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RESUMEN

Diferentes estudios han demostrado que la activacién aberrante de la via de
sefalizacion Hedgehog (Hh), estaria involucrada en el origen de diversos tipos
de cancer humanos, entre ellos, el de pulmén, colon y pancreas. Hay
numerosos estudios que demuestran que diferentes moléculas pequefas
presentan un efecto inhibitorio en la via de sefalizacion Hedgehog (Hh).
Especificamente, estos moduladores de Hh tienen como blanco farmacoldgico
al receptor Smoothened (Smo). Ejemplo de ello, es el farmaco vismodegib, un
antagonista de Smo, utilizado en el tratamiento del carcinoma de células
basales y meduloblastoma. Sin embargo, en reportes recientes, se ha
detectado resistencia a este farmaco debido a nuevas mutaciones en Smo, lo

gue obliga a desarrollar nuevos ligandos mas eficaces.

En funcién de lo anterior, en esta tesis se disefiaron y sintetizaron 50 nuevos
derivados de purina 2,6,9-trisustituida (Series | y Il), basados en fragmentos
de moléculas bioactivas y con actividad sobre Smo. Las metodologias de
sintesis para acceder a estos nuevos compuestos involucraron reacciones de
guimica orgénica clasica. Los compuestos obtenidos fueron caracterizados a
través de diferentes técnicas. Por un lado, se evalud la viabilidad celular en
lineas cancerigenas de pancreas, meduloblastoma y células no neoplasicas.
Estos fueron comparados con los controles vismodegib y gemcitabina
(farmaco utilizado para el tratamiento de adenocarcinoma pancreatico), dando
cuenta que 10 ligandos de la Serie Il presentaron un ICso menor a 10 uM en
diferentes lineas celulares cancerigenas de pancreas, pero solo 4 de éstos
(11c, 16c, 169 y 16f) presentaron un indice de selectividad razonable para
futuros estudios bioldgicos. Para el caso de la Serie |, no se pudo evaluar su
citotoxicidad debido a la baja solubilidad. Luego se realizé un estudio
bioinformatico para determinar los diferentes modos de unién de los ligandos

de la Serie Il con el receptor Smo, dando cuenta que varios de estos ligandos
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presentan interacciones del tipo puente de hidrégeno con aminoacidos del sitio
de unidén esperado en este estudio. Para ligandos de la Serie I, se realizé un
estudio de anclaje reverso para encontrar un modelo farmacol6gico adecuado

para este tipo de ligandos, siendo el receptor de adenosina A1 uno de ellos.

XVI



ABSTRACT

Different studies have shown that aberrant activation of the Hedgehog (Hh)
signaling pathway could be involved in the origin of several types of human
cancer, including lung, colon, and pancreas. In addition, numerous studies
showed that different small molecules have an inhibitory effect on the Hh
signaling pathway. Specifically, these Hh modulators target the Smoothened
(Smo) receptor. An example of this is the drug vismodegib, a Smo antagonist,
used to treat basal cell carcinoma and medulloblastoma. However, in recent
reports, resistance to this drug has been detected due to new mutations in

Smo, which requires the development of new, more efficient ligands.

Based on the above, in this thesis, new fifty 2,6,9-trisubstituted purine
derivatives (Series | and II) were designed and synthesized based on
fragments of Smo bioactive molecules. Synthetic methodologies to obtain
these new compounds involved classical organic chemistry reactions. The
compounds obtained were structurally characterized through different
techniques. Also, cell viability was evaluated in pancreatic cancer lines,
medulloblastoma, and no-neoplastic cells. These were compared with the
controls vismodegib and gemcitabine, the latter used to treat pancreatic
adenocarcinoma, showing that ten ligands of Series Il presented an ICso value
of less than 10 uM in different pancreatic cancer cell lines. However, only four
of these (11c, 16c, 16g, and 16f) presented a good selectivity index for this
cancer. On the other hand, the ligands of Series | did not was determined their
cytotoxicity, due to their low solubilities. A bioinformatic study to determine the
different binding modes of the Series Il ligands with the receptor was carried
out, realizing that several of these ligands have hydrogen-bridge-type
interactions with amino acids of the binding site expected in this study. For

Series | ligands, a reverse docking study was carried out to find a suitable
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pharmacological model for this type of ligands, where adenosine A1 receptor

was one of them.
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CAPITULO I INTRODUCCION



1.1.EL CANCER, UN PROBLEMA DE SALUD MUNDIAL

El cancer es una de las principales patologias que afectan a la poblacién a nivel
mundial, lo que la convierte en la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares.[1] La Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Economicos (OCDE) y el Ministerio de Salud de Chile (MINSAL),
indicaron que, en el afio 2013, Chile tuvo una tasa de incidencia de 175,5 nuevos
casos por cada 100.000 habitantes y una tasa de mortalidad de 139 por cada
100.000 habitantes. Ademas, todo indica que estas cifras aumentaran en los
proximos afios. Por definicion, el cancer es el proceso de proliferacion
descontrolado de células anormales con capacidad de invasion a otras regiones del
cuerpo, a través del proceso conocido como metastasis, siendo este proceso la
causa del 90 % de las muertes por esta enfermedad.[2] Uno de los grandes
problemas en relacion al tratamiento del cdncer es que esta patologia no presenta
un solo tipo, sino que existen mas de 200 clases diferentes de cancer, por lo que un
tratamiento que es eficaz en el control de uno puede ser ineficaz en otro. Los cancer
de mayor incidencia son: de estdmago, pulmén, mama, colon, cervicouterino,
prostata y pancreas.[3,4] A raiz de lo cual, se hace necesario contar con nuevas
terapias mas eficientes, que ayuden a aumentar la esperanza y calidad de vida de

los pacientes que padecen esta enfermedad.

Esta enfermedad puede ser iniciada por un carcindgeno, del tipo quimico, fisico o
biolégico. Ejemplo de ellos son la radiacidon ionizante, ultravioleta, productos
guimicos procedentes de la industria, humo del tabaco y de la contaminacién en
general, estilos de vida no saludables, agentes infecciosos como el virus del
papiloma humano y Helicobacter pylory, las alteraciones genéticas, entre otras. Los
defectos genéticos pueden dar lugar a diversas anomalias celulares que estan
asociadas al cancer, dentro de las cuales se encuentra la insensibilidad a las

sefiales de inhibicién de crecimiento, anomalias en la regulacién del ciclo celular,



evasion de la muerte celular programada (apoptosis), divisién celular ilimitada,

reprogramacion del metabolismo y vias de sefializacién anormales, entre otros.[2,5]

1.2 CANCER DE PANCREAS Y SU INCIDENCIA EN CHILE

El cancer de pancreas es una de las enfermedades mas letales dentro de los
distintos tipos de carcinomas. En paises desarrollados la sobrevida estimada para
esta enfermedad no supera el 5 % luego de 5 afios de seguimiento.[6] En Chile, la
incidencia de cancer de pancreas estimada es de 5,5 casos por 100.000 habitantes
hombres y 4,9 casos por 100.000 habitantes mujeres.[7] Ademas, en 2015, el
carcinoma pancreatico se situé como la quinta causa de muerte por cancer a nivel
nacional, con una tasa de 7,5 muertes por cada 100.000 habitantes para ambos
sexos, observandose un aumento sostenido en la mortalidad por esta causa en el
periodo 1997 — 2015 (MINSAL, 2015). Pese a los intentos de mejorar las
expectativas de vida de los pacientes con cancer de pancreas, los logros y el
impacto real han sido minimos comparado con los éxitos en el manejo de otros tipos
de cancer. El tratamiento para escoger va a depender del avance del carcinoma, ya
sea la quimioterapia y/o la extraccion quirtrgica del tumor, donde ésta Ultima es la
Gnica opcion terapéutica potencialmente curativa. Sin embargo, debido a la falta de
sintomas tempranos, a la gran mayoria de los pacientes se les detecta en su etapa

metastasica, o que en muchos casos es inoperable.

