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“Este prologo llega tarde, aunque no demasiado tarde; ¢ qué mas da, a fin
de cuentas, cinco afios que seis? Un libro y un poema como éstos no tienen
prisa; ademas tanto mi libro como yo somos amigos de la lentitud. No en
vano he sido filélogo y tal vez lo siga siendo. La palabra “fil6logo” designa
a quien domina el arte de leer con lentitud que acaba escribiendo también
con lentitud...... Pacientes amigos mios, este libro no aspira a otra cosa que
a tener lectores y fil6logos perfectos. japrended, pues, a leerme bien!

Friedrich Nietzsche, prologo Aurora.
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RESUMEN

Debido a que la activacion aberrante de la via de sefializacion Hedgehog
(Hh) esta relacionada con procesos de carcinogénesis, la inhibicion de Hh
ha surgido como una herramienta para el tratamiento de una amplia gama
de canceres humanos, donde el receptor Smoothened (Smo) ha sido el
principal blanco terapéutico. El primer antagonista comercial de Smo
vismodegib (GDC0449/Erivedge®), fue aprobado el afio 2012 por la FDA
para el tratamiento del carcinoma de células basales en etapas avanzadas
de la enfermedad. Sin embargo, en los ultimos afios, han surgido
mutaciones en Smo que confieren resistencia al tratamiento. Por esta
razén, el desarrollo de nuevos antagonistas de Smo representa un desafio

importante para la terapia del cancer.

Desde el punto de vista quimico, una de las caracteristicas comunes que
presentan los inhibidores de Hh o antagonistas de Smo, es la presencia de
un sistema heterociclico como nucleo. Por ello, a partir de diversas
evidencias reportadas en bibliografia y trabajos previos de nuestro grupo
de investigacion, en esta tesis se disefiaron, sintetizaron y evaluaron
biolégicamente un conjunto de nuevas purinas 2,6,9-trisustituidas como

potenciales agentes antitumorales.

De un total de 49 compuestos sintetizados, fueron seleccionados aquellos
que presentaron el mejor perfil de potencia y selectividad en modelos de
cancer in vitro. Asi, los compuestos 4r, 4s, 11a, 14g y 14j reportaron valores
de ICso en el rango de 1.2 a 40 uM en ensayos de viabilidad celular en un
amplio panel de lineas celulares neoplasicas humanas, donde la apoptosis,
fue el principal tipo de muerte celular observada para estos derivados,
siendo estadisticamente mas significativo el efecto producido por el
compuesto 4s que ademas fue capaz de reprimir la expresion génica de
Hh. Adicionalmente, ensayos de desplazamiento con Bodipy-Ciclopamina,

estudios de genes reporteros (Gli-luciferasa) y estudios de la expresion
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génica mediante qRT-PCR, lograron identificar 4s como un nuevo
antagonista de Smo. Estudios de acoplamiento molecular confirman que
este derivado de purina se une al dominio transmembrana de Smo al igual

que los antagonistas Smo aprobados clinicamente.

Finalmente, en estudios in vivo, utilizando un modelo animal de raton
C57BL/6, el compuesto 4s vehiculizado en nanoparticulas de fosfolipidos,
mostro tener un efecto antitumoral en células B16F10 de melanoma murino
(dependiente de Hh) al reducir la reincidencia tumoral y metastasis del
tumor primario en unica dosis de 1.5 mg de aplicacién subcutanea. A partir
de todo el trabajo realizado en esta tesis, se concluye que 4s es un
prometedor agente antagonista de Smo, con un perfil citotoxico selectivo
por células neoplasicas vs células no neoplasicas y con un notorio efecto
antitumoral capaz de afectar especificamente el crecimiento y reincidencia

de tumores dependientes de la via Hh.

Palabras claves: sintesis, receptor de Smo, antagonistas de Smao,
citotoxicidad, muerte celular, lineas neoplasicas, ensayos de unidn,

expresion génica, acoplamiento molecular, efecto antitumoral.
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SUMMARY

Design, synthesis, docking and biological evaluation of new

compound as inhibitors Hedgehog signaling pathway.

Because the aberrant activation of the Hedgehog signaling pathway (Hh) is
related to carcinogenesis processes, Hh inhibition has emerged as a target
for the treatment of a wide range of human cancers, where the smoothened
(Smo) receptor is the main therapeutic target. The first commercial Smo
antagonist, vismodegib (GDC0449/Erivedge®), was approved in 2012 by
the FDA for the treatment of basal cell carcinoma in advanced stages of the
disease. However, in recent years, Smo mutations have emerged that
confer treatment resistance. For this reason, the development of new Smo

antagonists is an important challenge for cancer therapy.

From the chemical point of view, one of the commonest characteristics that
the Hh inhibitors or Smo antagonists present is a heterocyclic core in their
structures, based on evidence reported in the literature and previous work
of our research team. The synthesis and biological evaluation of a new
series of 2,6,9-trisubstituted purines as potential antitumor agents have

been adequately presented in this thesis.

Out of 49 synthesized compounds, we selected those that elicited the
highest potency and selectivity in in vitro cancer models. Compounds 4r,
4s, 11a, 149 and 14j, showed ICso values in the range of 1.2 to 40 uM in

cell viability assays, in a wide panel of human neoplastic cell lines.
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Apoptosis was the main cell death mechanism elicited by them, being
statistically most significant the effect showed by 4s, which also was able of
suppress gene expression of Hh. Additionally, Bodipy-Cyclopamine
displacement assays, reporter genes (Gli-luciferase) assays and the study
of gene expression through gRT-PCR, led us to identify 4s as a new Smo
antagonist. Molecular docking studies confirmed that this purine derivative
bond to the transmembrane domain of Smo like the clinically approved Smo

antagonist.

Finally, “in vivo” studies, using the C57BL/6 mouse model, a
nanoformulation of 4s was found to be highly effective in preventing post-
surgery tumour reincidence and metastasis in a single 1.5 mg subcutaneous
dose. Therefore, 4s is a promising Smo antagonist, which has a selective
cytotoxic profile on neoplastic cells versus non neoplastic ones and with a
marked antitumor effect that affects specifically the growth and recurrence

of tumors dependent on the Hh pathway.

KeyWords: Synthesis, Smo receptor, Smo antagonists, cytotoxicity, cell
death, neoplastic lines, binding assays, gene expression, molecular

coupling, antitumor effect.
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CAPITULO [ INTRODUCCION

1.1 Céancer

El cancer es una patologia heterogénea que comprende un amplio grupo
de enfermedades cronico-degenerativas que pueden afectar cualquier
parte del organismo. Su desarrollo es un proceso multifactorial y
acumulativo gatillado en una primera instancia por la suma de factores
ambientales, tales como el consumo de tabaco, una dieta poco saludable,
la exposicion a agentes infecciosos, entre otros y factores genéticos
inherentes al individuo, entre ellos, mutaciones genéticas, hormonales y
alteraciones inmunoldgicas. Asi, con el tiempo, las células se transforman
progresivamente en “aberrantes” dando como resultado la activacién de los
mecanismos celulares y moleculares comunes que presentan todas las
células cancerigenas (Figura 1).! Estas se relacionan con defectos en los
circuitos regulatorios que controlan la homeostasis celular, incluyendo la
proliferacion, diferenciacion, migracién y muerte. asi, como consecuencia
del dinamismo de este sistema es que existe una gran dificultad para

obtener tratamientos efectivos en esta patologia.l?

Estudios recientes realizados por Tomasetti y Vogelstein,? sugieren que
s6lo un tercio de la probabilidad de riesgo de contraer cancer en los
diferentes tejidos del organismo es atribuible exclusivamente a factores
ambientales y/o predisposiciones genéticas, siendo la mayor parte de la
probabilidad producida por un tercer componente -denominado factor
estocastico- el cual seria el principal contribuyente de esta enfermedad y
se produciria por mutaciones aleatorias y acumulativas durante la
replicacion normal del ADN en células madres no cancerosas propias del
tejido donde se generd el tumor lo cual guiaria a la célula a adquirir un
fenotipo carcinogénico. Por ejemplo, pacientes con disfuncion en la enzima

producida por la prostata, fosfatasa acida prostatica (FAP), tienen alrededor



de un 30 % mas de probabilidad de desarrollar cancer colorrectal que
duodenal, probablemente porque hay 150 veces mas divisiones de células
madres en el colon que en el duodeno.? Asi, la variacion del riesgo de
contraer cancer entre diferentes tejidos es proporcional al total de divisiones
de las células madres no cancerosas (factor estocastico) y puede ser
cuantificado mediante el Puntaje de Riesgo Adicional (ARS, por sus siglas
en inglés) que a su vez, se verd influenciado en mayor o menor magnitud

por los factores genéticos y ambientales asociados a cada individuo.

Predisposicion

Acumulacion el Inestabilidad

de mutaciones genética

Inactivacion de
EENES SUPresores Desregulacicn de
de tumores los miRNA's

Activacion de Cé ncer Cambios

CNCOgENes epigenéticos

Figura 1. Alteraciones moleculares implicadas en el cadncer. La carcinogénesis se produce
por diversos mecanismos que se encuentran desregulados en una o mdltiples vias de
sefializacion asociadas a factores de crecimiento y que participan controlando el desarrollo
durante la embriogénesis y organogénesis y estan implicadas en el desarrollo embrionario
a la hora de establecer la posicion celular, la segmentacién-polaridad celular y destinos
celulares. Entre estas vias, se encuentran: Hedgehog (Hh), Wnt, Notch, BMP/TGF@,
PISK/AKT y JAK/STAT. Un desbalance en alguna de ellas, sumado a la acumulacién de
mutaciones, predisposiciones genéticas, activacion de oncogenes, entre otras, dirigen a

las células a la patogenia del cancer.?

Bajo este contexto, los canceres de pulmén y colon merecen especial
atencién ya que estan asociados a tejidos con un alto nimero de divisiones
celulares, lo cual aumenta la probabilidad de acumular errores genéticos

aleatorios elevando el porcentaje del componente estocastico* y, ademas



presentan un elevado valor de ARS comparado a otros canceres de alta
prevalencia mundial como lo son el de préstata para los hombres y el de

mamas para las mujeres.?

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus
siglas en inglés) posiciona al cancer como la principal causa de muerte en
el mundo después de las enfermedades cardiovasculares® y estima que el
afo 2012 hubo 14.1 millones de casos nuevos de cancer, 8.2 millones de
muertes por esta enfermedad y 32.4 millones de personas que viven con

ella (con aproximadamente cinco afios de diagndstico).

El cancer de pulmén produce méas de 160.000 muertes por afio en los EUA
y esta asociado principalmente al consumo de tabaco. La incidencia de
casos nuevos alcanza alrededor de un 14 % y generalmente es detectado
en etapas avanzadas de la enfermedad (40 % en etapa IV y 30 % en etapa
[1) con una tasa de mortalidad que abarca alrededor de un 9 %.5 El cancer
de colon representa un 9 % de casos nuevos y un 8 % de las muertes en
EUA, siendo la segunda causa de muerte. En Chile, la tasa de mortalidad
asociada al cancer de pulmén ha ido en aumento, incrementandose tan
s6lo en 20 afios en un 52 % encontrandose vinculado principalmente al
consumo de tabaco, por lo que dentro los proximos 15 afios se estima un
total de 12.000 muertes anuales por esta causa. Por su parte, el cancer de
colon ocupa el tercer lugar en la causa de muerte entre los canceres
digestivos de Chile, con una tasa de mortalidad de 1116 defunciones
anuales y esta vinculado principalmente a una alimentacién elevada en

grasas saturadas y a colitis ulcerosa.’

1.2 Via de sefalizacion Hedgehog y su relacion con el cancer

La transformacion progresiva de las células normales en aberrantes no solo
corresponde a una expansion monoclonal de células, sino que a procesos

complejos donde el crecimiento anormal aleatorio es impulsado por un



grupo minoritario patologico de células madre, que por un lado han
adquirido caracteristicas relacionadas con el tumor como el crecimiento no
controlado, capacidad para formar metastasis y por otro lado, mantienen su
capacidad inherente de autorrenovarse y diferenciarse en una progenie
fenotipicamente heterogénea, aunque aberrante. Las subpoblaciones de
células cancerosas estan dotadas de un potencial tumorigénico de células
madres cancerosas y se han logrado detectar en tumores sélidos de
canceres humanos. Entre ellos destaca el cancer de colon, de pulmén, de

cerebro, pancreas, cuello y cabeza.?®

Las células madres deben su gran importancia y relevancia a que estan
estrechamente relacionadas con el modelamiento, crecimiento y desarrollo
de organismos multicelulares, los cuales corresponden a procesos
finamente regulados por la accion de diferentes vias de transduccion de
sefales involucradas en la comunicacion célula-célula cuyas acciones son
mediadas por la secrecion de un conjunto de factores de crecimiento. En
vertebrados, se ha identificado que existe una importante y compleja red
de sefales secretadas que incluyen la familia de factores de crecimiento
llamados Hedgehog (Hh), compuesta por Indian Hedgehog (IHh), Desert
Hedgehog (DHh) y Sonic Hedgehog (SHh), siendo el dltimo, el ligando mas
expresado en mamiferos.l° Esta familia fue descrita por primera vez en
1980 en embriones de la mosca Drosophila melanogaster mediante un
tamizaje de los genes que controlaban el patrén segmentario en el
desarrollo de las larvas en esta especie.''"12 Hh debe su nombre al aspecto
externo de la larva de la mosca mutante que, debido a la disposicion de los

denticulos, se asemeja a un erizo.31

La via de sefalizacion Hh es crucial para el desarrollo embrionario en
Drosophila melanogaster y dirige la proliferacion de células madres
progenitoras estableciendo patrones definidos que son interpretados por
las células receptoras para adquirir diversos destinos y comportamientos

celulares determinando la polaridad segmentaria y su estructura



morfolégica normal. También, desempefia un papel importante en la
organogénesis en multiples especies, mediando la proliferacion y
diferenciacion celular, la transicion epitelio-mesénquima y el
reordenamiento celular mediante cambios en la motilidad y adhesion
tisular.? 15-16 Sin embargo, durante la edad adulta se encuentra activa en
el foliculo piloso de las células y en células madres, y juega un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis tisular, la reparacion
tisular, desarrollo 6seo y también se ha sugerido su participacion en el

desarrollo del sistema hematopoyético.1’-18

El correcto control de la homeostasis tisular ejercido por SHh se logra
regulando el comportamiento y la autorenovacion de células madres
troncales. Una activacion aberrante en esta via se ha visto implicada en la
iniciacidbn de las células madres cancerigenas, las cuales regulan la
autorenovacion y el potencial tumorigénico'® contribuyendo a la agresividad
del tumor, afectando procesos claves como proliferacion, invasion y
progresion de células cancerigenas llevando a una amplia variedad de
tumores humanos.'®-26 Algunos datos preclinicos sugieren un posible papel
regulador de la via Hh en estas células y en la adquisicion de un estado
celular méas indiferenciado en numerosos tumores como glioblastoma,
cancer de mama, adenocarcinoma de pancreas y colon y diversas
neoplasias hematoldgicas que representan alrededor de un 25 % de todas

las muertes por canceres humanos.26

En condiciones normales de embriogénesis y homeostasis, la via de
activacion canonica Hh cuenta con un sistema de reconocimiento o
recepcion de la proteina, el cual esta constituido por un receptor proteico
de doce dominios transmembrana Ptch que actia como regulador negativo
de la via, y una proteina de siete dominios transmembrana, Smoothened
(Smo), que actiia como regulador positivo de la misma.?” Por otra lado, Hh
se compone de un importante sistema de transduccion de la sefial, donde

destacan los factores transcripcionales Gli en sus isoformas Glil, Gli2 y



Gli3,?® la quinasa Fused, el gen supresor tumoral de Fused (Sufu)?® y
diversas proteina quinasas.?® Todos ellos, se comportan de una forma

dinamica en las células donde existen dos posibilidades (Figura 2).

En ausencia de ligando Hh (estado reprimido), Ptchl reprime la activacion
del receptor Smo, con el consecuente procesamiento proteolitico de Gli a
la isoforma reprimida Gli3 (GliR), que reprime la transcripcién de los genes
diana de Hh.?8 Por otra parte, en presencia de ligando Hh (estado activado),
la unién Hh/Ptchl produce la activacion del co-receptor Smo.® Su
activacion, promueve la disociacion del complejo Gli/Sufu lo que resulta en
la activacién de la proteina Gli1/Gli2 (Gli*) la cual se transloca al nicleo y
actia como un activador transcripcional de los genes diana de Hh
relacionados con la proliferacién celular (Ptch), diferenciacién (ciclina D1y
D2, E2F1, N-Myc, Negenin, Hesl, entre otros), la supervivencia celular
(BCL-2), la auto-renovacion (Bmil, Nanog, Sox2), angiogénesis (VEGF,
Cyr61), la invasividad (Osteopontina) y la apoptosis (Bax, PI3K). 31-33

Ptch1

\ & Glit
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Figura 2. Esquema simplificado para la cascada de sefializacion Hh/GIli. a) Represion de
la via en ausencia de ligando Hh donde Ptch reprime a Smo. b) Activacion de la via por la
presencia del ligando Hh el cual se une a Ptch liberando la represién sobre Smo. Gli:
glioma asociado a oncogen; Hh: Hedgehog; Ptch: Patched; Smo: Smoothened. Adaptado
de Banrjee U.y col, 2014.34



En etapas tempranas del desarrollo como la embriogénesis y en
condiciones normales de homeostasis en adultos, existe un balance entre
las funciones activadoras y represoras de las proteinas Gli (Gli1, Gli2 y Gli3)
las cuales se unen directamente al ADN a través de dominios conocidos
como GBS (Gli Binding Sites, en inglés).3>3%¢ Este balance se ve
influenciado por el gradiente de concentracion de la proteina Hh presente
en el medio, lo cual parece determinar un programa transcripcional definido
de genes que presentan un mecanismo de retroalimentacion positiva o
negativa de la propia via.?® 3¢ No obstante, una desregulacion de la via Hh
en la adultez se ha visto implicada en la generacion y promocién de muchos
tipos de canceres. Por ejemplo, el hallazgo de multiples casos clinicos
donde se presenta una mutacion de la pérdida de funcién en el gen del
receptor Ptchl han llevado a una hiperactivacion de la via independiente
de su ligando (Figura 3a). 24 37 Esto ha sido muy bien establecido para el
carcinoma de células basales (CCB y CBSN) méas conocido como el
sindrome de Gorlin (SG)34° que confiere una mutaciéon en Ptchl o Smo.
Otras veces, se presentan mutaciones con ganancia de la funcion como es
el caso del meduloblastoma (MB) por una mutacién en Gli y SuFu.?4 41-42
La gran mayoria de los CCBs y alrededor de un 30 % de los MB, tienen
activa la sefal Hh ya sea por mutaciones en Ptchl, Smo, Gli o Sufu lo que

confiere al tumor propiedades intrinsecas de crecimiento y proliferacion.?*
41

Si bien el CCB y MB son dos neoplasias en la que las alteraciones en los
diferentes componentes de la via han sido bien establecidas y han
generado un mayor conocimiento de la via de sefalizacion Hh, también han
llevado a la idea que moduladores especificos de la via Hh podrian ser
agentes terapéuticos eficaces para algunos tipos de canceres hereditarios,
pero sobre todo, especialmente Utiles para aquellos canceres dependientes
de la activacion por el ligando Hh*® y donde no hay mutaciones en ninguno

de sus componentes, sino mas bien se ha desregulado la comunicacién



célula-célula llevando a una activacion aberrante de la via (Figura 3b-c,

Figura 4).

VEGFy IGF

Tumor \—/ Estroma

Figura 3. Formas de activacién aberrantes de la via Hh en el cancer. a) Activacion
independiente de ligando Hh, ya sea por pérdidas de la funcién en Ptchl o Sufu, por
aumento de la funcién de Smo o por mutaciones en Glil y Gli3. La activacion dependiente
de ligando Hh puede ser del tipo: b) Autocrina (activado por la misma célula tumoral). c)
Paracrina (la célula tumoral activa a una célula cercana normal), asociada a una variedad
de canceres tales como pulmén, colon, mama, estbmago y prostata. Paracrina inversa (la
célula sana activa a una célula tumoral cercana), presente en la leucemia y linfoma de no
Hodgkin. Adaptado de Rubin Lee. y col, 2006.%2

Receptor inactivo Activacion ligando-dependiente Inhibicion por Moléculas
(HH) (HH) GDC-0449
—] AN r] S
Y
PTCH SMO
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Figura 4. Diagrama de la activacion dependiente de ligando de la via Hh. Los antagonistas
de Smo son especialmente Utiles en este tipo de activacion. Adaptado de Robarge K.,
2009.44

Es claro que la via de sefializacién Hh contribuye a la carcinogénesis en
multiples etapas, tales como la iniciacion, crecimiento, mantenimiento,
metastasis y recurrencia. Sin embargo, no es la unica via de comunicacion
célula-célula que puede contribuir al microambiente del tumor.*®> Ademas,

considerando que Smo juega un papel fundamental como andamio central



para la transduccion de la sefial implicada en la via Hh y también, es el
blanco farmacologico mas conocido y abordable para proponer el disefio
de nuevos inhibidores sintéticos de la via de sefializacion Hh es que
diversas compafias farmacéuticas han enfocado su atencion en Smo. Es
asi como vismodegib (GDC-0449, Figura 5a) aparece como el primer
inhibidor selectivo de la via Hh aprobado por la FDA (Erivedge, Genentech,
enero 2012) y por la Agencia Europea de Medicamento (EMA) en julio de
2013 para el tratamiento de CCB metastasico.*® Este farmaco se une y
bloquea especificamente a Smo, inhibiendo su translocacion a la
membrana celular de tal manera que inhibe la proliferacién y el crecimiento
tumoral en los pacientes expuestos a este tratamiento.** Mas tarde, en el
afio 2015 sonidegib (NVP-LDE225, Figura 5b) fue aprobado como
alternativa para el BCC en pacientes que presentaron una disminucion de
la eficacia al tratamiento con vismodegib debido a un mecanismo de
resistencia provocado por una mutacién de un residuo aminoacidico de
acido aspartico del receptor Smo (D473) por una histidina (D473H) que

llevé al rebrote del tumor en estos pacientes.4’-48
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Figura 5. Estructuras de antagonistas del receptor Smo aprobados por la FDA el afio 2012

y 2015 respectivamente. a) vismodegib, b) sonidegib.

Es por ello, que la busqueda de nuevos derivados que contemplen
diferentes patrones estructurales, con mayor potencia, menores efectos
adversos y una mejorada actividad en tumores que presenten ese tipo de

mutaciones, podria ser un campo de estudio interesante a modo de



comprender mejor la ruta génica de la via Hh que aun permanece sin
caracterizar en su totalidad y que ha hecho que los esfuerzos por obtener
moléculas con alta eficacia y selectividad sean poco exitosos y por tanto,
alun permanece como un blanco terapéutico de interés para muchos

investigadores.

1.3 Receptor Smoothened y caracteristicas estructurales

Smo se clasifica dentro de la familia de los receptores acoplados a proteina
G (GPCRs).*° Si bien, soélo presenta un 10 % de identidad de secuencia
total con receptores clase A, tales como el receptor de rodopsina o el B2-
adrenérgico (B2-AR), es en el dominio de siete transmembranas (7TM)
donde muestra una alta conservacion de las secuencias en las hélices (V,
VI Y VII). No obstante, estas hélices carecen de los residuos de prolina
P5:50, p6.25y p7.50 fyndamentales en un GPCR clase A, y en su reemplazo
cuenta con residuos de glicina que facilitan la flexibilidad de éstas mismas
permitiendo el ensamblaje y los cambios conformacionales durante su
activacion. Debido a estas diferencias, no es posible clasificarlo en su
totalidad como un GPCR clase A, y se ha clasificado como un GPCR clase
F, por su alta homologia al receptor Frizzled (Fzd) el cual participa en la via

de sefializacion Wnt.>0-51

La secuencia completa del receptor hSmo contiene 787 residuos
aminoacidicos (Uniprot Identifier: Q99835).52 Sin embargo, las estructuras
cristalograficas muestran la mayor parte de estos residuos organizados en
cuatro principales dominios que son representados en la Figura 6. (1)
Dominio extracelular ECD (residuos 1-191), (2) Dominio de unién pequefio
SL (192-222), (3) Dominio siete transmembranas TMD (223-253) vy, (4)
Dominio intracelular citoplasmatico ICD (535-787), siendo TMD el blanco
farmacoldgico mas explorado para la mayor parte de moléculas sintéticas

reportadas de Hh.

10
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Figura 6. Modelo esquemético de Smo. El dominio extracelular ECD, el lazo de unién SL
y los dominios TMD e ICD se indican con los colores rojo, azul, verde y naranja

respectivamente. Adaptado de Byrne y col.>3

Moléculas sintéticas inhibidoras de Hh que se encuentran en estudios
clinicos o bien ya han sido aprobadas como farmacos para el tratamiento
de diversas neoplasias, son capaces de unirse a Smo antagonizando su
funcién. Estructuras de rayos X de alta resolucion han otorgado informacion
acerca de la estructura cristalografica de algunos multidominios de hSmo,
especialmente de la region transmembrana (7TMD) en complejo con
ligandos antagonistas (Figura 7).%! Esta evidencia cristalografica permiti6
conocer que el dominio transmembrana se encuentra subdividido en las
porciones denominadas TM1 y TM2. A su vez, TM1 se ubica cercano al
dominio extracelular ECD y al ser largo y angosto, facilita que moléculas de
baja masa logren unirse y ejercer un efecto antagonista sobre hSmo. En
esta cavidad, se alojan la mayoria de los ligandos Smo de importancia
clinica reportados hasta el momento, tales como vismodegib, sonidegib,
ANTAXYV, LY2940680, entre otros.>® TM2 es el sitio mas profundo en el
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bolsillo de este receptor, donde se une el antagonista Smo SANT-1.54 Por
su parte, el alcaloide ciclopamina se posiciona entre el dominio extracelular
ECDy TM1.53

@)
Alcaloide : )
Agonista HO

Antagonistas

Figura 7. Sitios de union para antagonistas Smo en TM1, ciclopamina, LY2940680 y Anta
XV. Sitio de unién del agonista SAG 1.5 en TML1. Sitio de union del antagonista SANT-1
en TM2. Adaptado de Wang C. 2014.51

En la Figura 8 se describen las principales interacciones de los
antagonistas Hh con el receptor Smo. LY2940680 fue disefiado para el
tratamiento de tumores sélidos.>* Residuos del dominio TM1 de las hélices
[, 'V y VIl (R400, N219, E518 y F484) interaccionan con LY2940680
mediante interacciones de enlaces de hidrégeno, sin embargo, es la
guanidina de R400 presente en la hélice V la que posee una estrecha
interaccion con el nitrégeno del anillo de ftalazina presente en la estructura
de la molécula, sumado a la interaccion entre la carboxamida de N219 y el
oxigeno del grupo carbonilo de LY2940680 lo que confiere la clave de las
uniones de hidrégeno y estabilizacién de la estructura inactiva de Smo.5!
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Figura 8. Representacién de los sitios de union de Smo en TM destacando TM1 y TM2.
a) Sitios de unién para antagonistas Smo en TM1, ciclopamina, LY2940680. b) Sitio de
union del antagonista ANTA XV. c) Sitio de unién del antagonista SANT-1. Adaptado de

Salas y col.2¢

A pesar de que LY2940680 Y ANTA XV presentan en su estructura un anillo
de ftalazina, ambos presentan modos de unién diferentes en el sitio TM1
de Smo. Este hecho se debe principalmente a que el grupo 4-fluoro-2-
trifluorometoxifenil de LY2940680 presenta una amplia interaccion con el
lazo ECL-3 donde participan los aminoacidos K395, W480 y F484 que
hacen que el anillo fenilo se posicione en forma apilada para tener una
interaccion 1T-11. Ademas, la contribucioén del enlace de hidrogeno entre el
residuo N219 y el grupo carbonilo de LY2940680 permiten que la
orientacion del anillo de piperidina que es sustituyente del ndcleo ftalazina
de LY2940680 defina una orientacion diferente a ANTA XV en el mismo

sitio de unioén 51

Por su parte, el antagonista ciclopamina se une a Smo cerca del dominio

extracelular ECD y su amina del grupo 3-metil piperidina se aloja fuera del

13



bolsillo de unién de los antagonistas, mientras que el grupo 3, B-hidroxilo
se aloja méas adentro del bolsillo (involucrando los residuos Y394 y E518) y
no se han visto implicados aminoacidos que tengan mutaciones que
generen alguna resistencia de Smo. Otro antagonista Smo SANT-1, se une
inusualmente mas profundo en el bolsillo de este receptor (sitio TM2) que
LY2940680 ya que el presenta interacciones no polares (residuos H470,
F391y L522) y un enlace de hidrégeno entre Y394y el anillo fenilo y pirazol
de SANT-1 permitiendo un ajuste de la estructura de SANT-1 al bolsillo TM2

de Smo.>?

La elucidacion de 3D-hSmo entrega evidencia de la plasticidad y la
habilidad para alojar un amplio rango de moléculas como ligando en sus
sitios de union, permitiendo dilucidar las propiedades estructurales que han
sido consideradas en el disefio de nuevas generaciones de antagonistas
Smo mas seguros Yy eficaces los cuales estan asociados a diversos tipos

de canceres humanos dependientes de la via Hh.

1.4 Ligandos de Smoothened: del disefio al uso clinico

El primer indicio de moléculas que podrian bloguear la via Hh se demostro
con el descubrimiento de la ciclopamina,®® un alcaloide esteroideo aislado
de la planta Veratrum californicum.¢ Defectos congénitos encontrados en
crios de oveja que ingerian la planta durante su periodo de gestacion
estaban caracterizados por la ausencia de estructuras faciales de la linea
media y prosencéfalo no dividido (holoprosencefalia) dejando un aspecto
de ciclope en los recién nacidos por lo cual fue atribuido el nombre de
ciclopamina.>” A bajas concentraciones (< 10 mmol/L), esta molécula tiene
la capacidad de unirse especificamente al receptor Smo con un ICso de 300
nM?® y bloquear la expresion de los genes de la via Hh mientras que a
concentraciones mayores conduce directamente a la muerte celular antes
de que los genes sean expresados. El hecho de presentar alta complejidad

estructural, escasa afinidad a altas concentraciones, reducida estabilidad
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quimica en medio &cido, y baja biodisponibilidad oral®®, ha llevado a la
busqueda de otros derivados sintéticos y semisintéticos con estructura

quimica diferente y con un potencial de administracién por via oral.5-69

El descubrimiento de ciclopamina condujo a iniciar la primera busqueda de
antagonistas de la via de sefalizacion Hh. El uso de ensayos de genes
reporteros especificos de la via (Gli-luciferasa) fue critico para permitir la
identificacion de inhibidores potentes y selectivos a través de la medicion
Optica de la disminucion de la sefial de luciferina como funcién de la
concentracion del compuesto inhibidor para generar valores de ICso y asi

poder sustentar un estudio de estructura actividad.

De acuerdo con lo anterior, la primera molécula candidata a inhibir Hh fue
un compuesto denominado benzimidazol | que a pesar de tener una
potencia submicromolar en ensayos de Gli-luciferasa present6 limitaciones
como un potencial candidato inhibidor de Hh (Figura 9).%* De esta manera,
reemplazos en el anillo A del benzimidazol | por un sustituyente con un
aceptor de enlace de hidrogeno como el grupo 2-piridinil presentaron mejor
potencia y propiedades de biodisponibilidad que los que no lo tenian (ll).
Modificaciones en el anillo B llevaron a una pérdida de la actividad. El anillo
C que contenia la funcién amida fue ampliamente modificado sugiriendo
gue la presencia del grupo sulfonilo en la posicion 4 del anillo de benceno
otorga interacciones de Van der Waals con Smo y que en conjunto con los
grupos cloro y metilo fuerzan a la molécula a adoptar una conformacion
mas plana aumentando su potencia y union con Smo (IV). Es asi como se
obtuvo el candidato lider V, GDC-0449 (posteriormente Illamado
vismodegib, erivedge®) con una potencia submicromolar analoga a su

precursor benzimidazol I, pero con una mejor biodisponibilidad oral.5*
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Figura 9. Estructuras de potenciales inhibidores de la via Hh llevaron al descubrimiento
de vismodegib. Modificado de Gould 2014.51

Los estudios preclinicos de vismodegib fueron fundamentales para el éxio
clinico reportado posteriormente. Se utilizaron modelos de tumor primario
extraidos de meduloblastoma (MB) de raton Ptch*-.62 Los datos mostraron
que vismodegib gener6 una regresibn completa del tumor al ser
administrado en una sola dosis por via oral menor a 25 mg/kg. Ademas, se
realizaron estudios de Gli-luciferasa, gRT-PCR e IWB para identificar la
modulacién de los genes blanco de Hh involucrados en la respuesta de
vismodegib de disminuir el tumor. Estudios de farmacocinética y ensayos
de viabilidad celular fueron fundamentales para confirmar la seguridad del

medicamento en estudios clinicos posteriores.

La principal limitante de vismodegib encontrada luego de multiples estudios
clinicos de fase Il, fue que pacientes con CCB o MB tratados con esta droga
presentaban una buena respuesta inicial en la regresiéon del tumor, pero
una pérdida de eficacia debido a un rebrote del tumor luego del sexto mes
de tratamiento.5® Después, con el objetivo de dilucidar el mecanismo de
resistencia de vismodegib, se tratdo una muestra de una biopsia tumoral de
un paciente con MB e identificaron, mediante secuenciacién genética, una
mutacion sinsentido heterocigota en la posicion 1497 de Smo, que predice
el cambio de aminoacido en el codon 473 de acido aspartico por histidina

(D473H).%” Esta mutacion no se detectd en biopsias pretratamiento.
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Los derivados esteroidales analogos a ciclopamina no han sido un blanco
atractivo de estudio debido a la dificultad sintética para obtenerlos y su
escasa citotoxicidad en lineas celulares de modelos tumorales. Por este
motivo, los esfuerzos se han enfocado en el disefio de nuevas moléculas
sintéticas inhibidoras de Smo con una estructura diferente a ciclopamina y

que sean capaces de mejorar estas propiedades.%*

1.4.1 Andamio de compuestos no anélogos a ciclopamina

Los compuestos SANT1, SANT2, SANT4 y SANT19 fueron sintetizados en
un tamizaje de 10.000 moléculas sintéticas con caracteristicas de
potenciales inhibidores Hh. Dentro de ellas, SANT1 es el que mostrd ser
mas potente con un ICso de 20 nM. A raiz de estas estructuras se logré
reconocer a SAG y purmorfamina (que contiene el heterociclo purina) como

agonistas Hh con afinidad por Smo (Figura 10).%4

N=\ N=NC N
N/ —/
SANT1 purmorfamina

hSmo IC5o= 2 uyM

hSmo IC5¢= 20 nM

H
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SANT2 SANT4 SAG  R:Me
hSmo IC5,= 30 nM hSmo IC5,= 200 nM hSmo IC5, = 3 M

ciclopamina
Smo IC5¢= 300 nM

N

N
\

Figura 10. Estructuras quimicas de los primeros ligandos de Smo: ciclopamina y SANT19
(antagonistas) y purmorfamina y SAG (agonistas) descubiertos mediante un tamizaje con
un gen reportero Shh. Modificado de Mahindroo N, 2009.%°
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1.4.2 Quinazolinas

La compafia de descubrimiento de farmacos Exelixis ha descrito las
quinazolinas (VI-I1X) y la piridopirimidina X (Figura 11). El andlogo con
tetrahidro quinolina VI exhibe un ICso de 5.8 nM en ensayos de genes
reporteros utilizando la linea celular Shh LIGHT 11.86 El compuesto VIII con
un sustituyente ciclopropilo fue mas potente (ICso: 3.6 nM) y el reemplazo
de la quinazolina por piridopirimidina llevé a una actividad similar
(compuesto X). Es asi como investigadores de las compaiiias Exelixis y de
Bristol-Myers Squibb identificaron el compuesto XL139/BMS-833923 que
actualmente se encuentra en estudios clinicos fase Il para el tratamiento

del cancer de ovario (ICso: 2.8 nM).%°

R o
NH N’ Rs modificaciones o modificaciones
— _
A H NSN N
N m | A H
Rz N” N7 N
H
R1 R2 R3

X
) . BMS-833923(XL-139)
VI fenilo H /©\/Nj Gli-luc IC5o= 3.6 nM Gli-luc IC 5= 2.8 nM

Vil fenilo F n@

VIl ciclopropilo H j@
IX metilo H :@y'hv@

Figura 11. Estructuras de quinazolinas. Destaca el compuesto BMS-833923/XL139.
Modificado de Mahindroo N, 2009.55

1.4.3 Biarilcarboxamidas y Bisamidas

Peukert y col. de Novartis a través de un tamizaje de compuestos utilizando
ensayos de genes reportero, identificaron una serie de biarilcarboxamidas,
tal como XI® y bisamidas estructuralmente similares XII-XIV como

compuestos bases para nuevos antagonistas Smo (Figura 12). Para ello,
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se realiz6 un estudio de estructura-actividad donde se observé que grupos
como metilpiperazina (XIl), dimetilpiperazina (XIll) y morfolina (XIV)
aumentaron la potencia antagonista sobre Smo. Ademas, tomando en
cuenta el compuesto lider XI se establecié que el grupo cis-dimetilo del
anillo de morfolina (region C) aumento la actividad. También, grupos
hidrofébicos pequefios como metilo en la regién B, especialmente en la

posicion 2 del anillo de benceno aumentaron la actividad.

Considerando todos los cambios estructurales de la region By C y sumado
al reemplazo de un OCF3 en posicion 4 de la region A, se logré obtener el
compuesto lider NVP-LDE225 (Sonidegib) que inhibe a hSmo con un valor
de ICso de 2.5 nM en ensayos de union BODIPY-ciclopamina. Sonidegib

fue aprobado por la FDA el afio 2015 para el tratamiento local del BCC.

OCF,

cl ; : O
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H ) modificaciones
N N ‘ =N == 3 ! ) H
H H P ; : N
R1 I e R I - |
4 N/\/
i ' C o)
R1 R2 X1 3 K/O 3 Kr
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Xl H -
%N\_/N

NVP-LDE225 (sonidegib)
Xl CHj TN NH hSmo ICso = 2.5 nM

/N
XV H ¥N_ 0O
/

Figura 12. Estructuras de biarilcarboxamidas y bisamidas. Destaca el compuesto NVP-
LDE225 (Sonidegib). Modificado de Mahindroo N, 2009.%5

1.4.4 Otras moléculas sintéticas como potentes inhibidores de Hh
A través de la combinacién de estrategias que dieron lugar a moléculas

sintéticas aprobadas por la FDA tales como NVP-LDE225 y BMS-833923 y

mediante estudios de estructura-actividad a través de ensayos de genes

19



reporteros de luciferasa (Gli-luciferasa), fueron capaces de reportar el

compuesto lider XV (Figura 13).%7
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Figura 13. Moléculas sintéticas que han llevado al desarrollo de potentes inhibidores de
la via Hh. Modificado de Xin M. y col , 2013-2014.67-68

Como se muestra en la Figura 13 por modificaciones en R1 del anillo A, se
observo que el grupo fenilo tolera bien grupos atractores de electrones en
posicion 4 tales como trifluorometoxi XV (ICs0:1.3 nM) ciano XVI (ICs0:2.8
nM) y piridinilo XVII (ICs0:0.54 nM). Ademas, el anillo C que contempla el
grupo 4-[N-(2-pirimidilamino)] benzamida mostr6 ser esencial para la
actividad y la eliminacion de la funcion benzamida llevé a la pérdida total
de la actividad. Funcionalizar el anillo D con grupos hidrofilicos basicos
llevdb a compuestos con buena actividad sobre la via Hh y ademas con
mejores propiedades de solubilidad que XV y XVI. De esta manera, en un
trabajo posterior®® se sugirié que compuestos que contenian sobre el anillo
D aminas ciclicas alifaticas tales como morfolina (XVIII), dimetilmorfolina
(X1X), tiomorfolina (XX) y N-metil piperazina (XXI) presentaron entre 7 y 20
veces mayor actividad Hh que el compuesto lider XV.

