en 10 mL de una mezcla de disolventes de EtOH/CH;CN
(1:1). Se anade NaBH, (80.0 mg, 2.00 mmol) lentamente y la disolucion se agita durante
4 horas a temperatura ambiente. El disolvente se evapora a vacio y el crudo de reaccion
se purifica por cromatografia flash empleando como eluyente CH,Cl,:CH;OH (9:1).

Liquido denso marrdn (1.17 g, 41 %). *H NMR (300 MHz, CDCl;) & 7.16
(t, 7=7.6, 2H), 6.98 (d, 7= 7.4, 2H), 6.82 (d, 7= 8.0, 2H), 6.78 (t, J
O»NH OH | =7.4,2H),4.04 (d, 7= 13.8, 2H), 3.92 (d, J = 13.8, 2H), 2.45 (s, 2H),

“'NH  OH 1.79 — 1.10 (m, 8H). HRMS (m/z): Calculado para CyH»7N,0, (M +
H)*™: 327.1994, encontrado: 327.2078 (desviacion 1.5 ppm).
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3,5-Bis-(4-nitrobencensulfonil)-3,5-diaza-1,7-dibencena-meso-4(1,2)-ciclo
hexanaheptafano-12,72-diol (meso-200)

Se afiade cloruro de 4-nitrobencensulfonilo (424 mg, 1.92 mmol) sobre una
disolucion de meso-199 (250 mg, 0.77 mmol) en CH,Cl, anhidro (2.5 mL). La disolucion
se agita durante 4.5 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se lava con agua y
la fase organica se seca (Na,SO,). El disolvente se evapora a vacio y el crudo de reaccion
se purifica por cromatografia flash empleando como eluyente CH,Cl,:CH;OH (9.9:0.1).

Sélido amarillento (337 mg, 63 %). Pf: 74-75 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDC|3) 0 8.38 (d, J_’,’,5_2,5= 88, 4H, H3,5thoz), 8.09 (d, Jz/5_3/5= 88,
4H, H2,6thoz), 7.54 (d, .]3,4= 74, 2H, H3ph), 7.25 (ddd, .]4_5= 77, J3_
NO, 4= 74, .J4_5= 09, 2H, H4ph), 7.20 (ddd, .]5_5= 79, .]4_5= 77, .]3_5= 16,
; 2H, H5p), 6.86 (d, Js.6= 7.9, 2H, H6p), 3.73 (d, Jger= 14.0, 2H, N-

0O,S.

CH,), 3.62 (d, Jyem= 14.0, 2H, N-CH,), 2.79 (sa, 2H, CHciciohex), 1.70

on | = 1.56 (M, 2H, CHaddonex), 1.44 — 1.35 (M, 2H, CHaddonex), 1.34 —

1.27 (m, 4H, CHagdohex): C NMR (75 MHz, CDCl;) & 151.21

0,5 ™| (Clpmoz), 147.63 (Clph), 141.39 (Clpmos), 133.17 (C2ph), 131.43

K@ (C3p), 129.98 (C2,6pmo0), 128.76 (CSpn), 127.99 (Ce), 124.58

(C3,5pm02), 121.83 (C6pp), 56.11 (CHaidonex), 45.09 (N-CH,), 27.74

NO; (CH2cicIohex), 2205 (CH2cicIohex)- HRMS (m/z): CaIcuIado para

C3HsN4O1S; (M + H)™: 697.1560, encontrado: 697.1644

(desviacion 0.9 ppm). Analisis Elemental: C3,H3,N4010S; Tedrico (%)
C 55.16, H 4.63, N 8.04; Obtenido: C, 55.21, H 4.56, N 8.06.

3,5-Bis-(4-nitrobencensulfonil)-3,5-diaza-1,7-dibencena-(t)-trans-4(1,2)-
ciclohexanaheptafano-12,7>-diol [(%)-trans-200]

Sobre una disolucion de (%)-trans-199 (250 mg, 0.77 mmol) en CH,Cl, anhidro
(2.5 mL), se anade cloruro de 4-nitrobencensulfonilo (424 mg, 1.92 mmol). La disolucién
se agita durante 4.5 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se lava con agua y
la fase organica se seca (Na,S0O.,). El disolvente se evapora a vacio en el rotavapor y el
crudo de reaccion se purifica por cromatografia flash empleando como eluyente
CH,Cl,:CH50H (9.9:0.1).

Sélido amarillento (138 mg, 26 %). Pf: 82-83 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDC|3) 0 837 (d, .]3/5.2/5= 88, 4H, H3,5th02), 807 (d, J2,5.3,5= 88, 4H,
H2,6pm02), 7.52 (dd, J34= 7.4, J35= 1.3, 2H, H3p), 7.23 (ddd, J.5=

(Q 7.6, Js.i= 7.4, Jos= 1.1, 2H, H4p), 7.20 (ddd, Js6= 7.9, Js5= 7.6, Js.5=
2SN on | 1.3, 1H, H5p), 6.86 (d, Jss= 7.9, 2H, H6pr), 3.89 (d, Jen= 13.6, 2H,
N-CH,), 3.66 (d, Jen= 13.6, 2H, N-CH,), 2.35 (sa, 2H, CHaohex), 2.14
0,5 M | = 2.06 (M, 2H, CHadconex), 1.79 — 1.68 (M, 2H, CHacidonex), 1.28 — 1.19
b (M, 4H, CHaddohex). “C NMR (75 MHz, CDCl5) 8 151.21 (C4pnno2),
147.61 (Clp,), 141.29 (Clpmnoz), 132.58 (C2pp), 131.58 (C3pr), 129.97

NO, (C2,6pm02), 128.97 (C5pr), 128.10 (Cen), 124.64 (C3,5pm02), 121.96
(C6Ph), 61.00 (CHcicIohex), 44,92 (N'CHz), 30.65 (CHzcicIohex), 24.76
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(CHagiciohex). HRMS (m/z): Calculado para CsHs33N4O10S; (M + H)™:
697.1560, encontrado: 697.1643 (desviacién 0.7 ppm). Analisis
Elemental: Cs;H3;N4040S; Tedrico (%): C 55.16, H 4.63, N 8.04;
Obtenido (%): C 55.21, H 4.59, N 8.08.

2,5-Dioxa-1,6-dibencenahexafano-1?,6>-dicarbaldehido (201)

Sobre una disolucién de aldehido salicilico (12.2 g, 0.100 mol) en 10 mL de EtOH,
se afnade una disolucién de NaOH al 2 % (200 mL). La disolucién amarilla resultante se
agita durante 15 min. Se anade 1,2-dibromoetano (9.39 g, 0.050 mol) en 10 mL de EtOH.
La mezcla de reaccion se agita durante 72 h a reflujo. Transcurrido este tiempo, se enfria
a 0 °C durante 24 h y aparece un precipitado negro que se filtra y se disuelve (CH,Cl,).
Las impurezas se eliminan con filtro de pliegues y el compuesto se obtiene puro.

OHC/Q Sélido verde oscuro (3.64 g, 27 %). Pf: 80-81 °C (lit: 130 °C). 'H NMR
O] (300 MHz, CDCl5) & 10.44 (s, 2H), 7.85 (dd, 7= 7.6, 1.6, 2H), 7.63 — 7.52
o (m, 2H), 7.14 — 7.03 (m, 4H), 4.53 (s, 4H, CH,0). HRMS (m/z): Calculado
OHC\© para CisH1404Na (M + Na)™: 293.0892, encontrado: 293.0785 (desviacion
- 1.7 ppm).

8,11-Dioxa-3,5-diaza-1,7(1,2)-dibencena-meso-4(1,2)ciclohexanacicloundeca-
fano (meso-202)

Se afiade meso-1,2-diaminociclohexano (228 mg, 2.00 mmol) en 30 mL de MeOH
a una disolucion de 201 (541 mg, 2.00 mmol) en 75 mL de MeOH. La mezcla de reaccion
se agita durante 5 h a reflujo. El precipitado que aparece se filtra y se disuelve en 100 mL
de MeOH y se aflade NaBH,4 (757 mg, 20.00 mmol) lentamente. La mezcla de reaccién se
agita durante 3.5 h a 50 °C. Se extrae (CH,Cl;) y se seca (Na,SO4). Después de
concentrar al rotavapor el compuesto se obtiene puro.

Sélido blanco (268 mg, 38 %). Pf: 107-108 °C. 'H NMR (300 MHz,
CDCl3) 6 7.25 = 7.20 (m, 2H, H5p), 7.20 — 7.16 (m, 2H, H3p,), 6.91
(t, Jos=Jps= 7.4, 2H, H4p), 6.82 (d, Js5= 8.1, 2H, H6p), 4.23 (s,
4H, CH,0), 3.75 (d, Jem= 13.7, 2H, N-CHy), 3.63 (d, Jem= 13.7, 2H,
CtNH O] N-CH,), 2.71 (sa, 2H, CHaconex), 1.71 — 1.50 (m, 4H, CHaddonex), 1.27
NH O — 1.15 (M, 4H, CHaddohex). *C NMR (75 MHz, CDCl5): & (ppm) =
156.91 (Clpy), 130.27 (C3pp), 128.45 (C5pn), 127.26 (C2pp), 121.02
(C4pr), 111.41 (C6pp), 66.70 (CH,0), 54.82 (CHaicionex), 46.06 (N-
CH,), 27.22 (CHaccohex), 22.22 (CHacicionex). HRMS (m/z): Calculado
para CpHN,O, (M + H)*: 353.2151, encontrado: 353.2229
(desviacién 0.0 ppm). Andlisis Elemental: Cy,H,sN,0, Tedrico (%): C
74.97, H 8.01, N 7.95; Obtenido (%): C 75.11, H 7.88, N 7.98.
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2. Evaluacion de la actividad biolégica
2.1. Cultivos celulares

Se han utilizado las lineas tumorales humanas de cancer de mama MCF-7, cancer
colorrectal HCT-116 y melanoma A375 y G361. Todas las lineas celulares se mantienen en
medio de cultivo DMEM (Gibco, EEUU) con suero fetal bovino al 10 % y 1 % de penicilina-
estreptomicina. Las células se incuban a 37 °C en una atmdsfera himeda que contiene 95
% de aire y el 5 % de CO,. Los cambios de medio y los pases se han realizado en una
campana de flujo laminar bajo condiciones estériles.