1.3 VIiA DE SENALIZACION HEDGEHOG Y SU RELACION CON EL CANCER

Diversos estudios han demostrado que la activacion aberrante de la via de
sefalizacion Hedgehog (Hh) estaria involucrada en el origen de diversos tipos de
cancer.[8-10] Por lo tanto, esta via de sefializacion representa un atractivo blanco
terapéutico para el desarrollo de nuevos farmacos que puedan contribuir en el

tratamiento de esta enfermedad.



La via de sefalizacion Hedgehog en su estado normal, esta altamente conservada
en los seres humanos y es esencial para el desarrollo normal del embrién. En los
mamiferos, la via Hh regula la embriogénesis temprana y la morfogénesis de
organos, tejidos especificos y mantenimiento de células madre. La via Hh esta
silenciada en la mayoria de los tejidos adultos, pero puede reactivarse después de
una lesién, para promover la reparacion y regeneracion,[11] como en los tejidos que
se renuevan continuamente, por ejemplo el epitelio que recubre el intestino.[8] La
sefalizacion aberrante puede ser consecuencia de mutaciones en genes de la ruta
o la sobreexpresién de la sefalizacion, por lo cual estd implicado en el desarrollo de
varios tipos de cancer humanos, como el carcinoma de células basales
(CCB),[12,13] meduloblastomas,[14] adenocarcinoma pancreatico,[1,15,16]
mamas, coldén, ovario y préstata.[17]

Los componentes centrales de la via Hh en mamiferos se muestran en la Figura 1,
y estos consisten en: un regulador negativo llamado Patched (Ptch), el cual es un
receptor de 12 dominios de transmembrana al cual se une un ligando Hh
(polipéptido secretado por células del entorno que actia como molécula
sefalizadora), iniciando la transduccion de la sefal. En segundo lugar, encontramos
un regulador positivo, el receptor Smoothened (Smo), de 7 dominios
transmembrana, clasificable como tipo receptor acoplado a proteina G (GPCR) de
clase Freezle.[18] Ademéas, esta via Hh estd compuesta por factores
transcripcionales llamados Gli (Glil, Gli2 y Gli3), que presentan funciones
reguladoras y represoras dentro de ésta;[19] un gen supresor tumoral (SuFu) y

diversas proteinas quinasas, entre otros componentes.[14]

Esta via se puede localizar en el cilio primario, que es una proyeccion celular o
antena, que incluye la mayor parte de la maquinaria de sefializacién en células y
contiene una familia de proteinas quinasas que regulan el transporte intraflagelar.
Estudios recientes han demostrado que este tipo de transporte es esencial para el
ensamblaje y funcion de los cilios primarios, por lo cual se hacen necesarios para la

sefializacion Hh.[20]



La Figura 1 presenta un esquema donde se representan los dos estados dinamicos
gue involucran la via canonica de sefalizacion Hh, la forma activa e inactiva. La via
Hh activa, en la cual el ligando Hh se une al receptor Ptch, produce una
internalizacion endosomal del complejo al citoplasma. Esto provoca que no exista
localizacion en el cilio, para luego ser degradado por los lisosomas. Luego, el
receptor Smo es fosforilado por proteinas quinasa (CK1a y GSK3[), acumulandose
en el cilio primario, activando la cascada de sefializacion. Esto da como resultado
la traslocacion del complejo de SuFu-Gli al cilio, seguido por la disociacion de éste,
generando la internalizacién de Gli-2 y Gli-3 en sus formas activas al nacleo. De
esta manera, se inicia la transcripcion de genes diana Hh que favorecen la

proliferacion y diferenciacion celular.

El estado inactivo de la via Hh (Figura 1b), se caracteriza por la ausencia de un
ligando Hh. Esto conlleva a que Ptch suprima la fosforilacion de Smo, evitando su
acumulacion en el cilio e internalizandolo al citoplasma mediante vesiculas
endosomales. Sin embargo, es importante destacar que aun no se ha logrado
demostrar completamente este mecanismo. Por otro lado, SuFu inhibe los factores
de transcripcién Gli-2 y Gli-3 a través de una interaccion directa, seguido por la
fosforilacion de Gli-2 y Gli-3 por las proteinas quinasas (PKA, CK1a y GSK3[3). Asi,
se promueve el procesamiento proteolitico a través del proteosoma, dando paso a
sus formas represoras (Gli-2R y Gli-3R). Finalmente, Gli-3R es traslocado al nlcleo,

impidiendo la transcripcion de genes diana de Hh.
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Figura 1 Descripcion general de la via Hedgehog, a) en presencia de ligando
(activa); y b) en ausencia de ligando (inactiva).[14]

El mecanismo por el cual se generan ciertos tipos de cancer, como consecuencia
de la alteracion y activacion de la via Hh, puede ocurrir tanto por una sobreexpresion
de ligandos Hh, denominado ligando dependiente, o por la mutacién de proteinas u
otros elementos que componen la via, denominado ligando independiente. Los
principales mecanismos para explicar la activacion aberrante de la via celular

descrita en literatura son:[21-25]

- Ligando independiente: impulsado por mutacién en Ptch, la que fue descubierta
en pacientes con sindrome de Gorlin, un trastorno genético hereditario, donde las
personas que padecen este sindrome tienen una alta incidencia de CCB,

meduloblastoma y rabdomiosarcoma (Figura 2a). También se han descubierto



mutaciones en el gen supresor tumoral SuFu e incluso mutaciones en los factores
transcripcionales Gli y Smo.

- Dependiente de ligandos Hh, tipo autocrina: las células cancerigenas secretan el
ligando Hh activando la cascada de sefializacion. Este tipo existe en lineas
celulares humanas de cancer de colon (Figura 2b)

- Dependiente de ligandos Hh, tipo paracrina: proteinas Hh pueden estimular las
células del estroma cerca del tumor (células endoteliales, células epiteliales,
fibroblastos y células del sistema inmune). Esto resulta en un apoyo indirecto
para el crecimiento tumoral a través de mecanismos originarios de las células del
estroma. En este caso existe una mayor incidencia en cancer de pancreas y
colorrectal (Figura 2c).

- Dependiente de ligandos Hh, tipo paracrina inversa: es una variante del tipo
paracrina, en la que los ligandos Hh se secretan a partir de células estromales

para recibir células en un tumor (Figura 2d).

A) Type 1 ligand independent B) Type 2 autocrine ligand dependent

D) Type 3b "reverse-paracrine"
ligand dependent

Stroma cell

~Gii1, Bai2,
/' Ptcht \

Figura 2. Modelos para el desarrollo de cancer que implican la via de sefializacion
Hh. a) Ligando independiente, b) autocrina; c) paracrina; d) paracrina inversa.[21]



El desarrollo de estrategias dirigidas a esta via se podria destinar a cualquiera de
los componentes de la cascada de sefalizacion. Sin embargo, casi todos los
moduladores de esta via de sefalizacion tienen como objetivo al receptor Smo,

debido a la versatilidad farmacologica de las proteinas tipo GPCR.