El grupo de investigacién de Zhang L.%° exploraron el efecto que tendria la

ciclacion del anillo B de pirimidina del compuesto XV con anillos de 5
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miembros  fusionados tales como purinas, pirrolopirimidinas,
tienopirimidinas y furopirimidinas. Compuestos que tenian el anillo de
purina y que fueron funcionalizadas en D con grupos tales como morfolino
(XXII) y metilpiperazina presentaron un aumento de la actividad alrededor
de 2 veces con respecto a XV. De la misma manera, al sustituir en N9 del
anillo de purina con un grupo metilo (XXIII) llevo a compuestos de 3 a 300
veces mas potentes que el mismo anillo sin sustitucion, indicando que el
heterociclo purina podria ser un buen candidato a la hora de apunta a la
obtencion de antagonistas Smo. Heterociclos como tienopirimidinas y

furopirimidinas también presentaron buena actividad en estos ensayos.%7-6®

1.4.5 Purinas como heterociclo central y andamiaje privilegiado

Dentro de la busqueda de nuevos compuestos con potencia antagonista
del receptor Smo y en el ambito de la Quimica Medicinal es fundamental
explorar y tener una comprension de la relacion estructura-actividad (SAR)
y estrategias de disefio basadas en fragmentos de moléculas que han
presentado ser antagonistas de Smo,” o de aquellas que se encuentran
bajo estudios clinicos y preclinicos como inhibidores de esta via de

sefalizacion.

Desde un punto de vista quimico, la mayoria de los farmacos
anticancerosos sintéticos conocidos son compuestos heterociclicos en su
mayoria nitrogenados’*-’3. Este hecho se observa en las estructuras
guimicas de algunos medicamentos contra el cancer aprobados por la FDA
el 2017 que comparten un andamio heterociclico comun de purina’*"
(Figura 14) y ejercen su actividad mediante la inhibicion de proteinas
quinasas. El anillo de purina que es considerado un “andamio
privilegiado”’¢’” en quimica medicinal por lo que en Gltimo tiempo, se han
tenido reportes de diversos derivados de purinas con actividad
antitumoral’®’® y de muchos otros compuestos con elevado valor

biomédico y terapéutico®® tales como agentes antibacterianos,
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antiparasitarios, antivirales (6-metoxipurina arabindsido) y antitumorales

(nelarbina, clofarabina, mioseverina, olomucina y roscovitina).8%-84

Basados en las estructuras de mioseverina y roscovitina, Salas y col.
reportaron una serie de purinas 2,6,9 trisustituidas analogos a estos
antineoplasicos como potenciales compuestos que inducen citotoxicidad en
lineas celulares neoplasicas de pulmén y colon (Figura 15).8°5 Tres de los
compuestos sintetizados mostraron tener una alta potencia citotoxica en
lineas celulares neoplasicas de pulmén y de colon y fueron selectivos por

las lineas neopléasicas versus las células no neoplasicas VERO.

Gracias a esta informacion, se ha podido indagar y tener un mayor
conocimiento tanto en la quimica de las purinas como en la citotoxicidad de

estos compuestos frente a lineas celulares neoplasicas y no neoplasicas.
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Figura 14. Principales estructuras quimicas de purinas antitumorales y compuestos

antineoplasicos aprobados por la FDA.
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Figura 15. Citotoxicidad in vitro realizada mediante el ensayo de MTT para los compuestos
4f, 4j y 4k en dos lineas celulares neoplasicas de pulmén (H1975) y colon (HCT116) y una
linea celular no neoplasica (VERO). Los valores de ICsp e indice de selectividad (IS) fueron

determinados en tres experimentos independientes realizados por triplicado.

1.5 Caracteristicas quimicas de las purinas

Los aspectos relacionados con la reactividad de las purinas pueden
explicarse en términos relativamente simples si existe una comprension de
la naturaleza quimica de este sistema heterociclico. El nicleo de purina se
compone de dos anillos, uno de pirimidina (1.3-diazina) y otro de imidazol
(1H-1.3-diazol). Por una parte, el anillo de pirimidina debido al efecto de
localizacion de los electrones por parte de los dos nitrdgenos es
considerado un sistema Tr-deficiente. Por su parte, el anillo de imidazol
contiene un enlace simple y uno doble en los atomos de nitrégenos
conformando un sistema con exceso de electrones. La distribucion
electrénica total de la purina no sustituida es producida por un intercambio
de los electrones 1 del anillo de imidazol con el anillo de pirimidina®® (Figura
16).
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Figura 16. Heterociclo purina generado a partir de la fusion de los anillos de pirimidina e
imidazol.

1.5.1 Caracter electrofilico de los atomos de carbono 2, 6 y 8 del anillo

de purina.

Como consecuencia de la distribucion de electrones 1 alrededor de los
atomos de nitrégeno del anillo, los atomos de carbono adyacentes a estos
muestran un grado pronunciado de caracter electrofilico. De esta manera,
puede ocurrir en ellos una sustitucién nucleofilica que estaria gobernada

por el estado de ionizacion de la molécula al momento del ataque.

Con la union de los anillos de pirimidina e imidazol el C8 se encuentra mas
deficiente de electrones que los C6 y C2. Debido a esto, el orden creciente
de electrofilia contempla al C8 > C6 > C2. No obstante, la pérdida del protdn
del imidazol por el tratamiento con una base fuerte lleva a la formacion de
su anion y al consecuente aumento en el caracter electronegativo del anillo.
Como consecuencia de ello el ataque nucleofilico es dirigido hacia el anillo

de pirimidina generando un nuevo orden de electrofilia C6 > C2 > C8.87

1.5.2 Tautomeria del anillo de imidazol.
Por las caracteristicas acidas del NH libre de anillo de imidazol y el caracter

basico del otro nitrogeno de este mismo anillo es que este sistema se

encuentra en un equilibrio acido-base generando la correspondiente
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tautomeria. De esta manera, el anillo de purina puede sufrir tanto una N9

como N7 alquilacion (Figura 17).

6 6 H
N x2-N N SN
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Figura 17. Tautomeria del anillo de purina en los nitrégenos N7 y N9.

1.5.3 Reacciones quimicas sobre el anillo de purina.

Las reacciones mas utilizadas al momento del disefio de moléculas
inhibidoras de la via de sefalizacion Hh y que presenten una
funcionalizacion en el anillo de purina son representadas en la Figura 18.
Muchas de estas reacciones seran detalladas mas adelante en este

manuscrito.

Reacciones de acoplamiento C-C
Suzuki-Miyaura
Negishi

Aminacion de Buchwald-Hartwig ,

N-alquilacién
Chan-lam

Figura 18. Principales reacciones sobre el anillo de purinas que han llevado a compuestos
bioactivos e inhibidores de Hh. La N-alquilacion del nitrégeno 7 o 9 podria ocurrir mediante
una N-alquilacién® o una reaccion de Chan-Lam®. El acoplamiento C-C en el carbono 6
del anillo de purina podria ocurrir través de un acoplamiento catalizado por metales como
en la reaccion de Suzuki-Miyaura®® y de Negishi.?® Finalmente, la sustitucion en el C2

podria ocurrir mediante una aminacion de Buchwald-Hartwig®”.
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CAPITULO lI: HIPOTESIS

El disefio y la sintesis de nuevos derivados de purinas 2,6,9 tri-sustituidas
permite obtener compuestos citotoxicos y selectivos en lineas celulares
neoplasicas de pulmon y de colon y, que ademas son capaces de inhibir la

via de transduccion Hedgehog al antagonizar al receptor Smoothened.
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INVESTIGACION PROPUESTA

Debido a todos los antecedentes recaudados en el Capitulo | y
considerando las estructuras quimicas de ligandos de Smo y trabajos
previos de nuestro grupo de laboratorio donde se consideran derivados de
purinas con propiedades citotdxicas,®® en esta tesis doctoral se propone el
disefio, sintesis, estudios de acoplamiento molecular y evaluacion bioldgica
de nuevos antagonistas Smo, derivados de purinas 2,6,9-trisustituidas

esquematizados como serie I, serie Il y serie .

El disefio de los compuestos propuestos para cada serie mencionada
proviene del andlisis estructural de algunos ligandos de Smo, lo cual
permiti6 por medio de la estrategia de disefio basado en estructuras

(Esquema 1) desprender lo siguiente:

)] Para los compuestos de las tres Series. El fragmento A, corresponde
al heterociclo de purina, y su eleccion se basa en el hecho de que derivados
de purinas trisustituidas son citotoxicos y selectivos en células neoplasicas
de cancer de pulmén y de colon.

1)) El fragmento B, presente en las tres series debe contener una
porcion aromatica, la cual se ha visto implicada en ejercer interacciones de
Van der Waals, o interacciones 1m con Smo especialmente cuando esta
sustituido por el grupo 4-trifluorometoxifenilo que se encuentra presente en
algunas estructuras bajo estudios clinicos como sonidegib.

iii) El fragmento C (Ri) se compone de diferentes grupos alquilicos

unidos al anillo A. Se pretende estudiar el efecto que tendria la extensién
de la cadena alquilica en la N9 sustitucion de la purina sobre diversas
actividades bioldgicas de interés.

iv) El fragmento E (R2) sera sustituido por diversas aminas alifaticas o

aliciclicas en la serie | y aminas aromaticas unidas a una porcion analoga
a morfolina en las series Il y lll. Con estos diferentes patrones de unién al

C2 del nucleo de purina, se pretende reconocer la mejor funcionalidad del
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tipo nitrogenado en términos de extension y naturaleza que pudiesen

determinar un incremento en la actividad biologica.

V) Finalmente el conector D se encuentra ausente en las series ly Il y

presente a través de una porcion benzamida en la serie Il (al igual que en

XL-139), el cual ejerce una interaccion clave de puente de hidrégeno entre

la funcion carbonilo y el residuo N219 de Smo. Se pretende determinar la

contribucion del conector en la actividad biol6gica de estos derivados.

NVP-LDE-225
(Sonidegib, 2.5nM)

H
N

L o
=2
/

Ligandos Smo
o /

Eo NN
> i o %&N;A
t BY

N2

/ Am!nas ar.om.atlcas — conector N c
*._Aminas alifaticas

Serie |

Serie ll

Serie 1l

Esquema 1. Estructuras quimicas generales propuestas para los compuestos de las

series I-1ll como nuevos antagonistas de Smo.
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CAPITULO IlI: OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Disefar, sintetizar, realizar estudios de acoplamiento molecular y ensayos
bioldgicos de algunas purinas 2,6,9 tri-sustituidas para determinar si la
inhibicion de la via de sefalizacion Hedhehog seria a través del

antagonismo del receptor Smoothened.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Objetivos Sintéticos

1. Sintetizar compuestos correspondientes a las series I, Il y il
pertenecientes a la familia de derivados de purinas 2,6,9-trisustituidas.

2. Optimizar las reacciones claves de la sintesis de cada familia de
compuestos, a través del uso de técnicas convencionales y no
convencionales, con el fin de disminuir los tiempos y aumentar el
rendimiento de las reacciones.

3. Caracterizar los intermediarios y compuestos finales mediante

meétodos espectroscopicos y espectrometricos.

3.2.2 Objetivos Biolbgicos

1. Realizar ensayos de viabilidad celular por reduccion de MTT en
lineas celulares comerciales neoplasicas de pulmon (H1975), colon
(HCT116 y HT29) y meduloblastoma (DAQOY), y compararlas con células
no neoplasicas HEK293 para evaluar el efecto citotoxico de los compuestos

(ICs0) y obtener sus indices de selectividad (1S).
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2. Llevar a cabo estudios mediante citometria de flujo (FC) para
determinar:

a) Ensayo del tipo de muerte celular (necrosis vs apoptosis) utilizando
los marcadores Anexina-V FITC y yoduro de propidio (PIl). Este
ensayo realizado para los compuestos que presentaron una elevada
potencia de citotoxicidad por MTT.

b) Efectos sobre la proliferacion celular para el (los) mejores candidatos
utilizando como marcador la sonda fluorescente CFSE.

3. Evaluar la capacidad de los compuestos sintetizados como
inhibidores de la via Hedgehog mediante un conjunto de ensayos
funcionales:

a) Evaluacion de la capacidad antagonista sobre el receptor Smo
mediante ensayos de union a través del desplazamiento de BODIPY-
ciclopamina.

b) Ensayo de gen reportero de luciferasa (Gli-luciferasa).

c) Determinacion de cambios en la expresion de genes a través del
ensayo de la transcriptasa reversa a tiempo real (QRT-PCR) para
algunos mediadores involucrados en la via de sefalizacion Hh tales
como GIlil, Ptchl y HHIP.

3.2.3 Objetivo Bioinformético
Estudiar el modo de union de los mejores candidatos por medio del

acoplamiento molecular en la porcién transmembrana de un cristal de Smo

y compararlo con la droga control vismodegib.
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CAPITULO IV: SECCION EXPERIMENTAL

4.1 Metodologia Sintética

4.1.2 Aspectos generales de la etapa sintética

Los disolventes utilizados para la obtencion de las moléculas finales fueron

de grado analitico.

La eliminacion de los disolventes se realizé mediante destilacion a presion

reducida en un evaporador rotatorio.

El seguimiento de las reacciones se efectud por cromatografia en capa fina
(CCF) sobre un soporte de aluminio de 0.2 mm de espesor con gel de silica
60 254 PF y el andlisis se realiz6 por la visualizacion con una lampara de
UV con emision a 254 y 365 nm.

La purificacion y separacion de los productos de las reacciones se realiz
mediante las siguientes técnicas:

I. Cromatografia en columna por gravedad con gel de silice tipo 60G de
tamafio de particula 70-230 mallas del proveedor Merck como fase
estacionaria y la fase movil segun se especifica en cada caso.

[I. Cromatografia en gel de silica de yeso de 60 245 PF de 2.5 kg calidad
Merck.

Los puntos de fusion (p.f) fueron determinados en un aparato modelo Stuart
Scientific SMP3, no se encuentran corregidos y se expresan en grados

Celsius (°C).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron obtenidos
en un equipo Bruker modelo Avance 400 (400 MHz canal 'H y 100.1 MHz
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13C, DEPT, bidimensional y °F) con un procesador multinicleo en

cloroformo deuterado salvo que se indique lo contrario.

Los desplazamientos quimicos se expresan en & ppm referidos a la sefal
de CDClIs respecto al tetrametilsilano (TMS) usado como referencia. Las
constantes de acoplamiento (J) se expresan en hertz (Hz). La multiplicidad
de las sefiales se expresa segun alfabeto (s: singulete, sa: singulete ancho,
d: doblete, dd: doble doblete, t: triplete, g: cuadruplete, m: multiplete bs.:
sefal difusa). La region de interés para confirmar la obtencién de los
productos esta definida entre 0.5 -10 ppm en eje *Hy 0 - 210 ppm en eje
carbono C.

Los espectros de masa se midieron con un espectrometro de masa de alta
resoluciéon Exactive Plus Orbitrap, Thermofisher Scientific (Bremen,

Alemania)

Los microanalisis elementales fueron realizados en un analizador FISONS
EA 1108 CHNS-O.

4.1.3 Andlisis retrosintético para los derivados de las series |-l

Para acceder a los derivados de las series I-lll de purinas 2,6,9-
trisustituidas se plantearon los analisis retrosintéticos representados en los

Esquemas 2 y 3 para cada una de las series.

e Derivados de la serie |

A través del analisis retrosintético del Esquema 2, los derivados de la serie
| podrian ser obtenidos mediante una desconexion entre el enlace carbono-
nitrégeno a partir de sus equivalentes sintéticos precursores aminas
comerciales | (R1) y la purina 6,9-disustituida Il. A su vez, Il se formaria por

una escision del enlace carbono-carbono que proviene de la fragmentacion
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entre el acido fenil borénico comercial Ill y la purina 9-sustituida IV. Esta
Gltima podria generarse mediante la desconexion del enlace carbono-
nitrégeno provenientes de haluros de alquilo VI y la 2-fluoro-6-cloropurina
V.

OCF,
OCF, al
. N~">N
R, = amina + ¢ Y
</N /‘N / = primariao * ’ o R‘xN g
N \N)/\/éw secundaria B(OH): 2
R
2 | I mn v
Serie |
NoooR R u
HZNO [N] [N] [N] al
=
" 0) . N
e N Hexilo ¢ f"‘
HoN NO, cl Pentilo R-X % '\ N/)\F
b W Butilo H
vi
GRe y
Reactivos @ Reactivos
disponibles comercialmente disponibles comercialmente
OCHj;

Esquema 2. Analisis retrosintético para la obtencién de los derivados de purinas de la

serie .

e Derivados de las series |l y Il

A través del andlisis retrosintético del Esquema 3, los derivados de la serie
Il podrian ser obtenidos mediante una desconexién entre el enlace
carbono-nitrégeno a partir de sus equivalentes sintéticos precursores la
purina 6.9-disustituida VIl y diferentes anilinas sustituidas VII, las cuales
son generadas por una transformacion de grupo funcional a partir de su
precursor nitroderivado Xll, el cual se obtendria por una desconexién del
enlace carbono-nitrégeno a partir de diferentes aminas ciclicas XIV y p-
fluoronitrobenceno XIlll. El fragmento VIII se obtiene por una desconexion
del enlace-carbono-carbono a partir de sus equivalentes sintéticos acido
trifluorofenilborénico Il y la correspondiente purina 9-sustituida 1X.

Finalmente, IX seria factible de obtener mediante la desconexidn del enlace
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carbono-nitrégeno provenientes de la 2.6-dicloropurina X y los haluros de
alquilo VI.

Los derivados de la serie lll podrian ser obtenidos mediante una
desconexion de la funcion amida a partir de sus equivalentes sintéticos
precursores la purina 2.6.9-disustituida Xl y diferentes anilinas sustituidas
VII, las cuales son obtenidas de la misma manera que en el en la serie Il.
El fragmento XI se obtiene por una desconexion del enlace carbono-
nitrégeno a partir de sus equivalentes sintéticos p-aminobenzoato de etilo
XV y la correspondiente purina 6,9-disustituida VIII. Las desconexiones

posteriores son planteadas de la misma manera que en la serie Il.

OCF,4
OCF;

R4 o o
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¢ ] 5 ©H HoN N \N)g\N HoN
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Ry H ) X XV

Serie lll +
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YRy cl
N N
Hexilo v f\N
N H Pentilo | R2-X + <N ‘ N/)\CI
H
i X

M [Sj [Nj [0]
N
N VL OCF; Disponibles comercialmente
|
; O
O e xr 09
O,N | R
Xl X </N Z ‘N/©/ !
Disponibles comercialmente N \N%KN
Ry H

Serie Il

Esquema 3. Andlisis retrosintético para la obtencién de los derivados de purinas de las

series Il y III.

4.1.4 Metodologia sintética para los derivados de las series I-lll.

A partir de la metodologia descrita en los analisis retrosintéticos y una vez
analizados los equivalentes sintéticos en cada etapa de desconexion de las
moléculas objetivo, se propone una ruta sintética a través de reacciones de
guimica organica convencional para la obtencién de 49 nuevos derivados

de purinas 2,6,9-trisustituidas representados en los Esquemas 4 y 5.
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e Derivados de la serie |
El Esquema 4, correspondiente a la serie | de las moléculas objetivo, se
inicia con la 2-fluoro-6-cloropurina comercial 1, la cual fue N°-alquilada
generando los regioisomeros 2a-c y 2’a-c en proporcion 4/1
respectivamente. Los derivados de interés 2a-c fueron sometidos a una
reaccion de acoplamiento carbono-carbono de Suzuki-Miyaura,®-%?
utilizando paladio como catalizador para dar paso a los compuestos 3a-c
gue mediante una sustitucion nucleofilica aromatica con aminas alifaticas y
aromaticas sobre C-2 del anillo de purina, dan paso a la obtencién de las

moléculas finales 4a-s.

Compuesto Ry R,
4a n-Butilo
4b n-Pentilo
4c n-Hexilo
OCF3
4d n-Butilo
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XN af n-Hexilo
P

R,HN N N 49 n-Butilo

Ri
Cl 4h n-Pentilo
t”

4i n-Hexilo

N 2a-c
’\“\ \> i ii
ALy = o
N
L >
cl |

1 R4 F)\N/ N\

NN R4

P » 3a-c

F N N fii Compuesto Ry Rz
2" a-c OCF3 -
4j n-Pentilo :
4k n-Hexilo
4l n-Pentilo
NN
O O
(\N NZ N 4m n-Hexilo
R

R{NJ ! 4n n-Pentilo
40 n-Hexilo

4p n-Pentilo

4q n-Hexilo

4r n-Pentilo

N~
4s n-Hexilo 7/ %

Esquema 4. Reactivos y condiciones para la obtencién de los derivados de la serie I: i)
Haluros de alquilo (Ri), K2COs, DMF, ta, 12 h (36-60 %); ii) acido 4-
trifluorometoxifenilborénico, Pd(PPhs)2Clz, K2COs 2 M, dioxano, reflujo 3 h (41-57 %); iii)
Aminas (Rz), DIPEA, n-BuOH, 110 °C, 12 h (67-97 %).

e Derivados de las series |l y I
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El Esquema 5a, correspondiente a las series Il y Il de las moléculas
objetivo, comienza con la 2,6-dicloropurina comercial 5, la cual fue N°-
alquilada para dar los regioisbmeros 6a-c y 6’a-c en proporcion 4/1
respectivamente. Los derivados de interés 6a-c fueron sometidos a una
reaccion de acoplamiento carbono-carbono de Suzuki-Miyaura®-92
utilizando paladio como catalizador para dar paso a los compuestos 7a-c
que mediante una sustitucién nucleofilica aromética con las anilinas
correspondientes sobre C-2 del anillo de purina, a través de una reaccion
de acoplamiento C-N de Buchwald-Hartwig®® 9394 da paso a las moléculas
finales correspondientes a la serie Il (11a-0). A su vez, los compuestos 7a-
c a través de una sustitucion nucleofilica sobre el C2 con p-aminobenzoato
de etilo dan lugar a los compuestos 12a-c que al ser sometidos a una
hidrélisis en medio basico®® generan el acido carboxilico 13a-c que
finalmente en una reaccion de condensacion con las anilinas

correspondientes se obtienen los productos finales de la serie Il (14a-0).

Para la elaboracion de las anilinas (Esquema 5b), en una primera etapa, y
mediante una sustitucion nucleofilica aroméatica entre 8 y diferentes aminas
ciclicas se obtienen los intermediarios 9a-e que seguido de una reduccién
del grupo nitro usando hidrogenacion catalitica en presencia de Pd/C% o

mediante SnCl2 o Fe, se obtuvieron las anilinas finales 10a-e.
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Esquema 5. Reactivos y condiciones para la obtencion de los derivados de las series Il y
lll: a) i) Haluros de alquilo (Ri1), K2COs, DMF, t.a, 12 h (45-50 %); ii) &cido 4-
trifluorometoxifenilborénico, Pd(PPhs)2Clz, K2CO3 2 M, dioxano, reflujo 3 h (85-89 %); iii)
Anilina (Rz2) Pd(OAc)2, Xantphos, Cs2COs, dioxano, MW 90 °C, 30 min (48-65 %); iv)
Aminobenzoato de etilo, Pd(OAc)z, Xantphos, Cs2COs, dioxano, MW 90 °C,10 min (66-73
%); v) NaOH 0.5 M, acetona, reflujo 12 h (78-88 %); vi) Anilina (Rz2), HATU, TEA, DMF,
MW 30 min, 90 °C (30-4 8 %). b) i) aminas a, b, ¢, d y e, K2COs, DMSO, reflujo 4 h (90 %);
ii) 10 % Pd/C, Hz, t.a 24 h (97 %); ii’) (tiomorfolina) Fe°, metanol, reflujo, 24 h t. a. (56 %),

48 h (90 %).

Los detalles de los procedimientos de sintesis y datos espectroscépicos

para cada uno de los compuestos de las series I-lll se encuentran

disponibles en la seccion Material Anexo, Capitulo XVIII: 8.1- 8.4.
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4.2 Metodologia Bioldgica

4.2.1 Aspectos generales de la etapa bioldgica.

42.1.1 Lineas celulares

En este estudio, se utilizaron las lineas celulares detalladas a continuacion:
adenocarcinoma colorrectal humano HT29 (ATCC® HTB-38™), carcinoma
colorectal humano HCT116 (ATCC® CCL-247™), adenocarcinoma: células
humanas de cancer de pulmoén no pequefias H1975 (ATCC® CRL-5908™),
meduloblastoma cerebelo dermoplasico DAQOY (ATCC® HTB-186™) y
células humanas no cancerigenas de rifién en etapa embrionaria HEK293
(ATCC® CRL-1573™),

4.2.1.2 Medios de cultivo y suplementos

RPMI 1640 (Gibco, Cat.N0.11875-093), DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12, Gibco, Cat.N0.12800-058), McCoy’s
5A (Gibco, Cat.No 16600108). Solucion de 100 U/mL de penicilina y 100
pug/mmL de estreptomicina (Biological Ind, Cat.N0.03031B). Aminoacidos
no esenciales 100X (Gibco, Cat.N0.12070346). Suero bovino fetal
inactivado (Biological Ind, Cat.N0.041211A).

42.1.3 Partidores para gRT-PCR
Los partidores (primer) utilizados para el PCR en tiempo real (Quantitative

Polymerase Chain reaction, Real Time) son detallados en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de partidores humanos utilizados en gRT-PCR.%7-98

Genes Forward Reverse

Glil 5"-GGGATGATCCCACATCCTCAGTC-3’ 5"-CTGGAGCAGCCCCCCCAGT-3’
Ptchl 5"-CCACAGAAGCGCTCCTACA-3’ 5-CTGTAATTTCGCCCCTTCC-3’
HHIP 5 -CCCACACTTCAACAGCACCA-3’ 5 -GCTTTGTCACAGGACTTTGC-3’
TBP 5"-TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA-3’ 5"-CACATCACAGCTCCCCACCA-3
HMBS 5-AAGTGCGAGCCAAGGACCAG-3’ 5"-TTACGAGCATGATGCCTACCAAC-3’
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4214 Reactivos generales: lista de proveedores y numero de

catalogo

La lista detallada de reactivos por proveedor se encuentra disponible en

Material Anexo.

4.2.2 Aspectos generales de cultivo celular

4.2.2.1 Cultivo celular

La linea celular neoplasica HT29 y la linea celular no cancerigena HEK293,
fueron cultivadas en DMEM F12 con 10 % de FBS. Las lineas celulares
cancerigenas HCT116, H1975 Y DAOY fueron cultivadas en RPMI 1640
con 10 % FBS. Todas fueron mantenidas a 37 °C en una atmésfera
humidificada con 5 % de CO2. Para los experimentos realizados en este
estudio, las células fueron sembradas 12 h antes para asegurar su
apropiada adhesién a la placa de cultivo. Posteriormente, se aspiré el
medio de cultivo y se reemplazé por medio fresco para luego tratar
compuestos sometidos a estudio considerando la concentracion y los
tiempos descritos en la metodologia correspondiente a cada experimento.
Todos los ensayos se realizaron con una confluencia aproximada entre un
70-80 %.

Las células HCT116, H1975 y HEK293 fueron adquiridas directamente de
los proveedores. Las células DAOY fueron proporcionadas por la Dra.
Verdnica Palma (Universidad de Chile). Las células HT29 fueron adquiridas

del Dr. Mauricio Cuellar (Universidad de Valparaiso).

4.2.2.2 Almacenamiento de células, crio-preservacion vy
subcultivos

La crio-preservacion de los cultivos celulares se realizd6 en FBS
suplementado con 5 % de DMSO. Las células fueron transferidas a un

criovial y rotuladas indicando el numero de pasaje celular. Posteriormente,
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fueron guardadas en un contenedor de congelamiento con alcohol
isopropilico por 24 h que permite un descenso gradual de la temperatura
desde -1 °C/min hasta llegar a -80°C. Los crioviales se almacenaron hasta
por 12 meses en un congelador a -80 °C.

El descongelamiento de células se llevé a cabo en un bafio termorregulado
a 37 °C en un solo paso bajo campana de flujo laminar. A cada criovial se
adicionaron 3 mL de medio de cultivo suplementado con 10 % de FBS y se
centrifugd por 5 minutos a 170 g; una vez obtenida la pella, se sembré en
una placa de cultivo con medio de cultivo completo (FBS al 10 % vlv,
antibioticos y aminoacidos no esenciales al 10 % v/v). Las células se
mantuvieron en un incubador suplementado con 5 % de CO2y 95 % de Oa.

Las células descongeladas que alcanzaron una confluencia cercana al
90%, fueron subcultivadas para los futuros experimentos. Primero, se retird
el medio de cultivo; seguidamente se lavaron dos veces con amortiguador
fosfato salino (PBS 1X), luego, fueron tripsinizadas por incubacion con
tripsina-EDTA 1X durante 3-5 minutos a 37 °C. Posteriormente, se inactivo
la tripsina con medio de cultivo suplementado con 10 % de FBS y se
colectaron en tubos de centrifuga. A continuacién, se centrifugaron por 5
minutos a 170 g y la pella obtenida fue resuspendida en 1 mL de medio de
cultivo completo y sembrada en las placas de cultivo adecuadas para su

mantencion.

4.2.2.3 Conteo de células

El conteo de células se realiz6 con una camara de Neubauer utilizando el
colorante azoico azul de tripan con el objetivo de diferenciar las células
viables (sin tincion) de las no viables (tincion azul). La estimacion de la
cantidad de células se llevé a cabo mediante el uso de un microscopio
Optico a un aumento de 10X de magnificaciéon. El conteo permitio establecer

la concentracion celular adecuada para cada experimento.
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4224 Compuestos utilizados en cultivo celular

Todos los compuestos sintetizados y utilizados en este estudio fueron
disueltos en DMSO. Se aseguré que la concentracion de DMSO en el
medio de cultivo fuera menor al 1 %, tanto para las condiciones control y
vehiculo como en las diluciones de los compuestos ensayados. Los
compuestos fueron almacenados indefinidamente a -20 °C en viales

protegidos de la luz y descongelados segun necesidad.

4.2.2.5 Transfeccion y tratamientos
HEK293T (células transfectadas) y Smo” MEFs fueron cultivadas en
DMEM puls con 10 % de FBS, 1 % L-glutamina y antibiéticos. La

transfeccion transiente fue realizada utilizando el agente de transfeccién

DreamFect’ " Gold (Oz Biosciences SAS, Marseille, Francia) de acuerdo
con los protocolos del proveedor. Las células fueron tratadas con Bodipy-
ciclopamina (5 nM, BioVision Inc., San Francisco, CA, USA), con el
compuesto 4s o vismodegib (1uM, Selleckchem, Munich, Alemania). Los
experimentos fueron realizados por la Dra. Lucia Di Marcotullio de la
Universidad de Roma, Italia.

4.2.3 Estudios de viabilidad celular: ensayo colorimétrico de MTT

Los ensayos de viabilidad celular fueron realizados usando bromuro de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazol®® (MTT) de acuerdo al método
colorimétrico analitico-cuantitativo descrito por Mosmann (1983)1% basado
en la reduccion de sales sédicas de tetrazolio a formazan. El MTT es una
sal de tetrazolio amarilla que es transformada en las mitocondrias de las
células metabolicamente activas a formazan, compuesto azul oscuro que
presenta un maximo de absorbancia a 570 nm proporcional al nimero de

células viables.100-101
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La incubacion de las lineas celulares con los diferentes compuestos se llevo
a cabo para determinar la concentracién necesaria para reducir in vitro la
viabilidad celular en un 50 % (ICs0). Para ello, las lineas celulares
anteriormente descritas, fueron cultivadas en placas estériles de 96 pocillos
a concentraciones de 5.000 y 10.000 células/pocillo. Luego, las células
fueron tratadas con los compuestos a las concentraciones adecuadas para
obtener una curva dosis-respuesta cuya pendiente representa el ICso del

compuesto.

Inicialmente, se llevd a cabo un tamizaje (screening) de todos los
compuestos sintetizados en las series I-Ill para determinar su citotoxicidad
(mediante la determinacién de la viabilidad celular) a una concentracion fija
de 50 uM. Aquellos compuestos que presentaron una disminucion de la
viabilidad celular, comparados con el vehiculo, superior al 50 %, fueron
seleccionados para ser analizados en una siguiente fase experimental
mediante la construccion de una representacion logaritmica de dosis-

respuesta cuya pendiente representé el ICso reportado de los compuestos.

Para ello, las lineas celulares se sembraron en placas de 96 pocillos con
concentraciones de 0.05, 0.5, 5, 15, 25 y 50 uM en 200 pL de medio
suplementado con 10 % de FBS a una concentracién celular de 5.000
células/pocillo para las lineas de mayor tasa de crecimiento como HEK293
y HT29 y de 10.000 células por pocillo para las lineas de crecimiento
moderado como HCT116, H1975 y DAQY. Las células se incubaron a 37
°C con 5 % de CO2 durante 72 h de tratamiento con los compuestos
ensayados. Posteriormente se adicionaron 10 pL de MTT (10 mg/ mL) a
cada pocillo para obtener una concentracion final de (0.5 mg/mL), luego se
incubd durante 4 h y se adicionaron 100 pL de dodecil sulfato de sodio
(SDS) al 10 % en 0.1 mM de HCI por 12 h adicionales y se procedio a la

lectura de los experimentos.
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La formacion de formazan en las células metabdlicamente activas fue
medida a 570 nm en un multilector de placas (Cytation 5, Biotek
Instruments, USA). Las curvas dosis-respuesta fueron construidas con el
Software GraphPad Prism 6.0. Los resultados fueron expresados como
porcentaje de citotoxicidad de los compuestos a la concentracion de su ICso
+ DS (Desviacion estandar), considerando tres experimentos
independientes realizados cada uno de ellos por triplicado. Se realizé un
andlisis estadistico t-test con un 95 % de confianza expresado como * p <
0.05.

4.2.4 Ensayos mediante citometria de flujo

4.2.4.1 Ensayo de muerte celular mediante marcaje con yoduro

de propidio (PIl) y doble marcaje con anexina-V FITC/PI

Para evaluar el tipo de muerte celular (apoptosis o necrosis) inducida por
los compuestos en las lineas celulares ensayadas, se realiz6 un marcaje
con yoduro de propidio (P1) en las lineas celulares utilizadas en este trabajo,
por un periodo de 24 h de tratamiento con concentraciones de 1.5, 19, 25
y 50 uM. De esta manera, las células HT29 y HEK293 fueron cultivadas en
placas estériles de 12 pocillos a una concentracion de 50.000 células por
pocillo en 600 pL de medio DMEM F12 suplementado con 10 % de FBS.
Por su parte, las células HCT116, H1975 y DAOY fueron cultivadas a la
misma concentracion y en las mismas placas con 600 uL RPMI 1640 con
10 % de FBS a 37 °C en una atmoésfera humidificada con 5 % de CO.. Al
cabo de 24 h todas las células de cada pocillo fueron colectadas en tubos
para citometria, centrifugadas a 170 g y se descarté el sobrenadante. Se
adicion6 200 pL de PI (20 ng/mL) en PBS 1X y se mantuvieron en hielo
protegidas de la luz hasta su lectura mediante citometria de flujo!?
(FACScanto Il, Becton Dickinson, CA, USA).
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Aquellos compuestos que mostraron un porcentaje significativo de muerte
celular del tipo apoptosis, se sometieron a un analisis adicional utilizando
el marcador anexina V que se une al residuo fosfatidilserina expuesto en la
membrana plasmatica a consecuencia de la induccién temprana de la

apoptosis por parte de las células.

Para ello, las células HT29 y HEK293 se cultivaron en placas estériles de
12 pocillos a una concentracion de 50.000 células por pocillo en 600 uL de
medio DMEM F12 suplementado con 10 % de FBS a 37 °C en una
atmosfera humidificada con 5 % de COz. Las células fueron evaluadas a
una concentracion fija de 19 uM a 3, 6, 12 y 24 h de tratamiento para
detectar el tiempo 6ptimo de inicio de la apoptosis. Transcurrido el tiempo
de incubacion, todas las células fueron colectadas en tubos de citometria,
centrifugadas a 170 g descartandose el sobrenadante y se procedio al
tratamiento con el Kit Dead Cell Apoptosis with annexin V Alexa Fluor 488
y Pl (ThermoFisher Scientific, CA.) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Las células fueron incubadas en hielo por 10 minutos protegidas
de la luz y, posteriormente se procedié a la medicién por citometria de
flujo'%2 (FACScanto Il, Becton Dickinson, CA, USA).

El andlisis de las poblaciones celulares se realiz6 mediante un grafico Dot

Plot observando los porcentajes de células de acuerdo a:

Los cuatro cuadrantes representan células que son:

)] Pl (-) y anexina-V FITC (-) representa a una poblacion de células
viables pues su integridad celular se mantuvo intacta en
porcentajes superiores al 85 %.

i) PI (-) y Anexina-V FITC (+) representa a una poblacion de células
en apoptosis temprana.

i) Pl (+) y anexina-V FITC (+) representa a una poblacion de células
en apoptosis tardia o necrosis.
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iv) Pl (+) y anexina-V FITC (-) representa a una poblacién en

apoptosis tardia o necrosis.

Los resultados de citometria de flujo fueron analizados con el programa
FCS Express V6. Los analisis estadisticos y graficos fueron obtenidos
mediante el programa GraphadPrism V6. Los experimentos se realizaron
por duplicado en tres experimentos independientes. Se realizé un analisis
por Anova-Dunnet de una via con un 95 % de confianza considerando un

valor significativo * p < 0.05.

4.2.4.2 Ensayo de proliferacion celular con sonda fluorecente
CFSE

Para evaluar adicionalmente un efecto de los compuestos sintetizados en
estudio sobre la proliferaciéon celular, se realizé un marcaje de las distintas
lineas celulares con la sonda fluorescente éster de succinimidil-
carboxifluoresceina (CFSE, por siglas en inglés), la cual fue diluida 1/10 en
DMSO. Posteriormente se realizé un conteo con azul de tripan de las lineas
celulares HT29 y HEK293 y para una pella de concentracion 10x10° células
contenidas en 1 mL de medio sin FBS, se adicion6 1 yL de la dilucién de la
sonda. La mezcla entre pella de células y la sonda, se incub6 durante 15
minutos protegida de la luz a 37 °C. Posteriormente, las células se lavaron
2 veces con PBS 1X frio (sin FBS) para asegurar la fijacion de la sonda a
las células. Luego, las células fueron lavadas 3 veces con medio de cultivo
suplementado al 10 % FBS para eliminar el exceso de sonda no
incorporada a las células. La pella resultante se resuspendié en 1 mL de
medio completo y sembrada en placas estériles de 12 pocillos a una

concentracion de 100.000 células/pocillo.
Las células incubadas con sonda fueron sembradas y tratadas con los

compuestos durante 24, 48 y 72 h a una concentracion de 19 uM,
tripzinizadas y colectada la totalidad del contenido de cada pocillo en tubos
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para citometria de flujo. Finalmente se adicionaron 200 pL de PBS 1Xy se
mantuvieron en hielo hasta su analisis en el citometro de flujo. Los tubos
fueron mantenidos como méaximo por una semana en 1 mL de PFA al 4 %

en PBS 1X protegidos de la luz a 4 °C antes de su lectura definitiva.