2.2. Conservacion de los farmacos

Los compuestos se disuelven en DMSO y se conservan a — 20 °C. La solucion stock
se diluye en el medio correspondiente para obtener las concentraciones que se requieren
en cada experimento, siendo la concentracion final siempre menor al 0.1 % v/v de DMSO.
Como controles se han utilizado cultivos paralelos de las lineas celulares MCF-7, HCT-116,
A375y G361 en el medio.

2.3. Ensayos de citotoxicidad

Las células se siembran en placas de 24 pocillos (3.000 células/pocillo) en su
respectivo medio. Después de permitir la adhesion celular durante la noche, se tratan
durante 6 dias con concentraciones crecientes de los compuestos 173-186, 191-200 y
202. El medio se cambia a los 3 dias adicionandole las respectivas concentraciones de los
compuestos. Cultivos paralelos de las lineas celulares sin adiccién de farmacos y con
DMSO se utilizan como controles.

Tras los 6 dias de tratamiento, se lleva a cabo la tincion con SRB para determinar
la tasa de supervivencia. En primer lugar, se fijan las células con acido tricloroacético al
10 % durante 20 min a 4 °C, y tras lavar las placas 3 veces con agua bidestilada, se
dejan secar a temperatura ambiente. A continuacion, se agrega 0.4 % de SRB en 1 % de
acido acético y tras incubar 20 minutos a temperatura ambiente, se elimina la SRB y se
lava tres veces con acido acético al 1 %. Finalmente, se fijan las células con una solucién
10 mM Tris-base (pH 10.5) mediante agitacion suave durante diez minutos.
Posteriormente se transfieren 100 pL a placas de 96 pocillos por duplicado y se analizan
en un colorimetro Multiscan Titertek a 492 nm.

Los valores de densidad dptica (DO) obtenidos en el Titertek se transforman en el
porcentaje correspondiente de las células vinculando los valores conocidos de porcentajes
y sus densidades opticas. Después se calcula la CIsy mediante el uso de una linea de
regresion ajustada, determinando el valor de la concentracién del compuesto que produce
una reduccion del 50% de la poblacion celular. Todos los experimentos se realizan por
triplicado y se llevan a cabo al menos dos veces.
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2.4. Ensayo de apoptosis

Las células se siembran en placas de 6 pocillos y se mantienen en la incubadora
durante 24 h. Posteriormente, se inducen durante 24 h con diferentes concentraciones de
los farmacos 173-175, 177-179, 197-200 y 202. Se utilizan como controles cultivos en
paralelo sin farmacos.

Se utiliza un kit de anexina V-FITC. El protocolo que se lleva a cabo comienza
despegando las células con tripsina a 37 °C durante 5 min, lavando 2 veces,
centrifugando durante 8 min a 1700 rpm y re-suspendiendo el botdn celular de cada
muestra en 100 pL de reactivo de incubacion de la anexina V, que se compone de 1mL de
solucién de anexina V, 10 WL de tampdn de unién (10x), 10 pL PI (50ug/mL) y 79 uL de
agua. A continuacién se incuban en oscuridad durante 15 min. Por ultimo se afiaden 300
mL de solucién tampdn de unidn (1x).

Se analizan mediante un citdmetro de flujo FACScan "VANTAGE". Todos los
experimentos se realizan por triplicado y se llevan a cabo al menos dos veces.

2.5. Analisis de distribucion del ciclo celular

Las células de la linea celular A375 se inducen con los farmacos 173-175, 177-
179, 197-200 y 202 durante 24 h. Las células se lavan con una solucién tampdn, se
cuentan y se fijan después en etanol al 70 % frio (-20 °C) durante toda la noche a 4 °C. A
continuacion se tifien con una solucion de PI durante media hora en la oscuridad. La
citometria de flujo y el andlisis se lleva a cabo mediante FACScan. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado y se llevan a cabo al menos dos veces.

2.6. Ensayos de toxicidad /in vivo

Se han utilizado ratones BALB/c (7= 40) hembra de 6 semanas de edad y un peso
de unos 20 mg a los que se les administra por via oral mediante una sonda bucoesofagica
una dosis en bolo de 50, 75, 100, 150 y 250 mg/kg/dia durante 1 semana, con una
semana mas de seguimiento sin tratamiento para detectar signos clinicos de aparicion
tardia o la recuperacidn de los posibles efectos toxicos.

Los compuestos se disuelven en metilcelulosa al 1 %. Los ratones de control se
inoculan con el mismo volumen de metilcelulosa al 1 % (grupo de control) y DMSO sélo
(grupo de DMSO). Los ratones se mantienen bajo condiciones estandares y se pesan. Se
evalla la toxicidad sistémica: apatia, excitacion, pérdida de peso, y la local: alopecia,
reacciones cutaneas y motilidad de una pata cada 24 horas.
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2.7. Estudio de distribucion del farmaco in vivo

El sistema de imagen /n vivo utilizado ha sido el dispositivo IVIS SPECTRUM de
Caliper Life Sciences, 68 Elm Street Hopkinton, MA 01748, USA de la Unidad de
Bioanalisis-CIC de la Universidad de Granada.

Los animales tratados con los farmacos 179 y 185 se sacrifican por dislocacion
cervical previamente a la captura de las imagenes. Inmediatamente después se realiza la
necropsia para la extraccion de los dérganos a estudiar: rifiones, pancreas, corazon,
pulmones e higado con la vesicula biliar y se colocan en una placa de Petri para su
analisis.

Las fotos de fluorescencia se adquieren con los filtros de Excitacion/Emision
465/520, 430/520 y 430/540.
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V. CONCLUSIONES

En la presente Tesis Doctoral se han disefado, sintetizado y caracterizado
veintisiete compuestos finales englobados en 3 familias: A, que incluye 10 derivados de p-
nitrobencensulfonilo y 4 derivados de dansilo con una molécula de purina o 5-FU en su
estructura; B, formada por 6 derivados de purina y 2 de 5-FU fusionados a acetato de
etilo y C, que presenta 5 derivados de 1,2-ciclohexanodiamina.

Todas las moléculas se han ensayado frente a las lineas celulares de
adenocarcinoma de mama humano MCF-7, cancer colorrectal HCT-116, y melanoma
humano A375 y G361. Se han realizado estudios de ciclo celular y apoptosis en
compuestos seleccionados. Ademas, se ha elegido el agente antiproliferativo mas potente
de la familia A para llevar a cabo ensayos de toxicidad y distribucion in vivo.

Dicho trabajo de investigacién conduce a las siguientes conclusiones:

1. Los compuestos mas activos de la familia A en todas las lineas celulares son los
derivados de bromo, cloro y dicloropurina frente a los derivados de adenina y 5-
fluoroacilo, presentando mayor potencia frente a la linea tumoral A375.

2. La actividad antiproliferativa del isomero A3 en el derivado de adenina de la
familia A es levemente mayor que la del isdmero N-9.

3. Los compuestos que presentan dos carbonos en la cadena de union entre la
sulfonamida y el dioxolano (7= 2) en la familia A son mejores agentes antiproliferativos
que los compuestos que presentan un solo carbono en la cadena (7= 1).
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4. El compuesto de la familia A que ha presentado mejor actividad antiproliferativa
ha sido el derivado de dicloropurina con 7= 2 y una CIso de 134 nM frente a la linea
celular A375.

5. Los compuestos mas apoptéticos de la familia A son los derivados de purina con
n= 2, que detienen el ciclo celular en fase G,/M, siendo el derivado de bromopurina el
que presenta los mayores valores de apoptosis total publicados hasta la fecha por el
grupo de investigacion.

6. Se ha comprobado que el derivado de dicloropurina y n= 2 de la famila A y su
analogo fluorescente no provocan toxicidad en ratones tratados con una dosis de hasta
250 mg/Kg/dia durante 1 semana de tratamiento. No se han observado cambios en la
conducta, signos clinicos de toxicidad, ni muertes en el 100 % de los animales tratados. El
analisis macroscopico de los drganos estudiados no muestra ningun tipo de modificacion,
siendo su aspecto normal.

7. Los estudios de distribucion del farmaco in vivo revelan que el derivado
fluorescente N9 de dicloropurina y 7= 2 en la familia A es absorbido por via oral y que se
distribuye por todo el organismo, siendo el higado y los rifiones los 6rganos donde mas se
acumula.

8. Los derivados de la familia B que presentan en su estructura un resto de
dicloropurina han resultado tener mayor efecto antiproliferativo que el resto de derivados,
siendo este efecto mayor frente a la linea A375.

9. Los isdbmeros M9 de la familia B presentan una mayor actividad antiproliferativa
qgue sus correspondientes isémeros M7, a excepcion de los derivados de cloropurina
frente a las lineas A375 y G361.

10. Se han obtenido dos ecuaciones QSAR que relacionan la actividad
antiproliferativa de los compuestos de la familia B frente a las lineas celulares A375 vy
G361 y el parametro lipofilico (log P) de las moléculas.
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11. El derivado A9 de dicloropurina de la familia B es el que tiene mayor
capacidad apoptdtica en la linea celular A375, no mostrando modificaciones en el ciclo
celular en esta linea. Sin embargo, su isdmero N-7 detiene el ciclo celular en fase G,/M en
la linea celular HCT-116 y en fase Go/G; en A375, acompafiado de altos niveles de
apoptosis.

12. Las estructuras que han demostrado mayor potencia antiproliferativa
pertenecen a la familia C. EI compuesto mas activo como agente antiproliferativo frente a
la linea celular A375 ha presentado una Clsy de 58 nM.

13. En los derivados de 1,2-ciclohexanodiaminas, ni la introduccion del grupo p-
nitrobencensulfonilo ni el cierre de la molécula favorece el efecto antiproliferativo.

14. Los derivados de p-nitrobencensulfonilo y el compuesto macrociclico de la
familia C detienen el ciclo celular en fase Gy/G; en la linea A375 tanto a 24 como a 48 h
de tratamiento, mientras que los otros dos derivados lo detienen en fase S.

15. El macrociclo obtenido en la familia C presenta un indice de apoptosis del 95
% tras 48 h de tratamiento en la linea tumoral de melanoma A375.
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I. INTRODUCTION

Cancer is a generic term for more than 200 diseases that can affect any part of
the body in which abnormal cells divide without control. It is one of the most important
health issues and the leading cause of death worldwide. Collaboration between
researchers, epidemiologists y clinicians is critical to improve cancer control.