1.4 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE SMO

La alta resolucién de diversos dominios de Smo correspondientes a la region
extracelular o transmembranal, obtenidos por técnicas cristalograficas y de
resonancia magnética nuclear (RMN), han permitido comprender las
particularidades de este receptor. La secuencia completa para Smo comprende 787
aminoacidos, pero las estructuras cristalograficas solo implican la mayoria de estos
residuos establecidos en varios dominios los cuales se encuentran organizados de
la siguiente forma (Figura 3): i) Dominio Extracelular (ECD, por su sigla en inglés)
seguido de un dominio linker extracelular, ii) Dominio transmembrana de 7 hélices
(TM) y iii) Dominio citoplasmatico, segun se representa en la Figura 3. Aunque su
acoplamiento a proteinas G ha sido motivo de gran debate, Smo fue clasificado
como un tipo especial de GPCR de la familia Frizzled (clase F). Esto ultimo obedece
al hecho que la region N-terminal del ECD estd compuesta de un dominio rico en
cisteinas (CRD, por su sigla en inglés), caracteristica altamente conservada en las
GPCR’s de clase F y a la alta identidad de secuencia entre éstas. Por otro lado,
estas cisteinas estan implicadas en la formacién de puentes disulfuros que cumplen
el rol de mantener la integridad estructural del receptor Smo en un estado inactivo.
Mutaciones en éstas cisteinas se han visto involucradas en un aumento de la

actividad de este receptor.[26]



Figura 3. Modelo para la estructura del receptor Smo basado en evidencia
cristalogréfica existente de los principales dominios resueltos. [27]

1.5 SITIOS DE UNION DE LIGANDOS A SMOOTHENED

Respecto a sitios de union de ligandos a Smo, se han descrito dos lugares que
pueden albergar a diferentes tipos de ligandos, ubicados en CRD y TM. Estudios
recientes han confirmado que el colesterol es un agonista endégeno de Smo y que
activa al receptor por unién a un sitio en la regién CRD. A este mismo sitio también
se unen otros derivados del tipo esteroles, como hidroxi-esteroles y
corticosteroides.[29] Sin embargo, es el sitio ortoestérico (por analogia a sitio de
unién primario de GPCR), de la region TM, el que ha sido estudiado mayormente,
debido a que diversos ligandos han sido cristalizados en este dominio. Este sitio

ortoestérico, puede alojar numerosos moduladores de Smo (Figura 4).



Ligand binding

pocket entrance
accommodating long-chain
substitutions

(e.g., KAAD-cyclopamine)

Figura 4. Modelo para los sitios de unién de agonistas y antagonistas en Smo,
obtenidos por estructuras cristalograficas.[28]

La primera molécula pequefia en ser descubierta fue ciclopamina (Figura 5), que
corresponde a un alcaloide esteroidal derivado de la planta Veratrum
californicum,[21] el cual se ha utilizado ampliamente para estudiar la sefializacion
Hh. Se ha demostrado que ésta se une directamente al receptor Smo provocando
un cambio conformacional inhibiendo su actividad, lo que se traduce en la inhibiciéon
de la via de sefalizacion Hh.[11,12,30,31] Sin embargo, ciclopamina presenta una
baja afinidad con el receptor, una biodisponibilidad oral deficiente, una
farmacocinética ineficiente y una baja estabilidad metabdlica con el paso de los
afos. A raiz de esto, se realizaron diversas modificaciones en los anillos de la
ciclopamina que condujeron a nuevos derivados que aumentaron tanto en potencia
como en estabilidad.[32,33]



Figura 5. Estructura de ciclopamina, primer antagonista Smo.

Para sobrellevar las deficiencias mencionadas, hasta la fecha se han sintetizado
variados ligandos que presentan la capacidad de unirse al receptor Smo. Ejemplo
de agonistas de este receptor podemos encontrar a SAG1.5[27] y purmorfamina
(Figura 6).[34] En cuanto a la industria farmacéutica, ésta ha elaborado una variedad
importante de ligandos antagonistas de esta via de sefalizacion, que se encuentran
en ensayos preclinicos y clinicos, siendo eficaces en modelos de
meduloblastoma,[35] adenocarcinoma de pancreas[23] y otros tumores. Robarge y
colaboradores, a través de estudios de relacion estructura-actividad en una variedad
de heterociclos y ensayos de gen reportero Gli-luciferasa, determinaron que 2-
pirimidilaminas funcionalizadas, presentan mejor perfil farmacologico en la via Hh.
Por lo tanto, realizaron modificaciones en una porcion amida para aumentar la
potencia de éstos, concluyendo que el compuesto GDC-0449 (vismodegib, Figura
6) era el mejor candidato. A la fecha, este ligando esta aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA, 2012) para el tratamiento de carcinoma de células
basales[36] y meduloblastoma.[37] La actividad de vismodegib ha sido
contrarrestada por el desarrollo de mutaciones generando formas resistentes de

Smo que dan lugar a su completa pérdida de eficacia.[27]
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Figura 6. Estructura de los agonistas purmorfamina y SAGL.5; y antagonista
vismodegib.

El segundo inhibidor que ha demostrado eficacia clinica es NVP-LDE225
(Sonidegib, Figura 7), un compuesto desarrollado por Novartis.[38] Este fue
aprobado en el afio 2015 por la FDA para el tratamiento de carcinoma de células
basales avanzada y para meduloblastoma.[39] Otros inhibidores de la via de
sefializacion Hh que han demostrado ser antagonistas eficaces de la misma se
encuentran LY2940680 (Taladegib), [40,41] Anta XV y BMS-833923 (Dasatinib,
Figura 7), este ultimo se encuentra en estudios clinicos de fase | y Il para tumores
sélidos avanzados de carcinoma de células basales, leucemia mieloide cronica,

esofagico, gastrico, mieloma mdltiple y células pequefias de pulmén.[9]
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Figura 7. Estructuras quimicas de algunos antagonistas de Smo.
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Hasta la fecha, se han propuesto tres tipos de mecanismos para explicar esta
resistencia: mutaciones en Smo que impiden que los ligandos se unan, amplificacién
cromosomica de los efectores descendentes de la via de sefializacion de Hh, como
Gli-2, y el aumento de la actividad oncogénica de algunas via de sefalizacién que
se cruzan con Hh. Estos tres mecanismos pueden reactivar la sefializacion de Hhy
restauran el crecimiento tumoral. Siendo las mutaciones en Smo las causas mas
comunes en tumores resistentes de CCB.[42] Las mutaciones estudiadas que
influyen en la resistencia de farmacos como vismodegib, se encuentra Asp473 (Hys)
y Glu518 (Lys),[27,43] por lo tanto, es fundamental considerar esta mutacién en el

disefio de nuevas moléculas.