Para este tipo de experimento se consideraron como controles
experimentales, células sin marcaje con CFSE + PBS, células sin marcaje

CFSE + Pl y células con marcaje + PBS.

Los resultados derivados de este estudio fueron analizados con el
programa FCS express V6. Los gréaficos fueron obtenidos a través del
software GraphadPrism V6. Se realiz6 un andlisis estadistico Anova-
Dunnet una via con un 95 % de confianza, considerando un valor * p < 0.05

para diferencias estadisticas.

4.2.5 Tincion nuclear con DAPI y evaluacién de la capacidad

formadora de colonias

Se realizé una tincion con DAPI a los ndcleos de las células HT29 para
evaluar si los compuestos deben su disminucion de la viabilidad celular a
un mecanismo de muerte celular por apoptosis debido a cambios en su
morfologia y aumento en la permeabilidad celular. Para ello, Se sembraron
200.000 células/pocillo en placas estériles de 6 pozos y fueron cultivadas a
una confluencia entre 75-80 %. Luego del tratamiento con los compuestos
a concentraciones de 1.5, 5y 25 uM durante 3, 6, 24 y 72 h, los pocillos
fueron lavados con PBS 1X y fijjados a temperatura ambiente por 30
minutos con 1 mL de PFA 4 %. Finalmente, cada pocillo fue lavado 2 veces
con PBS 1X e incubados durante 5 minutos con DAPI. Las imagenes fueron
capturadas en campo claro, en DAPI y con la superposicion de ambas con
aumentos de 4X, 20X y 60X en el equipo Cytation 5. Corresponde a un

experimento cualitativo realizado una vez por triplicado.
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Para evaluar la capacidad formadora de colonias por parte de los
compuestos sintetizados, se sembraron 10.000 células por pocillo en
placas de 6 pozos estériles con 2 mL de medio de cultivo suplementado
con 10 % de FBS y fueron incubadas a 37 °C con 5 % de CO:2 durante 24
h. Luego, las células fueron lavadas con PBS 1X, tratadas con los
compuestos (a la concentracion del ICso obtenido mediante el ensayo de
MTT) e incubadas. Transcurridas 72 h el medio fue reemplazado por medio
fresco sin compuestos, y las células fueron incubadas durante 14 dias
adicionales. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS 1X vy fijadas
con 500 puL de PFA al 4 % por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS 1X y se mantuvieron durante
30 minutos con 500 pL de cristal violeta 0.5 % a temperatura ambiente. La
captura de imagenes se realizd utilizando una lupa de alta resolucion.

Corresponde a un experimento cualitativo realizado una vez por triplicado.

4.2.6 Evaluacién de la capacidad de los compuestos como

inhibidores de la via Hedgehog mediante ensayos funcionales

4.2.6.1 Ensayo de gen reportero Gli-luciferasa

Para determinar una posible inhibicion de los compuestos en la via de
sefalizacion SHh, se realiz6 un ensayo de transactivacion en donde la linea
celular cancerigena de colon HCT116 fue transfectada trancientemente con
un gen reportero Gli (Cignal Reporter Gli-luciferase, ADN, Quiagen)
utilizando lipofectamina 2000 como agente de transfeccion. La activacion
de Gli como factor transcripcional es indicativo de la activacion de la via de
transduccion molecular Hedgehog y puede ser cuantificada por la expresion
de genes especificos como HHIP, Glil, SuFu, Myc, PTCHL1, entre otros.
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El ADN codificante de Gli contenido en el Kit mostrado en el Esquema 6
(100 ng de cada constructo), fue transfectado en las células HCT116, las
cuales se sembraron a una concentracion de 40.000 células por pocillo en
placas estériles de 96 pocillos especiales para luminiscencia. Las células
se mantuvieron en medio RPMI al 5 % de FBS y se incubaron por 16 h a
37 °C en una atmosfera humidificada con 5 % de CO2. Posteriormente se
reemplazd el medio de cultivo por RPMI 1640 al 0.5 % de FBS y se
mantuvieron durante 8 h de incubacion adicionales. Luego las células
fueron estimuladas con los compuestos y los controles del experimento por
un periodo de 24 h adicionales. Para el experimento, se utilizé el
antagonista comercial vismodegib (ICso: 100 nM) y el agonista comercial
purmorfamina (ICso: 2 pM) como controles experimentales positivo y
negativo respectivamente. La concentracion utilizada de los compuestos
fue de (1X, 10X, 100X), siendo10X la concentracién correspondiente al
valor del ICsoen la linea celular cancerigena HCT116. Para los casos donde
se traté con el agonista purmorfamina en presencia de los compuestos,
primero se pre-incubé durante 20 minutos con purmorfamina y a
continuacion, se adicionaron los compuestos hasta completar las 24 h de

incubacion con el objetivo de establecer la competencia con purmorfamina.

Tandem repeats TATA box
TR 4

: 1 T A.
| Transfeccion N
- ‘..\IE)NA/H TransLT1
16h B. _  [om=r | rmmme)—
Estimulo'con compuestos
TATA box
¥
| ¢ e
Medida de la luminiscencia D. — =01 MGFP I
o Luciferina = —
Luciferasa N Cimciiaiin E. —] e —— H Firefly Luc Ii

Cignal reporter: A+B

Gli Reporter Assay Kit (Quiagen)

Transt-LT1 (Mirus Bio LLC)

Dual-glo Luciferase Reporter Assay System (Promega)
Multilector de placas Citatyon 5

Cignal reporter negative: B+C

Cignal reporter positive: B+ D+ E

Esquema 6. Procedimiento de trabajo con el Kit Gli luciferasa para estudios de moléculas

pequefias antagonistas de Smo.

48



La activacion o disminucion del factor transcripcional Glil, medida a través
de la actividad de la luciferasa y de renilla (control de normalizacion de
células efectivamente transfectadas) se realiz6 determinando la medida de
la luminiscencia a través del kit “Dual-Glo Luciferase Reporter Assay
System” (Promega) en un equipo Cytation 5 (Biotek) de acuerdo con las
indicaciones del proveedor. Los valores de la actividad luciferasa fueron
normalizados respecto a los valores de renilla. De esta manera, resultados
para cada punto experimental representan la razén luciferasa/renilla,
expresadas como unidades relativas de luminiscencia (URL). Los graficos
se obtuvieron utilizando el software GraphadPrism V6. El experimento se
realiz6 por triplicado y los datos muestran el promedio + DS de un Unico

experimento.

4.2.6.2 Ensayo de gRT-PCR

« Extraccion del ARN

La extraccion de ARN se realizé utilizando Trizol de acuerdo con las
indicaciones del proveedor. Se sembraron 300.000 células/pocillo de la
linea celular HT29 en placas estériles de 6 pozos. Posteriormente, se
adicionaron 500 pL de Trizol por cada pocillo. La muestra homogeinizada,
se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugd. Se
transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo y se adicion6 100 pL de
cloroformo. La muestra se agité en un vortex y se incub6 durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, la muestra se centrifugd a 4 °C
por 15 minutos a 24.515 g La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo

de microcentrifuga.

% Precipitacion, lavado y re-suspension del ARN

El ARN fue precipitado con 500 pL de isopropanol y luego se incub6 durante
15 minutos a una temperatura entre 15-30 °C. Posteriormente, se centrifugo
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por 15 minutos a 24.515 g a 4 °C y se descartd el sobrenadante. A
continuacion, se lavo la pella de ARN con 950 pL de etanol al 75 %, se
mezclé mediante vortex y se centrifugdé a 4°C durante 5 minutos a 7500
rpm. Posteriormente, el ARN total resultante se resuspendié en 30 uL de
agua libre de nucleasas y se disolvio mediante pipeteos repetidos e

incubando las muestras por 10 minutos a 55 °C.

Se estim6 la concentracion y pureza del ARN mediante la medicion de la
absorbancia a A2so/A2s0. EI ARN fue tratado con 4 pL de RNase-Free
DNase, segun las indicaciones del fabricante y se mantuvo a 37°C por 30
minutos. Finalmente, se adicion6 a cada tubo 3 puL de DNA de inactivacion
dando un giro de 681 g y se tomé el sobrenadante para el analisis

espectrofotométrico.

% Andlisis espectrofotométrico y sintesis de cDNA

El calculo de concentracién y pureza del ARN total proveniente de las
muestras se realizd en el biophotometer (UNGIE, Suiza) mezclando 2 L
de ARN + 98 uL de agua ultrapura y registrando la absorbancia a Azso2s0 y

A260/230.

2 pug de ARN total fueron transcritos a ADN complementario (ADNCc)
utilizando la enzima SuperScript Il en presencia de partidores aleatorios, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (ThermoFisher). Todas las
reacciones se llevaron a cabo con el siguiente protocolo: Iniciacion de 2
minutos a 55 °C, seguida de 15 minutos a 95 °C para lograr desnaturalizar
el ADNCc, seguido de la etapa de amplificacion de 45 ciclos de 18 s a 95 °C
y 45 s de temperatura de alineamiento con un total de 2:35 horas de

duracion.
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X/
L X4

gRT-PCR

Las amplificaciones mediante PCR, fueron llevadas a cabo con los

partidores descritos en la Tabla IV a una temperatura de 60 °C en un equipo

Opticon Machine (MJ Research) mediante el uso de iQtm SYBR green

supermix. Los resultados de gRT-PCR fueron expresados como la razén

de la expresion génica del compuesto/control en los diferentes genes SHh

(signatures, en inglés) utilizando el andlisis de método de curva estandar

siguiendo el procedimiento proporcionado por el equipo de trabajo del Dr
Ariel i Altaba (UNIGE, Suiza).%"-%

El procesamiento de los datos contemplé el siguiente protocolo:

1-

2-

X/
o

Célculo del valor CT (cycle threshold, en inglés) del promedio de dos
genes de referencia (TBP y HMBS).

Célculo del valor CT del promedio de cada muestra_ensayada (cada
muestra fue realizada por triplicado) y del vehiculo (células sin
tratamiento y con menos de 1 % DMSO, ensayadas por triplicado).
La obtencién del valor de la expresion normalizada de los valores CT
(EN) de cada muestra/referencia tanto para las células tratadas con
los compuestos como para el vehiculo.

Para obtener los valores de 0 a 1 en los graficos de expresion génica
se dividio el valor de EN de las células tratadas con los compuestos
por el valor EN del vehiculo (células sin tratamiento).

Valores iguales o cercanos a 1 fueron considerados sin cambio en
la expresion de genes. Valores inferiores a 0.6 fueron considerados
como una disminucion de la expresion génica y valores sobre 1.3

fueron considerados como una sobre expresién génica.

Andlisis de expresion de mARN para Smo™ en MEFs

El siguiente protocolo fue generado gracias a los datos aportados por la

Dra. Lucia Di Marcotullio de la Universidad de la Sapienza, Roma quién

realizé los ensayos de qRT-PCR para Smo™ en células MEFs.
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Se realiz6 el andlisis de la expresion de mARN para las células con Smo™
(delecionado) MEFs. ElI RNA total fue aislado con Trizol (Invitrogen/Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Las células MEFs Smo” fueron
tratadas por 24 y 48 h con los compuestos seleccionados a diferentes
concentraciones y la transcripcion reversa se realizé con SensiFAST cDNA
Synthesis Kit (Bioline Reagents Limited, London, UK). El anélisis por PCR
cuantitativo en tiempo real (Q-PCR) de Glil y la expresion de mARN del
estandar interno (Housekeeping) HPRT fue realizado a cada muestra de
cADN usando el sistema VIIA7 Real Time PCR (Life Technologies). Se
amplific6 una mezcla de reaccidon que contenia el molde a través del kit
cDNA SensiFAST Probe Lo-ROX (Bioline Reagents Ltda.) y la mezcla de
la sonda del partidor utilizando los pardmetros del termociclador FAST Q-
PCR. Cada reaccion de amplificacion se realizo por triplicado, el promedio
de los tres ciclos se utilizo para calcular la cantidad de cada transcrito en la
muestra (utilizando el software SDS version 2.3). La cuantificacion de
MARN se expreso, en unidades arbitrarias, como la relacion de la cantidad
de muestra a la cantidad del calibrador. Todos los valores fueron

normalizados con el control endégeno HPRT.
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4.2.6.3 Ensayo de radioligando

El siguiente protocolo fue generado gracias a los datos aportados por la
Dra. Lucia Di Marcotullio de la Universidad de la Sapienza, Roma quién

realizé los ensayos de radioligando.

La linea celular HEK293 transfectada con Smo nativo (Wild Tipe, WT)
etiquetado con Myc-DDK humano o mutante Smo D473H etiquetado con
Myc-DDK humano. Las células se lavaron con amortiguador fosfato salino
(PBS) 1X suplementado con un 0.5 % de suero bovino fetal (FBS).
Posteriormente, fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4 % disuelto
PBS durante 10 minutos, y se incubaron durante 6 h a 37 °C. Las células
fueron permeabilizadas con 0.2 % de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) y se
incubaron a 37°C durante 3 horas y se trataron con una concentracion 5
nM de Bodipy-clicopamina (BC) junto con los compuestos seleccionados a
concentraciones de (103, 104, 10, 10, 1077, 108 y 10° uM). Se utiliz6 una
solucion de montaje por fluorescencia Dako (Dako, CA, USA) como medio
de montaje y el reactivo Hoechst (azul) para la tincibn de los nucleos
celulares. Las sefales de Bodipy (verde) y Hoecht (azul) fueron analizados
en tres campos representativos bajo microscopia de fluorescencia
(aumento de 20X, 1000 células/campo). Los datos fueron expresados como
el porcentaje de incorporacion BC en presencia de los compuestos
seleccionados el cual fue comparado con el porcentaje de BC sélo en las

células control.

4.2.7 Ensayos “in vivo”: evaluacioén de la respuesta antitumoral

Los siguientes protocolos fueron generados gracias a los datos aportados
por el Dr. Andrew Quest y por el Dr. Pablo Lara de la Universidad de Chile,
quiénes realizaron los ensayos “in vivo” y la nanoemulsion de 4s

respectivamente.
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s Preparacion de 4s en nanoemulsién y cuantificacion del
contenido del solvente residual

El método de preparacion de la nanoemulsion (NEM), se realiz6 de acuerdo
a autores Quest y col.1°® mediante una mezcla compuesta por una fase
organica que contiene 125 pL de Miglilol (0.945 gr/cm?3), 30 mg de Epikuron
145 V (fosfatidinil colina enriquecido con una fraccion de lecitina), 2.76 mg
de 4s, 0.5 mL de etanol y 9.5 mL de acetona; y una fase acuosa que se
compuso de 20 mL de agua Milli-Q. La mezcla de solucién fue concentrada
al vacio mediante un evaporador rotatorio hasta alcanzar un volumen
aproximado de 5 mL (considerando la eliminacion completa del etanol y
acetona de la mezcla de reaccion). La formacion de la nanoemulsién fue
instantanea y espontanea, quedando en evidencia por la apariencia
lechosa de la mezcla. El solvente residual fue cuantificado siguiendo la
norma 32 de la USP (guia US Pharmacopeia) en un equipo GC-FID 5890
utilizando una columna DB-624 (longitud 30 m x 0.32 mm de diametro
interno x 0.25 pm espesor de la pared) aplicando un programa de
temperatura que contempld: inicio a 40 °C por 10 minutos, seguido de un
gradiente de 10 °C/min sobre 250 °C, con el inyector a 200 °C y el detector
a 250 °C.

% Estudio en animales: Tratamiento, deteccion y analisis
Ratones C57BL/6 fueron adquiridos en el Instituto de Salud Publica de
Chile (ISP) y mantenidos en el Centro de Estudios Animales en Ejercicio,
Metabolismo y Cancer (Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad
de Chile). Para todos los experimentos se utilizaron ratones entre 8 y 12
semanas de edad con un peso promedio de 25 g. Todos los procedimientos
animales utilizados fueron aprobados por el Comité Local de Bioética
(CBA#889). Se utilizaron células de melanoma de piel B16F10 (ATCC CRL-
6475) para formar el tumor en los ratones. El crecimiento del tumor
subcutaneo y los ensayos de metastasis fueron realizados de acuerdo con
lo reportado por Quest y col.1%3 Una dosis simple de compuesto-NEM (1500

png/mL) o del control (NEM en suero fisioldgico) fue administrada a dichos
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ratones después de la extirpacion del tumor y antes de suturar la herida.
Los volumenes empleados fueron calculados mediante una correlacion
entre el volumen del tumor con aquellos usados para los estudios in vitro

de viabilidad celular.

La deteccion de la fluorescencia mediante imagenes se realiz6 como sigue:
Los animales fueron mantenidos durante 15 dias luego de la administracion
de una dosis Unica de los compuestos seleccionados y los controles. Todo
ello, se realiz6 en diferentes tiempos e intervalos. El primer diaa 2, 4, 8y
24 h una dosis al dia y hasta completar 15 dias. Antes de la extirpacion del
tumor, las ratas fueron anestesiadas por 20 minutos (2.5 % de isoflurane
en O2) y se tomaron imagenes por fluorescencia usando un sistema de
imagenes In-Vivo FX-PRO (excitacibn 430 nm/emision 540 nm, Bruker,
USA). La fluorescencia en las regiones de interés (ROI) para cada
experimento fue cuantificada mediante imagenes obtenidas con el software

molecular imaging Bruker (USA).

Al inicio de los experimentos se realizaron ensayos toxicolégicos de la
prueba en animal de 6 semanas de edad y un peso entre 19.9 y 21.2 g.
Todos los resultados de andlisis microbiolégico y de la carga viral de
patégenos fueron negativos (Smart Spot, South Africa). En el dia de la
cirugia, se aplico al area del tumor un volumen méaximo de 300 uL de
compuesto-NEM (concentracion 0.01 M de los compuestos seleccionados
que corresponde a una dosis 22 veces superior a la aplicada a los
animales). El dia 14 postcirugia los animales fueron eutanasiados. Todos
los componentes sanguineos fueron chequeados por un analisis de sangre
por EPOC (BGEM test cards, Epocal, Canada).

Los datos resultantes fueron expresados como el promedio * error estandar
(SEM) de tres experimentos independientes usando el programa GrapPhad
Prism V 5.03 (GraphPad software, Inc). Los resultados fueron analizados

mediante un analisis de ANOVA por una via a través de una prueba de
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multi comparacion Tukey para ensayos in vitro o mediante un analisis de
ANOVA no paramétrico usando la prueba Mann-Whitney para ensayos in
vivo. La significancia estadistica fue determinada con un intervalo de

confianza de un 95 %.

4.3 Metodologia Bioinformatica

4.3.1 Parametrizacion de ligandos y preparacion de modelo de hSmo
La estructura 3D de los compuestos seleccionados se genero a utilizando
el programa Spartan’1081.1%La estructura de minima energia se obtuvo al
nivel B3LYP/6-31G**. La estructura cristalina empleada corresponde a
hSMO co-cristalizado con SAG1.5 (Cod. PDB: 4QIN).1%

4.3.2 Acoplamiento molecular de ligandos

Con el fin de evaluar los modos de unién de los compuestos seleccionados
en la cavidad 7 transmembranas de hSMO se utiliz6 el programa AutoDock
4.2.106 | as preparaciones de los archivos necesarios para ejecutar el
acoplamiento molecular se llevaron a cabo con el programa
AutoDockTools. Considerando los aminoacidos responsables en la
interaccién con los antagonistas hSmo, se definid el tamafio de grilla
correspondiente a 60 x 60 x 60 A, con un espaciado de 0.375 A. Se emple6
el algoritmo genético Lamarckiano (LGA), estableciendo un total de 50
conformaciones, con un nimero maximo de 25 x 107 de evaluaciones
energéticas. Se selecciond la posicion de enlace de energia mas bajo para
construir los complejos ligando-proteina en el acoplamiento molecular. Los
servidores Pymol'%” y Mestro'® se utilizaron para describir contactos 3D y

2D en los complejos proteina/ligando.

4.3.3 Determinacion de parametros fisicoguimicos teéricos
Los compuestos seleccionados fueron analizados utilizando el servidor
Marvinsketch para calcular valores de pKa de grupos ionizables y atomos

de hidrogeno faltantes segun el pH especifico del medio ambiente.
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Sintesis de los compuestos

La sintesis de purinas 2,6,9 trisustituidas de las series I-lll estan descritas
en el capitulo IV y caracterizadas en el capitulo XVIII, material anexo.

5.1.1 Obtencion de los derivados 2a-c y 2’a-c (serie |) y 6a-c + 6’a-c

(series Il y 1ll): Reaccién de N-alquilacion

El primer paso de reaccion para obtener las moléculas propuestas de las
series I-Ill contemplé una N-alquilacion sobre el anillo de purina de los
derivados 1 y 5 con diferentes halogenuros de alquilo en condiciones
basicas, con dimetilformamida (DMF) a temperatura ambiente para dar los
derivados N°-y N’- alquilados 2a-c + 2’a-c (serie l) y 6a-c + 6’a-c (series Il
y lll) en proporcion 4/1 respectivamente. Este hallazgo se logré confirmar
mediante el aislamiento de todos los dos compuestos del crudo de
reaccion. Con la ayuda de un analisis de espectroscopia bidimensional por
HMBC, se logré caracterizar cada regioisdbmero presente en el anillo de
purina. El andlisis indica que en el regioisomero N’-alquilado la sefial del
protén H1’ a 4.44 ppm aparece con una sefal del C8 a 150.83 ppm y con
el C5 a 121.23 ppm; sin embargo, en el regioisomero N%-alquilado la sefial
del proton H1" a 4.21 ppm muestra un acoplamiento con la sefial del C4 a
153.78 ppm y con la sefial del C8 a 145.91 ppm como se representa en la

Figura 19.
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Figura 19. Representacion de los regioisdmeros N9- y N7-alquilados.

a y b) muestra el

RMN H para ambos regioisomeros. ¢ y d) muestra el andlisis por HMBC de ambos

regioisémeros indicando la diferencia en la correlacién H1’ vs C8, C5 y C4, lo que conlleva

a una asignacion espectral inequivoca.
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La obtencién de ambos regioisémeros en la etapa de N-alquilacion se debe
a que el anillo de purina presenta una tautomeria en el anillo de imidazol,
lo que conlleva a que se formen ambos productos de reaccién (Esquema
7). Este comportamiento se observa tanto para la 2-fluoro-6-cloropurina 1

como para las 2,6-dicloropurina 5.

6
O — vy
L7 N - k\/\/lE 7
N H 2 N N
N°-purina N”-purina

Esquema 7. Equilibrio tautomérico de purinas.

Como muestra el Esquema 7 y como fue mencionado en el capitulo I, en el
heterociclo de purina, por la fusién de los anillos de pirimidina e imidazol,
los C2 y C6 son los centros mas electrofilicos, por lo que son susceptibles
a una sustitucion nucleofilica aromatica (SnAr). De esta manera,
considerando las caracteristicas del heterociclo purina y su disponibilidad
comercial con diferentes grupos halégenos como cloro y fltor, se proponen
dos sustituciones nucleofilicas aromaticas en el C6 y en el C2 descritas a

continuacion para acceder a los productos de cada serie propuesta.

5.1.2 Obtencion de los derivados 3a-c (serie ) y 7a-c (series Il y 1lI):
Reaccion de acoplamiento carbono-carbono de Suzuki-Miyaura

Sobre el C6 de las purinas N9-alquiladas 2a-c y 6a-c se realizd una
reaccion de acoplamiento carbono-carbono con el &cido 4-
(trifluorometoxi)fenil boronico mediante la reaccion de Suzuki-Miyaura para
obtener el esqueleto 6-(4-trifluorometoxifenil)-9H-purina. De esta forma, se

lograron obtener los derivados de interés 3a-c y 7a-c.
En 1979 A. Suzuki y N. Miyaura reportaron la sintesis estereoselectiva de

(E)-alquenos arilados mediante la reaccion de 1-alquenilboronatos con

haluros de arilo en presencia de un catalizador de paladio.!®® El
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acoplamiento catalizado con paladio entre compuestos organoborados y
haluros o triflatos organicos, proporciona un método general y potente para
la formacion de enlaces carbono-carbono conocido como el acoplamiento

cruzado de Suzuki.110-112

Si bien hay variadas metodologias para la obtencién de los acoplamientos
carbono-carbono catalizado por paladio, entre ellas, las reacciones de
Heck'3, Negishil!* y Stille,1>116 se decidié utilizar la reaccién de Suzuki ya

gue presenta multiples ventajas:

1) Requiere condiciones suaves de reaccion.

2) Existe disponibilidad comercial de variados acidos boronicos.

3) Los subproductos pueden ser facilmente eliminados de la mezcla de
reaccion.

4) Los acidos borénicos son ambientalmente mas seguros y mucho
menos tdxicos que organoestanicos (acoplamiento de Stille) u
organozincicos (acoplamiento de Negishi).

5) Los materiales de partida toleran una amplia variedad de grupos
funcionales y son estables en condiciones ambientales.

6) El acoplamiento es estéreo y regioselectivo.

Las condiciones generales de la reaccion se muestran en la Figura 20. El
ciclo catalitico (representado en la Figura 21) muestra que en una primera
etapa ocurre el proceso de adicion oxidativa, el cual es la etapa
determinante. Durante esta etapa, el catalizador de paladio cambia su
estado de oxidacion de Pd(0) a Pd(ll) y se acopla con el haluro de alquilo
para producir un complejo de organopaladio (Il). Posteriormente, en la
etapa de metatesis la base es extremadamente importante ya que se une
al complejo organopaladio (II). En un paso paralelo el organoborano
comercial también requiere del anidn de la base para activarse y generar el
borato que en una etapa de transmetalacion transfiere su grupo alquilo a la

especie de organopaladio (Il) para que finalmente y, mediante una
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eliminaciéon reductiva, el complejo de Pd(ll) genera el producto deseado

(acoplamiento carbono-carbono) y se regenera el catalizador Pd(0).1%°

Pd© (catalitico) 1 o2
B} R'-R
R"B(R), + R ———————

base, ligando producto de acoplamiento

+  X-B(R),

R = alquilo, alilo, alquenilo, arilo; R = alquilo, OH, O-alquil; R? = alquenilo, arilo, alquilo
X =Cl, Br, I, OTf; base = Cs,C03, K,CO3, Na,CO3, K3PO4, Ba(OH),. NaOH; ligando = bidentado

Figura 20. Condiciones generales para el acoplamiento carbono-carbono de Suzuki-
Miyaura.

L.Pd()  Oxidacion

’

> LPdY
1_pi T .

R'—R- I \ I/” RZ—¥%
Eliminacion . Adicion oxidativa
Reductiva q .

; A R'-B(R + M*(OR)
II,-"I Organoborano | Base

1
I _‘R‘l _/ ‘Ir
L;n-'r,pdl‘lhx i -
S

., ! R
i
I i
R'—B(R);
a - - M*{OR)
Transmetalacién
Metatesis
=
L+ F{O—I?(F{}z
MTX
OR ) oR. (%)
LPd™,
Rz

Figura 21. Ciclo catalitico de la reaccion de Suzuki-Miyaura.
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Para la obtencion de los derivados 3a-c a partir de la 2-fluoro-6-cloro-9-
alquilpurina (2a-c), serie | y para los derivados 7a-c a partir de la 2.6-dicloro-
9-alquilpurina  (6a-c), series Il 'y |Ill se utlizd6 el &cido 4-
((trifluorometoxi)fenil)borénico y se consideré la utilizacion de dos bases
diferentes con el objetivo de optimizar los rendimientos de la reaccion. En
una primera instancia se utilizé Cs2COs (s) en 1.4-dioxano dando un
rendimiento de reaccién de 33-41 % lo cual se debe a que esta base no fue
completamente soluble en 1.4-dioxano. Posteriormente se utilizd K2COs (s)
el cual fue levemente mas soluble llevando a un aumento discreto del
rendimiento de la reaccion entre un 45-51 %. Finalmente, se tomo en
consideracion que una de las ventajas que presenta la reaccion de Suzuki
es que no se ve afectada en presencia de cantidades pequefias de agua y
por ello se utilizé K2CO3 2 M, esto hace que la base sea completamente
soluble y pueda actuar de manera mas eficiente en el ciclo catalitico

aumentando el rendimiento total de la reacciéon entre un 70-85 %, Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de la reaccién de Suzuki al utilizar diferentes bases.

Compuesto Base % Rendimiento
Prueba Inicial
3b Cs2C03 (s) 41%
3b K2COs (s) 50%
3b K2CO32 M 84%
Reacciones estandarizadas con la base seleccionada
3a 7
3b L ceried =~ 57%
3¢ K2COs 2 M
7a 7
b Lseries Iyl =~ 84%
7/c B
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Considerando la disponibilidad de la sal de paladio, acetato de paladio II,
Pd(OAc). y el complejo dicloruro de bis(trifenilfosfin)paladio (II),
(Pd(PPh3)2Cl2), se decidié utilizar este ultimo en base a las caracteristicas
que presenta el ciclo catalitico del acoplamiento carbono-carbono de
Suzuki. Si bien el ciclo requiere que el paladio se encuentre como Pd (0)
para comenzar la reaccion, las sales de Pd (0) que se encuentran
disponibles comercialmente como Pd(PPhs)s son inestables al aire y
sensibles a la luz. Por esta razén, se debe comenzar con el paladio en
estado de oxidacion Il. Como se observa en el Esquema 8. Lo primero que
ocurre es la reduccion de Pd (II) a Pd (0) y en ese sentido la fosfina es de
gran utilidad ya que se oxida en presencia de la base utilizada en la
reaccion. De esta manera, el Pd (0) puede comenzar el ciclo catalitico.®?

Esquema 8. Reduccion de Pd (Il) a Pd (0) y formacion de 6xido de fosfina.

Mediante un analisis de RMN *H se observa que en 8,70 ppm (H2”, flecha
roja) y 7,22 ppm (H3”, flecha azul) aparecen los dos dobletes
correspondientes a los carbonos del anillo trifluorometoxifenilo del
compuesto 7b, Figura 22, Ademas del producto deseado, fue posible aislar
el producto diarilado con trifluorometoxifenilo tanto en el C6 como en el C2
del anillo de purina ya que ambos son centros deficientes de electrones

(espectro no mostrado).
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Figura 22. Espectro de RMN *H del compuesto 7b.

5.1.3 Obtencién de los derivados finales 4a-s (serie 1): Sustitucion
Nucleofilica Aromatica (SNAr)

El tltimo paso de reaccién para acceder a los compuestos finales 4a-s fue
a través de una sustitucion nucleofilica aromética sobre el C2 del
heterociclo de purina con diferentes aminas alifaticas (derivados 4a-i) o
aliciclicas (derivados 4j-s). El C2 al estar entre dos heteroatomos de
nitrdbgeno es menos reactivo que el C6, debido a ello, se utiliz6 como
solvente n-butanol por 12 h a reflujo y una base no nucleofilica voluminosa
como DIPEA para evitar que exista competencia entre la base y las aminas
presentes en el medio de reaccion. El rendimiento de la reaccion global fue
entre 67-97 %. Cabe mencionar, que esta etapa de reaccion fue posible
llevarla a cabo bajo las mismas condiciones utilizando calentamiento a 90
°C en horno de microondas disminuyendo considerablemente el tiempo de

reaccion de 12 h (por calentamiento a reflujp) a 30 minutos (por
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calentamiento con microondas). Se destaca que los rendimientos se

mantuvieron inalterados por uno u otro método.

En el espectro de RMN 'H de la Figura 23 se observan las sefiales
caracteristicas para el compuesto 4s, las cuales contemplan las sefales
del anillo de piperazina que integra para 4 protones en 3.99 ppm (flecha

azul) y en 3.50 ppm (flecha Roja).

Los andlisis espectroscopicos, confirman que los 19 compuestos de la serie
| fueron obtenidos con un rendimiento del ultimo paso de la reaccion que
varié entre 67-97 %. Las propiedades espectroscopicas son descritas en la

seccién Material Anexo.
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Figura 23. Espectro de RMN 'H del compuesto 4s.
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5.1.4 Obtencion de los derivados finales 11a-o (serie ll): Reaccion de

acoplamiento cruzado de Buchwald-Hartwig

El siguiente paso de la ruta sintética comprendio la formacion de un enlace
carbono-nitrégeno. Como primera etapa se realizd una reaccion de
sustitucion nucleofilica aromética con 4-aminobenzoato de etilo en
presencia de ter-butoxido (t-BuOK) en dimetilsulfoxido (DMSO). Esta
reaccion se llevé a cabo a reflujo durante 48 h y no se observé formacion
del producto. Debido a esto, se utilizaron condiciones mas enérgicas
mediante calentamiento por microondas a 100 °C durante 30 minutos. De
este modo, se logré aislar el producto final con un 20 % de rendimiento.
Finalmente, el producto fue purificado por cromatografia en columna

utilizando como fase movil éter de petréleo/acetato de etilo (4:1).

Como una forma de aumentar el rendimiento de los compuestos finales, se
procedio a realizar una metodologia alternativa para la formacion del enlace
carbono-nitrégeno a través de la reaccion de acoplamiento cruzado C-N de
Buchwald-Hartwig.6” 117118 Esta alternativa, consiste en la formacion
directa de enlaces C-N y C-O catalizada por paladio (habitualmente
acomplejado con quelantes tipo fosfinas, tales como (BINAP, DPPF,
Xantphos y DPBP) entre haluros de arilo y aminas (alifaticas, arométicas,
primarias y secundarias, imidas, amidas y sulfonamidas) o entre haluros de
arilo y alcoholes (alifaticos o fenoles) siempre en presencia de una cantidad

estequiométrica de una base, Figura 24.

66



X N.
Y|\ X Rinyy _L2PdCh Y®/ R,
= + |'q2 base =
b)
= Lpd™

Ar-NR I - T Ar-X
A= ) ‘u\"' . X -
s

Eliminacion reductiva

HNR,
b N
L.Pd™, LPdi'
Ar Ar
| b
Y
/f-l:nc—J \

Figura 24. a) Ecuacion general y b) Mecanismo de reaccion de Buchwald-Hartwig para la

obtencién del acoplamiento C-N de las moléculas propuestas.

El primer paso del ciclo catalitico de la reaccion de Buchwald-Hartwig es la
adicién oxidativa del Pd (0) al haluro de arilo, generando la especie de Pd
(I1). En el segundo paso, la amina de Pd (Il) puede formarse ya sea por
desplazamiento directo del haluro por la amina o mediante el
desplazamiento del haluro por la base con la consecuente adicion de la
amina. Por ultimo, la eliminacion reductiva da como resultado la formacién

del enlace C-N deseado.
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Para llevar a cabo esta reaccion se utilizé Pd(OAc)2 en presencia del agente
guelante Xantphos, en presencia de la base Cs2CO3 2 M en 1.4-dioxano.
En una primera etapa se procedié a calentamiento por reflujo por 24 h,
generando rendimientos de reaccion de alrededor del 57 %. No obstante,
con el objetivo de minimizar el tiempo de espera, se procedid a
calentamiento a 90 °C mediante energia por microondas, lo cual redujo los
tiempos a 30 minutos manteniendo los rendimientos (43-65 %). La
purificacion de estos productos se realizd por cromatografia en columna
usando como fase moévil de CH2Cl2/5 % acetona. De esta manera se logro

obtener los quince productos finales de la serie Il (11a-0).

Las cinco anilinas utilizadas en esta reaccion, entre ellas, morfolinanilina,
tiomorfolinanilina, dimetilmorfolinanilina, metilpiperazinanilina y 4-
fluoromorfolinanilina, fueron preparadas en una primera etapa mediante la
amina correspondiente a partir del 4-fluoronitrobenceno en presencia de

K2COs, con un rendimiento superior al 90 %.

Posteriormente, la reduccion del grupo nitro a la anilina correspondiente
para las aminas 10a-e, se realizO mediante un catalizador Pd/C en
presencia de hidrégeno por 24 h a temperatura ambiente con un
rendimiento superior al 97 %. Sin embargo, tiomorfolinanilina 10c no se
logr6 obtener bajo estas condiciones, ya que se produjo un
envenenamiento del catalizador de Pd(ll) por la presencia del atomo de
azufre en la tiomorfolina. Por esta razon, esta reduccion se realizo con Fe®
en presencia de HCI por 24 h a temperatura ambiente, con un rendimiento
de 54 %; no obstante, a las 48 h de reaccidn, el rendimiento aumenté a un
90 %.

En la Figura 25, se observa el espectro de *H y del compuesto 11b donde
en 7.43 ppm (flecha morada) aparecio la sefial del protdn del grupo NH, en
7.91 ppm (flecha azul) y 7.22 ppm (flecha roja) se observaron los protones

(H2” y H3" respectivamente) y en 4.15 ppm y 3.41 ppm se observaron las
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sefales correspondientes a los protones (H2”” y H3””) de la morfolina

(flechas verdes) que demuestran la obtencion del producto final.
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Figura 25. Espectro de RMN *H del compuesto 11b.

5.1.5 Obtencion de los derivados finales 14a-o (serie Il

Para la obtencion de los derivados de la serie I, al igual que en la serie I,
también se procedid a la formacion del enlace C-N mediante el
acoplamiento cruzado de Buchwald-Hartwig. Si bien esta reaccion de
acoplamiento inicialmente se intentd con el &cido p-aminobenzoico en las
condiciones de reaccion descritas en la Figura 26a, no se observo
formacion del producto debido que el carboxilato interacciona con el
catalizador de paladio, interfiriendo en las etapas siguientes del ciclo
catalitico. Es por este motivo, que se utiliz6 4-aminobenzoato de etilo.
Finalmente, se lograron obtener los derivados 12a-c (Figura 26b) con un

rendimiento entre 66-73 %.
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Figura 26. a) Intento fallido para la obtencion del producto 13a-c. b) Ruta alternativa con
la generacion de los compuestos12a-c. ¢) Hidrdlisis basica de 12a-c para la obtencién de
13a-c.

En el espectro RMN 'H de la Figura 27, se observa la formacién del enlace
C-N a 7.32 ppm (flecha azul) para el compuesto 12a. También es posible
observar que en la zona aromatica se encuentran presentes las sefiales
correspondientes a ocho protones de los dos anillos de benceno de la
molécula. Finalmente, el grupo CHz del grupo etilo resuena a 4.21 ppm
(flecha roja) confirmando la formacion del producto esperado. Por lo demas
en el espectro de RMN 13C se observo el carbono correspondiente al grupo

carbonilo a 166.47 ppm (flecha roja).
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Figura 27. a) Espectro de RMN 'H del compuesto 12a. b) Espectro de RMN 13C del
compuesto 12a.

En una siguiente etapa de reaccion, 12a-c fue sometido a una hidrolisis
basica para dar el producto deseado 13a-c con un rendimiento del 96 %.
Como se muestra en la Figura 28 en el espectro de RMN H del compuesto
13a se observa la aparicion de un singulete a 10.10 ppm (flecha roja),
correspondiente al hidrogeno del grupo hidroxilo perteneciente al acido

carboxilico.