Cancer treatment usually consists of surgery in combination with radiotherapy
and/or chemotherapy. This treatment lacks the specificity needed to destroy tumour cells
without causing several adverse effects. The hormone therapy is used only for some
breast and prostate cancers and only a few biological drugs are approved for the
treatment of solid tumours.

Research has increased the understanding of the cell and the molecular biology of
cancer. It allows the development of more specific antiproliferative drugs and
subsequently greater safety for the patient. The better knowledge of cancer and the
development of multidrug resistance to chemotherapy remain a major challenge in the
treatment of cancer.

The main aim of this PhD dissertation is to develop new antitumour agents that
inhibit proliferation without causing adverse effects.

Herein we report the design, synthesis, characterization and biological evaluation
of three different families of compounds as potential anticancer drugs. Moreover, the
structural diversity of the molecules will allow hit confirmation, hit to lead generation, SAR
(or QSAR) studies, and lead optimization.
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1. Cancer

Cancer is the leading cause of death worldwide accounting for 7.6 million deaths in
2008. Deaths from cancer worldwide are expected to continue to rise to over 13.1 million
in 2030. Cancer is also increasing in developing countries in the last years. According to
the International Agency for Research on Cancer, overall cancer mortality rates are
generally similar between developed and developing countries although overall cancer
incidence rates are double in developed countries’.

The number of total cancer deaths in Spain in 2013 was estimated at around
41,000 in women and 62,000 in men. Estimates of all-cancer mortality in Spain for the
years 2006 and 2012 are shown in Figure 1. From 2006 to 2012, the total mortality data
show an increase of 4,000 deaths with a greater number of those of women?.

ALL - CANCER MORTALITY
DEATHS
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Figure 1. Estimates of all-cancer mortality in Spain for 2006 and 2012.

The World Health Organization (WHO) defines cancer as a generic term for a large
group of diseases that can affect any part of the body. Other terms used are malignant
tumours and neoplasms. One defining feature of cancer is the rapid creation of abnormal
cells that grow beyond their usual boundaries, and which can then invade adjoining parts
of the body and spread to other organs. This process is referred to as metastasis.
Metastases are the major cause of death from cancer’.

Cancer is a genetic disease because it can be traced to alterations within specific
genes, but in most cases, it is not an inherited disease®. Cancer starts by an uncontrolled
growth and division of cells that invade normal tissues and organs and eventually spread
throughout the body in the process called metastasis®.

A tumour arises from a single cell that begins to proliferate abnormally becoming a
tumour cell. The transformation from a normal cell into a tumour one is a multistep
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process in which cells gradually become malignant through a progressive series of
alterations. That is the reason why most cancers develop late in life’.

These changes are the result of the interaction between a person's genetic factors
and three categories of external agents, including: physical carcinogens, such as
ultraviolet and ionizing radiation, chemical ones, such as asbestos, the components of
tobacco smoke, aflatoxin (a food contaminant) and arsenic (a drinking water
contaminant) and biological carcinogens, such as infections from certain viruses, bacteria
or parasites®.

Although there are many kinds of cancer that appear because of many different
causes, the process of carcinogenesis is common to all of them. Cancer cells show
differences from normal cells, such as cell cycle regulation, mitosis and differentiation
mechanisms. Cancer results from defects in fundamental cell regularity mechanisms, so it
is a disease that ultimately has to be understood at the molecular and cellular levels.
Indeed, understanding cancer is still an objective of molecular and cellular biologists.
They have created different bioinformatics tools for that purpose.

The Cancer Genome Atlas Network is an example. It is a comprehensive and
coordinated effort of the National Cancer Institute and the National Human Genome
Research Institute to accelerate our understanding of the molecular basis of cancer
through the application of genome analysis technologies, including large-scale genome
sequencing®. Another example is the Connectivity Map that is a technique developed by
the Broad Institute and Harvard University to connect small molecules, chemicals and
physiologic processes, diseases, genes and drugs’. There is also a Cancer Cell Line
Encyclopedia where we can find a compilation of gene expression, chromosome copy
number and massively parallel sequencing data from 947 human cancer cell lines® created
by the Broad Institute and Novartis Institute for Biomedical Research.

Targeted therapies based on our newly formed insight into the molecular basis of
malignancy are needed. The improved knowledge of cancer biology will help to identify
new drugs’ avoiding the serious side effects of conventional chemotherapy and
radiotherapy. Although the cure rate for most types of cancers has not improved
significantly over the past 50 years, there is a reason to believe that effective targeted
therapies will become available to treat cancer in the near future.
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2. Cell cycle

The cell cycle is the process by which cells duplicate themselves, grow, and
prepare to divide again. It regulates cell division in multicellular organisms and it is
essential to replace damaged cells.

The cell cycle is divided into four phases that end with mitosis (M phase) and
cytokinesis. Mitosis corresponds to the separation of daughter chromosomes and
cytokinesis to the division of the cell itself. The period between mitoses is called
interphase (Figure 2)°.

Interphase is the period in which cells growth and DNA replication occur in
different phases in preparation for cell division'®. The M phase is followed by the G;
phase. Subsequently, the DNA replication takes place in the synthesis phase (S phase)
followed by the G, phase. G; and G, phases represent the two gap periods, during which
cells grow and prepare themselves for the successful completion of the next phase.
During G;, the cell is metabolically active and grows continuously. During G, the cell
growth continues and proteins are synthesized in preparation for mitosis.

PHASE M

PHASE G:

PHASE G1

PHASE Go

PHASE S

Figure 2. Cell cycle phases.

As part of their cell cycle control cells possess checkpoints that prevent them from
entering into a new phase until they have successfully completed the previous one as for
example if any of the chromosomal DNA is damaged or certain critical process such as
DNA replication have not been properly completed. This cell cycle control system is
regulated by extracellular and internal signals where the protein complexes between
cyclins (cyc) and cyclin-dependent kinases (CDKs) play a crucial role. These complexes
phosphorylate different substrates involved in the control of transcription and cell cycle
progression'!. There are more than twenty different CDKs identified in mammalian cells,
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but only a few are well characterized as cell cycle regulators, others are involved in
transcriptional control and others still do not have a clear function®.

Three checkpoints ensure that the cell can continue the cell cycle properly. On the
other hand, if any damage is detected the cell cycle is arrested (Figure 3). CDKs are
critical in cell cycle regulation and could be a good strategy for the design of targeted
therapies.

Cdk1/CycB

Checkpoint

Cdk4/Cyc D
Cdk6/Cyc D

Go

Checkpoint

Checkpoint
Cdk2/CycE

Cdk2/Cyc A

Figure 3. Checkpoints and Cdk/Cyc intervention in the cell cycle regulation.

3. Apoptosis

Apoptosis is a genetic orderly process in which cells lead to their own death in
response to different stimuli. It is an essential process to maintain homeostasis in
multicellular organisms.

There are two fundamental pathways in apoptosis: the extrinsic or death receptor
pathway and the intrinsic or mitochondrial pathway. The central component of both
pathways is a proteolytic system involving a family of proteases called caspases (Figure
4). There are 14 caspases identified in mammalian cells divided into initiator and effector
caspases. These enzymes participate in a cascade that culminates in apoptosis®.
Caspase-9 as an initiator caspase and caspase-3 as an effector caspase are the critical
enzymes in apoptosis.
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Figure 4. The two fundamental pathways in apoptosis.

The understanding of caspase regulation is intimately linked to the ability to
rationally manipulate apoptosis for therapeutic gain against cancer.

4. O,N-Acetals as antiproliferative agents

Although 5-fluorouracil (5-FU, Figure 5) was first introduced in 1957, it still
remains an essential part of the treatment of a wide range of solid tumours. Novel 5-FU
derivatives, possessing a broader spectrum of antitumour activity and fewer toxic side
effects than 5-FU, have been diligently sought in our research group from the start. The
mechanistic and synthetic aspects of the acyclonucleosides 1 and 2* (Figure 5) have
been described. Their antitumour activity was tested against HEp human cells in vitro.
The most active compound 2 with a half 50 % maximal inhibitory concentration (ICsq) of
18 uM is the most lipophilic structure due to the cyclopentoxy moiety. This drug is 4-fold
more active than 5-FU,

0
HNJ]/F 5-FU
O)\N Ho\/\o/\)\OR
H
5-FU 1 R=Pf

2 R =cyclopentyl

Figure 5. 5-Fluorouracil and 5-FU acyclonucleoside-type derivatives.
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Having demonstrated that the most lipophilic acyclonucleoside (2) were the most
active compounds against the HEp human cells, cyclic O Macetalic compounds were
synthesized in order to increase the lipophilicity of the molecules and subsequently
improve their anticancer activity. With this aim, the synthesis and anticancer activities of
compounds 3-8 (Figure 6) have been reported. In all cases the attachment of the 5-FU
moiety occurs at the A1 position of the pyrimidine ring.

ms FU @(j @;‘J 5FU F=5FU
(0]

3R;=Rg=H Cf

4R7 OMe Rg—H 7

5R; = H; Ry = OMe
8

Figure 6. Several 5-FU derivatives with antiproliferative activity.

Cyclic 5-FU O,N-acetals 3-8'>'® (Figure 6) provoked a Go/G;-phase cell cycle arrest
whereas ftorafur [1-(2-tetrahydrofuranyl)-5-fluorouracil] a known prodrug of 5-FU,
induced a S-phase cell cycle arrest. Moreover, 8 increased the expression of proteins p21
or p27 up to double the control. Compounds 3, 4 and 8 significantly decrease the cdc2
activity. Compound 6 increased the expression of protein p53 and considerably decreased
bcl-2 levels'’. All these biological activities are not shown by 5-FU itself. Therefore,
compounds 3-8 can be considered drugs per se and not 5-FU prodrugs because they
show a different mechanism of action from the one shown by 5-FU and ftorafur.