1.6 CANCER DE PANCREAS Y SU RELACION CON LA ViA HH

Como se mencion6 anteriormente, el tratamiento a escoger para tratar el cancer de
pancreas dependia del avance del carcinoma, los medicamentos mas utilizados
para tratamiento son los quimioterapéuticos: 5-fluorouracilo, irinotecan, oxaliplatino,
nab-paclitaxel, gemcitabina y la terapia combinada FOLFIRINOX, donde éstos dos
ultimos son de primera linea en el tratamiento (Figura 8).[44,45] Aunque son la mejor
alternativa para los pacientes que padecen esta enfermedad, estas terapias
eliminan la mayoria de las células tumorales diferenciadas, excepto las células
madres cancerigenas (CMC).[46] Estas CMC favorecen la reactivacion del
crecimiento tumoral y son de dificil erradicacion, a pesar de que comprenden una
pequefia fraccion de las células del cancer de pancreas (0,2 a 0,8 %). Ademas,
como son muy tumorigénicas y poseen la capacidad de autorrenovacion, producen
una progenie diferenciada que ha mostrado resistencia a los farmacos de

guimioterapia y un papel en la progresion de la enfermedad metastasica.[47]
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Figura 8. Farmacos de primera linea en el tratamiento del adenocarcinoma
pancreatico.

La via de sefializaciéon Hh esta genéticamente alterada en la mayoria de los tipos
de cancer de pancreas,[48,49] donde en casi el 70 %, los componentes Ptch y Smo
se presentaron mutaciones. En consecuencia, la via de sefializacion Hh puede
desempefiar un papel critico en la génesis de las células de cancer de pancreas.[50]
Estudios in vitro e in vivo dan cuenta que esta via de sefalizacidn se reactiva
aberrantemente y se reconoce como uno de los mediadores del cancer de pancreas,
debido a que las CMC son las que desempefian un papel clave en la sobrevivencia
y proliferacion de éste.[6,50,51] Estas células son responsables del inicio,
autorrenovacion, mantenimiento y metastasis del tumor debido a su capacidad para

expresar proteinas antiapoptéticas y resistentes a farmacos.

Mahato y colaboradores estudiaron el efecto de vismodegib en lineas celulares de
cancer de pancreas humanas, que incluyen CMC de pancreas.[6] Por otro lado,
ensayaron la combinacion de vismodegib/gemcitabina (hanoemulsionadas), en una
linea celular de céancer de pancreas (MIA-PaCa-2), donde observaron una
regulacion negativa sinérgica en los componentes de la via Hh, induciendo
apoptosis y disminucién del tamafio del tumor.[51] Gracias a esto, disefiaron, a

través de estudios de simulacion molecular en el receptor Smo, nuevos analogos
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de vismodegib, los cuales tienen en comun el ndcleo de N-[3-(2-

piridinil)fenillbenzamida (Figura 9).[46]
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Figura 9. Relacién estructural para el disefio de nuevos analogos de vismodegib.

Este estudio revel6 que el ligando 2-cloro-N2-[4-cloro-3-(2-piridinil)fenil]-N*,N*-bis(2-
piridiniimetil)-1,4-bencenodicarboxamida (MDB5, Figura 9) es el analogo que
presentd un mejor score de acoplamiento con el receptor “nativo (Wild Type)” (-
12,84 kcal/mol), con respecto al farmaco vismodegib (-9,41 kcal/mol). Ambos
ligandos comparten las mismas interacciones del tipo puente de hidrégeno en el
sitio activo, con Asp384, Arg400 Tyr394 (Figura 10). Ademas, los grupos
piridinilmetilo en MDB5 permiten interacciones adicionales con Asp382, Tyr397 y
Phe484. La disminucion del valor de acoplamiento en el receptor Smo mutado
Asp473Hys, también es mejor en MDB5 que vismodegib, pero en ambos bajé el
score, -10,76 kcal/mol y -7,21 kcal/mol respectivamente. En relacion con los

resultados bioldgicos, la evaluacién de citotoxicidad en la linea celular de cancer de
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pancreas mostré que MDB5 es el mejor candidato (55,57 uM) frente a los demas

derivados, incluyendo vismodegib (97,36 uM).
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Figura 10. a) Interacciones Smo con ligandos MDB5; b) vismodegib. Las
interacciones tipo puentes de hidrogeno se representan como lineas de puntos
naranjas.[46]

Por otra parte, los estudios especificos de inhibicion de la via Hh mostraron
nuevamente que MDBS5 fue mas eficiente en la inhibicion de los componentes de la
via, medida por Gli-1 y SHh, en los niveles de transcripcion y traduccion (Figura 11a
y b). Ademas, se observd una reduccion significativa de ALDH1, CD44 y Oct-3/4,
marcadores claves de las CMC pancreéticas, cuando las células MIA-PaCa-2 se
trataron con MDB5 en comparacion con vismodegib (Figura 11c). Por otro lado, un
modelo de ratdn tumoral pancreatico fue tratado con nanoparticulas que contenian
MDB5, mostrando una inhibicion significativa del crecimiento tumoral, sin pérdida
de peso corporal. Estas pruebas destacan la mejora de la inhibicion de la via Hh'y
las propiedades anticancerigenas de MDB5, dejando una plataforma para terapia

unica o combinada.[46]
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Figura 11. Efecto de MDB5 en la via Hh y genes diana. a) Andlisis de Western blot
para Gli-1, SHh, Bcl-2, Bax y GAPDH en células MIA-PaCa-2 tratadas con GDC-
0449, MDB2 y MDBS5; b) Analisis de RT-PCR en tiempo real de Gli-1, Gli-2, Ptch-1
y SHh en las células MIA-PaCa-2 tratadas con GDC-0449 y MDB5; y c) Analisis de
Western blot para Gli-1, SHh, Bcl-2, Bax y GAPDH en células PANC-1 tratadas con
GDC-0449 y MDB5.[46]

En un reciente estudio clinico de Fase Il, en pacientes con adenocarcinoma de
pancreas metastasico no tratado, Jesus-Acosta y colaboradores realizaron dos
ciclos de quimioterapia: un primer ciclo usé gemcitabina y nab-paclitaxel y en el
segundo ciclo usaron gemcitabina, nab-paclitaxel mas vismodegib. Luego,
realizaron biopsias antes y después de cada ciclo, y llegaron a la conclusién que
agregar vismodegib a la quimioterapia no mejoro la eficacia en comparacion con las
tasas histéricas observadas con quimioterapia sola en pacientes con cancer de
pancreas metastasico recién diagnosticado.[52] Hasta la fecha, todos los ensayos
clinicos dirigidos a Smo en pacientes con cancer de pancreas han fracasado o no
han mostrado mejoras, probablemente por las variadas mutaciones que se
producen en el receptor Smo o por lo mencionado anteriormente en relacion a las
CMC. Sin embargo, hay que tener en consideracion que ninguno de los
participantes de los ensayos fue examinado para detectar mutaciones en la via de

sefalizacion Hh.[53]
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1.7 DISENO DE NUEVOS LIGANDOS SMO:

1.7.1 Basado en fragmentos

En el contexto del desarrollo de biomoléculas inhibitorias, Xin y colaboradores han
sintetizado una gran cantidad de estructuras que han sido probadas en lineas
celulares cancerigenas con alteracion de la via de sefializacion Hh. En una primera
instancia, diseflaron una nueva serie de derivados de  N-(2-
pirimidinilamino)benzamida, a través de estudios de relacion estructura-actividad y
el disefio basado en fragmentos. Este fragmento se presenta comiunmente en
farmacos tales como imatinib, nilotinib, etc. Es por esto, que sintetizaron
compuestos derivados de sonidegib (LDE-225) y ALLO-2, que contienen el
fragmento 4-(trifluorometoxi)fenilpirimidinilamina, con diferentes sustituyentes como
indazol, piridinilmorfolina, fenilbenzamida. Esto, con el fin de tener una diversidad
molecular que permita determinar la estructura base para nuevos ligandos. De esta
sintesis se obtuvieron los compuestos |, Il y Il (Tabla 1), donde el fragmento N-(2-
pirimidinilamino)benzamida tuvo una ventaja sobresaliente sobre el resto de los
derivados, correspondiente al compuesto lll. Este mostré la mayor potencia, ICso de
1,3 nM, en el ensayo de gen reportero Gli-luciferasa, mejor que vismodegib (7,2 nM)
y sonidegib (5,5 nM).
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Tabla 1. Valores de ICso (nM) de ensayos de gen reportero Gli-luciferasa para
ligandos sintetizados y farmacos de referencia.