71



Para la obtencion de las moléculas finales de la serie lll, se realizo una
condensacion entre los derivados de acido carboxilico 13a-c y diferentes
anilinas (10a-e) con el agente acoplante hexafluorofosfato de O-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (HATU), utilizando trietilamina
o N-diisopropiletilamina (TEA/DIPEA) como base y dimetilformamida (DMF)

como disolvente.®?

En un inicio, se mantuvo la reaccion a reflujo por 12 h, observando la
aparicion de la especie deseada segun cromatografia en capa fina (CCF).
Este compuesto se logro aislar cromatograficamente utilizando la fase movil
acetato de etilo/éter de petréleo en proporcién (1:2). Posteriormente,
mediante un andlisis mediante RMN 'H se observé que no correspondia al
producto final de condensacion del derivado de acido carboxilico (13a) con
las anilinas (10a-e), sino a un intermediario de reaccion del derivado de
acido carboxilico con HATU (13a-HATU) que presenta intermediarios

estables y por lo tanto aislables.
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Figura 28. Espectro de RMN 'H del compuesto 13a.
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En la Figura 29, se muestra el espectro de RMN !H, donde se observa la
desaparicion del hidrégeno del grupo hidroxilo perteneciente al acido
carboxilico del compuesto 13a y la aparicion de sefiales aromaticas
correspondientes al 3H-[1,2,3]triazo[4,5]piridina 13a-HATU.

13a ek

. N,.-_._T\,\_

13a-HATU A

— _.-Iklx 'II‘. —— ib\l . .'ill'\ — .'.I

A e e o B e e e e B I A S S T T T T T T T T
110 108 106 104 102 100 SE 5.6 5.4 5.2 ?ia' BE EE B4 B2 B0 78 76 74 7.2 70
\ppm;

Figura 29. Espectro de RMN *H de 13a en conjunto con el producto aislado de la reaccion
con el agente acoplante HATU (13a-HATU).

Para explicar la formacion del producto anterior, es necesario considerar el
mecanismo de la reaccion de condensacion entre el compuesto 13a y las
anilinas correspondientes (10a-e), el cual en términos generales se lleva a
cabo en dos etapas.®” Primero, ocurre una reaccion entre el derivado de
acido carboxilico con el agente acoplante HATU para dar paso a la
formacion del éster activo con el desprendimiento de tetrametilurea.
Posteriormente, en una segunda etapa ocurre la adicién del nucledfilo

(anilinas 10a-e) al éster activo para proporcionar el producto final acilado.
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En el mecanismo de reaccion detallado, es representado en el Esquema 9.
El anion carboxilato (A) (formado por la desprotonacion con una base)
ataca al agente acoplante HATU (B) para formar una sal inestable de O-
acil-(tetrametil)isouronio (C). El anién O-3H-[1,2,3]triazo[4,5]piridina (D)
reacciona rapidamente con la sal isourdnica, proporcionando el éster activo
(E) liberando una cantidad estequiométrica de tetrametilurea (F).
Posteriormente, la adicion de un nucledfilo (G) al éster activo por medio de
un intermediario (H) dio lugar el producto final de acilacion.

OCF, OCF, - OCF,

OCF, OCF; OCF;4

| | N ~N/ N
N A P -~ NN Q/Fo \)} \)3
YOI W WA KT b= -
H

Ry ; G
— - ¥

13a-HATU = E

x

Serie lll: 14 a-o

R; (10 a-e)

Esquema 9. Mecanismo general de la formacién de amidas, usando HATU como agente

acoplante para la formacion de las purinas 2.6.9 trisustituidas finales de la Serie lI.

Con el objetivo de obtener las moléculas finales de la serie Ill, como se
indica en el Esquema 9, se realiz6 un nuevo intento reaccién con
calentamiento a reflujo por 24 y 48 h. con HATU. Sin embargo, la CCF
reveld la continua aparicion del intermediario (E) en altas proporciones.
Debido a esto se modifico la estrategia de sintesis como sigue.

1) Cambiar de agente acoplante por CDI.
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2) Realizar la reaccion final con HATU y calentamiento en horno de
microondas para aumentar la energia del sistema y desplazar el
equilibrio hacia la formacion de productos, ademéas de aumentar la
cantidad estequiométrica de anilina utilizada en un comienzo (1
equivalente de derivado de acido (13a-c) por 1 equivalente de

anilina) a 1.5 equivalentes de anilina.

e Estrategia 1:
El N-N’ carbonildiimidazol (CDI) es un agente acoplante muy utilizado en la
sintesis de enlaces peptidicos. Presenta la ventaja de ser soluble en una
gran variedad de disolventes (DMF, THF, DMSO, acetona y CH2Cl2). En el
mecanismo de reaccion el ion carboxilato (generado por la adicién de una
base) éste, reacciona con el grupo carbonilo presente en la molécula de
CDI generando un intermediario reactivo el cual se hace reaccionar con las

anilinas correspondientes para dar paso al producto final, Esquema 10

En esta reaccién no fue posible aislar el intermediario, ya que no es estable.
La reaccion se mantuvo a reflujo por 12, 24 y 48 h. A las 48 h de reaccion
fue posible aislar una pequefa cantidad de producto final con un 21 % de
rendimiento que fue muy similar al obtenido con HATU a las 48 h de

reaccion a reflujo.
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Esquema 10. Mecanismo general para la formacion de amidas, usando CDI como agente

acoplante para la formacion de las purinas 2,6,9 trisustituidas.
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e Estrategia 2:

Se realiz6 la prueba de la reaccién de condensacion utilizando HATU como
agente acoplante, bajo las mismas condiciones anteriores, pero esta vez
usando energia de microondas durante 30 minutos a 90 °C. De esta
manera se logréo desplazar el equilibrio termodinamicamente hacia la
formacion de productos. Asi, se lograron obtener los productos finales con

un rendimiento moderado (38-55 %).

En el espectro de RMN *H del compuesto 14g, se observan los 15 protones
correspondientes a la zona aromatica que comprende los tres anillos de
benceno presentes en la molécula, el hidrégeno del C8 del anillo de purina
y los hidrogenos de ambos grupos NH. Ademas, es posible apreciar dos
singuletes que integran para cuatro protones en 3.34 y 2.61
correspondientes a los hidrégenos del grupo tiomorfolina. Por su parte, en
una ampliacion del espectro de 3C se observa a 165.13 ppm la presencia

del carbonilo de la funcién amida, Figura 30.
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Figura 30. Espectro de RMN !H del compuesto 14g y ampliacion de la sefial del carbonilo

del grupo amida en RMN 13C.

La Figura 31 muestra un breve resumen de las estructuras de las cuarenta

y nueve purinas 2,6,9-trusustituidas sintetizadas en esta tesis.

Purinas 2.6.9-trisustituidas }
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NN 3 .
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Figura 31. Representacion de las estructuras bases de las moléculas finales de las series
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5.2 Evaluacién bioldgica de los compuestos

En el diagrama de flujo 1, se muestra una representacion de la secuencia
de ensayos bioldgicos “in vitro” que llevaron a la seleccién del compuesto
lider 4s por su propiedad como antagonista de la via de sefializacion
Hedgehog y su actividad antitumoral demostrada en ensayos “in vivo”.
Cuarenta y nueve purinas 2.6.9-trisustituidas fueron sometidas a una etapa
inicial de tamizaje a una concentracion de 50 pM, basandose en su
capacidad de inducir citotoxicidad en un panel de lineas celulares
neoplasicas de colon (HCT116, HT29), pulmén (H1975), meduloblastoma
(DAQY) vy la linea celular no neoplasica (HEK293) utilizando el ensayo
colorimétrico de MTT. Como controles se utilizaron compuestos
antineoplasicos como etopésido, cisplatino y 5-fluorouracilo, los cuales son
tratamientos de primera linea de eleccién en quimioterapia de colon y

pulmon. También se utilizé el antagonista Hh comercial vismodegib.

A los compuestos seleccionados bajo este filtro, se les determind su
concentracion ICso en todas las lineas celulares ensayadas. El (los)
compuestos seleccionados, fueron sometidos a una caracterizacion
adicional como inhibidor(es)/antagonista(s) de Hh para lo cual se recurri6 a
otras metodologias experimentales que contemplaron los siguientes
ensayos.: i) Evaluacién del tipo de muerte celular, mediante los marcadores
Pl/Anexina-V FITC; ii) Inhibicién de la proliferacién celular mediante la
incorporacion de la sonda CFSE; iii) Inhibicion de los genes implicados en
la ruta Hh, determinados por gRT-PCR en células nativas de cancer de
colon HT29 (WT, Wild Tipe) y en células MEF Smo”- (Smo knockout); iv)
Ensayo del gen reportero de luciferasa (Gli-luciferasa) en linea celular de
cancer de colon HCT116; v) Ensayos de desplazamiento mediante la
incorporacion de Bodipy-ciclopamina en células HEK293 transfectadas con
Smo WT y Smo mutante D473H; vi) Evaluacién de la eficiencia antitumoral

“in vivo” mediante un modelo animal de melanoma de ratén.
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Diagrama 1. Identificacion de purinas 2,6,9-trisustituidas como inhibidores Hh.
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5.2.1 Evaluacion del efecto citotéxico de purinas 2,6,9 tri-sustituidas
en un panel de lineas celulares neoplasicas y unalinea no neoplasica.

Ensayo de viabilidad celular por reduccién de MTT

Si bien la capacidad de las células para reducir al MTT constituye un
indicador de viabilidad celular, la determinacién de esta capacidad después
de su exposicion a un compuesto permite ademéas obtener informacién
acerca de la toxicidad celular del compuesto en evaluacion. Esta técnica se
ha utilizado en una variedad de ensayos que incluyen desde citotoxicidad**?

hasta proliferacion.2°

Para acceder a la seleccion del (los) mejor (es) inhibidor (es)/antagonista
(s) del receptor Smo de la via de sefalizacion Hedgehog a partir de las 49
purinas 2,6,9-trisustituidas sintetizadas en este trabajo, se evalu6 como
punto de partida, su citotoxicidad en un tamizaje de doble filtro contra un
panel de cuatro lineas celulares neoplasicas (HT29, HCT116, H1975 y
DAQY) que expresan -en mayor 0 menor proporcion- todos los genes de la
via de sefalizacion Hedgehog, tales como Gli, SuFu, HHIP o Ptchl, lo que
se ha reportado ampliamente en literatura especializada.'®® 21 Como
control de células no neoplasicas, se utilizé6 en todos los casos la linea

celular humana de rifién HEK293.

Para asegurar la calidad del cultivo celular utilizado, en la seccion Material
Anexo, Figura Anexo 1 se muestran las Microfotografias de los controles
de las lineas celulares utilizadas en esta tesis que fueron capturadas a

través de microscopia de contraste de fases.

Cada linea celular mostré la morfologia caracteristica reportada en el
catalogo ATCC y los ensayos se realizaron respetando una concentracion
y confluencia adecuada para este estudio. Ademas, cada linea utilizada en
este estudio reportd tener alta expresion de genes pertenecientes a la via
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Hh como Glil, Ptchl y HHIP (https://portals.broadinstitute.org/ccle,
consultado el 10-08-2019).

La Tabla Anexo 1y Tabla Anexo 2 (ver material anexo), muestran los datos
de porcentaje de citotoxicidad correspondiente al primer filtro de los
cuarenta y nueve compuestos sintetizados en esta tesis. Ellas, se
generaron a partir de la informacion de su efecto citotoxico a una
concentracion fija de 50 uM obtenido mediante el ensayo de MTT en las
lineas celulares neoplasicas seleccionadas que expresan los genes de la
via Hh y de la linea celular de meduloblastoma DAOY que, ademas de
expresar los genes de la via Hh, presenta una mutacion independiente de
ligando en el receptor Ptchl por lo que la via Hh se encuentra aberrante y
permanentemente activada.®? Reportes actuales, demuestran que en la
linea DAOQY, los antagonistas comerciales ciclopamina y sonidegib
presentan un efecto citotoxico que también es observado en otras lineas
neoplasicas, no asi el farmaco vismodegib que por presentar un fenotipo
diferente no se ve asociado a generar citotoxicidad en ninguna de las lineas

neoplasicas dependientes de la via Hh.°’

La Tabla 3, muestra los valores del porcentaje de citotoxicidad para los
mejores compuestos de las series I-1ll en las lineas celulares de cancer de
colon (HT29 y HCT116), cancer de pulmén H1975, meduloblastoma DAOY
y la linea celular no neoplasica HEK293. El analisis de estos datos muestra
una respuesta diferencial de cada compuesto en las distintas lineas
celulares, lo que podria explicarse por lo mencionado anteriormente y que
dice relacion a la abundancia relativa en cada linea de los componentes de
la via Hedgehog. En los compuestos de la serie |, 6 de 19 mostraron una
actividad citotoxica mayor al 50 % luego de 72 h de tratamiento, no
obstante, los compuestos 4r y 4s fueron los que presentaron el mayor
grado de citotoxicidad (superior al 80 %) a la concentracion de 50 uM en la
mayoria de las lineas celulares neoplasicas ensayadas. Se demostro,

ademas, que el grado de citotoxicidad en la linea no neoplasica HEK293
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(control) fue menor al 50 % para todos los compuestos, lo que sugiere la
selectividad de estos compuestos por las lineas neoplasicas versus las

lineas celulares no oncogénicas.

La eficiencia citotoxica mostrada por los compuestos 4r y 4s demuestra que
la sustitucion del C2 del anillo de purina con una amina ciclica y un anillo
aromatico que contenga un nitrégeno como el grupo 1-metil-4-(piridin-4il)
piperazina seria esencial para obtener derivados méas potentes comparado
con los derivados aliciclicos. Se destaca, ademas que 4r y 4s fueron mas
efectivos que vismodegib, un antagonista comercial de Smo y que se ha
reportado que muestra una citotoxicidad en distintas lineas celulares
cancerigenas con un ICso igual o superior a 100uM.

En el caso de la serie Il, sélo 5 de 15 compuestos mostraron un grado de
citotoxicidad que borded o fue superior al 50 % encontrdndose diferencias
entre los mismos compuestos y entre las distintas lineas celulares
ensayadas. Los compuestos mas promisorios en esta serie, aunque con un
efecto diferencial entre las lineas celulares cancerigenas fueron 11a, 11d,
119, 11jy 11m. Por otra parte, 4 de 15 compuestos de la serie Il (14b, 14g,
14j y 14m), mostraron tener un efecto citotéxico moderado en las lineas
neoplasicas.

Del analisis de los compuestos de las series Il y Il se desprende que la
incorporacion del conector benzamida de los derivados de la serie Ill, no
tuvo un efecto mayor en la obtenciébn de compuestos mas potentes con
respecto a los derivados de la serie Il. Sin embargo, en ambos casos la
sustitucién con grupos como morfolina o metilpiperazina llevé a derivados
mas potentes en todas las lineas celulares neoplasicas ensayadas. Para
las series I-11l, fue posible observar que la mayoria de los compuestos que
presentaron un porcentaje de citotoxicidad més elevado en el ensayo de
MTT poseen un patron de sustitucion en el N9 de la purina con un grupo
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hexilo, sugiriendo que cadenas alquilicas = 6 atomos de carbono podrian

tener un efecto importante para la actividad de los compuestos.

Ninguno de los compuestos ensayados fue citotoxico para la linea celular
no neoplasica HEK293 comparados con las drogas comerciales de uso
habitual en las terapias de cancer de colon, pulmén y meduloblastoma que

si resultaron ser citotdxicos para estas células.

Los compuestos seleccionados a partir de la Tabla 3, aquellos que
presentaron un porcentaje de citotoxicidad superior al 60 % en las lineas
celulares neoplasicas y la linea de meduloblastoma DAQOY y, que ademas
no resultaron ser téxicos para las células HEK293, fueron sometidos a un
segundo filtro de seleccidn en una evaluacion dosis-respuesta mediante el
ensayo de MTT a concentraciones crecientes de los compuestos (Tabla 4)
cuyo valor da cuenta del ICso de estos. Ademas, se incorporaron dos lineas
de adenocarcinoma pancreatico metastasico (ASPC1) y no metastasico
(BXPC3) que son altamente resistentes a los tratamientos
anticancerigenos actuales y presentan una elevada expresion de todos los

componentes de la via Hh.1%?
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Tabla 3. Evaluacion de la citotoxicidad de los mejores compuestos de las series I-11l en un

panel de 4 lineas celulares neoplasicas y una linea celular no neoplasica HEK293. Los

valores muestran el porcentaje de citotoxicidad (cuantificado por una disminucion de la

viabilidad celular) a una Unica concentracién de 50 UM a 72 h de tratamiento para cada

compuesto.
ocF, ocFs ocF,
o] R
% ey 3@*@
Serie I: 4a-4s Serie II: 11a-110 Serie lll: 14a-140
compuesto Ri1 R2 HCT1162 HT29° H1975° DAOYY HEK293¢

4a butilo ‘EC 68+0.3 <60 66+0.9 82+6.2 <50

4b pentlo - 53+0.9 <50 <50 94+0.4 <50

4r pentilo  -~_n«Cn  81+0.8 <50 <50 92+0.4 <50

4s hexilo -~ nCn  99+0,4 <50 99+0.2 98%0.3 <50

1lla hexilo o 69+3.2 6526.2 64+2.3 73x4.9 <50

11d hexilo ‘ﬁ’“ 55+5.2 67+4.6 78+6.2 <50 <50

119 hexilo $ N 57+2.4 69+2.8 75+4.2 <50 <50

11j hexilo N N 61+1.8 59+2.8 69+3.2 65+4.7 <50

11m hexilo oCNbN’ﬁ 65+4.7 61458 75+5.2 <50 <50

14b pentilo o <50 55+6.8 <50 68+5.3 <50
149 hexilo SN 63+5.1 49%1.6 <50 <50 55+6.3

14j hexilo NN 61+1.8 59+2.8 69+3.2 65%4.7 <50

14m hexilo ojwbwﬁ 65+4.7 61+5.8 75+5.2 <50 <50

vismodegib <50 <50 <50 <50 <50
etoposido 90+0.5 60+1.1 65+0.7
cisplatino 88+0.7 88+0.7
5-FU 62+2.8 66+1.7 -—-- 66+4.7

Ensayo de MTT en lineas neoplasicas de 2HCT116 y PHT29 (carcinoma de colon). °H1975

(carcinoma de pulmon). 9DAOY (meduloblastoma). ®HEK293 (células de rifibn humano no

neoplasicas). Los compuestos que presentaron citotoxicidad menor al 50 % en todas las lineas

cancerigenas no son mostrados en esta tabla y sus valores se encuentran disponibles en Material

Anexo, Tabla Anexo 1y Tabla Anexo 2.
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Tabla 4. Determinacion del ICso (UM) e indice de selectividad (IS) para los compuestos 4a, 4b, 4r, 4s, 11a, 14g y 14j contra un panel de seis
lineas celulares neoplasicas que expresan todos los componentes de la via Hh en altos niveles y una linea no neoplasica HEK293. El valor
de ICso representa la concentracion del compuesto donde la viabilidad celular se reduce en un 50 %.

Compuesto ICso(UM) IS ICs0(UM) IS ICs0(UM) IS ICso(UM) IS ICso(UM) IS [Cso(UM) IS [Cso(uM)
HCT1162 HT29° H1975¢ DAOY! AsPC-1¢ BxPC-3f HEK-293¢
da 32+0.3 >1.6 >50 >1.0 34+0.9 >1.5 18+ 0.2 >27 20.1+03 >25 >50 >1.0 >50
4b 47+ 0.9 >1.1 >50 >1.0 30+1.0 >1.7 >50 >1.0 232+02 >22 >50 >1.0 >50
ar 19+0.8 >2.6 >50 >1.0 77104 >6.5 6.5+04 >7.7 >50 >1.0 >50 >1.0 >50
4s 1.3+04 >38 15+ 1.2 >3.3 15+£0.3 >33 1.4+ 0.2 >36 1.7+0.05 >29 4.1%09 >12 >50
1lla >50 >1.0 - - 21+1.5 >2.4 >50 >1.0 >50 >1.0 >50 >1.0 >50
l4g 46 + 0.6 >1.1 - - >50 >1.0 >50 >1.0 >50 >1.0 >50 >1.0 >50
14j 18+0.1 >2.7 15+0.9 3.3 >50 >1.0 12+x04 >4.2 >50 >1.0 >50 >1.0 >50
Vismodegib >50 >1.0 >50 >1.0 >50 >1.0 >50 >1.0 >50 >1.0 >50 >1.0 >50
Etopdsido 9.8+0.5 >0.9 - - 40+0.2 >1.2 - - - - - - 8.4+ 0.7
Cisplatino - - - - - - 12+ 0.7 >1.0 - - - - 12+ 1.4
5-FU 31+0.3 >0.03 051+0.06 >1.6 - - - - - - - - 0.83+0.07
Gemcitabina - - - - - - - 03+0.09 >25 0.2+£0.07 >38 7.5+ 0.6

aHCT116 y PHT29 (carcinoma humano de colon. Expresién mARN de genes Hh = 8.40 y 7.55 respectivamente). (H1975 (carcinoma humano
de pulmén. Expresién mARN de genes Hh = 8.70). 9IDAOY (meduloblastoma humano. Expresion mARN de genes Hh = 17.05). €ASPC1

(Adenocarcinoma pancreatico humano metastasico. Expresion mARN de genes Hh = 6.80), 'BXPC3 (Adenocarcinoma pancreatico humano.

Expresion mARN de genes Hh = 6.80), 9HEK293 (células de rifion humano no cancerigenas. Expresion mARN de genes Hh = 6.85). Valores

de expresiéon de mARN de genes Hh son considerados elevados sobre 4.0 (http://biogps.org/#goto=genereport&id=2735, revisado 1-12-

2019). Los valores muestran el promedio + DS de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
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En la Tabla 4, se observa que los compuestos 4a, 4b, 4r, 11a, 14g y 14j
presentaron valores de ICso en el rango de 12 a 40 uyM y un indice de
selectividad cercano a 1 en lineas celulares de pulmén, colon y
meduloblastoma. Sélo el compuesto 4s de la serie | fue citotoxico en todas las
lineas celulares neoplasicas ensayadas con un valor de ICso que oscilo ente
1.3 uM y 15 pM segun la linea ensayada, superando en un orden de 40 veces
al antagonista comercial vismodegib y 7 veces a agentes antineoplasicos de
primera linea, como; etopdsido, cisplatino, 5-FU o gemcitabina, segun
corresponda a cada tipo de cancer. Ademas, fue 40 veces mas selectivo por
células neoplasicas que por células no neoplasicas HEK293, lo cual es
deseable al momento de buscar la estructura de un compuesto lider que sea

selectivo sobre células neoplasicas.'?

En la Figura 32 se representan las estructuras de los compuestos 4s, 4r, 11a,
149y 14j, los cuales fueron seleccionados mediante un andlisis de sus valores
de citotoxicidad (ICso) y, su indice de selectividad en células neoplasicas vs

células no neoplasicas.
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Figura 32. Estructura de los compuestos que presentaron mayor potencia citotéxica (ICso) e

indice de selectividad (IS) de las series I-IIl.
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Una vez seleccionados los mejores compuestos de las series I, 11 y lll, en base
a su respuesta de citotoxicidad, se determiné cual de ellos inhibia la expresion
génica de los mediadores intracelulares de la via Hedgehog (mecanismo
cladsico en moléculas con actividad antagonista y/o inhibidora) a través de un

PCR en tiempo real (Figura 33). Luego de analizar los genes para Glil, Ptchl
y HHIP, responsables de la activacion y transduccion de la via candnica Hh,
se observd que a una concentracion de 10 uM de cada compuesto, utilizando
la linea de adenocarcinoma colorrectal HT29, que entre todas las lineas
estudiadas posee los mas altos niveles de expresion de la via Hedgehog, sélo
el compuesto 4s reprimio significativamente la respuesta de la expresion de
Gli1, Ptchl y HHIP de manera comparable al control vismodegib luego de 24
h de tratamiento. Los compuestos 4r, 11a, 14g y 14j no indujeron cambios en
la expresion de Glil por lo que se sugiere que solo 4s estaria involucrado en

la inhibicién de la via de sefalizacion Hh.

Expresion de genes droga/control a 24 h

4s 4r lla 14g 14 vismodegib
Glil 0 0.8 1.0 0.9 0.8 0.4
Ptchl 0 0.8 0.9 0.9 1.2 0
HHIP 0 1.1 1.1 1.1 0.9 0.6

Figura 33. Niveles de expresion de mRNA blanco de genes Hh que son mostrados como la
razon de los valores Ct normalizados por los genes TBP y HMBS (housekeeping) de las
células HT29 bajo diferentes tratamientos con los compuestos a 10 uM sobre los valores Ct
normalizados con el control DMSO. Color blanco: indica que no hay cambios comparado con
el control y es expresado con valores cercanos o igual a 1. Color azul: indica una represion de
los genes blanco de Hh con valores bajo 0.6. Los valores muestran el promedio de tres

experimentos independientes realizados por triplicado.
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Al analizar en conjunto los datos aportados por el ensayo de citotoxicidad mas
el andlisis por PCR en tiempo real, se puede inferir que el efecto inhibitorio de
la via de sefializacion Hh no estaria estrechamente relacionada con la
citotoxicidad de los compuestos. Es por ello, que se quiso determinar el tipo
de muerte celular (apoptosis/necrosis) que tendrian los compuestos

sintetizados en las lineas celulares ensayadas.

5.2.2 Evaluacién del tipo de muerte celular mediante citometria de flujo

Para definir el tipo de muerte celular por el cual los cinco compuestos
seleccionados indujeron citotoxicidad, se evalu6 mediante ensayos por
citometria de flujo la induccion de muerte por apoptosis o necrosis en las lineas
celulares neoplasicas HCT116, HT29, H1975, DAOY y no neoplasicas
HEK293.

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso celular que se
encuentra genéticamente controlado por el que las células inducen su propia
muerte frente a determinados estimulos. Lo que diferencia a la apoptosis frente
a otros tipos de muerte celular, radica en el control que ejercen las células
sobre su propio destino y en condiciones normales constituye un mecanismo
fundamental para mantener la homeostasis del organismo.?* Otro tipo de
muerte celular habitual es la necrosis donde, las células estan destinadas
irrevocablemente a morir sufriendo dafio en su estructura celular y no poseen

control de su destino como en la apoptosis.

La deteccidn del tipo de muerte celular para los compuestos 4r, 4s, 11a, 149
y 14j, se efectué mediante el estudio de la alteracion de membrana de las
células seleccionadas por citometria de flujo (FC). Como una aproximacion

inicial, rapida y poco costosa, se decidio cuantificar la medida de la emision de
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fluorescencia de las células frente a un marcador catiénico como yoduro de
propidio (PI) que es un agente intercalante del ADN y presenta como
caracteristica principal que no tiene la capacidad para penetrar la membrana
de células vivas, por lo que no puede unirse a su ADN. De esta manera, el
marcaje de células con Pl es Uutil para diferenciar células apoptéticas de

necroticas.12®

En la Figura 34a se muestra el porcentaje de células vivas y muertas por
apoptosis y/o necrosis luego de la incubacion con las cuatro lineas neoplasicas
(DAOY, H1975, HCT116, HT29) y control (HEK293) con 25 uM de cada

compuesto por un periodo de 24h. Los resultados mostraron:

La linea DAQY, present6 un 94 % de viabilidad celular al inicio del experimento
y s6lo un 6 % de muerte por apoptosis (indicativo de un cultivo en buenas
condiciones). Luego de 24 horas de tratamiento con los compuestos
seleccionados a una dosis de 25 uM se observo:

= EIl compuesto 4s redujo significativamente la poblacién de células
viables a un 2 %, aumentando la poblacion de células muertas por
apoptosis en un 84 % y por necrosis en un 14 %.

» Tanto los compuestos 4r, 11a, 14g y 14j no indujeron una disminucién
estadisticamente significativa en la viabilidad celular, observandose tan
s6lo un 12 % de muerte por apoptosis.

» Los controles experimentales vismodegib y etoposido, no indujeron una
disminucion significativa de la viabilidad comparado con las células
control (vehiculo, DMSO < 1 %).
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La linea celular de cancer de pulmén H1975, presentd un 89 % de viabilidad
celular al inicio del experimento y s6lo un 8 % de muerte por apoptosis
(indicativo de un cultivo en buenas condiciones). Luego de 24 horas de
tratamiento con los compuestos seleccionados a una dosis de 25 pM se

observa:

= Los compuestos 4r, 1l1a, 14g y 14j no mostraron una reduccion
significativa de la viabilidad celular comparados con el control en ambas
lineas celulares de colon.

» El compuesto 4s aumentdé el porcentaje de muerte por apoptosis de un
9 % observado en las células control a un 43 % posterior al tratamiento.
Estos resultados fueron estadisticamente significativos comparados

con el control.

Las lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal HT29 y HCT116,
presentaron un 92 y 86 % de viabilidad celular al inicio del experimento y un 3
y 11 % de muerte por apoptosis respectivamente (indicativo de un cultivo en
buenas condiciones). Luego de 24 horas de tratamiento con los compuestos

seleccionados a una dosis de 25 uM se observo:

*» En ambas lineas de colon el compuesto 4s redujo su viabilidad celular
alrededor de un 2 % y aument6 su muerte en alrededor de un 80%,
siendo la principal modalidad de muerte la apoptosis. Estos resultados
fueron estadisticamente significativos comparados con las células
control.

» Los compuestos 4r, 1la, 14g y 14j no mostraron una reduccion
significativa de la viabilidad celular comparados con el control en ambas

lineas celulares de colon.
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En la Figura 34b se muestra el grafico de porcentaje de apoptosis vs
concentraciones crecientes del compuesto 4s en la linea celular no neoplasica
HEK293 a 24 h de tratamiento. Los resultados mostraron que el maximo valor
de apoptosis inducido por el compuesto 4s a la mayor concentracién ensayada
de 50 uM fue tan solo de un 33 %, por lo que el compuesto no estaria afectando
la viabilidad celular de las células HEK293 por sobre las células neoplasicas.
Solo el compuesto 4s indujo un porcentaje de apoptosis estadisticamente
significativo (p < 0.05) en todas las lineas celulares neoplasicas ensayadas.
De esta manera, el efecto observado de muerte por apoptosis se encuentra en
concordancia con la citotoxicidad genera por 4s en todas las lineas celulares
ensayadas, sugiriendo que este compuesto es eficiente y selectivo en
disminuir la viabilidad celular llevando a una muerte por apoptosis en un amplio

panel de lineas celulares neoplasicas.
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Figura 34. Modalidad de muerte celular. a) Graficos de muerte celular mediante citometria de
flujo, para los compuestos 4s, 4r, 11a, 144, 14j, los controles positivos vismodegib y etopdsido
en lineas celulares neoplasicas de meduloblastoma DAQOY, cancer de pulmén H1975 y
adenocarcinoma colorrectal HCT116 y HT29. b) curva dosis respuesta del porcentaje de
apoptosis del compuesto 4s a diferentes concentraciones en la linea celular no neoplasicas
HEK293. Los datos son obtenidos de tres experimentos independientes realizados por

triplicado a 24 h de tratamiento con los compuestos. Andlisis estadistico de t-test, con valor *p
<0.05.
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Como una manera de conocer cuan temprana fue la induccion de apoptosis
en nuestros cultivos, se realizdé una titulacion del compuesto 4s a distintas
concentraciones bajo 50 uM. La Figura 35, muestra las curvas dosis respuesta
del porcentaje de apoptosis de 4s en el rango de concentraciones (1.5, 3.0,
6.25, 19, 25 y 50 uM) en todas lineas celulares ensayadas. Los resultados
mostraron que la induccion de apoptosis luego de la adicion del compuesto 4s
es dependiente de la dosis utilizada en el cultivo. Se pudo observar, que hasta
una concentracion del9 pM se alcanzaron valores de apoptosis por sobre el
50 % (70.46 % para DAQY, 65.46 % para HCT116 y 54.83 % para HT29) y
muy cercano al 50 % en H1975, donde todos estos valores fueron
estadisticamente significativas respecto al control (vehiculo, DMSO < 1 %).
Ademas, la linea celular no neoplasica HEK293 no mostré una muerte

significativa por apoptosis.
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Figura 35. Induccion de apoptosis dosis dependiente utilizando el compuesto 4s en lineas
celulares neopléasicas de meduloblastoma DAOY, cancer de pulmén H1975 y adenocarcinoma
colorrectal HCT116 y HT29 y en la linea celular no neoplasica HEK293. Los datos son
obtenidos de tres experimentos independientes realizados por triplicado a 24 h de tratamiento

con los compuestos. Andlisis estadistico de t-test, con valor *p <0.05.
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Con todos estos antecedentes, adicionalmente se quiso evaluar si el efecto
diferencial de muerte por apoptosis observado por parte del compuesto 4s
versus los otros compuestos ensayados, poseia alguna relacion con la muerte
de las células més resistentes que crecen dentro de una colonia. Estas células
resistentes remanentes, vuelven a crecer en colonias una vez que se ha
administrado el compuesto antineoplasico, llevando muchas veces al fracaso
de las terapias.'?® Por este motivo, se realiz6 un ensayo de la capacidad
formadora de colonias en las mismas lineas celulares sometidas a estudios de
muerte celular tratadas con 5 uM de 4s y vismodegib durante 14 dias (Figura
36). Los datos muestran que el efecto a largo plazo del tratamiento con el
compuesto 4s generd una disminucion de las colonias remanentes en todas
las lineas celulares neoplasicas -comparadas con el control- sin embargo, en
el tratamiento con vismodegib no se observé una disminucion de la formacion
de colonias con respecto a las células control. Asi, el compuesto 4s mostro
tener un efecto diferencial a vismodegib y fue capaz de inhibir la capacidad
formadora de colonias en todas las lineas celulares neoplasicas ensayadas, lo

cual fue consistente con los estudios de apoptosis.
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Figura 36. Inhibicién de la capacidad formadora de colonias en un panel de tres lineas
celulares neoplasicas HT29, HCT116 y H1975. Las células, fueron tratadas con una
concentracién de 5 UM de 4s y vismodegib durante 14 dias de tratamiento. Las células fueron

marcadas con cristal violeta y fotografiadas bajo una lupa de alta resolucion

La confirmacion inequivoca de la muerte celular por apoptosis por parte de 4s,
fue realizada mediante citometria de flujo a través un ensayo mas preciso que

contempla los marcadores anexina-VFITC y PI.
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La pérdida de la asimetria y morfologia de la membrana de la célula al entrar
en apoptosis es un fendmeno que parece ser universal en el proceso
apoptotico. Una vez que la célula comienza a entrar en apoptosis, expone
hacia el exterior restos de fosfatidilserina debido a la pérdida de asimetria y
mayor permeabilidad de su membrana.'?’ El marcador anexina-V FITC se une
a la célula apoptotica detectando la fosfatidilserina de la membrana celular.
Para diferenciar la posible muerte mediante un proceso necratico, las células
también son marcadas simultaneamente con PI, el cual es capaz de ingresar
s6lo en las células que hayan perdido la integridad de su membrana. Cabe
destacar, que las células que sufren necrosis secundaria también pueden ser
marcadas con PI, esto es, ya que se trata de un monocultivo y una vez que las
células en cultivo han sufrido apoptosis y dado que no existen macrofagos
capaces de fagocitar dichas células apoptéticas o los cuerpos apoptoéticos
presenten en éstas, estas necesariamente sufriran una necrosis que se
conoce como necrosis secundaria al proceso apoptotico, aunque no haya sido

un proceso de necrosis la primera causa de muerte.?8

Se cuantifico el porcentaje de apoptosis en el cultivo de la linea celular de
colon HT29, tanto a niveles basales como luego de la adicién de 4s al medio
de cultivo. Se utiliz6 una concentracion de 19 puM para 4s y los respectivos
controles durante 3y 12 h de tratamiento. Los resultados de citometria de flujo
se representaron en graficos de dot plot y estan divididos en cuatro
cuadrantes, lo que explica los distintos patrones de tincion de las células en
estudio. Es asi como células. el eje X representan la fluorescencia de anexina-
V FITC y en el eje Y la de PI. De acuerdo con la informacion entregada por
cada cuadrante, es posible interpretar:

- Cuadrante I: células que no unen anexina-V FITC (-) y excluyen PI (-) fueron
consideradas células viables.

- Cuadrante II: Células que unen anexina-V FITC (+) y excluyen PI (-) fueron

consideradas en apoptosis temprana.
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- Cuadrante llI: células que unen anexina-V FITC (+) e incorporan PI (+).

- Cuadrante IV: células que no unen anexina-V FITC (-) e incorporan PI.

A) Control B)
*° H0,92% 0.68%
] v m
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102-§ _ Caw .
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3 60 B AV-/PI+ (IV)
= g 40,
4s (3 h, 19 uM) E 20
*° 30,05% 1,52% g
] v m 0-
107 3
2 00(‘

Anexina V-FITC

Figura 37. Analisis de muerte celular por citometria de flujo (FC) en células HT29 tratadas con
0.1 % DMSO (control) y 19 uM del compuesto 4s por 3 0 12 h. a) Graficos de dot plot que
muestran la distribucion de las poblaciones de células que siguieron el tratamiento indicado
para 4s y células control. b) Gréfico de barra que muestra la misma distribucion de células del
dot plot a). En color azul, I: células AV-/PI- (viables), color rojo, Il: células AV+/PI- (apoptosis
temprana), color verde, lll: células AV+/PI+ y color negro, IV: células AV-/Pl+. Valores son
expresados como el promedio + DS calculada de tres experimentos independientes. Analisis
estadistico corresponde a un Annova dunnet una via con valor *p < 0.05, ***p < 0.001.

En la Figura 37a-b, Se observaron claramente las poblaciones diferenciadas
de células vivas, apoptoticas y de células que incorporan anexina V' y yoduro
de propidio o solo incorporan yoduro de propidio. En el control (que
corresponde a células en ausencia de 4s, pero marcadas con anexina-V
FITC), se observO sobre de un 84 % de células viables al inicio del

experimento. Cuando el cultivo fue tratado con una concentracion de 2.5 pM
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de estaurosporina durante 3 h de tratamiento, un antineoplasico que se
caracteriza por tener propiedades pro-apoptoéticas al tiempo y concentracion
indicados, por lo tanto es utilizado en este estudio como un control de muerte
por apoptosis,?® se observé que la viabilidad celular se reduce de un 89 % a
un 48 % y aumento la poblacion de células en apoptosis temprana desde un 9
% en el cultivo control a un 38 % con el tratamiento con estaurosporina lo cual

es estadisticamente significativo.

Al analizar las poblaciones celulares que fueron tratadas con el antagonista
comercial vismodegib a una concentracion de 19 uM durante 3 o 12 h de
tratamiento, se encontré que la viabilidad del control (89 %) fue similar a la
viabilidad de las células tratadas con vismodegib (81 %) y que la muerte por
apoptosis temprana que indujo vismodegib (14 %) no fue estadisticamente
significativa comparada con el control (9 %), pero si al compararla con el
marcador de apoptosis estaurosporina (38 %). Estos experimentos
demuestran que la induccién de la apoptosis se inicia tempranamente a partir

de las 3h con un efecto citotdxico de alrededor un 50 %.

Por otra parte, cuando el cultivo celular fue tratado con 19 yM de 4s a3y 12
h. Se observé que el compuesto generé una disminucién de la viabilidad
celular del cultivo inicial de un 89 % a un 47 % en ambos ciclos de tratamiento
y un aumento estadisticamente significativo de la apoptosis temprana de un 9
% del control a un 42 % con el tratamiento con 4s y superando en un 4 % al

control de apoptosis del experimento estaurosporina.