Due to the fact that compounds 3-8 are not prodrugs of 5-FU, the synthesis of 9
(Figure 7) was described'® replacing the 5-FU moiety for the natural base uracil, with the
prospect of finding an antiproliferative agent endowed with a new mechanism of action.
Compound 9 showed a very interesting antiproliferative activity (ICso= 5 + 0.25 pM)
against the MCF-7 human breast cancer cell line and was slightly more active than its 5-
FU analogue 3 (ICso= 7 £ 0.61 pM). Moreover, 9 also recruited cells into de Go/G; phase
of the cell cycle, and this feature seemed to be a common characteristic of the cyclic O,M
acetals 3-8.

o}
0o S—NH
X—N (o}
-
9
Figure 7. First O, N-acetal with a natural base instead of 5-FU.
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The isosteric change of the phenolic oxygen atom on 9 and the substitution of
uracil to thymine base gave 10 and trans-11 (Figure 8). They show antiproliferative
activity against the human breast cancer cell line MCF-7 (ICsp = 12.74 £ 4.79 and 30.05 +
0.71 pM, respectively)®™.

QP ]

(0]
S\ )N s— N
N\_2:O N 0
O — J—
Me Me
10 trans-11

Figure 8. Bioisosteres of 9.

In order to complete the study of a structure—activity relationship (SAR), a series
of benzo-fused seven membered O M-acetals linked to pyrimidine or purine were
described®®>* (Figure 9).

R4
X 9 X 7
L v NYRZ@O’"Nj\A Y
(0] k\ N (0] I\\ /)\
N NT N R,
Ry

12X=N
13X=8
14 X=0

Figure 9. /9 and N7 Benzo-fused seven membered compounds linked to purines.

As a rule the following can be stated: a) the purine analogues showed better
activities than the pyrimidine ones**??, b) the presence of at least one halogen atom on
the purine skeleton was necessary to improve the antiproliferative activity’* (R; and R,
in Figure 9), c) 4,1-benzoxazepine rings (12, Figure 9) afforded an enhancement of the
antiproliferative activity on MCF-7 cells in relation to the 4,1-benzoxathiepin (13, Figure 9)
and 1,4-benzodioxepin® (14, Figure 9).

Moreover, studies by microarray technology showed that the main molecular
targets of compounds 15 and 16 (Figure 10) are pro-apoptotic genes with protein kinase
activity such as GP132, ERN1 or RAC1, which prevent the metastatic progression??.
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Figure 10. Compounds with interesting anticancer activities.

If the previously described compounds are not prodrugs, it is not necessary to
maintain the O,N\-acetalic characteristic with the corresponding weakness of the N-C-O
bond, and the stereochemistry of the reaction could also be controlled. Therefore,
molecules in which the benzoheterocyclic ring and the purine base are linked by a
heteroatom-C-C-N bond were designed®® (17-18, Figure 11). The apoptotic indexes of
the target compounds must be pointed out: 63.05% for 17 and 76.22% for 18. To our
knowledge, compound 18 is the most important apoptotic inducer against the MCF-7
human breast cancer cell line so far reported®.

17 Ry=H;R,=Br
18 Ry=Cl;R,=Cl

Figure 11. Non O Macetalic compounds with interesting antitumour activities.

The biological activity by the cyclic and acyclic O, /V-acetals 19 and 20 (Figure 12)
should be emphasized. The ICsy values against MCF-7 cell line obtained for these
compounds were below 1 uM, 19 also called bozepinib being the most potent structure so
far reported (ICso = 0.355 pM). Moreover, they are the most selective compounds against
MCF-7 cell line [TIs (Therapeutic Index) = 5.1 and 5.2, respectively] in relation to the
normal one®. cDNA microarray technology reveals potential drug targets, mainly centred
on positive apoptosis regulatory pathway genes, and the repression of genes involved in
carcinogenesis, proliferation and tumour invasion?®.
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Figure 12. Cyclic and acyclic O, Macetals with interesting anticancer activities.

Also studied was the acyclic compound 21 (Figure 12), a potent growth inhibitor
of MCF-7 (ICsp= 1.09 uM) that displayed low toxicity in the normal cell line MCF-10A (TI=
34.5). Moreover, it induces selective apoptosis in MCF-7 with better activity than
compound 18 (77.40 % for 21 against 76.22 % for 18). Further studies showed that
pro-apoptotic genes BBC3 y Noxa related with the endoplasmic reticulum (ER) stress-
induced apoptosis appeared up-regulated. The selective activity of this compound against
tumour cells via the ER stress-induced apoptosis can imply a great advantage for future
therapeutic use”.

Bozepinib, the most active compound of the cyclic O M\acetals, is a potent
antitumoural agent that induces apoptosis in breast and colon cancer cells®®. The double-
stranded RNA-dependent protein kinase (PKR) is a target of bozenipib. Moreover, the
combination with IFNa potentiates the apoptosis induced by bozepinib and also enhances
autophagy and senescence?, both processes of great importance in tumour cells that
show resistance to conventional chemotherapy. Therefore bozenipib has the required
features as an emergent drug in the targeted antitumour therapy.

5. Fluorescence techniques for drug delivery research

Fluorescence is a very useful technique to elucidate the mechanism of action of
drugs inside the cell and to know their distribution in tissues and organs. Knowing the
drug distribution is critical for the design of more selective and efficient agents in cancer
therapy, although this knowledge is neither always easy nor cheap. However,
fluorescence technique provides a comprehensive tool for investigating these aspects in
single cells and whole tissue®.

Some drugs are inherently auto-fluorescent, such as topotecan and
camptothecin®, but others need to be labelled with chromophores such as the ones
shown in Figure 13.
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Figure 13. Some chromophores commonly used as labels for drug delivery with fluorescence techniques.

As an example, the mechanism of action of the antitumour drug paclitaxel by the
stabilization of the microtubules was disclosed by the fluorescence technique using
fluorescein as a label in the drug® (Figure 14).

Paclitaxel Fluorescein

Figure 14. Fluorescent analogous of paclitaxel with fluorescein as label.

6. DCA in antitumour therapy

The small molecule dichloroacetate (DCA) is a metabolic modulator that has been
used in humans for decades in the treatment of lactic acidosis and inherited mitochondrial
diseases®’. However, DCA has been considered as an antitumour agent since 2006. A
patent®™ and subsequent publication®* of Michelakis et al. established that DCA is a
promising selective anticancer agent.

DCA is a highly selective antitumour drug. It is able to target the unique metabolic
profile that characterizes most cancers: mitochondrial glucose oxidation. Its effectiveness
is explained by its dual mechanism, both of which induce apoptosis: by mitochondrial
depolarization and the efflux of pro-apoptotic mediators (proximal pathway) and by an
increase in Kv channel expression/function (distal pathway)*.

Succeeding studies demonstrated the selectivity and effectiveness of DCA as a
promising candidate in antitumour therapy: in endometrial cancer*, metastasis breast
cancer®, prostate cancer®®, colorectal’’*®, leukaemia®, in glioma stem cells®,
melanoma®*, gastric cancer* and hepatocellular carcinoma®.

DCA has been used for more than 30 years as a drug, so its safety and security is
well proved. However, the dose of DCA is rather high and its antitumour activity is still not
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good enough. For example, the ICs, value against lung human carcinoma A549 is over
1000 pM*. Modifications in the small molecule DCA are needed in order to increase its
antitumour activity.

Csuk et af* designed several molecules where they join the natural activity of
tormentic acid (22, Figure 15) with that of chloroacetate, a derivative of DCM (23-25).
These molecules have been assayed against several cell lines. The activity against the
breast cancer cell line MCF-7, in which these chloroacetic derivatives were the most active
compounds with values of ICsy between 1.5-6.9 puM, should be highlighted.

22 R=Ry=Ry=H

23 Ry=R,= CI-CH,-C(=0) R3= Me
24 R1 Cl- CH2 C( O) R2 H R3 Me
25 Ry= H Ry= CI-CH,-C(=0) Ry= Me

Figure 15. Derivatives of chloroacetate with antiproliferative activity.

7. Diamines with anticancer activity

Medical interest has focused on macrocyclic polyamines in the last decades
because of their chemical and biological properties as antitumour agents. Their
antiproliferative activity belongs to their affinity to the DNA*.

The diamines represented in Figure 16 showed antiproliferative activity against the
MCF-7 cell line®.

A A
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(-)-trans-26 (+)-trans-26 meso-26

Figure 16. Diamines with antiproliferative activity against the MCF-7 cell line.

172



Summary

Compounds (-)-trans, (+)-trans and meso-26 induce growth inhibition at
submicromolar concentrations. The most active compound (-)-frans-26 shows greater
cytotoxic activity toward MCF-7 cells than MCF-10A cells. Real-time RT-PCR analysis
demonstrated that (-)-trans-26 is an extremely efficient regulator of the anti-apoptotic
genes Bcl-xl, Bcl-2 and cyclin D1. Later studies of the molecule confirm that it also
regulates p53%.

173






Summary

I1. AIMS

The aim of this PhD dissertation is the development of potential anticancer drugs
that lack adverse effects with the purpose of obtaining selective drugs for a targeted
antitumour therapy. The specific aims are the following:

1. Design of molecules as antitumour drugs with structural diversity.

2. Synthesis of the proposed compounds with their corresponding methodologies.

3. Characterization of the molecules obtained using nuclear magnetic resonance (NMR)
techniques and high resolution mass spectroscopy (HRMS) as well as the identification of
their H and C atoms, unequivocally, employing two dimensional NMR studies.

4. Biological activity evaluation by: a) antiproliferative studies of all the synthesised
derivatives against four different cancer cell lines and b) apoptosis and cell cycle studies
in the most active compounds in order to determinate the mechanism by which these
compounds exert their antiproliferative effects.

5. Assessment of the qualitative and quantitative structure-activity relationships (QSAR) of
the compounds with the establishment of their corresponding QSAR equations in order to
know the molecules or parts of the molecules that are essential for the biological activity
in order to even design more potent derivatives in the future.

6. In vivo drug toxicity studies of selected compounds.

7. Drug distribution analysis of selected compounds in mice by the fluorescence
technique.
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III. RESULTS AND DISCUSSION

The 27 target compounds obtained are included in three different families of
compounds named A, B and C. The design, synthesis, characterization and biological
studies for each family of compounds are detailed below.