Compuestos  Estructura ICs0 (NM)
OCF;

I 125

>500

ocF3

G

vismodegib HO—/( 7,2
Cl

sonidegib 7N 5,5

A raiz de estos resultados, Xin y colaboradores realizaron modificaciones al
compuesto lll, dividiéndolo en cuatro fragmentos importantes, dando como
resultado una serie de 39 nuevos ligandos (Figura 12). Estos presentaron diferentes
actividades en el ensayo Gli-luciferasa, aunque ninguno de esto fue mejor que lll.
Sin embargo, con este estudio y posteriores[54,55] se demostré la importancia del
grupo 4-trifluorometoxifenilo y la presencia del grupo benzamida, como fragmentos

claves para un mejor efecto inhibitorio en la via de sefializacién Hh.
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Figura 12. Modificacion estructural de Il para el disefio de nuevos derivados de N-
(2-pirimidinilamino)benzamida.[56]

Finalmente, demostraron que el compuesto Il presentaba propiedades
farmacocinéticas moderadas, considerdndolo como compuesto lider, para obtener
nuevos derivados con mejor perfil farmacocinético.[57] Ademas, compararon los
valores de ICso de moléculas que poseian como nucleo anillos heteroaromaticos de
5 miembros fusionados a pirimidina (Figura 13). Los resultados demostraron que los
derivados con mayor actividad fueron los que poseian como nucleo central a la
molécula de purina. Cabe destacar que el valor de ICso disminuyd al sustituir el
nacleo de purina en posicion N9 con un grupo metilo, es por esto que una cadena

alquilica en esta posicion, mejoraria la potencia de este tipo de ligandos.[57]
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Figura 13. Disefio de derivados de pirimidina fusionada con anillo heteroaromético
de cinco miembros.

Otro estudio, que consideré la busqueda de nuevos fragmentos que presentaran
actividad citotoxica, fue el realizado por Salas y colaboradores.[58] En este trabajo
se sintetizaron dos nuevas series de derivados de 3,6-(2,5-dimetilpirazol-1-il)-
1,2,4,5-tetrazinas, basados en los antagonistas Smo, Anta XV y taladegib (Figura
14). Se sintetizaron 22 nuevos compuestos y se determind su accion sobre cuatro
lineas celulares cancerigenas (HL-60, HCT-116, HelLa y H1975), mediante las
técnicas de viabilidad celular por el método de reduccion metabdlica del bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) y citometria de flujo. Las
interesantes propiedades antitumorales y de induccion de apoptosis de parte de
algunos ellos, justifica que actualmente estos estén siendo estudiados como

potenciales inhibidores de la via Hh.
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Figura 14. Estructuras quimicas de derivados de tetrazina con actividad antitumoral.

Considerando los antecedentes anteriormente expuestos, queda de manifiesto que
el diseio molecular de nuevos antagonistas de Smo o inhibidores de Hh, debe
contemplar una estructura central que posea un anillo heterociclico. Una de las
estructuras interesante de considerar es la base nitrogenada purina (Figura 15),
debido a que este ndcleo estad presente en diversas moléculas biolégicas que
desempefian un papel clave en las vias de sefializacion en todos los organismos
vivos.[59] Por esta razén, el nacleo de purina se denomina "privileged scaffold", un
término que se utiliza en Quimica Medicinal para referirse a multiples moléculas que
presentan la misma estructura base y con considerables propiedades
farmacoldgicas.[60] Prueba de ello, es que el nacleo de purina es un fragmento
estructural que esta siendo incorporado en nuevos medicamentos (Figura 15).
Algunos ejemplos son: agentes contra el cancer (6-mercaptopurina, tioguanina),
agentes antivirales para infecciones como el herpes o el virus de la
inmunodeficiencia humana (aciclovir, ganciclovir, carbovir, abavavir, entre otros) y

agentes para prevenir el rechazo de 6rganos (azatioprina).[59]
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Figura 15. Estructura quimica del nucleo de purina y algunos medicamentos que

contienen este nucleo.

Diversos estudios han demostrado que diferentes moléculas que exhiben el nlcleo

de purina presentan actividad citotoxica. Uno de ellos indica que la sintesis de

moléculas inhibidoras de quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) derivadas de

olomucina (Figura 16), mejoran su actividad al presentar diferentes sustituyentes

alquilicos en la posicion N9 del nucleo. Dentro de estos sustituyentes, los grupos

alquilicos isopropilo, etilo y ciclopentilo presentaron una mejor actividad inhibitoria

(Figura 16). Por lo tanto, esto confirma lo reportado por el grupo de investigacion de

Xin, donde al incorporar un grupo alquilo al ndcleo de purina, aumenta la

citotoxicidad.

Olomucina

NH, NH, NH.

NH NH
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Figura 16. Estructuras quimicas de derivados de purina con actividad sobre CdKs.
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Otra molécula importante de destacar es la molécula mioseverina (Figura 17),
molécula derivada de olomucina, con la cual se han realizado estudios in vitro que
sugieren que el ciclo celular en la transicion G2/M puede ser detenido. En su
estructura se observa que, al igual que los derivados de olomucina anteriormente
expuestos, mioseverina posee un grupo isopropilo en la posicion N9 de su
estructura. Por lo tanto, las modificaciones con diferentes grupos alquilicos, puede

mejorar o mantener la citotoxicidad en células de leucemia.[61]

OCHs

Figura 17. Estructura de mioseverina.

Basados en las caracteristicas mostradas por mioseverina, Salas y colaboradores
obtuvieron 12 nuevos compuestos derivados de purina, mediante un procedimiento
sintético de tres pasos (Figura 18), donde se modificé el grupo alquilo en N9 (Ru:
propilo, butilo, pentilo y hexilo) y el grupo sustituyente en uno de los fragmentos
aromaticos unido al C1 del fragmento benzilamino unido a la purina (Rz2: H o
metoxilo).[59] Todos estos compuestos se evaluaron in vitro para determinar su
potencial efecto sobre la toxicidad celular mediante el método de reducciéon del MTT
y el andlisis de citometria de flujo en cuatro lineas de células cancerigenas (H1975,
HL-60, HCT-116 y HelLa). Tres de los doce compuestos resultaron ser agentes
prometedores en comparacion con el farmaco anticancerigeno control, etoposido.
Los datos preliminares de citometria de flujo sugieren que los compuestos inducen
apoptosis en estas células. Ademas, por medio del estudio a partir de un modelo
farmacoforico preliminar, se obtuvieron los requisitos estructurales para su actividad

en cada linea celular estudiada. Asi, se identificaron los principales fragmentos que
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deberian estar presentes en las moléculas activas, los cuales son centros

aromaéticos, aceptor de hidrogeno/centro donante y un area hidrofébica.
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Figura 18. Sintesis de compuestos derivados de mioseverina. Reactivos y
condiciones: (i) haluro de alquilo, K2COs, DMF, 6 h, t.a.; (i) bencilamina o 4-
metoxibencilamina, DIPEA, n-butanol, 12 h, 110 °C; (iii)) bencilamina, DIPEA, n-
butanol, 1 h, 150 °C, MW.[59]