Para apoyar la hipo6tesis de que 4s exhibe citotoxicidad en las células de
cancer de colon HT29 a través de un mecanismo de muerte mediado por
apoptosis, se realizd una tincion de los nudcleos celulares con DAPI. El
experimento mostrado en Material Anexo, Figura Anexo 2, confirma que 4s

induce apoptosis, en efecto, las células muestran un fuerte color azul en el
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nacleo debido a la mayor permeabilidad de la membrana en el proceso de
apoptosis, con margenes anormales en el contorno celular y un aumento en la

condensacion de la cromatina en comparacion con las células control.23°

Con el sustento de todos estos experimentos, se logréo confirmar que el
compuesto 4s presento citotoxicidad en las lineas celulares de cancer de colon
(HCT116 y HT29), pulmén (H1975), meduloblastoma (DAQY), y no fue
citotoxico en células no neoplasicas HEK293, siendo el mecanismo principal
de muerte la apoptosis en etapas tempranas a una concentracion de 19 uM y
a tiempos menores de 12 h de tratamiento. Ademas, el compuesto 4s a
diferencia de la droga control vismodegib fue capaz de reducir la formacién de

colonias remanentes en todas las lineas celulares neoplasicas.
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5.2.3 Evaluacion del efecto anti-proliferativo de 4s mediante citometria

de flujo

La via de sefializacion Hh juega un rol fundamental en la proliferacion celular
y en el desarrollo embrionario, bajo ese contexto se quiso explorar
adicionalmente, si 4s podia inducir un efecto anti proliferativo en las lineas
neoplasicas contempladas en este estudio. Para ello, se realizé un analisis
mediante citometria de flujo en cultivos celulares previamente tratados con la
sonda fluorescente CFSE que se incorpora a cada una de las células y cuya
concentracion se diluye a mediada que las células se replican en las multiples
generaciones. De esta manera, a mayor proliferacion menor sera la sefial
emitida por la sonda en cultivo a consecuencia de la distribucion en las nuevas

generaciones celulares.3!

La Figura 38 muestra el porcentaje de proliferacion en células HT29 y HEK293
(células control), sembradas en una condicién subconfluente, y tratadas con
una concentracion fija de 19 uM de 4s y vismodegib por 24, 48 y 72 h de
tratamiento. Se observd, que las células control proliferaron en el tiempo, y
alcanzaron un 80 % de confluencia, tanto en la linea HT29 como en la linea
celular no neoplasica HEK293 a las 72h. La incubacion con 4s, sin embargo,
sélo afecto la proliferacién en las células HT29 tratadas, lo que se evidencié a
partir de las 24 h, no afectando la proliferacion de las células no neoplasicas.
El uso de un antagonista comercial como vismodegib a la misma
concentracion que 4s no afecto la proliferacion en ninguna de las células

contempladas en este estudio.
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De este experimento se concluye que el compuesto 4s fue capaz de inhibir la
proliferacion celular en las células de cancer de colon HT29 a partir de las 24
h de tratamiento. Estos hallazgos se ven reforzados en el hecho que la via de
sefalizacion Hh participa activamente de los procesos de proliferacién celular
y por ello se sugiere que 4s podria tener un efecto antipoliferativo y ademas

presenta un efecto citotoxico en la célula HT29.
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Figura 38. Evaluacién del efecto antiproliferativo en la linea celular de cancer de colon HT29
(@) y HEK293 (b) tratadas con el control (CLT, sélo con sonda CFSE), 19 uM de 4s o
vismodegib por un tiempo de 24, 48 y 72 h. Datos muestran el promedio + DS de dos
experimentos independientes realizados por triplicado. Andlisis estadistico corresponde a un

t-test con valor ***p < 0.001, ns: no significativo (valores comparados con el control).
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5.2.4 Evaluacion del efecto del compuesto 4s en la inhibicién de genes

propios de la via de sefalizacion Hh

Previamente se demostré que el compuesto 4s reprime la expresion génica de
proteinas propias del sistema de transduccion molecular de la via Hedgehog.
Para complementar estos hallazgos, se realizé un ensayo de PCR en tiempo

real en células nativas (WT), con expresion normal del receptor Smo, y en

aguellas que eran deficientes de éste (Smo"‘).

5.2.4.1 Ensayo de qRT-PCR para células nativas (WT) y Smo™" y

ensayo de gen reportero de luciferasa

Con el objetivo de investigar el papel de 4s en la inhibicion de los genes blanco
de la via de sefializacién Hh, se realiz6 un ensayo de PCR en tiempo real en
células de cancer de colon HT29 nativas (Wild type, WT) y en células

embriénicas de raton (MEF) donde el receptor Smo fue delecionado
(Knockout, Smo™). El andlisis de la expresion génica fue realizado a diferentes
concentraciones de 4s y vismodegib a 24 h para las células WT y a las 24 y

48 h para la linea celular mutante Smo™.

Los resultados de PCR en tiempo real para células WT, son mostrados en la
Figura 39. Se observd que en el rango de concentracion (2.5 -50 uM) en la
linea de adenocarcinoma colorrectal HT29, 4s fue capaz de reprimir la
respuesta de la expresion de Glil, Ptchl y HHIP de manera comparable al
control vismodegib a las 24 h de tratamiento. Ademas, se observé que la
inhibicion de la expresién de los genes de la via Hh, fue dependiente de la
concentracion del compuesto 4s, encontrandose la concentracion éptima para
lograr una represion génica en el rango de 2.5y 10 uM dependiendo del gen

analizado.
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Expresion de genes droga/control a 24 h

25pyM | 5pM | 10 pM | 20 pM 50 uM

Glil- vismodegib 0 0 0.4 0.4 0
Glil- 4s 0.8 0.6 0 0 0
Ptchl- vismodegib 0.4 0 0 0 0
Ptchl- 4S 0 0 0 0 0.0
HHIP - vismodegib 0.8 1.0 0.6 0 0.0
HHIP- 4s 0.9 0.8 0 0 0.0

Figura 39. Expresion de los niveles de mARN blanco de Hh mostrados como la razon de los
valores Ct normalizados por los genes TBP y HMBS (housekeeping) de células bajo diferentes
tratamientos sobre los valores Ct normalizados con el control DMSO en la linea celular HT29.
Color blanco: indica que no hay cambios comparado con el control y es expresado con valor
1. Color azul: indica una represion de los genes blanco de Hh con valores bajo 0.6. Los

experimentos fueron realizados por triplicado en tres tiempos diferentes.

Los resultados de PCR en tiempo real para la expresion de Glil (gen
fundamental encargado de la activacién de la via Hh) en ambas células, WT y

-/

Smo™, son mostrados en la Figura 40. Los resultados indicaron que en las

células nativas HT29 (WT) existio una represion génica dosis dependiente
generada por 4s similar al efecto generado por el antagonista comercial
vismodegib (Figura 40a). Al analizar la expresiéon de Glil en células de

-/-

fibroblastos embrionicos de ratdn, deficientes de Smo (Smo™), se observé que

los niveles de Glil tanto para 4s como para el antagonista vismodegib
permanecieron inalterados independiente de la concentracién utilizada (Figura
40b) sugiriendo que la unién de 4s y de vismodegib y los efectos mediados
por ellos son dependientes de la expresion funcional del receptor Smo en las
células neoplasicas HT29 y no estarian asociados a una comunicacion

cruzada con otras vias de sefalizacion.
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Figura 40. Inhibicion de la via de sefializacion celular Hh por parte de 4s. Determinacion de los niveles de Glil mediante gRT-PCR. a) HT29
WT fueron tratadas por 24 h con 4s, vehiculo o vismodegib como control positivo a concentraciones de 2.5, 5 y 10 pM. Los resultados se
expresan como una normalizacion de los compuestos con la expresiéon de TBP y HMBS. b) Células MEF (Smo-) fueron tratadas por 24 o 48

h s6lo con 4s o vehiculo y con vismodegib como control positivo. Los resultados se expresan como una normalizacion de los compuestos
con la expresion de HPRT.
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Con el fin de complementar estos resultados, y determinar la naturaleza de
accion de 4s (inhibidor/antagonista) sobre los cultivos contemplados en este
estudio, se llevo a cabo un ensayo con un constructo reportero-Gli luciferasa.
De esta manera, los resultados obtenidos con anterioridad sugieren que
mediante este disefio experimental el compuesto 4s generaria una inhibicién
de la via de sefalizacion Hh mediada por una represion de los niveles de Glil
intracelular (ver Figura 40a). El ensayo de gen reportero Gli-luciferasa es
ampliamente utilizado para caracterizar inhibidores Hh.** °7-%8 Con este fin se
utilizé la linea celular de cancer de colon HCT116, que fue transfectada en
forma transiente con un constructo reportero de luciferasa de luciérnaga
sensible a Gli (Gli-RE). El ensayo se llevé a cabo segun las especificaciones
del proveedor (Signal Reporter Assay, Quiagen).'3? Como un control negativo
del experimento, se incubaron células HCT116, con el agonista sintético
purmorfamina. Como control positivo, se utilizé el antagonista sintético
vismodegib. El compuesto 4s se ensay6 a concentraciones 10 veces mayor al
ICs0 obtenido en el ensayo de MTT (1.5 uM) y tratadas s6lo o en combinacion
con el agonista purmorfamina. Lo mismo se hizo con vismodegib. Ambos
ensayos de competencia fueron estrategias esenciales para evaluar las
propiedades de 4s como un antagonista de la via Hedgehog. Los resultados
ademas se normalizaron al nivel de transfeccion, utilizando para ello, un
constructo conocido como renilla. De esta manera, cada valor se representd

como un cociente de la relacion Gli-Luciferasa/Renilla.

Otros controles internos del ensayo reportero Gli-luciferasa contemplan el uso
de un Cignal reporter sin tratamiento que da cuenta de la medida basal total
de la luminiscencia de las células HCT116 (6100 Ordenes de magnitud).
Ademas, un valor de cignal reporter negativo evidencia la actividad de otras
vias transduccionales de comunicacion cruzada con Hh y que pudieran
interferir en la interpretacion de los resultados (2600 6rdenes de magnitud). Se

observé una diferencia aceptable segun las recomendaciones del proveedor
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de 3500 ordenes de magnitud entre el Cignal reporter sin tratamiento y el
Cignal reporter negativo de 3500 6rdenes de magnitud (Material Anexo, Figura
Anexo 3). Con la ayuda de los Cignal reporter (sin tratamiento y negativo) se
pudo tener la certeza de que la presencia de otras vias transduccionales en la
linea de cancer de colon HTC116, no alterd los resultados obtenidos en este

experimento.

Los resultados mostrados en la Figura 41 indican que el uso de los compuestos
contemplados en este ensayo a una maxima concentracion, (10 veces superior
a su ICso), presentaron una sensibilidad adecuada y cuantificable. El agonista
purmorfamina (utilizado como control negativo) aumento las unidades relativas
de luminiscencia (URL) de 0.6 a 1.8, lo cual fue un indicativo de la activacion
apropiada de Glil en las células HCT116 transfectadas. En aquellas células
transfectadas con el constructo Gli-Luciferasa y tratadas con vismodegib y/o
4s no se observo una disminucion o un aumento de las URL comparado con
las células control (vehiculo, DMSO < 1 %), lo cual es indicativo que ambos

compuestos no ejercen un efecto en la activacion de Glil.

Por otra parte, los resultados de competencia entre el agonista purmorfamina
y 4s o vismodegib, claramente demuestran un efecto de desplazamiento del
agonista por 4s y/o vismodegib, obteniéndose valores de URL similares a la
condicion control. Estos resultados demuestran que 4s al igual que vismodegib
tiene un comportamiento como un antagonista en las células de cancer de
colon HCT116 y esto se ve apoyado por los resultados de competencia con

purmorfamina.
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Actividad Gli-luciferasa (100X) en HCT116
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Figura 41. Activacion de Gli-luciferasa en células HCT16 transfectadas con los constructos
Luciérnaga de luciferasa y renilla. El control del experimento corresponde a células
transfectadas transcientemente con Glil (utilizando < 1 % DMSO) y en ausencia de 4s o
vismodegib. Los resultados se expresan como URL (Unidades relativas de luminiscencia). Las

barras de color indican el compuesto o0 su combinacién a dosis 10 veces mayor que el ICso
reportado.26 El experimento se realizé por triplicado de cada condicién en un experimento y

los resultados son expresados como el promedio + DS. La actividad luciferasa de luciérnaga
fue normalizada con los valores del reportero luciferasa de renilla.

Los ensayos funcionales de qRT-PCR en células nativas (WT) y/o Smo™,
ademas del ensayo de genes reporteros de luciferasa (Gli-luciferasa) sugieren
que el compuesto 4s se une a Smo antagonizandolo y demuestran de forma
inequivoca que a consecuencia de ello induce la represion de genes propios

de la via de sefializacion Hedgehog.
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5.2.4.2 Evaluacion del efecto antagonista del compuesto 4s

mediante ensayos de desplazamiento de Bodipy-Ciclopamina (BC)

Para complementar los resultados descritos anteriormente, y verificar que 4s
se une a Smo, se realizé un ensayo de desplazamiento basado en el uso de
Bodipy-Ciclopamina (BC)?, un derivado fluorescente de ciclopamina que actta
sobre Smo al nivel de su haz heptahélico.®¢ Como control, se utiliz6 el

antagonista comercial vismodegib.

Este ensayo se utilizé para verificar la habilidad de 4s para unirse a Smo en
células que expresan el receptor nativo (WT). Para tal fin, la unién competitiva
de BC en células HEK293T (células transfectadas con el plasmidio de Smo

wt), se realizé utilizando varias concentraciones del compuesto 4s.

Como se muestra en la Figura 42, 4s mostré un efecto dependiente de la
concentracion utilizada y fue capaz de desplazar la union de BC presentando
un promisorio valor de ICs0-SmoWT de 950.8 nM comparado con la droga

control vismodegib (ICso: 7.62 nm)®’.

1 Experimento realizado por la Dra. Lucia Di Marcotullio. Universidad de la Sapienza. Roma.
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Figura 42. Unién de 4s a células HEK293T incubadas con el compuesto fluorescente Bodipy-
Ciclopamina (BC) en un ensayo de union competitiva. a) Fotomicrografias de fluorescencia de
la union competitiva de BC (verde) en HEK293T en ausencia de 4s (control) y concentraciones
crecientes de 4s. Se observa el desplazamiento de BC en una manera dependiente del
compuesto 4s.97 b) Competencia de la unién entre 4s y BC por el receptor Smo. Los
resultados se expresaron como porcentaje de union de BC en células HEK293T en ausencia
0 presencia de concentraciones crecientes de 4s. ICso Smo WT = 950.8 nM. Los datos
representan el promedio £ DS. de tres experimentos independientes. *p < 0.05 vs control.
Datos son el promedio de la intensidad de BC de cinco imagenes de microscopia de

fluorescencia.

La resistencia a drogas debido a mutaciones en Smo (principalmente en el
residuo aminoacidico D473), ha planteado la necesidad de desarrollar nuevos

y efectivos antagonistas Smo que sean capaces de superar esta limitacion.®”

133
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Como una manera de complementar los resultados obtenidos, se quiso
evaluar la influencia del residuo aminoacidico D473 en la union de 4s en el
receptor Smo. Para ello, se realizaron experimentos en idénticas condiciones
a las descritas anteriormente, pero utilizando células HEK293T transfectadas
con un mutante Smo D473H. La Figura 43, muestra el efecto de 4s y su union
a las células Smo mutantes en el residuo D473H. La droga control vismodegib
presento una afinidad de union en Smo WT de 7.62 nM. Sin embargo, cuando
el compuesto se incubd con las células Smo-D473H esté afinidad se redujo en
alrededor de 1000 6rdenes de magnitud (superior a un 100 %) con un ICso de
10450 nM, lo que explica el pobre efecto de este farmaco en las terapias de
los pacientes con carcinoma de células basales con mas de 6 meses de

tratamiento con vismodegib.34

Por otra parte, cuando se incubé el compuesto 4s con las células Smo-D473H
se observé un efecto dependiente de la concentracion en la afinidad de unién
a Smo mutante (D473H), sin embargo, el compuesto resulté ser tdxico para
estas células a concentraciones superiores a 5 UM por lo que no fue posible
obtener un valor de ICso que pudiera dar cuenta de la efectividad de 4s sobre
Smo D473H. Sélo es posible sugerir que 4s disminuyé su afinidad de unién
cuando fue incubado en células Smo D4743H en alrededor de un 25 %
comparado con la afinidad de unibn de Smo WT siendo esta diferencia
significativamente menor que la exhibida por la droga comercial vismodegib
(Tabla 5).

Estos hallazgos in vitro, revelan que 4s actia como antagonista de Smo con
una afinidad de uniéon a Smo WT de 950.8 nM y sugiere su potencial uso para
el tratamiento de canceres dependientes de la via de sefalizacion Hh, incluso

en tumores resistentes al tratamiento con vismodegib.
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Figura 43. Unién de 4s a células transfectadas con Smo WT y Smo mutante D473H. Las
curvas de concentracion-respuesta, representan el porcentaje de incorporacién de BC
observado después de la adicion del tratamiento con 4s en células control (Smo WT) y células
mutantes (Smo D473H). Color rojo: Mutante Smo D473H, color azul: Smo WT. ICso Smo WT
= 950.8 nM (a concentraciones superiores a 5 uM, 4s fue téxico para Smo D473H). Los datos
representan el promedio £ DS. de tres experimentos independientes. *p < 0.05 vs control.
Datos son el promedio de la intensidad de BC de cinco imagenes de microscopia de

fluorescencia.

Tabla 5. Union de 4s versus vismodegib, ambos en células humanas HEK293T -transfectadas
transientemente- con Smo nativas (WT) o Smo mutante D473H (resistente a drogas). Valores
son expresados como afinidad de unién en valores de ICso (UM). Vismodegib disminuye la
afinidad a Smo D473H en 1000 unidades, mientras que 4s sélo en un 25 % menos que Smo-

WT sugiriendo su uso en tumores resistentes al tratamiento con vismodegib.

Compuesto Humano Smo WT Humano Smo D473H
4s 0.9508 uM >5uM
Vismodegib 0.00762 uM 10.45 pM
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5.3 Estudios de acoplamiento molecular entre 4s y el receptor Smo

Con el objetivo de identificar el sitio de union mas probable y la conformacion
mas estable con que el antagonista 4s se une a Smo en su domino siete
transmembranas, se realizaron estudios de acoplamiento molecular (Docking).
En la Figura 44a-b se muestra una descripcion en 3D y 2D de las interacciones

moleculares de 4s.

Para evaluar la exactitud del protocolo de acoplamiento molecular de la
estructura cristalina del complejo SAG 1.5-hSmo (PDB ID: 4QIN; resolucion
2.6 A), se realiz6 una evaluacién de las conformaciones de SAG 1.5 (previa
optimizacién de la estructura mediante Spartan) dentro del sitio de unién de
hSmo utilizando el programa Autodock 4. La superposicion entre la estructura
cristalina y la estructura energéticamente mas abundante y probable de SAG
1.5 optimizado da cuenta de una distancia menor a 2.0 A y es consistente con
las interacciones reportadas para el complejo SAG 1.5 cristal-hSmo (Material
Anexo, Figura Anexo 4) De esta manera, se desprende que los parametros
seleccionados son adecuados y el modelo validado, dado que tanto las
conformaciones del ligando optimizado como las interacciones entre los
residuos de la proteina de hSmo se conservan con respecto a SAG 1.5
cristalizado. A partir de este modelo, se determinaron los complejos ligando-

proteina para el compuesto 4s y el antagonista comercial vismodegib.

Los datos obtenidos de los ensayos de union de Bodipy-ciclopamina se
encuentran en concordancia con los resultados obtenidos de la simulacion del
acoplamiento molecular. Los resultados muestran que tanto el compuesto 4s
como la droga control vismodegib, son capaces de unirse en el sitio de unién

siete transmembranal reportado para los antagonistas Smo.
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De acuerdo con nuestros estudios de modelado molecular, el compuesto mas
activo -4s- fue capaz de alojarse en la misma cavidad de Smo donde se han
descrito otros agonistas / antagonistas que respaldan nuestros resultados
estructurales.?® 19 4s se localizé dentro del haz heptahelico y establecié
interacciones moleculares con residuos clave como M301, 1215, Y394, L221,
L303, K395 y W480 (Figura 44). Especificamente, la cavidad de unién
proporciona un entorno altamente rico en electrones (color rojo en la Figura
45a) que permite generar interacciones de apilamiento 1T con el nucleo central
del andamio de purina 4s y también se observé un enlace hidrogeno con D473.
Ademas, F484 establece una interaccion m — 11 adicional con el anillo de
piridina y con el centro aromatico del grupo trifluorometilfenilo. Es importante
mencionar que los residuos de aminoacidos descritos anteriormente se han
identificado en estudios de difraccion de Rx en la estructura cristalina de Smo
complejado con 4QIN, 409R, 4JKV y 4N4W. Por lo tanto, para validar la
cavidad donde se posiciond 4s, llevamos a cabo una comparacion de
vismodegib complejado con Smo. Nuestros hallazgos muestran que 4s y
vismodegib se une a la parte interna de la Smo genera contactos similares en

el haz heptahelico de Smo (ver Figura 45b).

Por lo tanto, la Figura 44c muestra una representacion general de las
principales interacciones establecidas por 4s en complejo con Smo.
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Figura 44. Modo de uniéon pronosticado de 4s (verde) dentro del haz heptahelico
cristalografico del receptor hSmo (PDB ID: 4QIN). a) La representacion 3D de Smo en
complejo con 4s, los residuos (menos de 5.0 A) se muestran en una representacion con barra
blanca. b) Representacién 2D de 4s en complejo con hSmo. c¢) Representacion general de la
interaccion principal del complejo 4s-hSmo. Las lineas punteadas en colores representan

areas importantes de interaccion entre 4s y Smo.
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Figura 45. Superposicion grafica de 4s-Smo (verde) y vismodegib-Smo (Fucsia). a) Potencial
electrostatico. La cavidad de unién (en rojo) proporciona un entorno altamente rico en
electrones. b) Representacion 3D de 4s y vismodegib los cuales se une a la parte interna del

haz heptahelico del receptor Smo..
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5.4 Evaluacion del efecto antitumoral del compuesto 4s en células de

melanoma murino B16F10 utilizando un modelo de ratdn

Muchas moléculas que se han disefiado para el tratamiento del cancer no han
logrado llegar a estudios in vivo, y menos a avanzar hacia una fase de ensayos
clinicos, fracasando, muchas veces debido a que no se encuentra una
estrecha correlacion entre la ruta génica de la enfermedad y el efecto de la
droga bajo el contexto estudiado o bien, debido a las pobres propiedades
farmacocinéticas-farmacodinamicas de los compuestos. Esto ha hecho que el
disefio de nuevas moléculas efectivas y eficaces frente a una ruta de
sefalizacion especifica se vuelva mas dificultoso, sea altamente costoso y

lento.

En las lineas celulares de cancer humano ensayadas en este estudio, 4s
ayuda a dar un sentido de especificidad génica por el que actlia en el contexto
de la via de sefalizacion Hh en el cancer humano. El aporte de un estudio a
través de un modelo animal proporcionaria ademas herramientas valiosas al

modelo definitivo de cancer humano.

De esta manera se evaluo el efecto de 4s in vivo, en un modelo de melanoma
de raton desarrollado por el Dr. Andrew Quest de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile. Para este modelo, se inyectaron en los ratones
C57BL/6 células de melanoma murino B16F10 y se determind la reincidencia
del crecimiento del tumor en el sitio inicial como también, la metastasis en el
pulmoén de las ratas. Se permitié que los tumores se desarrollaran por 14 dias
previo a la extraccion quirdrgica, tal como se describe en la seccion Materiales
y Métodos.1%3 La zona resultante posterior a la cirugia no se traté (control), o
bien se tratd con una aplicacién subcutanea de la nanoemulsion (NEM) o con

4s-NEM (Figura 46). Finalmente, los ratones fueron sacrificados a los 21 dias
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posteriores a la cirugia y se determind el crecimiento del tumor en el sitio inicial

como también, se evaluo la masa tumoral en el pulmaon.

Metastasis
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Figura 46. Diagrama de flujo de la evaluacién de la reincidencia tumoral y metastasis en
pulmén en ratones C57BL/6 sin tratamiento (control) o tratados con una inyeccién de 4s-NEM

(nano-emulsién agua-aceite (0-w)).

NEM fue preparada siguiendo el método por desplazamiento de solvente.'3®
esta estrategia se ha utilizado para crear vehiculos cargados con drogas
citotoxicas (por ejemplo, docetaxel) y recubiertas con diferentes polimeros
(nanocéapsulas) para mejorar la eficacia de la droga después de una
administracion intravenosa.3® El compuesto 4s debido a su pobre solubilidad
en agua debi6 ser sometido a una nanoformulacién para solubilizar a 4s en
agua y de esta manera poder administrarlo por via subcutanea a los ratones.
Se evaluo la estabilidad de 4s-NEM encontrando que las dosis de 1.5y 2 mg
fueron las que llevaron a una nanoemulsion mas estable. Adicionalmente, fue
evaluada la diferencia del potencial Z durante 21 dias (Material Anexo, Figura
5). Una vez realizada la nanoformulacion, se llevé a cabo un estudio in vitro de
viabilidad celular mediante el ensayo de MTT en células de melanoma murino
B16F10 y células de riidbn de embrion humano no neoplasicas HEK293 (Figura

47). Las células B16F10 fueron seleccionadas porque ademas de poseer los
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genes blanco de la via Hh como GIli1,13” son altamente resistentes,
proliferativas y metastasicas'® y, son adecuadas para los estudios in vivo -en
ratones C57BL/6 (con un sistema inmunitario funcional)- para la formacion de
tumores después de la aplicacion subcutanea, asi como el crecimiento tumoral
y la reincidencia de metastasis, después de la extirpacion quirdrgica del tumor
primario, objetivo importante en este estudio. Como se observa en la Figura
47 la linea celular B16F10 fue sensible al efecto de 4s-NEM. Se observo que
el ICso de 4s-NEM a las dosis ensayadas de 1.5y 2 mg fue comparable al de
4s sin nanoformulacion ICso: 27.5 pM y no indujo una disminucion de la
viabilidad celular en células sanas HEK293 en més de un 20 %, estos datos
fueron concordantes con los estudios realizados in vitro en otras lineas
neoplasicas. Ademas, el vehiculo de NEM (SDS) no afecté la viabilidad celular

sugiriendo la seguridad de la nanoemulsion.

a) b)
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Figura 47. Ensayo de viabilidad celular mediante MTT. Se evalué la viabilidad celular por 24
h de tratamiento con 4s solo y 4s-NEM a dosis de 1.5 y 2 mg, y se determiné su ICso. a)
Células de melanoma murino B16F10. b) Células de rifion de embribn humano no
cancerigenas HEK293. Se realizaron 6 experimentos independientes por triplicado (n=24)
para a) y 2 experimentos independientes por triplicado (n=6) para b). Los resultados se

muestran como la media + DS.
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La extirpacién de los tumores primarios representa uno de los principales
enfoques clinicos empleados para controlar los tumores malignos. Cuando una
célula cancerosa es detectada, el riesgo de reincidencia del tumor en el mismo
sitio y metastasis a diferentes tejidos es elevado. Por ello, se decidio aplicar la
formulacion 4s-NEM tras la extirpacion quirdrgica del tumor primario de células
B16F10 en ratones C57BL/6 para prevenir/tratar el crecimiento tumoral por

reincidencia y/o metastasis por células cancerosas remanentes.

Los experimentos in vivo (modelo animal preclinico) mostraron que la
administracion de una sola dosis de 4s-NEM, en la zona de la herida después
de la extirpacion quirargica total del tumor primario, previno casi por completo
la reincidencia del tumor (Figura 48a), ademas esta Unica dosis de 4s-NEM,
no generd metastasis pulmonar en los ratones (Figura 48b) comparado con el
control y con la nanoemulsion (NEM) sola. Sin embargo, en la grafica se
observé que hubo s6lo un ratén que se fue capaz de generar un tumor
posterior a la aplicacion 4s-NEM, pero no provocd metastasis pulmonar
sugiriendo que posiblemente el compuesto 4s podria estar afectando la

migracion y/o invasion celular.

Estos resultados son muy prometedores, ya que los tumores de células de
melanoma suelen ser muy agresivos y representan uno de los canceres con
una alta tasa de mortalidad.13%-41 Ademas, este estudio demostrdé que la
aplicacion subcutanea de una Unica dosis de 1.5 mg de la formulacién 4s-NEM
en el area del tumor primario extirpado, fue suficiente para prevenir la
reincidencia del melanoma y la metastasis pulmonar en los ratones sometidos

a ensayos.
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De esta manera, el compuesto 4s antagoniza el receptor Smo y disminuye la
expresion de los genes blanco de la via de sefalizacion Hh, implicados en la
proliferacion y mantenimiento tumoral, en un modelo in vitro, siendo a su vez,
mas eficiente que la droga comercial vismodegib en inducir un efecto citotoxico
en células neoplasicas humanas versus células no neoplasicas y en disminuir
las colonias remanentes y, presenta una alta eficacia antitumoral en un modelo
animal in vivo de raton en células de melanoma B16F10 previniendo la

reincidencia y metastasis tumoral con una Unica dosis de aplicacion

subcutanea.
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Figura 48. Eficiencia del compuesto 4s nanovehiculizado en nanoemulsiones (4s-NEM) de
aceite en agua (O / W). Evaluacion del volumen de reincidencia del crecimiento del tumor
después de la cirugia en el sitio inicial (A) y metastasis en la evaluacion de los pulmones por
porcentaje de masa tumoral (B) después de 21 dias de la cirugia en un modelo pre-clinico de
raton. Las células B16F10 se inyectaron subcutaneamente en ratones C57BL/6 por la parte
posterior lateral y se dejo que los tumores se desarrollaran de manera localizada durante 15
dias antes de la extirpacion quirdrgica. La zona herida que result6 de dicha extirpaciéon no fue
tratada (vehiculo, control), se trat6 con NEM o se tratd con 4s-NEM. Los ratones se
sacrificaron 21 dias después de la cirugia y se evalud A) el crecimiento del tumor en el sitio

inicial y B) la masa tumoral del pulmdén por metastasis. (n=10-14, ** p < 0.01; *** p <0.0001).

120



CAPITULO VI: CONCLUSIONES

A través de este estudio:

e Se logr6 el disefio, sintesis y caracterizacion de nuevas moléculas del
tipo purinas 2.6.9-trisustituidas categorizadas en las series I-Ill.

e Se demostro el efecto citotoxico los compuestos 4s, 4r, 11a, 149 y 14j.
Siendo 4s el que presentd un mejor perfil en citotoxicidad, indice de
selectividad y muerte celular por apoptosis temprana en un panel de
lineas celulares de cancer de colon (HT29 y HCT116), cancer de
pulmén H1975, meduloblastoma (DAQY), cancer de pancreas (BXPC3
y ASPC1) y células no neoplasicas de rifién humano HEK293.

e Se demostr6 que el mecanismo de muerte principal de 4s fue la
apoptosis en estadios tempranos.

e Se demostrd que 4s es capaz de inhibir la formacién de colonias
remanentes de las células neoplasicas HT29, HCT116 y H1975.

e Se demostrd que 4s no presentd un efecto significativo en la inhibicion
de la proliferacion en la linea celular de cancer de colon HT29 y no
neoplasica HEK293.

e Se demostro que 4s es capaz de inhibir la via de sefalizacion Hh por la
represion de genes blanco tales como; Glil, Ptchl, HHIP, datos
comprobados por experimentos de gRT-PCR y ensayos de genes
reporteros de luciferasa.

e Se demostré que 4s es un antagonista de Smo y se une al mismo sitio
gue vismodegib en la cavidad 7TM del receptor. Ademas, 4s es capaz
de unirse a Smo mutante D473H con una mayor afinidad que la droga
comercial vismodegib lo que sugiere su uso en canceres resistentes al
tratamiento con vismodegib.

e Se demostré en modelos de ratdn in vivo que 4s es un potente agente

antitumoral en carcinoma de melanoma murino.
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En este trabajo, se demuestra que se logro sintetizar y caracterizar cuarenta y
nueve purinas 2,6,9-trisustituidas hasta obtener el compuesto lider 4s, el cual
es capaz de inhibir y antagonizar la via de sefalizacion Hedgehog tan
eficazmente como vismodegib y, que ademas tiene la ventaja de disminuir
selectivamente la viabilidad celular de un amplio panel de lineas celulares
neoplasicas, que expresan los componentes de la via de sefializaciéon Hh,
versus células no neoplasicas humanas, siendo el principal mecanismo de
muerte celular la apoptosis en estadios tempranos. Ademas, el compuesto 4s
tiene la habilidad de inhibir la capacidad formadora de colonias en todas
células neoplasicas ensayadas y es un potente agente antitumoral, debido que
ha demostrado lograr disminuir la reincidencia tumoral y metastasis en una
Unica dosis de 1.5 mg de aplicacion subcutanea en tumores primarios de

melanoma de ratones.
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CAPITULO VIl MATERIAL ANEXO

8.1 Sintesis y datos espectroscopicos para los compuestos de la

Serie |

De acuerdo con la metodologia sintética representada en el Esquema 4

(capitulo V: resultados y discusion), se logro obtener:

8.1.1 Procedimiento general y sintesis de 9-alquil-6-cloro-2-fluoro-9H y
7H-purina: 2a-c y 2’a-c

Cl Cl R,
NTN N
A S N

F N N | /
h1 F)\N/ N
2 a-c 2" a-c

Una mezcla de 6-cloro-2-fluoropurina 1 (1.0 mmol) con el respectivo haluro de
alquilo R1 (1.5 mmol) y carbonato de potasio (3.0 mmol) en dimetilformamida
(5 mL) fue agitada por 12 h a temperatura ambiente, luego la mezcla fue filtrada
y evaporada en un evaporador rotatorio al vacio. El producto de la reaccion
fue separado por cromatografia en columna de silica flash usando como
eluyente EtOAC/CH2Cl2 (2:3).

9-Butil-6-cloro-2-fluoro-9H-purina (2a)

Sélido blanco, rendimiento 36 %, pf 76-78 °C. *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.09 (s, 1H), 4.25 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.00 — 1.81 (m, 2H), 1.50 — 1.22 (m, 2H),
0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 159.44 — 155.08 (d, Jcr
=219.6 Hz), 153.87 — 153.50 (d, Jcr = 18.3 Hz), 152.82 — 152.47 (d, JcFr = 17.6
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Hz), 145.76 — 145.69 (d, Jcr = 3.1 Hz), 130.32 — 130.22 (d, Jcr = 5.0 Hz), 44.38,
31.65, 19.78, 13.38. 1°F RMN (376 MHz, CDCI3) 5 -49.69. IR (KBr, cm): 2959,
1605, 1579, 1511, 1408, 1332, 920. ESIMS para (CeH1oCIFNa [M+H]*):
Calculado: 229.1. Encontrado: 229.1

6-Cloro-2-fluoro-9-pentil-9H-purina (2b)

Sélido amarillo, rendimiento 47 %, pf 92-93 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz) &
8.05 (s, 1H), 4.19 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.93 — 1.83 (m, 2H), 1.39 — 1.22 (m, 4H),
0.85 (t, J = 6.9 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDClz) & 158.35 — 156.17 (d, Jcr
=219.6 Hz), 153.76 — 153.59 (d, Jcr = 17.0 Hz), 152.71 — 152.54 (d, Jcr = 17.6
Hz), 145.79 — 145.76 (d, Jcr = 3.2 Hz), 130.31 — 130.26 (d, Jcr = 5.0 Hz), 44.66,
29.37, 28.63, 22.04, 13.79. 1°F RMN (376 MHz, CDCls) 5 -49.71. IR (KBr, cm-
1): 2958, 1599, 1578, 1510, 1406, 1338, 920. ESI/MS para (C10H13CIFN4
[M+H]"): Calculado. 243.0. Encontrado: 243.0

6-Cloro-2-fluoro-9-hexil-9H-purina (2c)

Gel amarillo, rendimiento 60 %. *H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8.08 (s, 1H), 4.21
(t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.95 — 1.85 (m, 2H), 1.30 (m, 6H), 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 3H).
13C RMN (101 MHz, CDCIls) 6158.44 — 156.26 (d, Jcr = 219.7 Hz), 153.87 —
153.70 (d, Jcr = 16.9 Hz), 152.78 —152.61 (d, Jcr = 17.6 Hz), 145.93 —145.90
(d, Jcr = 3.1 Hz), 130.40 —-130.36 (d, Jcr = 4.8 Hz), 44.78, 31.16, 29.74, 26.31,
22.48, 13.98. °F RMN (376 MHz, CDCI3) 5 -49.73. ESI/MS para (C11H14CIFN4
[M+H]*): Calculado: 257.0. Encontrado: 257.0

7-Butil-6-chloro-2-fluoro-7H-purine (2’a)

Aceite amarillo claro, rendimiento 13 %. 'H RMN (400 MHz, CDCIs) & 8.21 (d,
J =49 Hz, 1H), 4.42 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.87 (dt, J = 15.1, 7.5 Hz, 2H), 1.41 —
1.32 (m, 2H), 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) 5 164.35 —
64.17 (d, Jce = 17.3 Hz), 158.55 — 156.38 (d, Jcr = 217.5 Hz), 150.74, 144.62
—144.44 (d, Jcr = 18.3 Hz), 121.14 — 121.09 (d, Jcr = 5.4 Hz) 47.45, 33.46,
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19.59, 13.44. °F RMN (376 MHz, CDCI3) 5 -50.30. IR (KBr, cm-1): 2961, 1608,
1485, 1396, 1036. ESI/MS para (CoH10CIFN4 [M+H]+): Calculado: 2298.1.
Encontrado: 229.0

6-Cloro-2-fluoro-7-pentil-7H-purina (2’b)

Sélido blanco, rendimiento 12 %, pf 42-43 °C. *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.21 (s, 1H), 4.41 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.95 — 1.84 (m, 2H), 1.39 — 1.24 (m, 4H),
0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) d 164.37 — 164.20 (d, Jcr
=17.2 Hz), 158.57 — 156.41 (d, Jcr = 217.5 Hz), 150.70, 144.61 — 144.43 (d,
Jcr = 18.2 Hz), 121.13 — 121.07 (d, Jcr = 6.0 Hz), 47.71, 31.22, 28.45, 22.08,
13.81. 1°F RMN (376 MHz, CDCls) 5 -50.23. IR (KBr, cm™): 2953, 1610, 1553,
1490, 1363, 1084, 939. ESI/MS para (C10H13CIFN4 [M+H]"): Calculado: 243.1.
Encontrado: 243.1

6-Cloro-2-fluoro-9-hexil-7H-purina (2’c)

Gel amarillo, rendimiento 10 %. *H RMN (400 MHz, CDCI3) & 8.24 (s, 1H), 4.44
(t, J=7.4 Hz, 2H), 1.91 (t, J =14.9, 7.4 Hz, 2H), 1.41 — 1.25 (m, 6H), 0.86 (t, J
= 6.7 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) 164.46-164.29 (d, Jcr = 17.2 Hz),
158.66-156.50 58 (d, Jcr = 217.4 Hz), 150.83, 144.71-144.53 (d, Jcr = 18.4
Hz), 121.23-121.17 (d, Jcr = 5.9 Hz), 47.82, 31.58, 31.18, 29.77, 26.12, 22.49,
14.28, 13.96. 1°F RMN (376 MHz, CDCI3) d -50.18. ESI/MS para (C11H14CIFN4
[M+H]"): Calculado: 256.0. Encontrado: 256.8
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8.1.2 Procedimiento general y sintesis de 9-alquil-2-fluoro-6-(4-

(trifluorometoxifenil)-9H-purina: 3a-c

OCF,

Una solucion de los derivados 2a-c (1.0 mmol), &acido (4-
(trifluorometoxi)fenil)borénico (1.0 mmol), una solucién de carbonato de
potasio 2M (1 mL por mmol de 2a-c), cloruro de bis(trifenilfosfina)paladio(ll)
(0.1 mmol), en dioxano (10 mL), fue sometida a calentamiento a reflujo por 3
horas. A continuacion, la solucién se enfri6 a temperatura ambiente y fue
extraida con acetato de etilo. La fase organica fue secada con sulfato de sodio
anhidro, filtrada y concentrada al vacio en un evaporador rotatorio. El crudo de
reaccion fue purificado en columna de silica gel utilizando diclorometano como

eluyente.