1. Family A
1.1. Molecular design

The design of new acyclic compounds is based on the following modifications of
compound 16: the transition of the purine base to the benzylic carbon and replacement
of the O,M-acetalic structure for a 1,3-dioxolane group (Scheme 1). We maintain the p-
nitrobenzenesulfonyl group and we introduce a linker between the sulfonamide and the
dioxolane (n= 1, 2). We have also included a 5-FU derivative in order to compare their
activities.

NO,

p-nitrobenzenesulfonyl

50, o

@ f\/)/L dioxolane
p-nitrobenzenesulfonyl

derivatives

Scheme 1. Design of the p-nitrobenzenesulfonyl derivatives of family A. Structure Z is included in a patent,
showing compounds with antiproliferative activity against cancer cells and cancer stem cells* in which the
ring is a 4-8 membered partially unsaturated or an aromatic ring, 7= 0-4 and X=H, F, Cl, Br or I.
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The p-nitrobenzenesulfonyl derivative with 7= 2 and the dichloropurine moiety is
the target compound to study the drug distribution /7 vivo by fluorescence technique.
Therefore we need to design a fluorescent analogous of the target compound. The p-
nitrobenzenesulfonyl group was interchanged with the dansyl group as a chromophore
because of its similarity (Scheme 2). Moreover, a fluorescence study of some antitumour
drugs with a dansyl group in their structure that present no toxicity in vivo™® confirms the
employment of this chromophore in the design. We also include the dansyl derivative with
n=1in order to establish their SARs.

Fluorescent
labelling

~N, .~

© Dansyl chromophore dansyl
™ 9
N\(\/)/k

n O n

oo 2|

=1,2
T -
N =N N =N
Cl Cl
Target compound Dansyl derivatives

Scheme 2. Design of the dansyl derivatives of family A.
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1.2. Chemistry

The target compounds 38-51 are obtained following the synthetic procedure
described in Scheme 3.

38 n=1 Ry=A R,=C X=Cl Y=H
] 39 n=1 Ry=A R,=C X=Br Y=H
40 n=1 Ry=A Ry=C X=CI Y=Cl
02 o/> 41 n=1 R4=A Ry=C X=NH, Y=H
0

R
i
NMA 42 n=2 Ry=A R,=C X=CI Y=H
i 43 n=2 Ry=A Rp=C X=Br Y=H
44 n=2 Ry=A Rp=C X=Cl Y=ClI
45 n=2 Ry=A Rp=C X=NH, Y=H
R

~N,. 7
NO, N =2 Ry= = =
2 46 n=2 Ry=A Ry=D X=NH, Y=H
47 n=2 R=AR,=F
38-51 48 n=1 R4=B R,=C X=CI Y=CI
49 n=1 R4=B Ry=E X=CI Y=CI
A B

50 n=2 R4=B R,=C X=Cl Y=CI
51 n=2 Ry=B R,=E X=CI| Y=CI

( - YY\D(ﬁ L“W\fo

Ri R Ri Ri
e ;

ISR P 1o S S oY .
L O Cn OGOy

OH OTBDMS OTBDMS OTBDMS R,
27 28 R=A 30 n=1, Ry=A 34n=1,Ry=A 38.51

29 R,=B 31n=2, Ry=A 35n=2, Ry=A

32n=1,R=B 36 n=1,Ry=B

33n=2,R=B 37n=2,R=B

Scheme 3. Reagents and conditions. a) TBDMS-Cl, DMAP, Et;N, anhydrous CH,Cl,, rt, 6h (100%). b) pNO,-
Ph-SO,Cl, anhydrous CH,Cl,, rt, 3h (100% for 28);Ds-Cl, EtsN anhydrous CH,Cl,, 30 °C, 24h (100% for 29).
¢) 2-Hydroxymethyl-1,3-dioxolane (for 30 and 32) or 2-(2-hydroxyethyl)-1,3-dioxolane (for 31 and 33),
DIAD, PPhs, anhydrous THF, 30 °C, 21h (84% for 30, 71% for 31, 68% for 32 y 91% for 33). d) TBAF,
anhydrous THF, rt, 3h (48% for 34, 78% for 35, 100% for 36 and 37). e) DIAD (1.1 eq for 42, 2.2 eq for
38-41, 43-51), PPh; (1.1 eq for 42, 2.2 eq for 38-41, 43-51), anhydrous THF, 140 °C (for 38-43, 45-47)
or 160 °C (for 44, 48-51), MW, 25min (for 38-43, 45-51) or 1 h (for 44) (53% for 38, 44% for 39, 53%
for 40, 18% for 41, 14% for 42, 32% for 43, 32% for 44, 48% for 45, 25% for 46, 17% for 47, 62% for
48, 13% for 49, 75% for 50, and 7% for 51).

Compounds 27-29 were synthesised as previously described'.

When 30 and 31 are treated with tetrabutylammonium fluoride (TBAF)
anhydrous THF to allow the de-protected compounds 34 and 35, by-products (52 and
53) are also obtained in smaller yields, respectively (Scheme 4). Compounds 52 and 53
are the result of a Smiles rearrangement®, in which the p-nitrophenyl group migrates to
the hydroxyl group (Scheme 4). Despite the fact that the spiro complexes of the
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mononitro derivatives have been less documented than the spiro Meisenheimer
complexes of the polinitro benzene derivatives, we proposed the formation of a mononitro
complex as Zerner et al. demonstrated™.

NO,

/>
so2 o @/L so2 0/>

1oL
nj=1, 2 @1®
Smlles N
t \
rearrangemen 8 o \©\
N
gg 2=; Meisenheimer complex \©\N02 gg 2=; O2

Scheme 4. Proposed mechanism for the formation of the by-products 52 and 53.

The target compounds 38-51 were obtained by microwave-assisted Mitsunobu
reaction. Microwave-assisted organic synthesis is becoming instrumental for the rapid
synthesis of drugs. In general, it allows not only the decrease of reaction time but also
improves the reaction yields with the increase of temperature and pressure of this non-
classical method.

1.3. Spectroscopic analysis

The compounds 27-53 have been identified by NMR-spectroscopy and high
resolution mass spectroscopy. The two dimensional NMR studies heteronuclear single
quantum correlation (HSQC) and heteronuclear multiple bond correlation (HMBC) have
been employed in 29-53 to the unequivocally identification of each atom of H and C.

The identification of M9 substituted derivatives 38-44 relies on the observation of
the correlation of the benzylic hydrogen atoms linked to the purine with the C4 of the
purine moiety in the HMBC spectrum. The C4 of the purine moiety can be identified due
to the its 1,3-relationship with the H2 atom of the purine ring (Scheme 5) in 38, 39, 41,
42 and 43.
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N02 N02

S|02 O/> S|02 O/>
NM/LO N 0

SO

9
38 n=1 X=Cl S(N N (N N
n= = \ \2 H 8 2
on=1xbr N T N
41n=1X=NH, 7 °\=N, 7 SN\=N,
42 n=2 X=Cl 6 40 n=1 6
43 n=2 X=Br X 44 n=2 CI

Scheme 5. The HMBC interactions in the M9 regioisomers 38-44.

As an example, the interactions in the HMBC spectrum of compound 42 are shown
in Figure 17.

H2pur
Benzylic hydrogen atoms
\ |
—_— \ln 125
I
. 0 () " wm 130
3 LR i ] -
140 é
‘ &
| I e
C4pur —t— Li ' Hr

9.2 90 88 86 84 82 8.0 78 7.6 7.4 7.2 70 68 66 64 62 6.0 58 56
12 (ppm)

Figure 17. The HMBC spectrum of 42.

The discrimination between the A-9- and AM-3-substituted derivatives of adenine
(45 and 46 respectively) relies on the observation of the connection between the benzylic
hydrogen atoms linked to the adenine and the quaternary carbons of the adenine moiety:
C2,ur, C4pyr and C8,r (Scheme 6). While the benzylic hydrogen atoms are correlated with
C4,.r and C8p, in the A9 regioisomer, the benzylic hydrogen atoms are correlated with
C2,.r and C4y, in the A-3 regioisomer.
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NO, NO,

o R

N 0. N Ie)

WY TS

O O

9

NNPA :
8 N 2 H N /NQ

\ / \\7/H \ﬁ/ />8

N N~

7 ® /N1 e 5 N7

6
HoN NH»,
45 46

Scheme 6. The HMBC interactions in the /*9 (45) and A+3 (46) adenine regioisomers.

The identification of the M1 5-FU regioisomer 47 relies on the 1,3-relationship
between the benzylic hydrogen atoms linked to the 5-FU and the C6 of 5-FU moiety, and
viceversa, the H6 of 5-FU moiety and the benzylic carbon (Scheme 7, Figure 18).

NO,
o
N
o
H o
’
H N2.0
NH
F™ 5 (s
(0]
47

Scheme 7. The HMBC interactions in the M1 5-FU (47) regioisomer.

I I [N T [ im

Benzylic
hydrogen
HBsr at(Tms
|

Benzylic— | & [* §
carbon | [* ' t Tl

2 (o)

Figure 18. The HMBC spectrum of 47.
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1.4. Biological activities
1.4.1. Antiproliferative activities

The effects on cell proliferation were investigated on the human breast cancer cell
line MCF-7, human colon carcinoma cell line HCT-116 and the human malignant
melanoma cell lines A375 and G361. The antiproliferative activities for 38-47 against the
four tumour cell lines are shown in Table 1 in pM (pmol/l) unit.

NO,

|
\V/Y \rw): /> | NKO
e oy

38-47
R

Comp. n R X Y Isom MCF-7 HCT-116 A375 G361
(ICso pM) (ICso pM) (ICso pM) (ICso pM)
38 1 A Cl H N9 12.20 £ 0.08 3.100 £ 0.030 0.663 £ 0.018 1.453 £ 0.003
39 1 A Br H N9 12.10 £ 0.03 3.060 + 0.020 1.371 £ 0.039 1.238 + 0.003
40 1 A cl cl N9 1.170 £ 0.028 15.87 £ 0.03 1.329 £ 0.016 1.295 £ 0.005
41 1 B NH, H N9 15.15 + 0.04 13.68 £+ 0.04 6.549 + 0.058 6.841 + 0.004
42 2 A cl H N9 2.200 £ 0.050 2.620 + 0.050 0.340 + 0.009 0.747 + 0.003
43 2 A Br H N9 3.260 + 0.040 2.690 = 0.060 0.557 + 0.090 1.225 £+ 0.003
44 2 A cl cl N9 3.010 £ 0.008 4,110 £ 0.001 0.134 + 0.033 0.836 + 0.010
45 2 B NH; H N9 17.22 £ 0.02 21.3 £ 0.04 6.823 + 0.045 6.352 + 0.004
46 2 B NH; H N3 12.57 £ 0.03 13.6 £ 0.04 5.349 £ 0.014 5.777 £ 0.003
47 2 C M1 27.30 £ 0.08 20.28 £ 0.10 11.23 £ 0.02 10.66 £ 0.005

Table 1. The antiproliferative activities of the p-nitrobenzenesulfonyl derivatives against the MCF-7, HCT-116,
A375 and G361 cell lines.