Por otro lado, Yang y colaboradores disefiaron y sintetizaron una nueva clase de
inhibidores de quinasa reversibles dirigidos a mutaciones de resistencia y activacion
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Realizaron la
optimizacion estructural de derivados de N?-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)-N&-fenil-
9H-purina-2,8-diamina, debido a que este presentaba una baja afinidad de union al
receptor. De las modificaciones realizadas se concluyo que los fragmentos
metilpiperazinilo y alquilo disminuyen significativamente el efecto citotoxico en
lineas celulares cancerigenas de pulmén e higado, que albergan mutaciones de
resistencia a farmacos y de activacion de EGFR. El compuesto IV (Figura 19) fue el
inhibidor de quinasa mas potente contra mutaciones de resistencia y activacion de
EGFR.[62] Siguiendo la linea de optimizacion de ligandos, en el grupo de
investigacion liderado por Zhang, y basados en el estudio previo de Yang, realizaron
la sintesis y evaluacion biolégica de inhibidores de EGFR que contienen el andamio
8-fenilltio/fenilsulfinil-9H-purina-2,9-disustitutida. Estas nuevas moléculas fueron

evaluadas frente a lineas celulares del tipo epitelial y de cancer de pulmén con

24



diferentes mutaciones de EGFR, dando cuenta que los ligando V y VI (Figura 18)

mejoraban la propiedades obtenidas por el ligando 1V.[63]
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Figura 19. Estructura de ligandos optimizados como nuevos inhibidores de EGFR.

En el grupo de investigacion del Dr. Salas se ha realizado el disefio de nuevas series
de purinas 2,6,9-trisustuidas, considerando fragmentos de antagonistas y agonista
del receptor Smo, tales como sonidegib, BMS-833283 y purmorfamina, y de
fragmentos que demostraron actividad biolégica importante, como las mencionadas
anteriormente. En primer lugar, se sintetizaron 49 derivados de purina, con
diferentes sustituyentes: alquilicos en posicion N9 del ndcleo heterociclico,
derivados de pirinidilpiperazinas unidos a C2 del anillo y por ultimo en C6 el
fragmento trifluorometoxifenilo. En este estudio se realizé una serie de estudios
tanto biol6gicos como bioinformaticos, para determinar el antagonismo de éstos en
la via de sefializaciéon Hh. EI compuesto VII (Figura 20) fue capaz de inhibir la
expresion génica de esta via, y ademas unirse al sitio activo del receptor Smo.[64]
En una segunda instancia, se sintetizaron doce nuevos ligandos, donde se destaca
el ligando VIII (Figura 20), que presentd un ICso de 1,94 uM en la linea celular
cancerigena de pancreas AsPC-1, y una baja citotoxicidad en células sanas. Este
ligando presenta un fragmento 4-(N-metilpiperazina) anilina unido a C2 de la purina,
un fragmento trifluorometoxifenilo en C6 y por udltimo el sustituyente alquilico
metilciclopropilo. Ambas moléculas dan cuenta de que las modificaciones
estructurales basadas en fragmentos son importantes cuando queremos mejorar las

propiedades frente a una via de sefializacién o un cancer en especifico.
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Figura 20. Estructura quimica de VIl y VIII.

1.7.2 Basado en el receptor

El desconocimiento y la complejidad asociada al mecanismo y estructura del
receptor Smo han llevado a que el disefio de nuevos agonistas y/o antagonistas de
este receptor no sea una tarea sencilla. Es por esto, que en el grupo de investigacion
del Dr. Salas han trabajado en comprender los aspectos estructurales claves de
este receptor basado en la evidencia cristalografica existente. De esta forma, es
posible recopilar la informacion necesaria para la determinaciébn de los
requerimientos estructurales de nuevos ligandos, en funcion de una estructura
tridimensional construida en dicho grupo para este receptor (datos no publicados).
Con este modelo, se han realizado estudios de acoplamiento y dinamica molecular
para determinar los sitios y poses de unién a Smo por parte de ligandos del tipo
antagonistas y agonistas conocidos, y contrastando estos resultados con los datos

cristalograficos.

De acuerdo con resultados preliminares, se comprueba el hecho que tanto
agonistas como antagonistas se unen a un sitio similar en el dominio TM de este
receptor (Figura 21a). Entre los ligandos estudiados se encuentra el agonista
purmorfamina (Figura 21b), donde el anillo purinico presenta una interaccion del tipo
- 1 con el residuo Tyr309 del receptor Smo. Esto valida el hecho de que el nucleo
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de purina es importante de considerar en el diseio de nuevos ligandos que
presenten actividad en la via de sefializacion Hh. Por otro lado, en la Figura 21c se
presentan las interacciones que posee el antagonista taladegib con dicho receptor,
donde se destaca la interaccion del fragmento benzamida con los residuos Asn219
y Phe484.

a) b) c)

Figura 21. a) Modelo para sitios de union de agonistas (rojo) y antagonistas (azul)
en Smo; modo de unién y principales interacciones de Smo en 2D para: b)
Purmorfamina (agonista); y ¢) Taladegib (antagonista).

Como se menciond en los apartados 1.5 y 1.6, los aminoacidos que también
debemos recalcar por las interacciones que presentarian con los diferentes
fragmentos de ligandos antagonistas de Smo, como vismodegib, son Asp382,
Asp384, Tyr397, Arg400, Asp473, Phe484 y Glu518 que favorecerian el efecto

inhibitorio de la via Hh y antiproliferativo de diferentes tipos de cancer.

1.8 ACOPLAMIENTO REVERSO

Las herramientas bioinforméticas pueden ser uno de los pasos iniciales en el
desarrollo de nuevos farmacos para determinar el enfoque y la estrategia de la

investigacion, siendo uno de ellos el acoplamiento molecular. Como se menciono
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anteriormente, uno de sus objetivos es buscar una posible pose de union entre un
ligando dado y una proteina especifica. Sin embargo, esta herramienta también
puede ser utilizada en etapas posteriores en el desarrollo de farmacos, incluso luego
de la obtencion de ligandos. En estos casos, y en especial cuando no se conoce el
blanco objetivo de un ligando, se puede realizar una prediccion computacional de
blancos farmacolégicos a partir de la estructura del ligando. Esta técnica
comunmente se conoce como acoplamiento reverso, prediccién de objetivos in
silico, identificacion de objetivos o pesca de objetivos (Target Fishing).[65] Los
componentes necesarios de esta técnica son similares a los de los métodos de
acoplamiento directo, como preparar conjuntos de datos, buscar poses del ligando,
puntuar y clasificar. El anclaje reverso se basa en diferentes métodos, siendo el
fundamental la similitud quimica, donde se establece que “moléculas similares,
tienen un efecto bioldgico similar’.[66] Esta se apoya en descripciones
unidimensionales, bidimensionales y tridimensionales, como por ejemplo
propiedades fisicoquimicas, reglas de Lipinsky, conectividad, farmacoéforo, entre
otros. Si bien estos experimentos pueden ser extensos en tiempo y costo
computacional, las alternativas informaticas de prediccion rapida han ganado
impulso, a la vez que se han desarrollado una gran cantidad de bases de datos de

blancos farmacoldgicos que ayudan en esta tarea.