9-Butil-2-fluoro-6-(4-(trifluorometoxifenil)-9H-purina (3a)

Sélido blanco, rendimiento 41 %, pf 67-69 °C. *H RMN (400 MHz, CDCl3) &
8.89 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.09 (s, 1H), 7.38 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.26 (t, J = 7.3
Hz, 2H), 1.99 — 1.84 (m, 2H), 1.48 — 1.35 (m, 2H), 0.99 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C
RMN (101 MHz, CDCI3) 6 159.77 — 157.66 (d, JcF = 212.9 Hz), 155.58 — 155.43
(d, Jcr = 15.3 Hz), 155.15 — 154.99 (d, Jcr = 16.7 Hz), 151.71, 145.13 — 145.10
(d, Jcr = 3.0 Hz), 133.02, 131.78 (2C), 129.66 — 129.62 (d, Jcr = 4.3 H2z),
121.70, 120.64 (2C), 43.92, 31.74, 19.86, 13.45. *°F RMN (376 MHz, CDCl3) &
-50.65, -57.56 (3F). IR (KBr, cm™): 2964, 1597, 1578, 1517, 1359, 1250,
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1219,1117. ESI/MS para (C16H14F4N4O [M+H]*): Calculado: 354.1. Encontrado:
354.9

2-Fluoro-9-pentil-6-(4-(trifluorometoxifenil)-9H-purina (3b)

Sélido blanco, rendimiento 57 %, pf 72-73 °C. *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.90 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 8.09 (s, 1H), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.26 (t, J=7.1
Hz, 2H), 2.03 — 1.90 (m, 2H), 1.37 (s, 4H), 0.91 (t, J = 6.5 Hz, 3H). 13C RMN
(101 MHz, CDCl3) & 159.79 — 157.67 (d, Jcr = 213.0 Hz), 155.61 — 155.46 (d,
Jcr = 14.7 Hz), 155.15 — 155.00 (d, Jcr = 15.0 Hz), 151.71, 145.11, 133.02,
131.78 (2C), 131.66, 129.64, 120.65 (2C), 44.18, 29.45, 28.72, 22.10, 13.82.
19F RMN (376 MHz, CDCls) & -50.64, -57.56 (3F). IR (KBr, cm™): 2964, 1596,
1576, 1514, 1360, 1293, 1095. ESI/MS para (C17H16F4N4O [M+H]*): Calculado:
368.1. Encontrado: 368.9

2-Fluoro-9-hexil-6-(4-(trifluorometoxifenil)-9H-purina (3c)

Sélido blanco, rendimiento 51 %, pf 80-82°C. H RMN (400 MHz, CDCIls3) 5 8.73
(d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.92 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 7.3 Hz,
2H), 1.83 - 1.71 (m, 2H), 1.26 — 1.07 (m, 6H), 0.72 (t, J = 6.8 Hz, 3H). X3C RMN
(101 MHz, CDCl3) & 159.78 — 157.67 (d, Jcr = 213.0 Hz), 155.60 — 155.45 (d,
Jcr = 15.4 Hz), 155.15 — 154.98 (d, Jcr = 16.8 Hz), 151.70, 145.14 — 145.11
(d, Jcr =3.0 Hz), 133.03, 131.79 (2C), 129.67 — 129.63 (d, Jcr = 4.2 Hz), 121.70
—119.13 (d, Jcr = 259.6 Hz), 120.65 (2C), 44.20, 31.14, 29.72, 26.29, 22.43,
13.90. **F RMN (376 MHz, CDCIs) & -50.66, -57.56 (3F). IR (KBr, cm™): 2921,
1596, 1573, 1515, 1371, 1305, 1278,1155. ESI/MS para (C1sH18FaN4O [M+H]"):
Calculado: 382.1. Encontrado: 382.8
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8.1.3 Procedimiento general para la sintesis de purinas 2,6,9-

trisustituidas Serie I: (4a-s)

OCF, OCF,
N
| > P
R2HN)\N/ N @ N N\R
R Ar/N 1

Los compuestos 3a-c, las aminas respectivas (3.0 mmol) y N,N-
diisopropiletilamina (3.0 mmol) fueron disueltas en n-butanol (5 mL). La mezcla
fue calentada a reflujo a 110°C por 12 horas. Posteriormente fue enfriada y
concentrada en un evaporador rotatorio al vacio. El crudo de reaccion fue

purificado en columna de silica gel utilizando cloroformo como fase mdvil.

9-Butil-N-ciclopentil-6-(4-(triflurometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina (4a)
Sélido amarillo, rendimiento 89 %, pf 93-95 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) &
8.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.35 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 5.19 (d, J = 6.7
Hz, 1H), 4.45 -4.33 (m, 1H), 4.11 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.11 (m, 2H), 1.92 - 1.82
(m, 2H), 1.82 — 1.60 (m, 4H), 1.55 (m, 2H), 1.36 (m, 2H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz,
3H). 13C RMN (101 MHz, CDClz) & 159.17, 154.70, 153.59, 150.71 — 150.70
(d, Jcr = 1.7 Hz), 141.22, 135.00, 131.12 (2C), 124.84,121.77 — 119.21 (d, JcF
= 258.6 Hz), 120.52 (2C), 53.51, 42.95, 33.36 (2C), 31.74, 23.85 (2C), 19.83,
13.49. *°F RMN (188 MHz, CDCls) 5 -57.61 (3F). EMAR m/z para (C21H24F3NsO
[M+H]*): Calculado: 420.2013. Encontrado: 420.1996
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N-Ciclopentil-9-pentil-6-(4-(triflurometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina (4b)
Sélido amarillo, rendimiento 87 %, pf 62-63 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) &
8.77 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.19 (d, J = 6.7
Hz, 1H), 4.44 — 4.32 (m, 1H), 4.10 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.12 (td, J = 12.1, 6.5 Hz,
2H), 1.93 - 1.84 (m, 2H), 1.82 — 1.60 (m, 4H), 1.60 — 1.48 (m, 2H), 1.42 — 1.27
(m, 4H), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDCIls3) 6 159.17, 154.69,
153.58, 150.72 — 150.70 (d, Jcr = 1.7 Hz), 141.23, 135.00, 131.11 (2C), 124.86,
121.77 — 119.21 (d, Jcr = 258.6 Hz), 120.52 (2C), 53.51, 43.26, 33.36 (2C),
29.36, 28.77, 23.85 (2C), 22.12, 13.84. °F RMN (188 MHz, CDCIs3) & -57.61
(3F). EMAR m/z para (C22H26F3NsO [M+H]*): Calculado: 434.2169. Encontrado:
434.2154

N-Ciclopentil-9-hexil-6-(4-(triflurometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina (4c)
Sélido amarillo, rendimiento 97 %, pf 58-60 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) &
8.64 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.61 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.07 (d, J = 6.6
Hz, 1H), 4.32 — 4.21 (m, 1H), 3.97 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.03 — 1.96 (m, 2H), 1.80
—-1.71 (m, 2H), 1.70 — 1.50 (m, 4H), 1.45 - 1.39 (m, 2H), 1.28 — 1.12 (m, 6H),
0.75 (t, J = 6.8 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 159.16, 154.69, 153.56,
150.72 - 150.70 (d, Jcr = 1.6 Hz), 141.23, 135.00, 131.12 (2C), 124.85, 121.77
— 119.21 (d, Jcr = 257.6 Hz), 120.51 (2C), 53.51, 43.26, 33.36 (2C), 31.19,
29.63, 26.30, 23.85 (2C), 22.44, 13.92. °F RMN (188 MHz, CDCIs) & -57.61
(3F). EMAR m/z para (C23H2sF3NsO [M+H]*): Calculado: 448.2326. Encontrado:
448.2313

9-Butil-N-ciclohexil-6-(4-(triflurometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina (4d)

Sélido blanco, rendimiento 90 %, pf 92-94 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.35 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.12 (d,J=7.7
Hz, 1H), 4.10 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.94 (m, 1H), 2.20 — 2.05 (m, 2H), 1.93 — 1.72
(m, 4H), 1.71 — 1.60 (m, 2H), 1.54 — 1.17 (m, 6H), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C
RMN (101 MHz, CDCls) d 158.78, 154.76, 153.64, 150.70 (d, Jcr = 1.7 Hz),
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141.20, 135.01, 131.10 (2C), 124.81, 121.77 — 119.21 (d, Jcr = 258.6 Hz),
120.52 (2C), 50.28, 42.90, 33.19 (2C), 31.74, 25.88, 24.98 (2C), 19.82, 13.47.
19 RMN (188 MHz, CDCls) & -57.61 (3F). EMAR m/z para (C22H26F3NsO
[M+H]*): Calculado: 434.2169. Encontrado: 448.2313

N-Ciclohexil-9-pentil-6-(4-(triflurometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina (4e)
Sélido blanco, rendimiento 77 %, pf 108-110 °C. *H RMN (400 MHz, CDCIls) &
8.76 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.10 (d, J = 7.7
Hz, 1H), 4.09 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 4.01 — 3.87 (m, 1H), 2.19 — 2.08 (m, 2H), 1.95
—1.84 (m, 2H), 1.84 — 1.74 (m, 2H), 1.53 — 1.19 (m, 10H), 0.90 (t, J = 7.0 Hz,
3H). 3C RMN (101 MHz, CDCls) d 158.78, 154.75, 153.66, 150.72-150.70 (d,
Jcr = 1.7 Hz), 141.21, 135.00, 131.10 (2C), 124.83, 121.77 — 119.21 (d, Jcr =
258.6 Hz), 120.53 (2C), 50.28, 43.23, 33.20 (2C), 29.38, 28.76, 25.89, 24.99
(2C), 22.10, 13.84. °F RMN (188 MHz, CDCIl3) & -57.61 (3F). EMAR m/z para
(C23H28F3NsO [M+H]*): Calculado: 448.2326. Encontrado: 448.2308

N-Ciclohexil-9-hexil-6-(4-(triflurometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina (4f)
Sélido amarillo, rendimiento 96 %, pf 84-86 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) &
8.63 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.61 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.03 (s, 1H),
3.97 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.87 — 3.78 (m, 1H), 2.00 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 1.81 —
1.61 (m, 2H), 1.40 — 1.07 (m, 12H), 0.81 — 0.68 (m, 5H). 3C RMN (101 MHz,
CDCls) 6 158.68, 154.79, 153.56, 150.76 — 150.74 (d, Jcr = 1.6 Hz), 141.30,
134.85,131.13 (2C), 124.80, 121.77 — 119.21 (d, Jcr = 257.6 Hz), 120.54 (2C),
50.28, 43.27, 33.18 (2C), 31.19, 29.64, 26.31, 25.89, 24.98 (2C), 22.44, 13.94.
19F RMN (188 MHz, CDCls) & -57.61 (3F). EMAR m/z para (C24H30F3NsO
[M+H]*): Calculado: 462.2482. Encontrado: 462.2467
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9-Butil-N-(ciclohexilmetil)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina
(49)

Sélido blanco, rendimiento 94 %, pf 88-89 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) &
8.67 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.64 (s, 1H), 7.26 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.19 (s, 1H),
4.01(t,J=7.1Hz, 2H), 3.29 (t, J=6.3 Hz, 2H), 1.81 - 173 (m, 4H), 1.70 - 1.61
(m, 2H), 1.61 — 1.48 (m, 2H), 1.35 — 1.23 (m, 2H), 1.23 — 1.06 (m, 3H), 0.95
(m, 2H), 0.88 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) 5 159.70, 154.71,
153.58, 150.70 (d, Jcr = 1.7 Hz), 141.19, 135.00, 131.12 (2C), 124.83, 121.77
—119.21 (d, Jcr = 258.6 Hz), 120.52 (2C), 53.40, 48.35, 42.94, 38.22, 31.74,
31.12 (2C), 26.55, 26.01, 19.84, 13.49. °F RMN (188 MHz, CDCIs3) & -57.60
(3F). EMAR m/z para (C2sH2sF3NsO [M+H]+): Calculado: 448.2326.
Encontrado: 448.2303

N-(Ciclohexilmetil)-9-pentil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina
(4h)

Sélido blanco, rendimiento 82 %, pf 78-79 °C. *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.62 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.61 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 5.10 (s, 1H),
3.98 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 1.82 — 1.69 (m, 4H), 1.68 —
1.50 (m, 4H), 1.32 - 1.04 (m, 7H), 0.95 — 0.87 (m, 2H), 0.78 (t, J = 6.8 Hz, 3H).
13C RMN (101 MHz, CDCIz) d 159.71, 154.71, 153.64, 150.74 — 150.72 (d, Jcr
=1.7Hz),141.21,134.98,131.12 (2C), 124.87,121.77 — 119.21 (d, Jcr = 258.6
Hz), 120.55 (2C), 48.37, 43.27, 38.26, 31.14 (2C), 29.39, 28.78, 26.57, 26.02
(2C), 22.15, 13.89. °F RMN (188 MHz, CDCIls) & -57.61 (3F). EMAR m/z para
(C24H30F3NsO [M+H]*): Calculado: 462.2482. Encontrado: 462.2465

N-(Ciclohexilmetil)-9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina
(41)

Sélido blanco, rendimiento 93 %, pf 85-86 °C. *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.65 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.63 (s, 1H), 7.24 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.12 (s, 1H),
4.00 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.28 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 1.83 — 1.53 (m, 7H), 1.31 —
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1.04 (m, 10H), 1.01 — 0.85 (m, 2H), 0.78 (t, J = 6.9 Hz, 3H). *C RMN (101
MHz, CDCI3) & 159.70, 154.70, 153.62, 150.73 — 150.71 (d, Jcr = 1.6 Hz),
141.20, 134.99, 131.11 (2C), 124.87, 121.77 — 119.21 (d, Jcr = 257.6 Hz),
120.54 (2C), 48.36, 43.29, 38.26, 31.22, 31.13 (2C), 29.65, 26.56 (2C), 26.32,
26.02, 22.46, 13.96. °F RMN (188 MHz, CDCI3) 5 -57.61 (3F). EMAR m/z para
(C2sH32F3NsO [M+H]*): Calculado: 476.2639. Encontrado: 476.2622

9-Pentil-2-(4-fenilpiperazin-1-il)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purina (4j)
Sélido café, rendimiento 90 %, pf 119-120 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCI3) &
9.04 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.99 (s, 1H), 7.66 — 7.41 (m, 4H), 7.22 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.11 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 4.47 — 4.24 (m, 6H), 3.63 — 3.44 (m, 4H), 2.23 —
2.00 (m, 2H), 1.70 — 1.40 (m, 4H), 1.12 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz,
CDCls) 6 158.70, 154.66, 152.97, 151.46, 150.74, 141.72 (2C), 135.11, 131.15
(2C), 129.15 (2C), 124.65, 120.50 (2C), 120.04, 116.47 (2C), 49.41 (2C), 44.52
(2C), 43.18, 29.32, 28.73, 22.06, 13.85. 1°F RMN (188 MHz, CDCls) 5 -57.62
(3F). IR (KBr, cm™): 2932, 2856, 1531, 1269, 1229, 1160. EMAR m/z para
(C27H29F3N6O [M+H]*): Calculado: 511.2435. Encontrado: 511.2415

9-Hexil-2-(4-fenilpiperazin-1-il)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purina (4k)
Sélido amarillo, rendimiento 81 %, pf 99-101°C. *H RMN (400 MHz, CDClz) &
8.69 — 8.66 (m, 2H), 7.64 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.17 (t, J = 8.3 Hz,
2H), 6.90 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.78 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 4.00 (t, J = 7.0 Hz, 6H),
3.23-3.17 (m, 4H), 1.82 — 1.71 (m, 2H), 1.30 — 1.14 (m, 6H), 0.75 (t, J= 7.0
Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDClz) d 158.73, 154.72, 153.07, 150.82 (d, Jcr
= 1.6 Hz), 141.80 (2C), 135.13, 131.21 (2C), 129.27 (2C), 124.74, 124.35,
121.78 — 119.22 (d, Jcr = 258.6 Hz), 120.57 (2C), 116.71 (2C), 49.69 (2C),
44.49 (2C), 43.27, 31.19, 29.65, 26.33, 22.49, 13.99. °*F RMN (188 MHz,
CDCls) & -57.60 (3F). IR (KBr, cm): 2954, 1530, 1266, 1228, 1158. EMAR m/z
para (C2sH31F3NeO [M+H]*): Calculado: 525.2591. Encontrado: 525.2581
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9-Pentil-2-(4-(4-clorofenil)piperazin-1-il)-6-4-(trifluorometoxifenil)-9H-
purina (4l)

Sélido amarillo, rendimiento 82 %, pf 147-149 °C. 'H RMN (200 MHz, CDClz)
5 8.73 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.71 (s, 1H), 7.28 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.15 (d, J =
8.7 Hz, 2H), 6.83 (d, J =12.1 Hz, 2H), 4.21 — 3.83 (m, 6H), 3.32 — 3.07 (m, 4H),
1.91 — 1.68 (m, 2H), 1.42 — 1.05 (m, 4H), 0.83 (t, J = 6.7 Hz, 3H). 13C RMN
(101 MHz, CDCl3) 6 158.63, 154.69, 153.03, 150.82 — 150.78 (d, Jcr = 1.8 Hz),
149.98, 141.82 (2C), 135.08, 131.19 (2C), 129.05 (2C), 125.03, 124.74, 123.04
— 117.90 (d, Jcr = 257.7 Hz), 120.54 (2C), 117.72, 49.49 (2C), 44.38 (2C),
43.25, 29.36, 28.77, 22.10, 13.88. 1°F RMN (188 MHz, CDClz) & -57.61 (3F).
IR (KBr, cm): 2931, 1521, 1256, 1224, 1166. EMAR m/z para (C27H2sCIF3NsO
[M+H]*): Calculado: 545.2045. Encontrado: 545.2031

2-(4-(4-Clorofenil)piperazin-1-il)-9-hexil--6-4-(trifluorometoxifenil)-9H-
purina (4m)

Sélido blanco, rendimiento 81 %, pf 126-128 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCIl3) &
8.82 (d, J =8.8 Hz, 2H), 7.79 (s, 1H), 7.36 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.24 (d, J = 8.9
Hz, 2H), 6.93 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.15-4.11 (m, 6H), 3.34 — 3.22 (m, 4H), 1.96
—1.83 (m, 2H), 1.45 — 1.19 (m, 6H), 0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H). 13C RMN (101
MHz, CDCI3) & 158.64, 154.70, 153.06, 150.82 (d, Jcr = 1.7 Hz), 149.94,
141.84,135.09, 131.21 (2C), 129.08 (2C), 125.13, 124.75,121.78 — 119.22 (d,
Jcr = 258.6 Hz), 120.56 (2C), 117.78 (2C), 49.55 (2C), 44.39 (2C), 43.27,
31.18, 29.64, 26.32, 22.48, 13.99. °F RMN (188 MHz, CDCIz) & -57.60 (3F).
IR (KBr, cm-1): 2931, 1529, 1270, 1224, 1159. EMAR m/z para
(C28H30CIF3N6O [M+H]*): Calculado: 559.2202. Encontrado: 559.2171

9-Pentil-2-(4-(4-nitrofenil)piperazin-1-il)-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H
purina (4n)

Sélido amarillo, rendimiento 86 %, pf 180-181 °C. *H RMN (400 MHz, CDClz)
0 8.82 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 8.15 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 7.82 (s, 1H), 7.36 (d, J =
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8.3 Hz, 2H), 6.87 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 4.24 — 4.03 (m, 6H), 3.69 — 3.55 (M, 4H),
2.00 — 1.85 (m, 2H), 1.45 — 1.28 (m, 4H), 0.91 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 3C RMN
(101 MHz, CDCls) & 158.34, 154.78, 154.64, 153.07, 150.85 — 150.83 (d, Jcr =
2.0 Hz), 141.96, 138.49, 134.90, 131.17 (2C), 125.98 (2C), 124.85, 121.72 —
119.26 (d, Jcr = 256.5 Hz), 120.53, 112.58 (2C), 46.83 (2C), 43.87 (2C), 43.28,
29.33, 28.74, 22.08, 13.87. 1°F RMN (188 MHz, CDCI3) & -57.60 (3F). IR (KBr,
cm™): 2925, 2859, 1598, 1316, 1230. EMAR m/z para (C27H28F3N703 [M+H]*):
Calculado: 556.2286. Encontrado: 556.2280

9-Hexil-2-(4-(4-nitrofenil)piperazin-1-il)-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H
purina (40)

Sélido amarillo, rendimiento 90 %, pf 142-144 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz3)
0 8.66 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.99 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 7.72 (s, 1H), 7.22 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 6.72 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 4.07 — 3.95 (m, 6H), 3.50 — 3.42 (m, 4H),
1.84 — 1.72 (m, 2H), 1.30 — 1.08 (m, 6H), 0.80 — 0.46 (m, 3H). 13C RMN (101
MHz, CDCI3) & 158.41, 154.81, 154.59, 153.14, 150.93 (2C), 141.94, 138.57,
134.82, 131.22 (2C), 126.02, 124.48, 120.60 (2C), 112.64 (2C), 46.88 (2C),
43.91 (2C), 43.41, 31.18, 29.63, 26.32, 22.61, 22.48, 13.98. °F RMN (188
MHz, CDCls) & -57.60 (3F). IR (KBr, cm): 2931, 2855, 1597, 1531, 1329,
1266, 1231. EMAR m/z para (C2sHsoFsN7Os [M+H]*): Calculado: 570.2442.
Encontrado: 570.2424

9-Pentil-2-(4-(4-metoxifenil)piperazin-1-il)-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H-
purina (4p)

Sélido café, rendimiento 84 %, pf 118-120 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCIls) &
8.83 (d, J =8.9 Hz, 2H), 7.78 (s, 1H), 7.37 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 9.0
Hz, 2H), 6.88 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.27 — 4.05 (m, 6H), 3.78 (s, 3H), 3.35 - 3.06
(m, 4H), 2.08 — 1.77 (m, 2H), 1.46 — 1.21 (m, 4H), 0.91 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C
RMN (101 MHz, CDCls) & 158.70, 154.66, 154.09, 152.93, 150.72 — 150.70 (d,
Jcr = 1.7 Hz), 145.81, 141.68 (2C), 135.13, 131.14 (2C), 124.61, 121.72 —
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119.16 (d, Jcr = 257.7 Hz), 120.47 (2C), 118.68 (2C), 114.45 (2C), 55.48,
50.95, 44.64 (2C), 43.16, 29.30, 28.72, 22.05, 13.83. °®F RMN (188 MHz,
CDClz) d -57.59 (3F). IR (KBr, cm™): 2927, 2865, 1600, 1265. EMAR m/z para
(C2sH31F3NeO2 [M+H]*): Calculado: 541.2541. Encontrado: 541.2514

9-Hexil-2-(4-(4-metoxifenil)piperazin-1-il)-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H-
purina (4q)

Sélido amarillo, rendimiento 80 %, pf 144-145 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClzs)
0 8.68 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.65 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.88 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 6.74 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.00 (t, J = 6.9 Hz, 6H), 3.64 (s, 3H), 3.13
—3.04 (m, 4H), 1.82 — 1.72 (m, 2H), 1.29 — 1.07 (m, 6H), 0.75 (t, J = 6.9 Hz,
3H). 13C RMN (101 MHz, CDCIz) & 158.15, 154.14, 152.48, 150.22 (d, JcF =
1.4 Hz), 141.20 (2C), 134.57, 130.62 (2C), 124.13, 121.73, 121.20-118.64 (d,
Jcr = 258.6 Hz), 121.17, 119.98 (2C), 118.34 (2C), 113.99 (2C), 50.62 (2C),
44.02 (2C), 42.68, 30.61, 29.07, 25.75, 21.90, 13.40. °*F RMN (188 MHz,
CDCl3) & -57.61 (3F). IR (KBr, cm): 2929, 1510, 1265, 1216, 1124. EMAR m/z
para (C29H33F3NsO2 [M+H]*): Calculado: 555.2697. Encontrado: 555.2668

9-Pentil-2-(4-piridin-4-il)piperazin-1-il)-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H-
purina (4r)

Sélido amarillo, rendimiento 70 %, pf 109-110°C. *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.66 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.99 (d, J = 9.3 Hz, 2H), 7.66 (s, 1H), 7.21 (d, J = 8.4
Hz, 2H), 6.71 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 4.07 — 3.85 (m, 6H), 3.51 — 3.36 (m, 4H), 1.90
—1.69 (m, 2H), 1.32 — 1.16 (m, 4H), 0.76 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 13C RMN (101
MHz, CDCI3) 6 159.51, 158.71, 154.64, 152.93, 150.72, 147.94, 137.48 (2C),
135.08, 124.62, 120.47 (2C), 119.15, 113.40 (2C), 107.16 (2C), 45.11 (20C),
44.25 (2C), 43.16, 29.28, 22.03, 13.81, 13.77. *°®F RMN (188 MHz, CDCl3) & -
57.60 (3F). IR (KBr, cm™): 2926, 1531, 1265, 1228, 1158. EMAR m/z para
(C26H28F3N7O [M+H]*): Calculado: 512.2387. Encontrado: 512.2369
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9-Hexil-2-(4-piridin-4-il)piperazin-1-il)-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H-
purina (4s)

Sélido amarillo, rendimiento 67 %, pf 153-155 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-
d6) 6 8.91 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 8.30 (s, 1H), 8.20 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 7.56 (d, J
= 8.3 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 4.15 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.99 (s, 4H),
3.50 (s, 4H), 1.90 — 1.80 (m, 2H), 1.28 (m, 6H), 0.85 (t, J = 6.8 Hz, 3H). 13C
RMN (101 MHz, DMSO-d6) & 158.36, 155.07, 154.93, 151.61, 150.38 (d, JcF
= 1.2 Hz), 150.27 (2C), 150.21, 144.38, 135.57, 131.65 (2C), 124.64, 121.25
(2C), 108.87 (2C), 45.59 (2C), 44.00 (2C), 43.02, 31.02, 29.29, 26.08, 22.39,
14.29. °F RMN (188 MHz, DMSO0-d6) & -57.60 (3F). IR (KBr, cm): 2933,
2852, 1482,1207. EMAR m/z para (Cz2rHzoFsN7O [M+H]*): Calculado:
526.2544. Encontrado: 526.2529

8.2 Sintesis y datos espectroscopicos para los compuestos de la

Serie |l y Serie lll

De acuerdo con la metodologia sintética representada en el Esquema 5
(capitulo V: resultados y discusion), se logro obtener:

8.2.1 Procedimiento general para la sintesis de 2,6-dicloro-9H-alquil-

purinay 2,6-dicloro-7-alquil-7H-purina : 6a-c y 6’a-c

n-Hexilo

Cl —f
¢l R n-Pentilo
N -Bencilo
NTX—N NS \ n-Benci
\)
)CU )CD
o L cImoNT N

R4

147



Una mezcla de 2,6-dicloropurina 5 (1.0 mmol) con el respectivo haluro de
alquilo R1 (1.5 mmol) y carbonato de potasio (3.0 mmol) en dimetilformamida
(5 mL) fue agitada por 12 h a temperatura ambiente, luego la mezcla fue filtrada
y evaporada en un evaporador rotatorio al vacio. El producto de la reaccion
fue separado por cromatografia en columna de silica flash usando como
eluyente EtOAc/CH2Cl2 (2:3).

2,6-Dicloro-9-hexil-9H-purina (6a)

Sélido blanco, rendimiento 45 %, pf 39.4-40.1 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz3)
0 8.06 (s, 1H), 4.22 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.87 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 1.29 (m, 6H),
0.85 (t, J = 6.1 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) 5 153.19, 152.92, 151.75,
145.72, 130.77, 44.68, 31.08, 29.74, 26.22, 22.40, 13.80. EMAR m/z
(C11H14Cl2N4 [M+H]*): Calculado: 273.0674. Encontrado: 273.0664

2,6-Dicloro-9-pentil-9H-purina (6b)

Sélido blanco, rendimiento 50 %, pf 43.3-45.1 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz)
5 8.06 (s, 1H), 4.22 (t, J= 7.2Hz, 2H), 1.93-1.84 (m, 2H), 1.39-1.24 (m, 4H),
0.86 (t, J = 6.8Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 153.19, 152.91, 151.74,
145.73, 130.76, 44.67, 29.45, 28.64, 22.05, 13.80. EMAR m/z para
(C10H12CI2N4 [M+H]*): Calculado: 259.0517. Encontrado: 259.0510

9-Bencil-2,6-dicloro-9H-purina (6¢)

Sélido blanco, rendimiento 46 %, pf 148.4-149.2 °C. *H RMN (400 MHz, CDCl3)
5 7.95 (s, 1H), 7.23 (d, 3H), 7.21 — 7.15 (m, 2H), 5.26 (s, 2H). 3C RMN (101
MHz, CDCI3) & 153.18, 153.13, 151.78, 145.65, 134.04, 130.65, 129.35 (2C),
129.04, 128.08 (2C), 48.04. EMAR m/z para (C12HsCIl2N4 [M+H]*): Calculado:
279.0204. Encontrado: 279.0196
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2,6-dicloro-7-hexil-7H-purina (6’a)

Sélido blanco, rendimiento 18 %, pf 116.2-118.4 °C. 'H RMN (400 MHz,
CDCI3) 6 8.26 (s, 1H), 4.45 - 4.39 (m, 2H), 1.90 (dt, J =14.7, 7.6 Hz, 3H), 1.30
(dt, J = 11.4, 8.1 Hz, 2H), 0.86 (dd, J = 9.4, 4.7 Hz, 6H). 13C RMN (101 MHz,
CDCIs) 6 158.68, 150.53, 145.29, 140.23, 137.46, 47.81, 31.48, 31.10, 26.04,
22.41, 13.88. ESI/IMS para (CiiH14Cl2Nsa [M+H]*): Calculado: 273.1.
Encontrado: 273.3

2,6-dicloro-7-pentil-7H-purina (6’b)

Sélido blanco, rendimiento 15 %, pf 114.7-116.0 °C. *H RMN (400 MHz, CDCl3)
58.21 (s, 1H), 4.47 — 4.37 (m, 2H), 1.93 — 1.84 (m, 2H), 1.37 — 1.26 (m, 4H),
0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 153.07, 150.25, 143.70,
121.58, 53.45, 47.72, 31.26, 28.44, 22.08, 13.81. ESI/MS para (C10H12Cl2N4
[M+H]"): Calculado: 259.0. Encontrado: 259.0

7-bencil-2,6-dicloro-7H-purina (6’c)

Sélido blanco, rendimiento 23 %, pf 144.4 -145.5 °C. 'H RMN (400 MHz,
CDCls) 6 8.11 (s, 1H), 7.28 — 7.19 (m, 3H), 7.02 (dd, J = 7.3, 2.2 Hz, 2H), 5.52
(s, 2H). 13C RMN (101 MHz, CDClz) 5 163.58, 153.38, 150.40, 144.00, 134.14,
129.49 (2C), 129.12 ,127.11 (2C), 121.78, 50.95. ESI/MS para (C12HsCl2N4
[M+H]*): Calculado: 279.0. Encontrado: 279.0
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8.2.2 Procedimiento general para la sintesis de 2-cloro-9-alquil-6-(4-

(trifluorometoxi)fenil)9H-purina (7a-c)

OCF4
NN
/u = >
cl” N7 N n-Hexilo
Ry =\ n-Pentilo
n-Bencilo
7 a-c

Una solucion de los derivados 6a-c (1.0 mmol), acido (4-
(trifluorometoxi)fenil)borénico (1.0 mmol), una solucibn de carbonato de
potasio 2 M (1ml por mmol de 6a-c), cloruro de bis(trifenilfosfina) paladio(ll)
(0.1 mmol), en dioxano (10 mL), fue sometida a calentamiento a reflujo por 3
horas. A continuacion, la solucién se enfri6 a temperatura ambiente y fue
extraida con acetato de etilo. La fase organica fue secada con sulfato de sodio
anhidro, filtrada y concentrada en un evaporador rotatorio al vacio. El crudo de
reaccion fue purificado en columna de silica gel utilizando diclorometano como

eluyente.

2-Cloro-9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)9H-purina (7a)

Sélido blanco, rendimiento 85 %, pf 67-69 °C. *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.71 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.94 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.11 (t, J = 7.2
Hz, 2H), 1.82 — 1.73 (m, 2H), 1.18 (m, 6H), 0.73 (t, J = 6.1 Hz, 3H). 13C RMN
(101 MHz, CDCI3) & 154.74, 154.32, 154.07, 151.60 — 151.59 (d, 2Jcr = 1.6
Hz), 145.14, 132.99, 131.78 (2C), 129.98, 124.25 — 119.12 (q, *JcF = 259.6
Hz), 120.59 (2C), 44.15, 31.12, 29.74, 26.27, 22.41, 13.87. 1°F RMN (376 MHz,
CDCI3) & -57.60 (3F). EMAR m/z para (CisHisCIFsN4O [M+H]*): Calculado:
399.1199. Encontrado: 399.1192
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2-Cloro-9-pentil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)9H-purina (7b)

Sélido blanco, rendimiento 89 %, pf 35-36 °C. *H RMN (400 MHz, CDCIl3) &
8.70 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.94 (s,1H), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.11 (t, J = 7.2
Hz, 2H), 1.80 (d, J = 13.6, 6.7 Hz, 2H), 1.23 (d, J = 12.7 Hz, 4H), 0.76 (t, J =
6.2 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDCls) d 154.69, 154.28, 154.05, 151.59 —
151.57 (d, 2JCF = 1.6 Hz), 145.13, 132.94, 131.76 (2C), 129.92, 124.24 —
116.54 (g, YJcr = 259.6 Hz), 120.55 (2C), 44.13, 29.44, 28.68, 22.06, 13.76.
19F RMN (376 MHz, CDCls) & -57.60 (3F). EMAR m/z para (Ci17H16CIF3N4O
[M+H]"): Calculado: 385.1043. Encontrado: 385.1000

9-bencil-2,6-dicloro-9H-purina (7c)

Sélido amarillo, rendimiento 92 %, pf 150-151 °C. 137-140 °C. *H RMN (400
MHz, CDCls) 8 8.72 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.90 (s, 1H), 7.22 (qd, J = 7.5, 3.6 Hz,
7H), 5.29 (s, 2H). 13C RMN (101 MHz, CDCIlz) 8 155.10, 154.45, 154.36, 151.71
—151.70 (d, 2Jcr = 1.7 Hz), 144.94 (2C), 134.54, 132.91, 131.86 (2C), 129.88,
129.30(2C), 128.88, 128.05 (2C), 124.27 — 119.13 (g, *Jcr = 259.6 Hz), 120.65,
47.53. F RMN (376 MHz, CDCIl3) & -57.55 (3F). EMAR m/z para
(C19H12CIF3N4O [M+H]*): Calculado: 405.0730. Encontrado: 405.0721

8.2.3 Procedimiento general para la sintesis de purinas 2,6,9-
trisustituidas Serie II: (11 a-0)

OCF,

n-Hexilo
n-Pentilo

Sin Linker n-Bencilo

Serie Il
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En un vial de reaccion de 10 mL, se adiciond Pd(OAc)2 (6 mg, 0.03 mmol, 0.1
Eqv), XantPhos (33 mg, 0.058 mmol, 0.3 Eqv) y Cs2CO3 2 M (0.15 mL, 0.3
mmol, 2.5 Eqv) a una solucion de 7a-c (50 mg, 0.17 mmol, 1 Eqv) y la anilina
correspondiente (10a-e) (1.5 Eqv) en dioxano (2 mL). La mezcla de reaccion
se agito por 5 minutos y se llevd a un reactor microondas a 50 W, 90 °C por
30 minutos. La mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente y se filtr6o al
vacio con Celita 545. Se extrajo con acetato de etilo. La fase orgéanica fue
recolectada y secada con sulfato de sodio anhidro. La fase organica se
evaporo6 hasta sequedad y se purificdé por cromatografia en columna de silica

gel (diclorometano / acetona 5 %) para obtener las purinas de la Serie 1.