The ICsy values of compounds with n= 2 (42-44) are better than the ones of
compounds with n= 1 (38-40). That could be attributed to the increase of lipophilicity.

The most active compounds against all cell lines assayed are the bromo, chloro
and dichloropurine derivatives (38-40, 42-44), as has been previously reported®. The N
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3 adenine isomer (46) is slightly more active than the /-9 one (45). 5-FU derivative (47)
is the least active as antiproliferative agent against all the cell lines.

It should be pointed out that all the target compounds show higher
antiproliferative activity against human melanoma cell lines with sub-micromolar ICsg
values. Compound 44 is the best antiproliferative agent of these p-nitrobenzenesulfonyl
derivatives with an ICs, of 134 nM against the A375 cell line.

The antiproliferative activities for the compounds 48-51 against the MCF-7 and
HCT-116 human cell lines are shown in Table 2.

| [ ¢
R= N N
q ] Na «‘Z//\QN
oo " ey ok
L ol cl
P2 03
0

NM* A B
n=12 48 n=1,
49 n=1,
50 n=2,

R=A
R=B
R=A
R 51n=2, R=B
Compound n R Isomer MCF-7 HCT-116
(ICs0 pM) (ICs0 pM)
48 1 A N9 10.40 + 0.03 2.910 £+ 0.013
49 1 B N7 2.170 £ 0.070 1.280 + 0.001
50 2 A N9 2.610 £ 0.040 2.290 + 0.020
51 2 B N7 1.930 + 0.030 3.300 + 0.005

Table 2. The antiproliferative activities of dansyl derivatives against the MCF-7 and the HCT-116 cell lines.

Dansyl derivatives (48-51) are also potent antiproliferative agents against MCF-7
y HCT-116 cell lines with ICs, values between 1 — 3 uM, with the exception of 48 against
the MCF-7 cell line (ICsp= 10.40 uM).
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1.4.2. Cell-cycle analysis

Summary

The effects on cell cycle distribution of the most active compounds (38-40, 42-
44) were analysed by flow cytometry for 24 and 48h at 3:ICsoin A375 cell line (Table 3).

Control 38 39 40 42 43 44
Go/Gy 40.55 £0.70 47.42 £ 3.46 33.69 £4.34 40.22 £1.28  28.25 +£ 3.02 26.38 £ 1.80 38.68 £ 2.55
G2/M 8.71 £ 0.93 10.62 £ 1.23 26.60 + 1.15 9.93 £ 0.93 34.40 + 1.84 37.27 £ 1.94 21.36 £ 1.53
S 50.75 £ 0.23 41.96 £ 2.23 39.72 £549 49.86 £+ 0.35 37.26 £1.33 36.35 £ 3.73 40.16 £ 0.73
*24 h of treatment
Control 38 39 40 42 43 44
Go/Gy 40.86 £1.14 34.23 £ 0.69 39.88 + 4.62 42.79 £0.91 41.19+243 41.09 £ 0.50 32.78 £ 2.87
G2/M 19.75 £ 0.67 24.32 £ 0.38 20.34 £ 17.40 19.80 £ 0.88 38.00 £+ 4.04 32.88 + 10.89 15.31 £ 2.14
S 39.37 £ 0.47 41.46 £ 1.07 39.78 £12.77 3742 £0.03 20.82+6.47 26.03+10.39 49.43 +£1.49

*48 h of treatment

Table 3. The cell cycle distribution in the A375 cancer cell line after treatment for 24 and 48 h for the six
most active compounds 38-40 and 42-44 as antiproliferative agents (3 x ICsp).

Compounds 39 and 42-44 provoked a G,/M cell cycle arrest at the expense of the
other two phases (26.60 %, 34.40 %, 37.27 % y 21.36 % respectively in contrast to 8.71

% of the control).

1.4.3. Apoptosis assay

The effects of the most active compounds (38-40, 42-44) on apoptosis in the
A375 cell line were analysed by flow cytometry after 24 and 48 h of treatment, in order to
study the mechanisms of their antitumour activity. The results are shown in Table 4.

Control 38 39 40 42 43 44
N 0.45 = 0.21 0.15+0.07  1.45+0.35 0.15 £ 0.07 0.10+0.00 26.38+1.80  0.45 + 0.07
ESA 2.85+ 0.35 30.30 +3.82 3535+4.17 8.85=*1.63 67.10 £ 1.41 71.25+4.03 31.42 £0.59
LSA 430+0.14 420+ 071  36.45+544 245+0.21 8.80+2.12 1330 +6.22  30.35 £ 0.35
*24 h of treatment
Control 38 39 40 42 43 44
N 0.40 £ 0.14 0.95+0.21  4.50+0.14 0.35 £ 0.07 2.40 = 0.14 2.25 + 0.49 1.60 £ 0.28
ESA 2.80 + 0.42 13.20+1.41 5.85+0.49  2.15% 0.07 26.00 £ 0.14 2545+ 134 550 0.57
LSA 2.70 +0.28 730+0.99 6525+021 1.70+0.28 56.95 +4.88 58.05+2.75 252+ 1.13
*48 h of treatment
Table 4. Apoptosis induction in the A375 cell line after treatment for 24 and 48 h (3 x ICsg). N= Necrosis,

ESA= Early-stage apoptosis, LSA= Late-stage apoptosis.

The most apoptotic compounds are 42-44, that are also the most active as
antiproliferative agents.
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1.4.4. In vivo toxicity

Toxicity was determined selecting the most active compound (44) that presents
an ICso value of 0.134 pM against the A375 cells. Its fluorescence analogous 50 was
studied too.

We examined the acute-toxicity profile of 44 and 50 in BALB/c mice when it was
administrated in a single oral bolus (/7= 40) at doses levels of 50-250 mg/kg for a week.
Compounds 44 and 50 were nontoxic even at the highest bolus dose of 250 mg/kg after
2 weeks. All the 40 44-treated and 50-treated mice remained healthy throughout the 14-
day observation period with no evidence of morbidity.

1.4.5. Drug distribution study

Fluorescence lifetime imaging microscopy has been shown to be a useful tool in
studying drug distribution in biological tissues>*. Herein, we have investigated the /n vivo
distribution of 50, which is the fluorescent analogous of 44, in mice organs and tissues.
Control mice were treated with 44.

Fluorescence intensity was high in all organs and tissues of mice treated with 50,
with the exception of pancreas and lungs (Figure 20). Fluorescence intensity is not
detected in mice treated with 44 (Figure 19).

Pancreas Kidney

Lungs

Liver 50

Figure 19. /n vivo distribution study of 44.
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Figure 20. /n vivo distribution study of 50.

Our results confirm that the drug is absorbed by the oral route of administration
with systemic distribution. Furthermore the drug accumulates mainly in liver and kidney,
the organs associated to drug metabolism and excretion, respectively.

2. Family B
2.1. Molecular design

DCA has been used for decades in the treatment of lactic acidosis. A patent®® in
2006 made DCA an attractive candidate for pro-apoptotic cancer therapy®.

We have demonstrated that purine derivatives show higher potency as
antiproliferative agents than the pyrimidine ones®. In recent years, purine bases have
been the subject of extensive research that led to the discovery of thousands of biological
active compounds including antineoplastic ones™.

Therefore, we have connected the purine bases 6-chloropurine, 6-bromopurine or
2,6-dichloropurine to the ethyl acetate moiety, which is related to DCA (Scheme 8). We
also include the 5-FU derivatives in order to compare their biological activities to the
purine ones.
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Scheme 8. Molecular design of family B derivatives.
2.2. Chemistry
Compounds 54-61 are obtained as shown in Scheme 9.
0
F
T L
H
OYN 0 N’go 0~ N o
HN A - . EtO\H) Eto\ﬂ)
o] o]
CI/\H/O\/ . a) 54 55
0 Ro EtO. EtO R
</N | \)N\ (\)ﬁ/\Nk | NYR1 (Z]/\'\t \)N\
e —_—
N" 'N" Ry SN NTOR,
R
56 Ry= H Ry= Cl 59 Ry=H Ry=Cl
58 Ry=H R,=Br 61 Ry=H Ry=Br
60 Ry=Ry= Cl 63 Ry=R,=Cl

Scheme 9. Reagents and conditions: a) Et;N, H,0, 105 °C, MW, 8 min (13 % for 54, 6 % for 55, 24 % for
56, 12 % for 57, 28 % for 58, 9 % for 59, 40 % for 60, 15 % for 61).
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The target compounds are prepared using the rapid, convenient and green
protocol previously reported for the synthesis of 56 and 60°°. The nucleophilic
substitution assisted by microwave irradiation of ethyl chloroacetate using water as
solvent affords 54-61.

2.3. Spectroscopic analysis

Compounds 54-61 have been identified by NMR-spectroscopy and high resolution
mass spectroscopy. The two dimensional NMR studies HSQC and HMBC have been
employed for the unequivocally identification of each atom of H and C.

The discrimination between the A9 and N-7 substituted purine derivatives (56-
61) relies on the observation of the 1,3-relationship between the hydrogen atoms of the
carbon linked to the purine and the quaternary carbons of the purine moiety: C4,, and
C5,ur in the HMBC spectrum (Figure 21). While these hydrogen atoms are correlated with
C4,. in the A9 regioisomers, they are correlated with C5;, in the A7 regioisomers
(Scheme 10).