Existen diversos softwares de busqueda de similitudes que se pueden clasificar en
dos clases generales, similitud 2D y similitud 3D. Los algoritmos de calculo de
similitud 2D méas comunes utilizan huellas digitales moleculares como medida de
semejanza y encapsulan la conectividad molecular/subestructura/informacion de
caracteristicas quimicas en una cadena de bits. Luego, se pueden usar algunas
métricas analiticas para comparar la relacion implicita entre dos compuestos, como
por ejemplo el coeficiente de Tanimoto. Las métodos de similitud 3D generalmente
involucran informacién geométrica de objetivos predefinidos de las conformaciones
moleculares 3D, que incluyen farmacoforos, formas moleculares y campos
moleculares. Dentro de los métodos de similitud en tres dimensiones debemos

destacar dos plataformas que estan disponibles de forma gratuita.[67] En primer
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lugar PharmMapper, que es un servidor web para la identificacion de posibles
objetivos farmacol6gicos mediante un farmacoéforo inverso, que compara el
compuesto de consulta con una base de datos de modelos farmacoforicos internos.
PharmMapper incluye més de 7.000 modelos derivados de estructuras cristalinas
complejas.[68,69] Por otro lado, tenemos a ChemMapper, que al igual que
PharmMapper, es una plataforma online gratuita que predice efectos
polifarmacoldgicos y posibles modos de accion de moléculas pequefias basandose
en la similitud estructural 3D.[70] Ambos entregan un ranking de modelos, basado
en una matriz de puntuacion de farmacoforos que tiene la biblioteca del servidor.
Por lo tanto, estas herramientas permiten obtener valiosa informacion a partir de la
estructura molecular de los ligandos disefiados, pudiendo predecir si estos tendran

alguna respuesta en algun modelo farmacolégico.
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1.9

INVESTIGACION PROPUESTA

Por lo tanto, teniendo en cuenta las principales interacciones dentro del sitio de

union de ligandos en Smo observadas en los estudios cristalograficos y de docking,

y considerando ciertos fragmentos importantes de los ligandos antagonistas y

agonistas de la via de sefalizacién Hh (Figura 22) que presentan un mecanismo de

acciéon mediante la interaccién con el receptor Smo, se propone el disefio de nuevos

compuestos divididos en dos series principales (Figura 23), que presentan la

siguiente estructura general:

Serie I: i) Nacleo de purina como elemento central, ii) Grupo
trifluorometoxifenilo unido en C6 de la purina; iii) Radical alquilico unido a
purina en N9 y iv) Fragmento benzamida unida por un anillo piperidinico en
C2 del ndcleo. Estas nuevas purinas 2,6,9-trisustituidas a sintetizar se espera
gue se comporten como potenciales antagonistas selectivos del receptor
Smo, conforme a un conjunto de evaluaciones biolégicas que den
informacion de este comportamiento (33 compuestos).

Serie lI: se proponen modificaciones en el fragmento unido al C2 de la purina,
reemplazando el grupo benzamida por los grupos N-(4-
metilpiperazinil)anilina y 1-(piridin-4-il)piperazina. Ademas, reemplazar el
grupo trifluorometoxilo del anillo aromético por otros grupos con diferente o
igual propiedad electronica (17 nuevos compuestos), basandonos en los
ligandos VIl y VIII mostrados en la Figura 20, esperando que mejoren las

propiedades inhibitorias de la via Hh.
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Figura 23. Estructuras quimicas de derivados heterociclicos propuestos en esta
tesis, destacandose en color los fragmentos considerados de moduladores de Smo.
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2 HIPOTESIS

Basados en el conocimiento de las caracteristicas del receptor Smoothened y sus
ligandos, sumado a trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, la hipotesis

que se postula es:

El disefio y obtencién de nuevos derivados de purina 2,6,9-trisustituida, permitira
generar una nueva familia de compuestos con efectos citotoxicos en células de
cancer de pancreas, y seran capaces de interaccionar con el receptor Smoothened,

al igual que vismodegib segun estudios in silico.
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3 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto es aportar a la Quimica Medicinal, a través del

disefio, sintesis, ensayos bioldgicos y estudios de acoplamiento molecular de

nuevos compuestos con la capacidad de inhibir la via de sefalizacion Hedgehog, a

través del efecto antagonista del receptor Smoothened, de esta forma ampliar la

biblioteca de moléculas que sean de utilidad terapéutica para el cancer.

3.7

3.7.1

3.7.2

3.7.3

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivos sintéticos

Sintetizar ligandos correspondientes a la Serie I.
Sintetizar ligandos correspondientes a la Serie .

Caracterizar cada uno de los intermediarios y compuestos finales, mediante
técnicas espectroscopicas y espectrometrica.

Objetivos biolégicos

Evaluar la viabilidad celular en lineas comerciales de cancer de pancreas
(AsPC-1, BxPC-3 y MIA-PaCa-2), meduloblastoma (DAQY), ademas de
células no cancerigenas (HEK293).

Objetivos computacionales

Realizar estudios de acoplamiento molecular para los ligandos de mejor perfil
farmacologico, con nuestro modelo del receptor Smo.

Evaluar in silico los modos de unién para estos ligandos y en conjunto con
los resultados biolégicos poder redisefiar o continuar con los objetivos
sintéticos planteados.
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3. Predecir proteinas blanco mediante anclaje reverso para ligandos de menor
perfil farmacoldgico.
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4.1.

METODOS GENERALES SINTETICOS Y BIOLOGICOS

Los disolventes utilizados fueron de grado P.Ay CLAE.

Cromatografia en capa fina sobre soporte de aluminio de 0,2 mm de espesor

con silica gel 60 F254 Merck.

Cromatografia en columna por gravedad con gel de silice tipo 60G de tamafio

de particula 70 — 230 mallas Merck.

Los espectros de RMN-'H, 13C, DEPT-135, ¥C/*H-HMQC, 3C/*H-HMBC,

IH/*H-COSY y RMN-1°F se registraron en disolucién de CDClz y DMSO-d6

segln la muestra, en un equipo Bruker modelo AM-400 (400 MHz canal *Hy

19F, 100,57 MHz 13C).

Los espectros de IR-TF se registraron en un equipo de marca Bruker modelo

Vector 22, empleando pastillas de KBr.

Los puntos de fusién (p.f) se determinaron en un aparato modelo Stuart

scientific SMP3, con rampas de 4 °C/min. Los valores no estan corregidos y

se expresan en grados Celsius (°C).

Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F-12 (DMEM/F-12) con

L-glutamina, N° catalogo 11-170-1N.

Medio de cultivo RPMI 1640, con L-glutamina, N° catalogo 01-100-1a.

Suero Bovino Fetal, N° catalogo 04-121-1A, Biological Industries.

Penicilina/Estreptomicina 10.000 U/mL, 10.000 pug/mL, N° catalogo 03-033-

1B, Biological Industries.

Tripsina EDTA, 10X 0,5 %, N° catadlogo 03-051-5B, Biological Industries.

Lineas celulares: la mayoria fueron obtenidas a través de colaboracion con

grupos de investigacion de la Pontificia Universidad Catolica de Chile y

Universidad de Chile.

i) AsPC-1, provenientes de un adenocarcinoma pancreatico en fase
metastasica, ATCC.

i) BxPC-3, provenientes de un adenocarcinoma pancreatico, ATCC.
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iii) MIA-PaCa-2, corresponde a una linea celular de carcinoma pancreatico,
ATCC, Sigma Aldrich.

iv) Daoy, originada a partir de un meduloblastoma desmoplastico cerebral
humano, ATCC.

v) HEK293, originadas desde rifibn embrionario humano, ATCC.

vi) VERO, provenientes del higado de la especie Cercopithecus aethiops
(primate verde), ATCC.