9-Hexil-N-(4-morfolinofenil)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina

(11a)

Sélido amarillo, rendimiento 61 %, pf 138-140 °C. *H RMN (400 MHz, CDCl3)
6 9.06 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.09 (s, 1H), 7.90 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.63 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 7.43 (s, 1H, H-nn), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.43 (t, J = 7.1 Hz,
2H), 3.83 - 3.68 (m, 4H), 3.14 — 3.03 (m, 4H), 2.27 - 2.13 (m, 2H), 1.62 (s, 6H),
1.16 (t, J = 6.5 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 156.41, 154.19, 153.83,
150.96, 147.23, 142.03, 134.61, 133.52, 131.27 (2C), 125.83, 121.76 — 119.20
(d, YJcr = 258.8 Hz), 120.61 (2C), 120.12 (2C), 118.54 (2C), 53.15 (2C), 43.63
(2C), 3124, 29.66, 27.37, 26.39, 22.49, 13.99. °F RMN (376 MHz, CDCI3) & -
57.56 (3F). EMAR m/z para (C2sHsz1F3NeO2 [M+H]*): Calculado: 541.2539.
Encontrado: 541.2513

N-(4-Morfolinofenil)-9-pentil-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina
(11b)

Sélido amarillo, rendimiento 63 %, pf 143-144 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz3)
6 9.06 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 8.08 (s, 1H), 7.91 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.62 (d, J =
7.8 Hz, 2H), 7.43 (s, 1H), 7.22 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 4.42 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 4.15
(s, 4H), 3.41 (s, 4H), 2.20 (m, 2H), 1.64 (m, 4H), 1.17 (b.s., 3H). *C RMN (101
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MHz, CDCls) & 156.44, 154.21, 153.81, 150.93 — 150.92 (d, 2JCF = 1.6 Hz),
146.75, 142.02, 134.63, 133.39, 131.27 (2C), 125.82, 121.76 — 119.20 (d, *Jcr
= 258.6 Hz), 120.61 (2C), 120.20 (2C), 116.70 (2C), 67.02 (2C), 50.27 (2C),
43.60, 29.38, 28.83, 22.16, 13.91. °F RMN (376 MHz, CDCIz) & -57.56 (3F).
EMAR m/z para (Cz7H290F3NeO2 [M+H]*): Calculado: 527.2382. Encontrado:
527.2327

9-Bencil-N-(4-morfolinofenil)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
amina (11c)

Sélido amarillo, rendimiento 63 %, pf 187-189 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz3)
6 8.68 (d, J =8.3 Hz, 2H), 7.70 (s, 1H), 7.49 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.24 (m, 6H),
7.10 (s, 1H), 7.14 (s,1H), 6.83 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.21 (s, 2H), 3.77 (s, 4H),
3.03 (s, 4H). ¥3C RMN (101 MHz, CDCIs) & 156.66, 154.20, 154.04, 150.99 —
150.98 (d, 2JCF = 1.6 Hz), 146.83, 141.77, 135.67, 134.51, 133.21, 131.30
(2C), 129.06 (2C), 128.42 (2C) 127.86 (2C), 125.62, 124.03 — 114.69 (q, *JcF
= 258.6 Hz), 120.61, 120.34 (2C), 116.67 (2C), 67.01 (2C), 50.24 (2C), 47.06.
9F RMN (376 MHz, CDCIz) d -57.54 (3F). EMAR m/z para (C29oH25F3NeO2
[M+H]"): Calculado: 547.2069. Encontrado: 547.2040

N-(4-((2S,6R)-2,6-Dimetilmorfolino)fenil)-9-hexil-6-(4-trifluorometoxi)
fenil)-9H-purin-2-amina (11d)

Sélido amarillo opaco, rendimiento 58 %, pf 134-135 °C. 'H RMN (400 MHz,
CDCls) ) 6 8.77 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.80 (s, 1H), 7.62 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.34
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.07 (s, 1H), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.14 (t, J = 7.1 Hz,
2H), 3.86 — 3.75 (m, 2H), 3.39 (d, J = 11.5 Hz, 2H), 2.40 (t, J = 11.0 Hz, 2H),
1.97 - 1.86 (m, 2H), 1.32 (d, J = 10.6 Hz, 6H), 1.24 (d, J = 6.2 Hz, 6H), 0.86 (t,
J =6.7 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCI3) d 156.47, 154.22, 153.84, 150.95-
150.94 (d, 2Jcr = 1.4 Hz), 146.46, 141.99, 134.64, 133.14, 131.26 (2C), 125.81,
120.63 (2C), 120.22 (2C), 121.76 — 119.20 (d, YJcr = 258.6 Hz), 116.75 (2C),
71.74 (2C), 55.81 (2C), 43.63, 31.26, 29.67, 26.40, 22.50, 19.11 (2C), 14.00.
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9F RMN (376 MHz, CDCIz) d -57.57 (3F). EMAR m/z para (CzoH3sF3NeO2
[M+H]"): Calculado: 569.2852. Encontrado: 569.2831

N-(4-((2S,6R)-2,6-Dimetilmorfolino)fenil)-9-pentil-6-(4-trifluorometoxi)
fenil-9H-purin-2-amina (11e)

Sélido amarillo opaco, rendimiento 56 %, pf 145-146 °C. 'H RMN (400 MHz,
CDCls) 8 8.77 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.80 (s, 1H), 7.61 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.34
(d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.08 (s, 1H), 6.93 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.14 (t, J = 6.9 Hz,
2H), 3.82 (q, 2H), 3.39 (d, J = 11.6 Hz, 2H), 2.40 (t, J = 10.8 Hz, 2H), 1.92 (m,
6.8 Hz, 2H), 1.37 (m, 4H), 1.24 (d, J = 5.9 Hz, 6H), 0.89 (t, J = 6.3 Hz, 3H). 13C
RMN (101 MHz, CDCIs) & 156.48, 154.23, 153.82, 150.94 — 150.92 (d, 2JcF =
1.3 Hz), 146.50, 142.00, 134.63, 133.14, 131.26 (2C), 125.81, 121.76-119.20
(d, YJcr = 258.6 Hz), 120.62 (2C), 120.23 (2C), 116.76 (2C), 71.74 (2C), 55.82
(2C), 43.60, 29.40, 28.83,22.17,19.11 (2C), 13.92. 1F RMN (376 MHz, CDClz)
0 -57.56 (3F). EMAR m/z para (C29Hs3F3NeO2 [M+H]*): Calculado: 555.2695.
Encontrado: 555.2670

9-Bencil-N-(4-((2S,6R)-2,6-dimetilmorfolini)fenil-6-(4-(trifluorometoxi)
fenil)-9H-purin-2-amina (11f)

Sélido amarillo, rendimiento 47 %, pf 112-115 °C. *H RMN (400 MHz, CDClz)
5 8.68 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.70 (s, 1H), 7.47 (t, J = 13.4 Hz, 2H), 7.24 (b.s.,
7H), 7.05 (s, 1H), 6.84 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.21 (s, 2H), 3.74 (s, 2H), 3.30 (d, J
= 11.6 Hz, 2H), 2.31 (t, J = 10.9 Hz, 2H), 1.15 (d, J = 6.3 Hz, 6H). 3C RMN
(101 MHz, CDCI3) & 156.66, 154.22, 154.04, 151.00 — 150.98 (d, 2Jcr = 1.5
Hz), 146.50, 141.76, 135.67, 134.48, 131.30 (2C), 129.07 (2C), 128.43 (2C),
127.87 (2C), 126.98, 125.61, 121.76 — 119.20 (d, Jcr = 258.6 Hz), 120.62
(2C), 120.37 (2C), 116.67, 71.70 (2C), 55.82 (2C), 47.05, 19.11 (2C). *°F RMN
(376 MHz, CDCl3) & -57.55 (3F). EMAR m/z para (CsiH29F3NsO2 [M+H]*):
Calculado: 575.2382. Encontrado: 575.2338
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9-Hexil-N-(4-tiomorfolinofenil)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
amine (119)

Sélido café, rendimiento 56 %, pf 131-133 °C. *H RMN (400 MHz, CDCIs) &
8.66 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.73 (s, 1H), 7.64 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.4
Hz, 2H), 7.27 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.04 (t, J = 7.1 Hz,
2H), 3.07 (s, 2H), 2.95 (s, 4H), 1.88 — 1.72 (m, 2H), 1.32 — 1.06 (m, 8H), 0.73
(t, J=6.5Hz, 3H).13C RMN (101 MHz, CDCls) 5 155.63, 153.98, 153.85, 151.06
— 150.05 (d, 2Jcr = 1.1 Hz), 142.57, 141.57, 138.45, 134.32, 131.34, 128.54
(2C), 122.69 (2C), 121.74 — 119.18 (d, JcF = 258.6 Hz), 120.64 (2C), 117.57
(2C), 43.77 (2C), 37.40, 31.19, 29.66, 26.38 (2C), 26.49, 22.45, 13.95. 1°F
RMN (376 MHz, CDCl3) & -57.57 (3F). EMAR m/z para (C2sH31F3sNsOS [M+H]*):
Calculado: 557.2310. Encontrado: 557.2268

9-Pentil-N-(4-tiomorfolinofenil)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
amina (11h)

Sélido café, rendimiento 48 %, pf 136-138 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.77 (d, J =7.5 Hz, 2H), 7.80 (s, 1H), 7.61 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.34 (d, J = 8.1
Hz, 2H), 7.09 (s, 1H), 6.93 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 4.14 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.45 (s,
4H), 2.77 (s, 4H), 1.97 — 1.88 (m, 2H), 1.36 (m, 4H), 0.89 (t, J = 6.4 Hz, 3H).
13C RMN (101 MHz, CDCls) & 156.44, 154.21, 153.85, 150.95 — 150.93 (d, ?Jcr
= 1.6 Hz), 147.26, 142.03, 134.61, 133.51, 131.26 (2C), 125.85, 121.75 —
119.20 (d, YJcr = 258.6 Hz), 120.63 (2C), 120.14 (2C), 118.55 (2C), 53.16 (2C),
43.61, 30.92, 29.40, 28.84 (2C), 22.17, 13.92. *°*F RMN (376 MHz, CDCl3) & -
57.57 (3F). EMAR m/z para (C2rH29F3NsOS [M+H]*): Calculado: 543.2154.
Encontrado: 543.2107

9-Bencil-N-(4-(tiomorfolinifenil)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
amina (11i)

Sélido café, rendimiento: 43 %, pf 121-123 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls) &
8.67 (d, J =8.0 Hz, 2H), 7.71 (s, 1H), 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.24 (d, J = 9.8
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Hz, 5H), 7.14 (s, 1H), 6.84 (s, 2H), 5.23 (s, 2H), 3.36 (s, 4H), 2.67 (s, 4H), 1.44
(s, 2H). 13C RMN (101 MHz, CDCI3) & 155.78, 154.67, 154.12, 149.87, 146.69,
141.50, 135.60, 134.05, 133.27,131.31 (2C), 129.09 (2C), 128.46 (2C), 127.86
(2C), 126.39, 120.64 (2C), 120.29 (2C), 117.82, 116.16, 67.10 (2C), 47.11
(2C), 29.70. °F RMN (376 MHz, CDClz) & -57.57 (3F). EMAR m/z para
(C29H25F3NeOS [M+H]*): Calculado: 563.1841. Encontrado: 563.1818

9-Hexil-N-(4-(4-metilpiperazin-1-il)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
amine (11j)

Sélido amarillo, rendimiento 66 %, pf 145-148 °C. *H RMN (400 MHz, CDCl3)
6 9.04 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.06 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.60 (d, J =
8.3 Hz, 2H), 7.39 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.40 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.44
(d, J =3.9 Hz, 4H), 2.87 (d, J = 3.6 Hz, 4H), 2.62 (s, 3H), 2.22 — 2.12 (m, 2H),
1.67 — 1.53 (m, 6H), 1.13 (t, J = 6.5 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCI3) &
156.49, 154.21, 153.80, 150.92 — 150.90 (d, 2JcF = 1.6 Hz), 146.77, 141.97,
134.64, 133.10, 131.26 (2C), 125.77, 121.76 — 119.20 (d, Jcr = 258.6 Hz),
120.60 (2C), 120.16 (2C), 117.05 (2C), 55.21 (2C), 49.97 (2C), 46.12, 43.61,
31.23, 29.66, 26.38, 22.48, 13.99. °F RMN (376 MHz, CDCIz) & -57.56 (3F).
EMAR m/z para (C29H34F3N7O [M+H]*): Calculado: 554.2855. Encontrado:
554.2830

N-(4-(4-Metilpiperazin-1-il)fenil-9-pentil-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H-
purin-2-amina (11Kk)

Sélido amarillo, rendimiento 62 %, pf 113-116 °C. *H RMN (400 MHz, CDClz)
6 9.05 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.06 (s, 1H), 7.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.61 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 7.45 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.39 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.45
(s, 4H), 2.86 (s, 4H), 2.62 (s, 3H), 2.22 — 2.13 (m, 2H), 1.63 (d, J = 12.6 Hz,
4H), 1.15 (t, J = 6.5 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) 5 156.49, 154.21,
153.72, 150.89 — 150.88 (d, 2JcF = 1.5 Hz), 146.78, 141.97, 134.67, 133.09,
131.27 (2C), 125.76, 121.76 — 119.20 (d, JcF = 258.6 Hz), 120.57 (2C), 120.17
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(2C), 117.00 (2C), 55.22 (2C), 49.97 (2C), 46.13, 43.57, 29.36, 28.81, 22.15,
13.90. **F RMN (376 MHz, CDCl3) 6 -57.55 (3F). EMAR m/z para (C2sH32F3N7O
[M+H]*): Calculado: 540.2698. Encontrado: 540.2677

9-Bencil-N-(4-(4-metilpiperazin-1il)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
amina (111)

Sélido amarillo 62 % pf, 150-152 °C. *H RMN (400 MHz, CDClz) ) & 8.67 (d, J
= 7.7 Hz, 2H), 7.70 (s, 1H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.24 (d, J = 8.6 Hz, 6H),
7.14 (s, 1H), 7.00 (s, 1H), 6.85 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 5.22 (s, 2H), 3.11 (s, 4H),
2.54 (s, 4H), 2.28 (s, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDClz) & 156.68, 154.21,
154.09, 150.99 — 150.97 (d, 2Jcr = 1.5 Hz), 146.75, 141.73, 135.66, 134.52,
133.03, 131.29 (2C), 129.07 (2C), 128.43 (2C), 127.88 (2C), 125.62, 121.76 —
119.07 (d, Jcr = 258.6 Hz), 120.62 (2C), 120.33 (2C), 117.14, 55.11 (2C),
49.81 (2C), 47.09, 45.97. °F RMN (376 MHz, CDCI3) & -57.57 (3F). EMAR
m/z para (CsoH2sF3N7O [M+H]*): Calculado: 560.2385. Encontrado: 560.2369

N-(3-Fluoro-4-morfolinofenil)-9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-
2-amina (11m)

Sélido amarillo, rendimiento 65 %, pf 161-162 °C. *H RMN (400 MHz, CDClz)
58.77 (d, J=8.4 Hz, 2H), 7.86 — 7.75 (m, 2H), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.22 —
7.14 (m, 2H), 6.92 (t, J = 9.1 Hz, 1H), 4.17 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.86 (d, J = 4.2
Hz, 4H), 3.09 — 2.95 (m, 4H), 1.99 — 1.89 (m, 2H), 1.31 (m, 6H), 0.86 (t, J = 6.8
Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz, CDCI3) & 156.47 —154.22 (d, 1JcF = 227.3 Hz),
154.40, 153.84, 150.95 — 150.94 (d, 2Jcr = 1.4 Hz), 146.50, 141.99, 134.64,
133.14, 131.26 (2C), 125.81, 121.76 — 119.07 (d, YJcr = 271.9 Hz), 120.63
(2C), 120.22, 116.75 (2C), 71.74 (2C), 55.81, 43.63, 31.26, 29.67, 26.40,
22.50, 22.50, 19.11, 14.00. *°*F NMR (376 MHz, CDCIl3z) & -57.57 (3F), -121.62
(1F). EMAR m/z para (Ca2sHzoF4aNeO2 [M+H]*): Calculado: 559.2444.
Encontrado: 559.2420
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N-(3-Fluoro-4-morfolinofenil)-9-pentil-6-(4-trifluorometoxi)fenil)-9H-
purin-2-amina (11n)

Sélido amarillo, rendimiento 65 %, pf 171-172 °C.*H RMN (400 MHz, CDClz)
5 8.76 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.82 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.33 (d, J = 7.8 Hz, 2H),
7.23 (s, 1H), 7.16 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 6.90 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 4.15 (d, J=6.4
Hz, 1H), 3.86 (s, 4H), 3.04 (s, 4H), 1.91 (s, 2H), 1.35 (s, 4H), 0.88 (t, 3H). 13C
RMN (101 MHz, CDCls) 8 157.02 — 154.59 (d, LJcr = 245.4 Hz), 155.85, 154.02,
153.91, 151.04 — 151.03 (d, “Jcr = 1.1 Hz), 142.32, 135.94 — 135.83 (d, 3JcF =
11.1 Hz), 134.44 — 134.35 (t, 2JcF = 4.7 Hz), 131.29 (2C), 126.07, 121.75-
119.19 (d, Jcr = 258.6 Hz), 120.63 (2C), 119.06 — 119.02 (d, 3Jcr = 4.2 Hz),
114.17 — 114.14 (d, “Jcr = 2.8 Hz), 107.62 — 107.36 (d, 2Jcr = 26.3 Hz), 67.12
(2C), 51.41 (d, “{JcF = 2.4 Hz, 2C), 43.74, 29.42, 28.84 (2C), 22.14, 13.88. 1°F
RMN (376 MHz, CDCl3) & -57.56 (3F), -121.66 (1F). EMAR m/z para
(C27H28F4N6O2 [M+H]*): Calculado: 545.2288. Encontrado: 545.2250

9-Bencil-N-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-
purin-2-amina (110)

Sélido amarillo, rendimiento 58 %, pf 171-172 °C. *H RMN (200 MHz, CDClz)
08.73 (d, J=9.0 Hz, 2H), 7.81 (s, 1H), 7.71 (dd, J = 14.9, 2.4 Hz, 1H), 7.30 (s,
6H), 7.19 (s, 2H), 7.11 (dd, J = 8.7, 1.6 Hz, 1H), 6.87 (t, J = 9.1 Hz, 1H), 5.29
(s, 2H), 3.90 — 3.77 (m, 4H), 3.10 — 2.96 (m, 4H). 13C RMN (101 MHz, CDCls)
0 159.91, 154.02, 153.35, 151.15, 142.18, 135.36, 134.08, 133.40, 131.35
(2C), 129.14 (2C), 128.51 (2C), 128.87 (2C), 125.91, 121.37 — 119.09 (d, *JcF
= 230.5 Hz), 120.64 (2C), 120.17 (2C), 114.31, 107.42, 67.09 (2C), 51.41 —
51.36 (d, “Jcr: 2.8 Hz), 47.32, 29.68. *°F RMN (376 MHz, CDClz) & -57.57 (3F),
-121.61 (1F). EMAR m/z para (C29H24FasNsO [M+H]): Calculado: 563.1819.
Encontrado: 563.1827
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8.2.4 Procedimiento general para la sintesis etil-4-((9-alquil-6-(4-

(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-ilJamino)benzoato (12a-c)

OCF;,
(0}
N)\N/ N, n-Hexilo
H R4\ n-Pentilo
n-Bencilo

En un vial de reaccion de 10 mL, se adicioné Pd(OAc)2 (6 mg, 0.03 mmaol),
XantPhos (33 mg, 0.058 mmol) y Cs2CO3 2 M (0.15 mL, 0.3 mmol) a una
solucién de 7a-c (50 mg, 0.17 mmol) y p-aminobenzoato de etilo (6. 24 mg,
0.144 mmol) en dioxano (2 mL). La mezcla de reaccion se agité por 5 minutos
y se llevo a un reactor microondas a 50 W, 100 °C por 2 h. La mezcla se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se filtr6 al vacio con Celita 545. Se extrajo
con acetato de etilo. La fase organica fue recolectada y secada con sulfato de
sodio anhidro. La fase orgénica se evaporo6 hasta sequedad y se purifico por
cromatografia en columna de silica gel (éter de petréleo/acetato de etilo, 3:1)

para obtener 12a-c.

Benzoato de etil-4-((9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
illJamino) (12a)

Sélido blanco, rendimiento 73 %, pf 80-81 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz) &
8.66 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.74 (s, 1H), 7.67 (d, J = 8.3
Hz, 1H), 7.22 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.21 (dd, J = 49.6, 41.3 Hz, 2H), 4.21 (q, J =
7.0 Hz, 2H), 4.05 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.85 — 1.74 (m, 2H), 1.21 (dt, J = 21.6, 7.3
Hz, 9H), 0.73 (t, J = 6.5 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDClz) & 166.47, 156.51,
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155.33, 153.97, 151.23, 144.36, 142.75, 134.25, 131.36 (2C), 130.87 (2C),
121.75 — 117.10 (C-ocr3), 126.50, 123.37, 120.68 (2C), 117.18 (2C), 60.63,
43.85, 31.22, 29.68, 26.40, 22.49, 14.42, 13.97. *°F RMN (376 MHz, CDCI3) &
-57.56 (3F). EMAR m/z para (Cz27H2sF3NsO3 [M+H]*): Calculado: 528.22222.
Encontrado: 528.2114

Benzoato de etil-4-((9-pentil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
ilamino) (12b)

Sélido blanco, rendimiento 68 %, pf 98-99 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCls) &
8.80 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.04 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.88 (s, 1H), 7.81 (d, J =8.1
Hz, 2H), 7.44 (s, 1H), 7.36 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.35 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 4.20 (t,
J=7.1Hz, 2H), 2.00 - 1.89 (m, 2H), 1.53 (s, 1H), 1.38 (t, J = 6.9 Hz, 6H), 0.90
(t, J = 6.4 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDClz) & 167.06, 155.06, 154.26,
153.74, 151.97, 144.36, 142.75, 134.38, 131.37 (2C), 130.88 (2C), 126.49,
123.75, 120.69 (2C), 117.18 (2C), 60.64, 43.83, 29.43, 28.84, 22.16, 14.43,
13.90. °F RMN (376 MHz, CDCls) & -57.56 (3F) EMAR m/z para
(C26H26F3NsO3 [M+H]*): Calculado: 514.066. Encontrado: 514.2065

Benzoato de etil-4-((9-bencil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
il)Jamino) (12c)

Sélido blanco, rendimiento 66 %, pf 175-177 °C. *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.69 (d, J =8.4 Hz, 2H), 7.91 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.78 (s, 1H), 7.65 (d, J = 8.3
Hz, 2H), 7.29 — 7.19 (m, 6H), 7.12 (s, 2H), 5.26 (s, 2H), 4.24 (q, J = 7.0 Hz,
2H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) 5 167.19, 159,90,
154.50, 153.86, 151.59, 145.20, 143.01, 135.14, 134.41, 133.41, 131.39 (2C),
130.87 (2C), 129.17 (2C), 127.81 (2C), 125.41, 120.69 (2C), 120.15 (2C),
117.26, 60.65, 47.37, 14.43. *°F RMN (376 MHz, CDCIz) & -57.56 (3F) EMAR
m/z para (C2sH22F3NsO3 [M+H]*): Calculado: 534.1753. Encontrado: 534.1752
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8.2.5 Procedimiento general para la sintesis de acido 4-((9-alquil-6-

(4(trifluorometoxy)fenil)-9H-purin-2-il)Jamino)benzoico (13a-c)

OCF;
(e}
HO N™™ N\
ALY
N™ N7 N n-Hexilo
H Ri =\ n-Pentilo
n-Bencilo

En un balén de 100 mL se afadi6 de 12a-c (250 mg, 0.6 mmol), NaOH 2 M
(15 mL, 30 mmol) y 45 mL de acetona. La mezcla se agité a reflujo por 24 h.
El crudo se enfrid a temperatura ambiente y se acidific6 aproximadamente
hasta pH: 3 con HCI 10 % v/v. El precipitado sdélido se filtré al vacio y se lavo
con agua. Se dej6 secar en estufa por 24 horas a 70 °C para dar un producto

soélido.

Acido 4-((9-hexil-6-(4(trifluorometoxy)fenil)-9H-purin-2-il)Jamino)benzoico
(13a)

Sélido blanco, rendimiento 78%, pf 250-253 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-
dé) & 12.51 (s,1H), 10.10 (s, 1H), 8.95 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.45 (s, 1H), 8.03
(d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.26 (t, J
=13.6, 7.0 Hz, 2H), 1.30 (d, J = 19.5 Hz, 8H), 0.85 (t, J = 6.3 Hz, 3H). 13C RMN
(101 MHz, DMSO-d6) d 167.64, 155.68, 154.96, 151.42 — 151.40 (d, YJcr = 2.5
Hz), 154.15, 152.26, 149.50, 145.76, 145.27, 136.69, 131.81 (2C), 130.80
(2C), 126.00, 121.37 (2C), 117.12 (2C), 43.54, 31.12, 29.41, 26.19, 22.41,
14.30. °F RMN (376 MHz, DMSO) & -57.56 (3F). EMAR m/z para
(C25H24F3NsO3 [M+H]*): Calculado: 500.1909. Encontrado: 500.1914
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Acido 4-((9-pentil-6-(4(trifluorometoxy)fenil)-9H-purin-2-ilJamino)
benzoico (13b)

Sélido blanco, rendimiento 88%, pf 280-282 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-
d6) 6 12.49 (s,1H), 10.10 (s, 1H), 8.95 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.45 (s, 1H), 8.03
(d, J=8.3 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 4.24 (t, J
= 6.9 Hz, 2H), 2.00 - 1.86 (m, 2H), 1.43 — 1.29 (m, 4H), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H).
13C RMN (101 MHz, DMSO-d6) & 167.67, 155.69, 154.41, 152.25, 150.56,
145.74, 135.18, 131.82 (2C), 130.80 (2C), 126.13, 123.05, 121.82, 121.38
(2C), 119.26, 117.72 (2C), 43.54, 29.14, 28.72, 22.07, 14.28. °F RMN (376
MHz, DMSO-d6) & -57.56 (3F). EMAR m/z para (C24H22F3NsO3 [M+H]Y):
Calculado: 486.1753. Encontrado: 486.1749

Acido-4-((9-benzil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
illamino)benzoico (13c). Solido blanco, rendimiento 57 %, pf 252.3-254.9 °C.
1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 12.51 (s, 1H), 10.09 (s, 1H), 8.94 (d, J = 8.8
Hz, 2H), 8.58 (s, 1H), 7.92 (q, J = 8.9 Hz, 4H), 7.63 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.44 —
7.36 (m, 4H), 7.32 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 5.50 (s, 2H). 13C RMN (101 MHz, DMSO-
d6) 6 167.85, 155.82, 154.20, 152.54, 150.06, 145.49, 145.17, 138.76, 137.11,
135.02, 131.84 (2C), 130.77 (2C), 129.21 (2C), 128.34, 128.06 (2C), 126.04,
123.36 (2C), 121.37, 117.73 (2C), 46.99. °F RMN (376 MHz, DMSO-d6) o -
56.51 (3F). ESI/IMS para (C26HisF3sNsOs [M+H]+): Calculado: 506.1.
Encontrado: 506.1
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8.2.6 Procedimiento general para la sintesis de purinas 2,6,9-

trisustituidas Serie lll: (14 a-o0)

OCF,4

RZ\@\ 0o
N NN
BOWP

N“ N7 N n-Hexilo

H Ry 7= n-Pentilo

Con Linker n-Bencilo
Serie lll

En un balén de 25 mL con una disolucion de 13a-c (100 mg, 0.26 mmol) y 10
a-e (0.31 mmol) en 10 mL de DMF se adicion6 HATU (300 mg, 0.8 mmol) y
DIPEA (0.21 mL, 1.3 mmol). La mezcla se agité y fue sometida a calentamiento
por microondas por 30 minutos a 90 °C. El crudo de reaccién se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se evaporo el solvente hasta sequedad y se purifico
por cromatografia en columna de silica gel (diclorometano/acetato de etilo, 2:1

para obtener los productos finales de la Serie Ill.

4-((9-Hexil-6-(-4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)amino)-N-(4-
morfolinofenil)benzamida (14a)

Sélido amarillo, rendimiento 51 %, pf 76-77 °C. *H RMN (400 MHz, CDClz) &
8.65 (d, J =8.2 Hz, 2H), 7.73 (s, 2H), ), 7.69 (bs.,1H), 7.64 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
7.38 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.28 (s, 1H), 7.22 (d, J = 8.2
Hz, 2H), 7.11 (s, 1H), 7.00 — 6.91 (m, 1H), 4.04 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.06 (s, 4H),
2.94 (s, 4H), 1.85-1.73 (m, 2H), 1.19 (d, J = 13.0 Hz, 6H), 0.72 (t, J = 6.3 Hz,
3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 171.60, 155.65, 153.98-153.93 (d, ?JcF =
5.2 Hz), 151.07, 142.56 (2C), 141.58, 138.46, 136.27, 134.35, 131.33 (2C),
129.16, 128.55 (2C), 126.28, 122.70, 121.75-119.18 (d, YJcr = 259.8 Hz),
120.66 (2C), 120.45 (2C), 117.57 (2C), 116.38, 55.28, 43.78 (2C), 37.41 (2C),
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31.20, 29.67, 26.38, 22.46, 13.96. °F RMN (376 MHz, CDClz) & -57.57 (3F).
EMAR m/z para (CssHssF3N7O3 [M+H]): Calculado: 658.2754. Encontrado:
658.3951

N-(4-Morfolinofenil)-4((9-pentil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)
amino)benzamida (14b)

Sélido amarillo, rendimiento 44 %, pf 154-155 °C. *H RMN (400 MHz, CDClz)
58.80 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 7.87 (s, 2H), 7.77 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 8.7
Hz, 1H), 7.48 — 7.42 (m, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.23 (s, 6H), 6.91 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 4.25 - 4.16 (m, 2H), 3.85 (s, 2H), 3.10 (d, J = 18.4 Hz, 4H), 2.14 (s, 2H),
1.95 (s, 2H), 1.37 (s, 4H), 0.90 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCIz) & 171.60,
155.65, 153.98-153.93 (d, 2Jcr = 5.2 Hz), 151.07, 142.56 (2C), 141.58, 138.46,
136.27, 134.35, 131.33 (2C), 129.16, 128.55 (2C), 126.28, 122.70, 121.75 —
119.18 (d, Jcr = 259.8 Hz), 120.66 (2C), 120.45 (2C), 117.57 (2C), 116.38,
43.78 (2C), 37.41 (2C), 31.20, 29.67, 26.38, 22.46, 13.96. °F RMN (376 MHz,
CDClI3) 8 -57.56. EMAR m/z para (CzaHs4F3N7O3 [M+H]*): Calculado: 646.2753.
Encontrado: 646.2732

4-((9-Bencil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)amino)-N-(4-
morfolinofenil)benzamida (14c)

s6lido amarillo, rendimiento 34 %, Pf 245-248 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz3)
0 8.69 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.77 (s, 2H), 7.61 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.44 — 7.31
(m, 2H), 7.31—-7.19 (m, 8H), 7.14 (s, 1H), 6.98 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 5.25 (s, 2H),
3.30 (d, J = 25.4 Hz, 2H), 3.10 (s, 4H), 2.97 (s, 4H). 13C RMN (101 MHz, CDCls)
0 171.28, 162.04, 158.48, 155.81, 153.99, 151.17, 142.38, 141.38, 140.98,
138.47, 136.27, 135.41, 134.10, 131.39, 130.51, 129.12 (2C), 128.53 (2C),
127.82 (2C), 127.58 (2C), 122.71, 121.17-119.17 (d, YJcr = 202.2 Hz), 120.66
(2C), 120.45 (2C), 117.89 (2C), 117.70 (2C), 47.32, 37.42, 29.70. 1°F RMN
(376 MHz, CDCl3) & -57.56 (3F). EMAR m/z para (CseH30F3N7O3 [M+H]*):
Calculado: 666.2440
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N-(4-((2S,6R)-2,6-Dimetilmorfolino)fenil)-4-((9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)
fenil)-9H-purin-2-il)amino)benzamida (14d)

Sélido amarillo, rendimiento 55 %, pf 71-72 °C 'H RMN (400 MHz, CDClz) &
8.79 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.42 — 7.30 (m,
8H), 7.23 (s, 2H), 4.18 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.44 (s, 2H), 1.97 — 1.90 (m, 2H),
1.55 (s, 4H), 1.40 — 1.26 (m, 6H), 1.18 (bs., 6H), 0.86 (t, J = 6.6 Hz, 3H). 13C
RMN (101 MHz, CDCls) d 171.30, 155.72, 154.01 — 153.98 (d, ?Jcr = 5.2 Hz),
151.08, 142.52 (2C), 141.15, 138.66, 137.66, 134.37, 131.34 (4C), 129.94,
127.62, 126.28, 123.25, 121.77-119.29 (d, YJcr = 250.7 Hz), 120.68 (2C),
117.79 (4C), 71.22, 43.80 (2C), 31.22 (2C), 29.69 (2C), 26.40 (2C), 22.47,
13.97 (2C). %F RMN (376 MHz, CDCls) & -57.57 (3F) EMAR m/z para
(C37H40F3N703 [M+H]*): Calculado: 688.3223. Encontrado: 688.3171

N-(4-((2S,6R)-2,6-Dimetilmorfolino)fenil)-4((9-pentil-6-(4-(trifluorometoxi)

fenil)-9H-purin-2-il)Jamino)benzamida (14e)

Sélido café, rendimiento 45 %, pf 115-116 °C. 'H RMN (400 MHz, CDCIs3) &
8.67 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.79 — 7.64 (m, 6H), 7.43 — 7.32 (m, 2H), 7.23 (t, J =
9.5 Hz, 2H), 6.75 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.14 (s, 2H), 3.96 (q, J = 7.1 Hz, 4H), 3.72
—3.59 (m, 2H), 3.26 (d, J = 11.5 Hz, 2H), 2.24 (t, J =11.0 Hz, 2H), 1.84 - 1.75
(m, 2H), 1.09 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 0.76 (t, J = 6.2 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz,
CDCI3) 8 171.13, 165.09, 155.37, 153.92 — 153.82 (d, 2Jcr = 9.5 Hz), 151.10,
147.99, 143.41, 142.71, 134.28, 131.34 (2C), 130.76, 128.16 (2C), 127.69,
127.58, 126.42, 121.66 (2C), 120.63 (2C), 117.58 (2C), 116.35 (2C), 71.63,
60.38 (2C), 55.26, 53.42, 29.39, 21.05 (2C), 19.06 (2C), 14.18. 1°F RMN (376
MHz, CDCls) & -57.57 (3F) EMAR m/z para (CssHssF3N7O3 [M+H]*): Calculado:
674.3066. Encontrado: 674.3047
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4-((9-bencil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)amino)-N-(4-((2S,6R)-
2,6-dimetilmorfolino)fenil)benzamida (14f)

Sélido amarillo, rendimiento 45 %, pf 231-236 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-
d6) & 10.03 (s, 1H), 9.89 (s, 1H), 8.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.56 (s, 1H), 8.03 —
7.94 (m, 4H), 7.63 (t, J = 8.4 Hz, 4H), 7.41 (q, J = 7.6 Hz, 4H), 7.32 (t, J = 6.8
Hz, 1H), 6.94 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 5.49 (s, 2H), 3.75 — 3.65 (m, 2H), 3.53 (d, J
= 11.1 Hz, 2H), 2.22 (t, J = 11.0 Hz, 2H), 1.16 (d, J = 6.2 Hz, 6H). 3C RMN
(101 MHz, DMSO-d6) 6 165.01, 155.98, 154.25, 152.58, 150.60 — 150.58 (d,
2Jcr = 1.6 Hz), 147.44, 145.00, 144.29, 137.13, 135.12, 131.91, 131.81 (2C),
129.25 (C), 128.82 (2C), 128.37, 128.07 (2C), 127.42, 125.92, 121.98 (2C),
121.82-119.26 (d, YJcr = 258.8 Hz), 121.34 (2C), 117.71 (2C), 115.75 (2C),
71.45 (2C), 54.80(2C), 46.94, 19.33 (2C). °F RMN (376 MHz, DMSO-d6) d -
56.52 (3F). EMAR m/z para (CssHzaF3N7O3 [M+H]*): Calculado: 694.2753

4-((9-Hexil-6-(-4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)amino)-N-(4-
tiomorfolinofenil)benzamida (149)

Sélido café, rendimiento 38 %, pf 74-76 °C. *H RMN (400 MHz, CDCI3)  8.78
(d,J=8.6 Hz, 2H), 7.86 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 7.76 (dd, J = 8.4, 3.4 Hz, 2H), 7.51
(d, J=7.5Hz, 1H), 7.45 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.36 (t, J = 7.9 Hz, 4H), 7.23 (s,
1H), 7.07 (dd, J = 7.6, 5.2 Hz, 1H), 4.18 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.46 (s, 2H), 3.20
(s, 4H), 3.07 (s, 2H), 1.99 — 1.86 (m, 2H), 1.31 (dd, J = 13.8, 8.5 Hz, 6H), 0.85
(t, J = 6.9 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDCIs) & 171.59, 158.50, 155.72,
153.99-153.96 (d, 2Jcr = 3.4 Hz), 151.07, 142.56, 138.47, 136.28, 134.37,
131.33 (2C), 129.20, 128.56 (2C), 127.61, 126.30, 121.73-119.24 (d, JcF =
251.7 Hz), 122.71 (2C), 121.73, 120.67 (2C), 120.45, 117.78 (2C), 52.60,
43.80, 37.43 (2C), 31.21, 29.69, 26.39 (2C), 22.47, 13.96. *°F RMN (376 MHz,
CDCI3) & -57.57 (3F) EMAR m/z para (CssHssF3sN702S [M+H]): Calculado:
674.2525. Encontrado: 674.2533
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4-((9-pentil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)amino)-N-(4-
tiomorfolinofenil)benzamida (14h)

Sélido amarillo, rendimiento 46 %, pf 132-136 °C.'H RMN (400 MHz, DMSO-
d6) 6 10.02 (s, 1H), 9.89 (s, 1H), 8.95 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 8.43 (s, 1H), 8.05 (d,
J =8.9 Hz, 2H), 7.98 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.63 (dd, J = 8.4, 5.3 Hz, 4H), 6.92
(d, J =9.1 Hz, 2H), 4.24 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.15 — 3.06 (m, 4H), 2.48 — 2.39
(m, 4H), 2.01 — 1.87 (m, 2H), 1.33 (it, J = 7.8, 4.7 Hz, 4H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz,
3H). 13C RMN (101 MHz, DMSO-d6) 5 164.98, 155.85, 154.43, 152.26, 150.54-
150.52 (d, 2Jcr = 1.5 Hz), 147.77, 145.11, 144.44, 135.24, 131.83, 131.77 (2C),
128.84 (2C), 127.37, 126.02, 121.89 (2C), 121.82-119.6 (d, *Jcr = 258.8 Hz),
121.32 (2C), 117.63 (2C), 115.95 (2C), 55.13 (2C), 49.03 (2C), 43.52, 29.13,
28.75, 22.09, 14.28. 19F RMN (376 MHz, DMSO-d6) 5 -56.54 (3F) EMAR m/z
para (CzsH34F3N702S [M+H]): Calculado: 662.7498

4-((9-bencil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)Jamino)-N-(4-
thiomorfolinofenil)benzamida (14i)

Sélido amarillo, rendimiento 36 %, pf 221-223 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz3)
6 8.78 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 8.14 (s, 1H), 7.90 — 7.76 (m, 4H), 7.67 (d, J = 14.9
Hz, 2H), 7.52 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 10.8 Hz, 5H), 7.20 — 7.12 (m,
2H), 6.92 — 6.81 (m, 2H), 5.35 (s, 2H), 3.44 (s, 4H), 2.70 (s, 4H). 13C RMN (101
MHz, CDCl3) & 171.28, 162.04, 158.48, 155.81, 153.99, 151.17, 142.38,
141.38, 140.98, 138.47, 136.27, 135.41, 134.10, 131.39, 130.51, 129.12 (2C),
128.53 (2C), 127.82 (2C), 127.58 (2C), 122.71, 121.17-119.17 (d, *Jcr = 202
Hz), 120.66 (2C), 120.45 (2C), 117.89 (2C), 117.70 (2C), 47.32, 37.42, 29.70.
19F RMN (376 MHz, CDCls) & -57.56 (3F). EMAR m/z para (CssHzoFsN702S
[M+H]+): Calculado: 682.2212
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4-((9-Hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)amino)-N-(4-(4-
metilpierazin-1-il)fenil)benzamida (14))

Sélido amarillo, rendimiento 50%, pf 83-86 °C. *H RMN (400 MHz, CDCls) &
8.79 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.77 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.52 (d, I = 7.6
Hz, 1H), 7.45 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.36 (dt, J = 16.6, 8.2 Hz, 4H), 7.23 (s, 2H),
7.08 (dd, J = 7.4, 5.3 Hz, 1H), 4.19 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.43 (s, 2H), 3.20 (s,
2H), 3.07 (s, 4H), 1.92 (dd, J = 14.0, 6.9 Hz, 2H), 1.57 (s, 3H), 1.44 — 1.24 (m,
6H), 0.86 (t, J = 6.9 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 171.59, 161.20,
155.66, 153.98, 151.08, 142.56, 138.48, 137.64, 134.36, 131.34 (2C), 129.22,
128.57 (2C), 127.62, 126.31, 122.72, 120.66 (2C), 120.45 (2C), 117.78 (2C),
117.58 (2C), 53.14, 43.80 (2C), 37.43, 31.21, 29.69, 26.39, 22.47, 13.97. °F
RMN (376 MHz, CDCls) 5 -57.57 (3F). EMAR m/z para (CasHzsF3NsO2 [M+H]*):
Calculado: 673.3226. Encontrado: 673.3866