EtO m s EtO Hm Rz
H LN R, )
o N | 2 o N | N1
H)s\\N o /N1 )\\ /)2\
7 6
R

H e N7+ N 2R,
9 3
1
56 Ry= H R,= Cl 57 Ry=H Ry=Cl
58 Ry= H Ry= Br 59 Ry= H Ry=Br
60 R4=R,= Cl 61 Ry=Ry= Cl

Scheme 10. The HMBC interactions that discriminate /9 (56, 58 and 60) and /-7 (57, 59 y 61) purine
regioisomers.
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Figure 21. The HMBC spectrum of the /+9 (60) and A-7 (61) 2,6-dichloropurine isomers.
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In the 5-FU derivatives, the identification of the A1 isomer (54) relies on the
observation of the 1,3-connection between the hydrogen atoms of the carbon linked to
the 5-FU and the sole tertiary carbon of the 5-FU moiety (C6sry) and the opposite
connection: H6sgy and the carbon linked to the 5-FU (Scheme 11) in the HMBC spectrum.
These correlations do not exist in its isomer A3 (55). The correlation in 55 appears
between the hydrogen atoms of the carbon linked to the 5-FU and C4sgy.

o) H
S S
H 6LI\P§O 0] 4’?}50

E(W{H B0 H
0] )
54 55

Scheme 11. The HMBC interactions that discriminate A1 (54) and M3 (55) 5-FU derivatives.

2.4, Biological activities
2.4.1. Antiproliferative activities

The antiproliferative activities against the MCF-7, HCT-116, A375 and G361
cancerous cell lines for the target compounds are shown in Table 5 (ICso UM).

o}
NN i O U EtO Rz
| N o N Z]/\'\t I N R g]/\NTN
EtO\”) EtO\H) \N =N, K\N N/)\R1
o) o R
54 55 56, 58, 60 57, 59, 61
Compound Isomer R; R> MCF-7 HCT-116 A375 G361
(ICso M) (ICs0 M) (ICs0 M) (ICso HM)

54 M1 - - 25.20 £ 0.03 24.56 + 0.01 38.37 £ 0.06 29.03 + 0.01
55 N-3 - - 30.48 + 0.03 22.64 £ 0.01 50.92 + 0.13 25.35 + 0.01
56 N9 H Cl 35.06 + 0.03 5.270 + 0.040 18.862 + 0.092 21.42 £ 0.01
57 N-7 H Cl 49.82 £ 0.03 68.00 + 0.04 14.46 £ 0.12 21.41 £ 0.01
58 N9 H Br 14.10 £ 0.07 23.46 £ 0.04 13.45 £ 0.03 15.76 £ 0.01
59 N-7 H Br 20.17 £ 0.06 55.70 £ 0.04 26.74 £ 0.01 18.26 £ 0.01
60 N9 Cl Cl 3.930 + 0.035 6.200 + 0.046 1.178 £ 0.028 3.058 + 0.006
61 N7 Cl Cl 5.630 + 0.029 6.360 + 0.059 4,984 + 0.074 5.688 + 0.007
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Table 5. The antiproliferative activities of 54-61 against the MCF-7, HCT-116, A375 y G361 cell lines.
The 2,6-dichloropurine derivatives (60 and 61) are the most active compounds

showing single-digit micromolar ICs, values against all the assayed cell lines. The A-9
derivative (60) presents improved activities in all the cancerous cell lines than its AN-7
regioisomer (61).

In general, the A-9 purine derivatives present higher activity than the one of their
N-7 regioisomers except in the case of the 6-chloropurine derivatives (56 and 57). In
compounds 56 and 57 this tendency is reversed against the MCF-7 and HCT-116 cell
lines and both regioisomers are equally potent in inhibiting the growth of both melanoma
cancer cells.

The 5-FU derivatives present intermediate potencies (ICsp= 22 and 50 pM), being
the M1 isomer (54) more active than A-3 (55) against MCF-7 and A375, except in the
case of the HCT-116 and G361 cell lines.

2.4.2. QSAR studies

Correlations 1 and 2 show the antiproliferative activities of the target compounds
against the melanoma cell lines (A375 and G361) and the clog P values of 54-61. Such
clog Pvalues are calculated using the PALLAS programme”’.

Correlation 1: P(ICso)as7s = 4.40 (£ 0.12) + 0.85 (£ 0.15) clog P
n=38, r=0.920, s= 0.224, 5= 32.96, p < 0.005

where p(ICsp)as7s = -log (ICso)aszs, bearing in mind that the higher the value of
p(ICso)as7s the more potent is the compound, 7 is the number of compounds, ris the
correlation coefficient, s is the standard deviation, data within parentheses are standard
errors of estimate, and £ s is the Fisher test (p < 0.005).

Correlation 2: P(ICso)a361 = 4.55 (£ 0.08) + 0.55 (+ 0.10) clog P

n=8, r=0.920, s=0.159, 5= 27.12, p< 0.005

No correlation is obtained for the antiproliferative activity of 54-61 and their clog
Pvalues (r= 0.631 against MCF-7 and r = 0.353 against HCT-116).
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2.4.3. Cell-cycle analysis

The effects on cell cycle distribution of the most active compounds (60 and 61)
were analysed by flow cytometry (Tables 6, 7 and 8).

MCF-7 cells treated for 24 h with 60 and 61 did not show significant differences in
the cell cycle progression compared with DMSO-treated control cells. We found a slight
cell cycle arrest in the G,/M and S-phases induced by 60 (54.63 + 1.18) and 61 (18.27 +
0.79) respectively (Table 6).

Compound Cell cycle
Go/Gy S Gx/M
Control 34.58 + 0.09 14.50 + 1.06 50.91 + 1.15
60 28.17 £ 1.37 15.39 + 0.68 54.63 + 1.18
61 34.54 + 0.08 18.27 £ 0.79 47.19 £ 0.89

Table 6. The cell cycle distribution in the MCF-7 cancer cell line after treatment for 24 h for the two most
active compounds 60 and 61 as antiproliferative agents.

In the HCT-116- and A375-treated cells, 60 did not modify the cell cycle profile
and 61 provoked a G,/M cell cycle arrest (28.47 = 0.07) at the expense of the Go/G;-
phase (33.58 = 1.90) in the colon cancer cells and accumulated the A375 melanoma cells
in the Go/G;-phase (70.55 = 1.47) at the expense of both G,/M and S phases (20.10 %
0.75 and 9.34 £ 0.62, respectively) (Tables 7 and 8).

Compound Cell cycle
Go/Gy S Gx/M
Control 44.70 £+ 0.38 38.26 + 1.40 17.02 + 1.40
60 45,93 + 1.11 36.75 £ 0.70 17.31 + 0.44
61 33.58 £ 1.90 37.93 £1.92 28.47 £ 0.07

Table 7. The cell cycle distribution in the HCT-116 cancer cell line after treatment with 60 and 61 for 24 h.
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Compound Cell cycle
Go/G; S Gy/M
Control 57.97 £ 0.93 29.60 £ 0.78 12.42 £ 0.70
60 58.48 + 1.03 28.78 £ 0.26 12.73 £ 0.77
61 70.55 £ 1.47 20.10 £ 0.75 9.34 + 0.62

Table 8. The cell cycle distribution in the A375 cancer cell line after treatment with 60 and 61 for 24 h.

2.4.4. Apoptosis assay

The effects of the most active compounds (60 and 61) on apoptosis in the MCF-7,
HCT-116 and A375 cell lines were analysed by flow cytometry, in order to study the
mechanisms of their antitumour activity. The results are shown in Table 9.

Compound Apoptosis
MCF-7 HCT-116 A375
Control 10.80 + 0.85 7.27 £ 1.57 6.83 + 0.40
60 20.53 £ 0.91 20.20 £ 3.18 35.37 £ 0.47
61 24.10 +£4.37 17.03 + 1.00 27.13 £ 3.07

Table 9. Apoptosis induction in the MCF-7, HCT-116 y A375 cell lines after treatment for 24 h for the two
most active compounds 60 and 61 as antiproliferative agents.

Although compounds 60 and 61 show different cell cycle profiles that are
dependent upon the cell line studied, they induce high levels of apoptosis at 24 h in all
cancer cells in comparison with DMSO-treated cell cultures (Table 7). This apoptosis is
induced even in the MCF-7 breast cancer cells that have shown deficiency in the caspase-
activation mechanisms®,

193



Fatima Morales Marin

Interestingly, 60 is the most apoptotic compound against the A375 melanoma cell
line (35.37 £ 0.47), where no modification in the cell cycle is found. This effect could be
explained by a preferentially apoptotic mechanism of action.

Moreover, the fact that 61 gather cells at G,/M and Go/G; phases respectively in
the colon and melanoma cancer cells accompanied by high levels of programmed death
cell indicates that this compound has different cytotoxic effects on each tumour cell type.

3. Family C
3.1. Molecular design

1,2-Diamines possess a wide range of bioactivities, such as anticancer ones (see
compounds (-)-trans-, (+)-trans- and meso-26 in chapter 1.7.). The amine groups are
useful for modulating the solubility of the drug as well as for donating or accepting
hydrogen bonds to and from a biological receptor. Moreover, 1,2-diamines can easily be
converted into five- and six-membered rings that provide entropic advantages for binding
to the biological target™.

Macrocyclic compounds (12-membered rings or bigger) represent a structural class
with exceptional potential for biological activity and specificity®. Nowadays, there are
more than 100 marketed macrocycle drugs that included antitumour drugs®”.

Benzenesulfonamides also show anticancer activity through a variety of
mechanism such as cell cycle perturbation on the G; phase, the disruption of microtubule
assembly or angiogenesis inhibition®.

We designed this family of compounds in order to study the influence of two
structural modifications in the 1,2-diaminocyclohexane derivative (26): the introduction of
a p-nitrobenzenesulfonyl group and its conversion into a macrocycle (Scheme 12).
Compounds 26 [(-)-trans-, (+)-trans- and meso-] have been renumbered as 62 [(*)-
trans- and meso-] to maintain consistency with the tags of the remaining members of the
family C.
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"N OH
Bis-sulfonamide O:
derivative N OH
L) e
NH OH
O: Bis(p-nitrobenzenesulfonyl)
NH OH derivatives

0

1,2-Diamino \ NH O ‘
cyclohexane ethylenedioxy
derivatives Macrocycle with an NH
ethylenedioxy linker
Macrocycle

Scheme 12. Molecular design of the proposed structures of family C.

3.2. Synthesis

The synthesis of the p-nitrobenzenesulfonyl derivatives meso- and (%)-trans-63 is
detailed in Scheme 13.