4-((9-bencil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)Jamino)-N-(4-(4-
metillpiperazin-1-il)fenil)benzamida (14l)

Sélido amarillo, rendimiento 43%, pf 295-298 °C. 'H RMN (400 MHz, DMSO-
d6) & 10.04 (s, 1H), 9.87 (s, 1H), 8.97 — 8.92 (m, 2H), 8.57 (s, 1H), 7.97 (9, J =
9.1 Hz, 4H), 7.63 (dd, J = 8.7, 3.8 Hz, 4H), 7.46 — 7.37 (m, 4H), 7.36 — 7.32 (m,
1H), 6.93 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 5.50 (s, 2H), 3.13 — 3.07 (m, 4H), 2.49 — 2.43 (m,
4H), 2.23 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, DMSO-d6) & 164.99, 155.99, 154.27,
152.58, 150.60-150.58 (d, 2Jcr = 1.6 Hz), 147.79, 145.04, 144.27, 137.14,
135.13, 131.81 (2C), 129.26 (2C), 128.83, 128.37, 128.07 (2C), 127.45,
125.92,121.91 (2C), 121.61 - 119.26 (d, }JcF =237.6 Hz), 121.38 (2C), 120.79,
117.70, 115.96 (2C), 114.24, 66.82, 55.13 (2C), 49.02 (2C), 46.25. . 19F RMN
(376 MHz, DMSO-d6) & -56.51 (3F). EMAR m/z para (Cs7H33F3NsO2 [M+H]*):
Calculado: 679.2754

168



N-(3-Fluoro-4-morfolinofenil)-4-(9-hexil-6-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-
2-il)Jamino)benzamida (14m)

Sélido amarillo, rendimiento 67 %, pf 103-105 °C. 'H RMN (400 MHz, CDClz)
6 8.79 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.86 (s, 2H), 7.76 (dd, J = 8.3, 3.5 Hz, 2H), 7.45 (d,
J=8.2 Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 19.4, 11.2 Hz, 4H), 7.23 (s, 2H), 4.18 (t, J = 7.1
Hz, 2H), 3.93 — 3.79 (m, 1H), 3.44 (s, 2H), 3.07 (s, 2H), 2.02 — 1.84 (m, 2H),
1.58 (s, 2H), 1.47 — 1.26 (m, 6H), 0.85 (t, J = 6.9 Hz, 3H). 13C RMN (101 MHz,
CDCls) 6 171.31, 166.69, 156.65, 153.97, 151.10, 142.52, 141.16, 138.49,
137.63, 134.37, 131.24 (2C), 130.40, 128.56, 128.24, 127.27 (2C), 126.27
(2C), 120.68 (2C), 117.78 (2C), 117.58 (2C), 51.11 (2C), 43.80 (2C), 31.20,
29.69, 26.40, 22.47, 13.96. 1°F RMN (376 MHz, CDCIl3) & -57.57 (3F), -120.97
(1F). EMAR m/z para (CssHssFaN7Os [M+H]"): Calculado: 678.2816.
Encontrado: 678.2790

N-(3-Fluoro-4-morfolinofenil)-4-((9-pentil)-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-
purin-2-ilJamino)benzamida (14n)

Sélido amarillo, rendimiento 41 %, pf 101-105 °C *H RMN (400 MHz, CDCI3) &
8.52 (d, J =11.6 Hz, 1H), 8.30 (s, 1H), 7.98 (s, 2H), 7.42 (d, J = 13.9 Hz, 1H),
7.25(d, J =14.8 Hz, 3H), 7.11 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.93 — 6.78 (m, 2H), 4.09 (q,
J=7.2 Hz, 2H), 3.83 (s, 4H), 3.02 (s, 4H), 2.01 (s, 2H), 1.60 (s, 4H), 1.22 (t, J
= 7.0 Hz, 3H). 3C RMN (101 MHz, CDCI3) & 206.99, 162.55, 162.42, 162.06-
162.01 (d, Jc-Fr = 4.9 Hz), 158.66, 155.89, 153.45, 151.09, 143.65, 131.27 (2C),
128.16 (2C), 128.07, 120.72 (2C), 119.67 — 119.63 (d, Jcr = 4.1 Hz), 118.85-
118.81 (d, Jcr = 4.0 Hz), 115.7-115.67 (d, Jcr = 3.2 Hz), 117.38 (2C), 109.27,
109.01, 108.85, 108.30, 66.97 (2C), 51.01, 36.48 (2C), 30.92 (2C), 21.05,
14.19. **F RMN (376 MHz, CDClI3) 5 -57.57 (3F), -120.64 (1F). EMAR m/z para
(C34H33F4N703 [M+H]"): Calculado: 664.2659. Encontrado: 648.2787
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4-((9-Bencil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)Jamino)-N-(3-fluoro-
4-morfolinofenil)benzamida (140)

Sélido amarillo opaco, rendimiento 46 %. pf 210-215 °C *H RMN (400 MHz,
CDCls) 5 8.68 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.77 (s, 2H), 7.61 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.42
(d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.25 (dd, J = 15.0, 6.6 Hz, 8H), 6.98 (t, J = 6.2 Hz, 1H),
6.68 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 6.29 (t, J = 11.4 Hz, 2H), 5.25 (s, 2H), 3.72 (s, 4H),
2.84 (s, 4H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 171.30, 158.49, 157.99, 155.86,
1543.96, 151.13, 142.95-142.84 (d, Jcr = 10.4 Hz), 142.33, 138.46, 136.27,
135.44, 134.21, 131.36 (2C), 130.43, 129.11 (2C), 128.52 (2C), 127.81 (2C),
127.57 (2C), 126.09, 122.70 (2C), 120.65, 120.45, 120.33 — 120.28 (d, Jcr=
4.3 Hz), 117.86, 117.64, 110.65 - 110.63 (d, Jcr = 2.9 Hz), 104.02 — 103.79 (d,
Jcr = 2.2 Hz), 67.14, 51.79 =51.76 (d, JcF = 2.2 Hz, 2C), 37.41 (2C). °F RMN
(376 MHz, CDClIs) & -57.55 (3F), -122.85 (1F). EMAR m/z para (CssH29FaN703
[M+H]"): Calculado: 684.2346. Encontrado: 684.4182

8.2.7 Procedimiento general para la sintesis de los compuestos 9a-0

4-(4-nitrofenil)morfolina (9a)

Sélido amarillo, rendimiento 94 %, pf 147.7-149.5 °C. 'H RMN (400 MHz,
CDCI3) 6 8.13 -8.11 (m, 1H), 8.11 — 8.09 (m, 1H), 6.82 — 6.81 (m, 1H), 6.80 —
6.78 (m, 1H), 3.84 — 3.82 (m, 4H), 3.35 — 3.33 (m, 4H). 3C RMN (101 MHz,
CDCls) & 155.01, 139.07, 125.89 (2C), 112.66 (2C), 66.37 (2C), 47.17 (2C).
ESI/MS para (C10H12N203 [M+H]+): Calculado: 209.1. Encontrado: 209.0

(2S,6R)-2,6-dimetil-4-(4-nitrofenil)morpholina (9b)

Sélido amarillo, rendimiento 99 %, pf 133.2-134.5 °C. 'H RMN (400 MHz,
CDCI3) 6 8.13 -8.11 (m, 1H), 8.11 — 8.09 (m, 1H), 6.85 — 6.84 (m, 1H), 6.83 —
6.81 (m, 1H), 3.76 (m, J = 12.5, 6.2, 2.5 Hz, 2H), 3.63 (dd, J = 12.9, 2.1 Hz,
2H), 2.60 (dd, J = 12.5, 10.7 Hz, 2H), 1.26 (d, J = 6.2 Hz, 6H). *3C RMN (101
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MHz, CDCls) & 154.35, 139.03, 125.95 (2C), 112.91 (2C), 71.22 (2C), 52.62
(2C), 18.93(2C). ESI/MS para (Ci2Hi6N203 [M+H]+): Calculado: 237.1.
Encontrado: 236.9

4-(4-nitrofenill)tiomorfolina (9¢)

Sélido amarillo, rendimiento 99 %, pf 115-117 °C. *H RMN (400 MHz, CDClz)
0 8.12-8.07 (m, 2H), 6.77 — 6.72 (m, 2H), 3.86 — 3.78 (m, 4H), 2.69 (dd, J =
5.0, 2.5 Hz, 4H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) 8 126.27 (2C), 112.87 (2C), 50.31
(2C), 25.86 (2C). ESI/MS para (CioH12N202S [M+H]-): Calculado: 223.1.
Encontrado: 223.8

1-metil-4-(4-nitrofenil)piperazina (9d)

Sélido naranjo, rendimiento 98 %, pf 105-107 °C. *H NMR (400 MHz, CDClz)
68.09 (d, J =9.4 Hz, 2H), 6.80 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 3.48 — 3.37 (m, 4H), 2.58 —
2.50 (m, 4H), 2.35 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & 154.91, 138.55,
126.03 (2C), 112.79, 77.16, 54.59, 47.02 (2C), 46.10 (2C). ESI/MS para
(C11H15N302 [M+H]+): Calculado: 222.1. Encontrado: 221.4

8.2.8 Procedimiento general para la sintesis de los compuestos 10a-0

4-morfolinoanilina (10a)

Sélido naranjo, rendimiento 99 %, pf 123.5-125.4 °C. 'H NMR (400 MHz,
CDCI3) 6 6.76 — 6.74 (m, 1H), 6.74 — 6.72 (m, 1H), 6.58 — 6.56 (m, 1H), 6.56 —
6.54 (m, 1H), 4.62 (s, 2H), 3.77 — 3.73 (m, 4H), 2.93 (dd, J = 5.5, 4.0 Hz, 4H).
13C NMR (101 MHz, CDCls) 8 142.84, 142.78, 118.06 (2C), 115.23 (2C), 66.80
(2C), 51.11 (2C). ESI/MS para (CioH14aN20 [M+H]+): Calculado: 179.2.
Encontrado: 179.0
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4-((2S,6R)-2,6-dimetilmorfolino)anilina (10b)

Sélido café, rendimiento 96 %, pf 132-136 °C. 'H NMR (400 MHz, CDCls) &
6.76 (d, J =7.9 Hz, 2H), 6.62 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.78 (dd, J = 8.8, 6.7 Hz, 2H),
3.41 (s, 2H), 3.23 (d, J = 11.5 Hz, 2H), 2.30 (t, J = 10.8 Hz, 2H), 1.20 (d, J =
6.1 Hz, 6H). 13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 144.17, 140.17, 118.32 (2C), 116.27
(2C), 71.79 (2C), 56.79 (2C), 19.09 (2C). ESI/MS para (C12H18N20 [M+H]+):
Calculado: 207.1. Encontrado: 207.1

4-tiomorfolinoanilina (10c)

Sélido café, rendimiento 98 %, pf 103.6-104.8 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) 56.77 — 6.75 (m, 1H), 6.74 — 6.72 (m, 1H), 6.57 — 6.55 (m, 1H), 6.55 — 6.53
(m, 1H), 3.45 (s, 2H), 3.23 — 3.19 (M, 4H), 2.76 — 2.72 (m, 4H). 13C NMR (101
MHz, DMSO-d6) 6 145.32, 140.81, 120.37 (2C), 116.14 (2C), 54.12 (2C), 27.85
(2C). ESI/MS para (CioH14N2S [M+H]+): Calculado: 195.1. Encontrado: 195.2

4-(4-metilpiperazin-1-il)anilina (10d)

Sélido negro, rendimiento 99 %, pf 128-130 °C. 'H NMR (400 MHz, CDCIz) &
6.85 — 6.74 (m, 1H), 6.67 — 6.55 (m, 1H), 3.30 (s, 2H), 3.13 — 2.98 (m, 4H),
2.62—2.43 (m, 4H), 2.31 (s, 3H). 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 144.55, 140.23,
118.67 (2C), 116.29 (2C), 55.39 (2C), 50.89 (2C), 46.17. ESI/MS para
(C11H17N3 [M+H]+): Calculado: 192.2. Encontrado: 191.9
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8.3 Espectros de RMN para las moléculas sintetizadas
8.3.1 Intermediarios de reaccion correspondientes a la serie |
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4a-s

8.3. 2 productos finales serie |
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8.3.3 Intermediarios de reaccion correspondientes a las series Il y 1l
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8.4 Espectros masa de alta resolucion para las moléculas finales

correspondientes a las series I, Il 'y llI

Espectro de masa del compuesto 4a

51#26 RT:0.12 AV:1 NL:4.96E6
T: FTMS + p ESIFull ms [319.00-519.00]

100 420.1996

25 423.2097

1467

5 8 3603229 5743022

o 3341772 |  349.1826 L 4302431 448:2307 4631287 4832078  498.2119
R A . e - . T

T
320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z

512.2369
L
T

394.3672 412.3779
L "
T

Espectro de masa del compuesto 4b

5M#1 RT.0.00 AV:1 NL:2.67E8
T: FTMS + p ESIFull ms [347.00-547.00]

100 434.2154

25 435.2184

360.3230
358.3073 l .
T

374.3023 436.2220 463.1289

|, 392.3126 4132655  430.2609 505.2164  526:2527 5332006
peoeer et et e e bl T e e

T T
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
m/z

479.1030 497.2237
1 L
' T
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Espectro de masa del compuesto 4c

CE_PA62#1 RT:0.00 AV:1 NL: 9.24E7
T: FTMS + p ESIFull ms [347.00-547.00]

100+ 4482313

449.2338
450.2376

10 409.1211 462.2467

53 348.1624 4762626

348.1624 3603232 . : 494.2368 }

€l 3603232 3743025 4000667 | 4101245 0 50, 4472244 || |471.2161“ | 4942368 5102318 5192921 535 5571
I e bt e e e e M e e R e e

360 380 400 420 440 460 480 500 520 540
m/z

Espectro de masa del compuesto 4d

5J#1 RT:0.00 AV:1 NL:5.80E7
T: FTMS + p ESIFull ms [333.00-533.00]

1004 4482313

3521375 409.1840
o1ee| | sseis: asogaae 4225 42157 B Y P
Il Il L 4 1 L M : L Il 1) L I PR 1]
bbb et eerh b e e e e e e
340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

m/z

4451200 || 4522260 4802211 498.2316 5155491 5282424
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Espectro de masa del compuesto 4e

CE_PA29#1 RT:0.00 AV:1 NL: 1.24E8
T: FTMS + p ESIFull ms [347.00-547.00]

1005

409.1207

434.2153

448.2308

449.2342

480.2208

447.2234
\ 4502376 464 7258 487.2418

498.2313

514.2261 528.2416

537.2424

Lot

5
348.1621
L
Herry

360 380

3661529 3301691 4000663
‘
T T T T T T T T T

400

L T
LAMAM MRS Raaad RaRadRaMMY:

480

440 460
m/z

Espectro de masa del compuesto 4f

CE_PA64#1 RT:0.00 AV:1 NL: 1.31E8
T: FTMS + p ESIFull ms [375.00-575.00]

1005

394.3210
376.3178
]

462.2467

458.1004

463.2493

464.2534
[ 4842282 500.2024
I n L Il .

A”\ |
T
500

526.2529

527.2565
;

520

-
540

Okt

T
380 400

T
420

‘ ‘ ‘7395-,3245 408.3094 428.‘2818
T T Tt

T
440

441.296
T

L \ i
L
460

T Lhaans nasasnasesaass T
480
m/z

1
500 521

522.2339
:

L
e

0

T
540

558.2106
T
560

565.1940
T
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Espectro de masa del compuesto 4g

5K#1 RT:0.00 AV:1 NL:4.25E8
T: FTMS + p ESIFull ms [347.00-547.00]

1005

448.2303

20 447.2235

5438511292 364.1368

[ ¥ 3821475 3961631 4141793 4312044 4462155
T Ay L e

0y b
360 380 400 420 440

Espectro de masa del compuesto 4h

CE_PA48#1 RT:0.00 AV:1 NL: 1.64E9
T: FTMS + p ESIFull ms [361.00-561.00]

1005

462.2465

448.2312

0 366.1542 392.1669 412.3769 447.2227 ‘ ‘74
AAA M MM T T T

49.2350
L
.

479.2119  493.7324
IARAAD AAOAL MAMM MASAS MARMY

480 500

5192314 040.2441
219.. )
DA AR SaaR2 T

1
520 540

540.2628 558.2084
T T

T T T Asasaases
380 400

7 478.2420 494.2359
T T Bataaataaas
420 440 460

T
500

T T T
540 560
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Espectro de masa del compuesto 4i

CE_PA65#1 RT:0.00 AV:1 NL:243E5
T: FTMS + p ESI Full ms [375.00-575.00]

1005
95
90
85
80
75
70
65
60:
55
50
45
40
35

476.2622

30 477.2656
25 526.2527

20
15

" 376.3177 5272559
53270011 3923129 415 3780 463.1202 478.2686
' 4371029 4554560 | | 491.7668 498.2446 5242499 || 528.2589 554.2935 568 3821
e A e e
380 400 420 440 460 480 500 520 540 560

m/z

ol il N

Espectro de masa del compuesto 4j

035#8 RT:0.12 AV:1 NL: 2.20E9
T: FTMS + p ESIFull ms [410.00-610.00]

1005

511.2415

95
90
85
80
75
70
65
60:
55
50
45
40
35
30
25 |

513.2453

20 |
508.2199

15 4952115 |
10
5 4972255 |
435.2100 445.2382 455.2432 464.3723 4722551 478.2212 485.2262 493.1954 ‘ / 501.2717 )

|ABAS RanS Rass Aans Rans RaRS Rane Rase T | ABAS RARS RanS RAS RESS RARS RARS RASS RASS REAS REAS RESS RASS RAGS RASS RARS RARS RARS RARS RRSS RSS!

i 525.2201
| 515.2356 N
-

0 T T T LASSS RASE Rans Rane Rans nans |
430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
m/z
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Espectro de masa del compuesto 4k

CE_FP5#1 RT:0.00 AV:1 NL:9.21E6
T: FTMS + p ESI Full ms [425.00-625.00]

525.2581

1005

436.1186

449.2268

4472110 509.2270

452.1718 4851294 496.1898

522.2349

526.2613

541.2531

566.2847
542.2563

539.2375 ‘ 555.2684
; .

567.2881 587 2584

593.1573

594.1580
595.1552

596.1552
612.2538

“‘“I‘\\‘ I [P ‘l\‘ I ]

IARAAR ASAAL MAMM AAAAE AARM ABMM MAR MaS)
460 480 500

Espectro de masa del compuesto 4l

025#8 RT:0.13 AV:1 NL: 4.96E8
T: FTMS + p ESIFull ms [445.00-645.00]

520

M\‘ |‘|l Ll

T
560

-

— 1 |
540

580

m/z

545.2031

1005

493.3470 5.
529.0194

42.1811

548.1998

IH . Lt
600

]
T

620

5
4643721 4813086 500.4644 513.0451

500

460 480 520

540

560 580 600

m/z

559.'1807 577.1918 591.2083 607.2021
L | - =
T f T T T T v T T

616.4474  632.1979
ASSASSaes Ranas Ranas anas

620

T
640
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Espectro de masa del compuesto 4m

CE_FP3#1 RT:0.00 AV:1 NL:1.74E7
T: FTMS + p ESI Full ms [458.00-658.00]

100+ 559.2171

558.2114

55 560.2141

35 561.2153

30 554.2617

10 562.2180

5 463.1295 582.4116 598.0939  615.1419 647.4745
4694442 5051765 5123951 526.4080 543'|1891| UIII] 5832218 | L 6384792 | 6494812
0 hpr ki ety R L Imuats W RS M ekt H et e ey

460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
m/z

Espectro de masa del compuesto 4n

044 #10 RT:0.16 AV:1 NL:3.00E7
T: FTMS + p ESIFull ms [456.00-656.00]

100 556.2280
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35 557.2294
30
25
20
15

103 510.1392
5 5201398 5252225 ssoaser SO o 5552186 | |558.2071
|y, | , 5282331 5332114 | | 3432340 5460155 5512634 | | A
T T T T T T LAAAE RASSE Anaas Rass Aanat Raaet | T T T T T T T T T T T T T T T T T T T =T
520 525 530 535 540 545 550 555
m/z

562.2383 566.2495
T T T T
565
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Espectro de masa del compuesto 40

CE_FP1#1 RT.0.00 AV:1 NL:1.27E7
T: FTMS + p ESI Full ms [469.00-669.00]

1005

570.2424

2496 557.2,1,9]7
I I}

571.2449

572.2477 592.2242

5
014784216 488.2996  503.3619 5123957
e e Bt P

T
480

500 520

537.8788 554
e

540

LA Aanad naas)
560
m/z

Espectro de masa del compuesto 4p

037#9 RT:0.13 AV:1 NL: 4.09E9
T: FTMS + p ESIFull ms [440.00-640.00]

1005

511.2415
514.23!

573.2490 608..;[981
"
ARAAS RaSAR: T

615.1405 6311060 6474726 6614530
bl e oty b :

T T
580 600 620 640 660

541.2514

538.2296

55

557.2455

545.2009 582.2775
il

573.2411

5
445.3546
Ot

440 460 480

500

4632060 4813994 4952101 5082181 | ~ 5272368
T T T T T T T T T T T T T T T

52

I
T T
540
m/z

0

‘ 598.2725
il LU L
aaas aancs sonas T
580

617.2787 630.2621
!
1aanes hanas naans sases nanes]

640

560

600 620
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Espectro de masa del compuesto 4q

CE_FP4#1 RT:0.00 AV:1 NL: 1.07E7
T: FTMS + p ESI Full ms [454.00-654.00]

1004 555.2668

©
=]

~N o~
o a

554.2609

o o
o a

a o
o a
I

IS
a

S
e

W
a1
11l

556.2698

BN W
g o a o
vl e bl

-
o

552.2446 ((| 557.2727

o

463.1295

o

571.261

585.2778

647.4741
L,
T

479.1047 505.1743 512.3929 530.4663 539.2366 AN
T S BAiaaaea et

500

T T
560
m/z

T T
460 480 520 540

Espectro de masa del compuesto 4r

051#12 RT: 018 AV:1 NL:5.20E9
T: FTMS + p ESI Full ms [410.00-610.00]

| 593.2233 601.2759 614.0687 6384888
R I

T
580 600 620

512.2369

100

NN W W R DN OO DD N N ®©® O © ©
o B O 1 O o0 O 00 O 0 o g O O o a
Lo b b bbb b b e b b e e e b i |

2R
Tl
I

511.2426
509.2126 |

o 498.2247 501.2234 504.4296 506.4251
T T T T

513.2382

514.2417
515.2447

640

500

508 510 512
m/z

T
498 502 504 506

516

T T
518 520
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T
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Espectro de masa del compuesto 4s
CE_FP2#1 RT:0.00 AV:1 NL:3.81E9
T: FTMS + p ESI Full ms [425.00-625.00]

100;
953

526.2529

903

855

803
753
703
657
607
55

50
453
403

355

303 S

N
N

.2550

253

53 524.2375 ||,528:2585
34321910 4492262 4982227 5122377 . ||| 529.2621 5422479 5562637 5823157  598.3090 612.2888
=ikt et e Rt AL ECLANI S S S ML
480 500 520 540 560 580 600 620
m/z

T
440 460

Espectro de masa del compuesto 1la

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11a 06/07/19 09:35:20

1lla#2 RT:0.02 AV:1 NL:3.48E8
T: FTMS + p ESI Full ms [440.0000-640.0000]

541.2513

)
<]
540.2454

542.2542

539.2380
543.2585

LI e e e et e B B
531 532 533 534 535 536 537 538 539 540 541 542 543 544 545 546 547 548 549 550 551
miz
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Espectro de masa del compuesto 11b

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11b 06/07/19 10:19-19

11b#2 RT: 002 AV:1 NL:557E7
T: FTMS + p ESI Full ms [426.0000-626.0000]

5262285

521.2327

2
&
]
o
g
&
=
&
g
P
g
&
O LA A s s e s s s s e B LA e s e T T LI e e o T T T LI s B ™
517 518 519 520 521 522 523 524 525 526 527 528 529 530 531 532 533 534 535 536 537
miz
DATunes\2019\Junio\07.06.19\11c 06/07/19 10:47°10
1lc#2 RT:0.02 AV:1 NL: 5.26E5
T: FTMS + p ESI Full ms [445.0000-645.0000]
o
g
g
8
=
5
3
2
8
3
€
3
S
S
2
<
8
S
=]
5
g
b3
2
g g
S 2
g 3
3
O e e L s s o s s s e e e e B L e o e s b s Tt T T T LA LA e e e T
537 538 539 540 541 542 543 544 545 546 547 548 549 550 551 552 553 554 555 556 557
miz
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Espectro de masa del compuesto 11d

06/07/19 09:57-25

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11d

11d#4 RT: 0.03 AV:1 NL: 3.25E7
T: FTMS + p ESI Full ms [469.0000-669.0000]

T 567.2685

568.2762

569.2831

570.2852

571.2889

T
562

T
563

T
566

T
567

T
568

Espectro de masa del compuesto 1le

06/07/19 10:25°06

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11e

1le#15 RT: 0.13 AV: 1 NL: 3.76E5
T: FTMS + p ESI Full ms [454.0000-654.0000]

5454012

T
570

T
571

T
574

T
575

T
576

T
577

T
578

T
579

5522446

553.2526

554.2602

555.2670

556.2721

— 561.3963

562.3996

552

562

255

T
564



Espectro de masa del compuesto 11f

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11f 06/07/19 11:15°42

11f#2 RT: 002 AV:1 NL: 6.98E5
T: FTMS + p ESI Full ms [474.0000-674.0000]

"
© 9
o o
sl
574.2280

©
<]

575.2338

-3
a
T

NN W ow A A @
©o o o o o o o
[T TR ETETN FR AN ART NN PR U R NRTE ARRRU ST
5732206
576.2388

N
@

N
o

— 577.2430

Espectro de masa del compuesto 11g

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11g 06/07/19 10:04:20

11g#2 RT: 002 AV:1 NL: 4.80E5
T: FTMS + p ESI Full ms [466.0000-666.0000]

556.2211

95

90

85

80

75

70

557.2268

2 o
o o

@
a

a
o

555.2137

558.2314

| 1 i
L e e e e e e L0 e

T T T T T
546 547 548 549 550 551 552 553 554 555 556 557 558 559 560 561 562 563 564 565 566
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Espectro de masa del compuesto 11h

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11h 06/07/19 10:30-21

11h#2 RT:0.02 AV:1 NL: 6.37E5
T: FTMS + p ESI Full ms [442.0000-642.0000]

542.2051

541.1978

5432107

Espectro de masa del compuesto 11i

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11i 06/07/19 09:42:26

549

550

11i#2 RT:0.02 AV:1 NL: 3.56E7
T: FTMS + p ESI Full ms [462.0000-662.0000]

563.1818

5621754

564.1838
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Espectro de masa del compuesto 11j

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11j 06/07/19 10:09-0Q

11j#2 RT:0.02 AV:1 NL: 6.50E7
T: FTMS + p ESI Full ms [454.0000-654.0000]

N
@
552.2687

5532750

554.2830

555.2855

556.2896

Espectro de masa del compuesto 11k

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11k 06/07/19 10:35°53

11k#2 RT:0.02 AV:1 NL: 3.46E7
T: FTMS + p ESI Full ms [439.0000-639.0000]

538.2524

539.2556

5402677

5412712

542.2747
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Espectro de masa del compuesto 11l

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\111 06/07/19 11:23°50

111#2 RT: 0.02 AV:1 NL: 4.50E6
T: FTMS + p ESI Full ms [459.0000-659.0000]

"
@
558.2216

560.2369

561.2403

562.2440

Espectro de masa del compuesto 11m

D:ATunes\2019\Junio\07.06.19\11m 06/07/19 10:14:02

11m#11 RT: 010 AV:1 NL: 6.27E7
T: FTMS + p ESI Full ms [454.0000-654.0000]

a
a
558.2355

559.2420

560.2451
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Espectro de masa del compuesto 11n

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\11n 06/07/19 10:42°06

11n#18 RT: 0.16 AV: 1 NL: 9.33E5
T: FTMS + p ESI Full ms [445.0000-645.0000]

p
5
i

95

90

5442181

-
g0

)
a

5432114

@ W A
S o ©°

N
a

540.2682

5412720
542.2048

545.2250

546.2288

Espectro de masa del compuesto 110

D:ATunes\2019\Junio\07.06.19\110_2 06/07/19 11:35°04

1lo_2#2 RT:0.02 AV:1 NL: 3.47E6
T: FTMS - p ESI Full ms [465.0000-665.0000]

o N N
o g.a

)
<]

W A A a @«
a °o 0 o @
ol T

@
<]

%y
2.8

"
@

563.1827

563.1471

564.1860
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Espectro de masa del compuesto 14a

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\14a 06/07/19 11:42-30

14a#18 RT:0.16 AV:1 NL: 2.94E5
T: FTMS + p ESI Full ms [559.0000-759.0000]

o
a
628.3569

629.3605

577.2498

6003259

6303639
— 637.3210

6553679

656.3881

657.3915

658.3951

684.4194

6933834

P
5

— 578.2534

+—598.3101

—o6111888

T 6143413

-3
<]
<]

610 620 630 640 650

Espectro de masa del compuesto 14b

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\14b 06/07/19 12:22:19

14b#5 RT:0.04 AV:1 NL: 2.73E5
T: FTMS + p ESI Full ms [545.0000-745.0000]

1005

95

90

NN @ o
S a o a

)
a

o
o

a
a

N
a
AT ERA AT

6423718

T 644.1992

6854230

646.2732

647.2767

648.2787
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Espectro de masa del compuesto 14d

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\14d 06/07/19 11:48°49

14d#8 RT:0.07 AV:1 NL: 1.22E7
T: FTMS + p ESI Full ms [587.0000-787.0000]

686.3049

685.2074

687.3121

688.3171

689.3213

690.2998

691.3033

Espectro de masa del compuesto 14e

D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\14e 06/07/19 12:5217

14e#2 RT:0.02 AV:1 NL:7.53E7
T: FTMS + p ESI Full ms [573.0000-773.0000]

I— 673.2982

674.3047

6753062

676.3091
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Espectro de masa del compuesto 14g

Di\Tunes\2019\Junio\07.06.19\14g 06/07/19 11:54°38

14g#7 RT:0.06 AV:1 NL:3.84E4
: FTMS - p ESI Full ms [575.0000-775.0000]

671.2690
6734208

674.2533

675.2559

676.2610

Espectro de masa del compuesto 14

Di\Tunes\2019\Junio\07.06.19\14j 06/07/19 12:0235

14j#16 RT: 0.14 AV: 1 NL: 5.66E2
T: FTMS + p ESI Full ms [572.0000-772.0000]

N
o
665.3522

672.3824

673.3866

678.5056
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Espectro de masa del compuesto

D:\Tunes\..\07.06.19\14m_190607121421 06/07/19 12:14°21

14m_190607121421 #5 RT: 0.04 AV: 1 NL: 5.13E5
T: FTMS + p ESI Full ms [577.0000-777.0000]

14m

678.2790

679.2830

=
&
ey =
B o v 2 <
o5 Q2 2 I S
g8 R& w @ & 5 E
2 Sg 2 S ] o <
g g8 > & s 8 3
{ 8 = < 8
Ll i i -
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\h\\\\\\\\\ T T T T T T T ™ LI B e e e e e T ™
668 669 670 671 672 673 674 675 676 677 678 679 680 681 682 683 684 685 686 687 688
miz
D:\Tunes\2019\Junio\07.06.19\14b 06/07/19 12:7219
14b#5 RT:0.04 AV:1 NL: 2.73E5
T: FTMS + p ESI Full ms [545.0000-745.0000]
o
2
P
3
1007
655
S
5
k=3
&
g
3
~
] ] g
2 kS S
5 a 3
g 3 3
3 3
G’\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\I\ ‘I\\ T T T T LI e LI s e e e T T
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miz
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Espectro de masa del compuesto 140

D:\Tunes\..\07.06.19\14m_190607121421 06/07/19 12:14:21

14m_190607121421 #5 RT: 0.04 AV: 1 NL: 5.13E5
T: FTMS + p ESI Full ms [577.0000-777.0000]

6782790

679.2830

677.2714

668.1735

T 668.3873

680.2858
682.2726
684.4182

669.1729
J=——1669.2731

J— 6733415
— 676.2629

o
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8.5 Ensayos bioldgicos suplementarios

Reactivos generales: lista de proveedores y numero de catalogo

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Aldrich: Bicarbonato de Sodio
(NaHCOs3), Cloruro de Sodio (NaCl), Dimetilsulfoxido (DMSO) grado cultivo
celular.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de AK Scientific Inc: Vismodegib
(Cat.N0.879085-55-9), Purmorfamina (Cat.N0.483367-10-8).

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Santa Cruz Biotecthnology:
Estaurosporina (Cat.N0.62996-74-1).

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Merk: Solventes de grado analitico
(etanol, metanol, cloroformo, isopropanol), acido clorhidrico (HCI), 1-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan (MTT, Cat.No.MFCDO0080731).
Los siguientes reactivos se obtuvieron de ThermoFisher Scientific, CA.:
Albumina de Suero Bobino (BSA), acrilamida/Bis-Acrilamida 40 %, Cell Trace
CFSE Proliferation Kit (Cat.N0.C34570), Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin
V Alexa Fluor 488 & amp; Propidium lodide (PI) (Cat.No.V13245), SuperScript
Il (Cat.N018064014).

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Invitrogen.: Lipofectamine 2000
transfection Reagent (Cat.N0.11668027), Trizol.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Fermelo S.A: Dual-Glo Luciferase
Assay System (Cat.No.E2920).
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HT29  (adenocarcinoma HCT116 (adenocarcinoma

colorrectal) colorrectal)

H1975 (Céncer de pulmon) HEK293 (células no
cancerigenas de riibn humano)

Figura Anexo 1. Microfotografias de contraste de fases a campo claro con un aumento de
4X para lineas celulares neoplasicas HCT116, HT29 y H1975 y no neoplasicas HEK293. Las
células control (< 1 % DMSO) fueron fotografiadas luego de 48 h y mantenidas en una

atmoésfera humidificada de CO2 a 37 °C.
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Tabla Anexo 1. Screening completo del porcetaje de citotoxicidad para los compuestos

finales correspondientes a la serie | (4a-s)

Compuestos % Citotoxicidad (50 uM)

HCT116 HT29 H1975 DAOY HEK?293
4a 68+0.3 <50 66+0.9 82+6.2 <50
4b 53+0.9 <50 <50 94+0.4 <50
4c <50 <50 <50 69+0.9 <50
4d <50 <50 <50 <50 <50
4e <50 <50 <50 <50 <50
4f <50 <50 <50 <50 <50
4q <50 <50 <50 <50 <50
4h <50 <50 61+1.2 81+1.1 <50
4i <50 <50 <50 <50 <50
4 <50 <50 <50 <50 <50
4k <50 <50 <50 <50 <50
41 <50 <50 <50 <50 <50
4m <50 <50 <50 <50 <50
4n <50 <50 <50 <50 <50
40 <50 <50 <50 <50 <50
4p <50 <50 <50 <50 <50
4q <50 <50 <50 <50 <50
4r 81+0.8 <50 <50 92+0.4 <50
4s 99+0.4 <50 99+0.2 98+0.3 <50
Vismodegib <50 <50 53+1.2 <50 <50
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Etopdsido 90+0.5 - 60+1.1 - 65+0.7
Cisplatino - - - 88+0.7 88+0.7
5-FU 62+1.3 66+4.9 - - <50

Tabla Anexo

correspondientes a serie Il (11a-0) y serie Ill (14a-0)

2. Screening completo del porcentaje de para los compuestos finales

% Citotoxicidad (50 uM)

Compuestos HCT116 H1975 DAQOY HT29 HEK?293
1l1la 69+3.2 64+2.5 73+4.9 6516.2 51+4.4
11b <50 <50 <50 <50 40+3.6
1lc <50 <50 <50 <50 55+1,7
11d 55+5.2 78+6.2 39+1.2 67+4.6 49+5.9
lle <50 <50 <50 <50 39+3.1
11f <50 <50 <50 <50 48+2.2
119 57+2.4 7514.2 26+1.1 69+2.8 20£2.4
11h <50 <50 <50 <50 29+5.7
11i <50 <50 <50 <50 33+3.4
11j 61+1.8 69+3.2 65+4.7 59+2.8 | 45+5.9
11k <50 <50 <50 <50 3615.4
111 <50 <50 <50 <50 21+1.4
11m 65+4.7 7515.2 28+1.2 61+5.8 | 34+5.9
11n 44+2.8 35+1.9 65+0.7 | 47+3.2 33+5.8
1lo <50 <50 <50 <50 33+6.3




1l4a <50 <50 <50 <50 40+1.1
14b 34+1.4 21+3.7 68+5.3 5546.8 46x6.7
1l4c <50 <50 <50 <50 48+2.3
14d <50 <50 <50 <50 28+5.2
l4e <50 <50 <50 <50 45+4.4
14f 62+5.7 46x2.9 22+1.1 | 49+4.8 53+0.3
149 63+5.1 29+1.2 36+5.2 | 49+1.6 | 55%+6.3
14h <50 <50 <50 <50 24+1.3
14i <50 <50 <50 <50 25+1.7
14 61+1.8 69+3.2 65+4.7 59+2.8 | 45+5.9
14k 62+1.3 25+£2.7 16+0.7 39+0.8 23+4.4
14| <50 <50 <50 <50 26+4.3
14m 65+4.7 7515.2 28+1.2 61+5.8 | 34+5.9
14n <50 <50 <50 <50 45+4.3
140 <50 <50 <50 <50 37+4.2
Vismodegib <50 <50 53+1.2 <50 <50
Etoposido 90+0.5 - 60+1.1 - 65+0.7
Cisplatino - - - 88+0.7 88+0.7
5-FU 62+1.3 66+4.9 - - <50
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Control DMSO 20X 4s 19 pM 20 X

g
N

\
\

\

4s 19 uM 60 X

Figura Anexo 2. Morfologia celular y evaluacion del dafio al ADN por tincién con DAPI en
células HT29 tratadas con control (< 1% DMSO) y 19 uM de 4s a 1 horas de tratamiento.
Células son mostradas con un aumento de 20 x y 60 x. Flechas blancas indican pérdida de

morfologia celular y condensacion de la cromatina.
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Control interno del experimento

8000 *3500 fold

Figura Anexo 3. Control interno del experimento de gen reportero Gli-lucifersa. EIl valor de
3500 6rdenes de magnitud de diferencia entre el reportero positivo sin tratamiento y el
reportero negativo sin tratamiento, indica que no habria la participaciéon de otras vias de

sefializacion cruzadas las cuales pudieran interferir con los resultados.
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Figura Anexo 4. Superposicion de estructuras de SAG 1.5-hSmo y principales interacciones. a) Color amarillo: Cristal, Color verde: estructura

optimizada. b) Principales interacciones entre Sag 1.5 cristal, entre ellas, destacan interacciones de puente de hidrégeno entre el carbonilo y
asn 219 y una interaccién ion-ion entre el nitrégeno protonado de SAG 1.5 y un residuo de asp 473. ¢) Principales interacciones entre SAG

1.5 optimizado se correlacionan con las descritas en el cristal (b).
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Z-pot [mV]
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Figura Anexo 5. Variacion del potencial Z en el tiempo. Se evaluo por 21 dias la estabilidad

de dos sistemas con diferente carga de compuesto 4s (1.5 y 2 mg). Estudios realizados por

triplicado
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