NH, NH OH N OH
C[: O: meso-63
NH, NH )-trans-63

meso 62
)-trans-62

Scheme 13. Reagents and conditions. a) EtsN/ EtOH, rt, 48h; NaBH,, rt, 4 h [100 % for meso-62, 41 % for
(£)-trans-62]. b) pNO,-Ph-SO,Cl, anhydrous CH,Cl,, rt, 4.5 h [63 % for meso-63 and 23 % for (£)-trans-
63].

The vyield for the synthesis of meso-62 was improved from that described* by
increasing the reaction time during the reductive amination.
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The meso-macrocycle 65 is obtained in two steps (Scheme 14):

OHC” ; e ;

Br 0 NH O
b)

O - b2 )

Br OHC 0 NH O

OH OHC\© K@

64 meso-65

Scheme 14. Reagents and conditions. a) NaOH 2%/ EtOH, reflux, 72 h (27 %). b) meso-1,2-
diaminocyclohexane, MeOH, reflux, 5h; NaBH,4, 50 °C, 3.5 h (38 %).

The macrocycle meso-65 is isolated pure without further purification.

3.3. Spectroscopic analysis

Compounds 62-65 have been identified by NMR-spectroscopy and high resolution
mass spectroscopy. Each atom of H and C of compounds meso-63, (£)-trans-63 and
meso-65 has been unequivocally identified by the two-dimensional NMR techniques HSQC
and HMBC.

3.4. Biological activities
3.4.1. Antiproliferative activities

Compounds 62, 63 and 65 were assayed for their /n vitro antiproliferative
activities against the MCF-7, HCT-116, A375 and G361 cell lines. The results are
summarized in Table 10.
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o]
/

NH ?H 0,8
NO,
meso-62 meso-63 meso-65
(£)-trans-62 (£)-trans-63
Compound MCF-7 HCT-116 A375 G361
(ICso pM) (ICso pM) (ICso pM) (ICso pM)
meso-62 0.058 + 0.014 0.236 £ 0.060 0.099 £ 0.018 1.486 = 0.005
(£)-trans-62 1.240 £ 0.018 0.066 £ 0.017 0.205 £ 0.015 0.507 £ 0.007
meso-63 7.010 + 0.044 5.070 £ 0.032 3.413 £ 0.016 1.484 + 0.004
(£)-trans-63 2.630 + 0.044 3.680 £ 0.045 2.398 £ 0.020 1.144 + 0.009
meso-65 2.900 £ 0.018 1.460 £+ 0.001 1.106 = 0.064 8.520 + 0.009

Table 10. The antiproliferative activities for 62, 63 and 65 against the MCF-7, HCT-116, A375 and G361 cell

lines.

All the compounds of family C are potent antiproliferative agents with the highest
potency against the A375 melanoma cancer cell line (submicromolar values of ICsg). The
introduction of the p-nitrobenzenesulfonyl group into meso-62 and (+)-trans-62 to give
meso-63 and (x)-trans-63 as well as the macrocyclization to produce meso-65 do not
improve the antiproliferative activity in relation to those of meso-62 and (*)-trans-62.

3.4.2. Cell-cycle analysis

The effects on cell cycle distribution of the compounds were analysed by flow
cytometry at 24 and 48 h with the 3-Cls, of the compounds (Table 11).

Control meso-62 (x)-trans-62 meso-63 (x)-trans -63 meso-65
Go/Gy 41.10+0.71  35.37 £ 0.64 34.70 £ 0.71 54.08 + 0.31 57.53 + 0.54 67.31 £ 1.02
G2/M  2038+1.26 17.58 £0.76 11.08 + 1.76 10.50 + 0.35 6.93 £ 0.74 14.99 + 1.99
S 38.37+£0.34 47.05 £ 0.12 54.23 + 1.05 35.42 + 0.65 35.54 £ 0.20 17.70 £ 0.97

*24 h of treatment
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Control meso-62 (£)-trans-62 meso-63 (x)-trans -63 meso-65
Go/G: 38.97 £0.22 39.04 + 1.63 19.97 £ 0.13 58.01 £ 0.36 62.28 + 0.14 66.97 + 3.59
G2/M 16.61 £ 0.45 18.73 £ 1.35 25.26 + 1.83 11.85 £ 0.11 9.19 £ 1.20 17.82 £ 4.63
S 44.42 + 0.66 42.24 £ 2.98 54.78 £ 1.95 30.14 £ 0.24 28.54 £ 1.33 15.22 £ 1.05

* 48 h of treatment

Table 11. The cell cycle distribution in the A375 cancer cell line after treatment for 24 and 48 h (3 x Clsy).

We found a cell cycle arrest in the S-phase induced by 62 and a cell cycle arrest in
the Go/G;-phase by 63 and 65.

3.4.3. Apoptosis assay

The effects on apoptosis in the A375 cell line were analysed by flow cytometry at
24 and 48 h of treatment, in order to study the mechanisms of their antitumour activity.
The results are shown in Table 12.

Control meso-62 (£)-trans-62 meso-63 (£)-trans -63 meso-65
N 1.15 £ 0.21 0.85 + 0.07 0.80 + 0.28 1.45 £+ 0.78 0.90 + 0.14 1.50 £ 0.14
ESA 6.90 + 0.28 6.80 + 1.84 8.35 + 3.18 7.30 + 2.12 7.70 £ 2.40 43.10 + 18.53
LSA 1.95 + 1.06 1.40 £ 0.00 1.65 + 0.35 2.40 £ 0.71 2.85 + 0.07 7.10 £ 0.71

*24 h of treatment.

Control meso-62 (£)-trans-62 meso-63 (£)-trans -63 meso-65

N 0.80 + 0.42 0.55 + 0.07 0.60 + 0.00 0.65 + 0.07 1.00 £ 0.28 1.05 £ 0.21
ESA 3.50 £ 2.55 2.75 £ 0.78 3.45 + 0.35 7.40 £ 0.14 17.55 £ 2.62 47.30 £ 7.64
LSA 4.15 = 1.06 3.60 + 0.42 4.75 = 0.35 6.25 + 0.49 10.75 £ 1.20 47.70 £ 7.92

*48 h of treatment.

Table 7. Apoptosis induction in the A375 cell line after treatment for 24 and 48 h with 3 x ICsy of 62, 63 and
65. N= necrosis, ESA= Early-stage apoptosis, LSA= Late-stage apoptosis.

Compounds 63 and 65 induce high levels of apoptosis at 24 and 48 h in A375
cancer cells in comparison with DMSO-treated cell cultures.
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IV. CONCLUSIONS

In this PhD dissertation twenty seven target compounds have been designed,
synthesised and characterized. They are included in three families: A, incorporating ten p-
nitrobenzenesulfonyl derivatives and four dansyl derivatives with purine and 5-FU moieties
in their structures; B, containing six purine derivatives and two 5-FU derivatives linked to
ethyl acetate and C with five 1,2-diaminocyclohexane derivatives.

All the molecules have been assayed against the human breast cancer cell line
MCF-7, human colon carcinoma cell line HCT-116 and the human malignant melanoma
cell lines A375 and G361. Apoptosis and cell cycle studies have been also carried out for
all the compounds of family B against the MCF-7, HCT-116 and A375 cell lines, and in vivo
studies for two compounds of family A.

The referred contributions include original results that lead to the following
conclusions:

1. The bromo, chloro and dichloropurine derivatives of family A show better
antiproliferative activities against all the assayed cell lines than the adenine and 5-FU
derivatives.

2. The antiproliferative activities of adenine A3 isomer of family A are slightly
better than those of its /-9 isomer.

3. Compounds with a dimethylene linker between the sulfonamide and the
dioxolane of family A (n= 2) are better antiproliferative agents than compounds with a
methylene linker (n=1).
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4. The dichloropurine derivative with n= 2 is the most active compound of family A
as an antiproliferative agent with an ICso of 134 nM against the A375 cell line.

5. The most apoptotic compounds of family A are the purine derivatives with n= 2
and they provoked a G,/M cell cycle arrest. The bromopurine derivative is the most potent
inducer of apoptosis so far reported by the research group.

6. It has been demonstrated that dichloropurine derivative with n= 2 in family A
and its fluorescent analogue are nontoxic to BALB/c mice even at the highest bolus dose
of 250 mg/kg after 2 weeks. All 40 treated mice remain healthy throughout the 14-day
observation period with no evidence of morbidity.

7. Drug distribution studies /n vivo have reveal that the fluorescent A-9
dichloropurine derivative with n= 2 is absorbed by the oral route of administration with
systemic distribution. Furthermore the drug accumulates mainly in liver and kidney, the
organs associated to drug metabolism and excretion respectively.

8. The dichloropurine derivatives are more active as antiproliferative agents than
the rest of the derivatives of family B, showing better ICs, values against A375 cell line.

9. N9 purine derivatives of family B present a higher antiproliferative activity than
that of their /-7 regioisomers except in the case of chloropurine derivatives. In these two
compounds, the tendency is reversed against the MCF-7 and HCT-116 cell lines and both
regioisomers are equally potent in inhibiting both melanoma cancer cell growths.

10. Two QSAR equations are obtained between the antiproliferative ICsq values for
the compounds of family B and the clog P against the melanoma cell lines A375 and
G361.
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11. In family B, the A-9 dichloropurine derivative is the most apoptotic compound
against the A375 melanoma cell line, in which no modification in the cell cycle is found.
However, its regioisomer gathers cells at the G,/M and Go/G; phases respectively in the
colon and melanoma cancer cells accompanied by high levels of programmed death cell.

12. Family C molecules are the most active compounds as antiproliferative agents
against all the assayed cell lines. The most active one presents an ICsy value of 58 nM
against the A375 cell line.

13. Introduction of the p-nitrobenzenesulfonyl group, besides the macrocyclization
do not improve the antiproliferative activities of the 1,2-diaminocyclohexanes.

14. The p-nitrobenzenesulfonyl derivatives and the macrocycle of family C
provokes a Go/G; cell cycle arrest in A375 cell line at 24 and 48 h of treatment, whereas
the other two 1,2-diaminocyclohexane derivatives provoke S phase arrest.

15. The macrocycle of family C presents a very significant apoptotic index of 95 %
after 48 h of treatment in the A375 human melanoma cell line.
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