- Farmacos control:
i) Vismodegib (GDC-0449) CAS [879085-55-9], 99 % (CLAE), AK Scientific,
Inc.
i) Gemcitabina, CAS [95058-81-4], 98 % (CLAE), AK Scientific, Inc.

4.2. METODOLOGIA SINTETICA

La preparacién de los compuestos propuestos se ejecutd a través de reacciones
clasica de Quimica Organica, que han sido estudiadas previamente por nuestro
grupo de investigacion.

En primer lugar, se presenta el analisis retrosintético de la sintesis de los
compuestos de las Series | y Il (Esquema 1). En este esquema se muestra una
desconexién carbono-nitrégeno de los compuestos de ambas series, de los cuales
y iv. Los equivalentes i con las aminas ii y iii reaccionan mediante una reaccion tipo
SNAr. En cambio, los equivalentes i y iv, de la Serie Il, corresponden a un
acoplamiento del tipo Buchwald — Hartwig.[71] El compuesto vi se formaria a partir
de su cloruro de acido respectivo y la 4-amino-1-Boc-piperidina. Basandonos en la
desconexion del compuesto i, se tiene que éste se formaria a partir de la reaccion
de acoplamiento carbono-carbono tipo Suzuki-Miyaura, entre v y el acido borénico
respectivo.[72] Finalmente el compuesto v, se formaria mediante una reaccioén de

N-alquilacion con el correspondiente halogenuro de alquilo.
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Esqguema 1. Retrosintesis general para los tres tipos de compuestos finales
propuestos de las Series 1 y Il

A partir del andlisis retrosintético planteado, se realiz6 la sintesis de 50 ligandos
(Esquemas 2y 3), los cuales se diferenciaron en el patron estructural del fragmento
unido al C2 del anillo de purina. Por otro lado, las 17 moléculas de la Serie Il se
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diferencian ademas en el sustituyente presente en el sistema aromatico unido a C6.
El Esquema 2 corresponde a la sintesis de la Serie | de compuestos denominados
9a-q y 10a-p. El Esquema 3 corresponde a la sintesis de los compuestos de la Serie

[l denominados 1l1a-i y 16a-h.

OCF,
Cl cl i
)L):[ Y +mee - YTy A ~ OCF,
F7oNT N F7N" N N
| %
R1 )\ ~ N
1 2a, Ry= n-hexilo 3a, Ry= n-hexilo F™ N R
2b, R;= metilcicolpropilo , Ry= metilcicl il 1
1 prop 3b, Ry= metilciclopropilo 4a, R,= n-hexilo . NN
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Esquema 2. Sintesis de compuestos de la Serie |. Reactivos y condiciones: i)
K2COs, DMF, 6 h, t.a.; ii) acido 4-trifluorometoxifenil boronico, Pd(PPhs)Cl2, K2COs
2 M, dioxano, 2 h, reflujo; iii) EtsN, THF, 3 h, t.a.; iv) TFA, CH2Cl2, 2 h, t.a. luego
tolueno; v) DIPEA, n-butanol, 12 h, reflujo.
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Esquema 3. Sintesis de compuestos de la Serie Il. Reactivos y condiciones; i)
K2COs, DMF, 6 h, t.a.; ii) acidos borénicos, Pd(PPhs)Cl2, K2CO3 2 M, dioxano, 2 h,
reflujo; iii) DIPEA, n-butanol, 12 h, reflujo; iv) N-metilpiperazina, K2COs, DMF, 2 h v)
hidracina, Pd-C, etanol, 70 °C, 2 h. vi) 15a/15b, Pd(OAc)2, XantPhos, K2CO3 2 M,
dioxano, 12 h, reflujo.

4.2.1. Procedimiento de sintesis de 6-cloro-2-fluoro-9-hexil-9H-purina, 6-
cloro-2-fluoro-9-metilciclopropil-9H-purina y 2,6-dicloro-9-

metilciclopropil-9H-purina (Serie 1 y 1)

Cl

)\ 8 )\ Cl)l\N/ /
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A una disolucion de 1 equivalente (eq) de 6-cloro-2-fluoro-9H-purina (1,00 g, 5,796
mmol) en DMF se agregé 1,5 eq del haluro de alquilo respectivo (1-
bromohexano/bromometil ciclopropano) y 3 eq de carbonato de potasio. Esta
mezcla fue agitada por 6 horas (h) a temperatura ambiente. Posteriormente fue
filtrada en sistema de filtracion simple y luego el disolvente fue removido bajo
destilacion al vacio. El crudo obtenido fue purificado por cromatografia en columna

de silica gel usando como fase movil diclorometano: acetato de etilo (3:2).

4.2.2. Procedimiento general para la sintesis de 2-fluoro-9-hexil-6-(4-(R2-

fenil)-9H-purina y 2-fluoro-9-metilciclopropil-6-(4-R2-fenil)-9H-purina

(Serie ly 1)
OCF,4 OCF,4 R R R

X

»

N
NTX N NTX N NN NN
Y | ]I\> |t> Y
F)\N/ N> F*N/ N F)\N/ N Cl)\N/ N

o 1 ) )
ap ¥ 4c-f 4g-k 4al-p
3

A una disolucion de 1 eq de 6-cloro-2-fluoro-9-hexil-9H-purina/6-cloro-2-fluoro-9-
metilciclopropil-9H-purina/2-6-dicloro-9-metilciclopropil-9H-purina en dioxano, se
agrego 1,1 eq de acido 4-Rz-fenilbordnico correspondiente y 0,1 eq del catalizador
Pd(PPh3)2Clz2. Ademas, se afiadieron 5 mL de una disolucion de K2COz3 2 M, se agit6
en condiciones de reflujo durante 2 h y luego se filtré con silice en sistema de
filtracion al vacio. A la disolucion resultante se agreg6 aguay se realiz6 extracciones
con porciones de acetato de etilo. El disolvente fue removido por sistema de
destilacion al vacio y el crudo resultante fue purificado por cromatografia en columna
de silica gel usando como fase mavil éter de petréleo: acetato de etilo (3:1y 3:2

respectivamente).
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4.2.3. Procedimiento general para la sintesis de derivados de tert-butil-4-

(benzamido) piperidin-1-carboxilato (Serie I)

Se realiz6 la reaccién con 1,1 eq de los cloruros de acidos correspondientes, 1 eq
de tert-butil-4-aminopiperidin-1-carboxilato y 1,3 eq de trietlamina en THF seco. Se
dejo con agitacion a temperatura ambiente durante 2 h y luego se filtré por sistema
de filtracién al vacio. El disolvente fue removido por destilacién al vacio y luego el
crudo obtenido se purifico por cromatografia en columna de silica gel usando como
fase movil éter de petréleo: acetato de etilo (a distintas proporciones dependiendo
del crudo obtenido para cada derivado). Luego las amidas obtenidas 7a-q fueron
desprotegidas, eliminando el grupo Boc, con 1 eq de TFA y CH2Cl2 como disolvente
con agitacion durante 2 h, el TFA restante fue removido por destilacion al vacio
agregando porciones de tolueno, obteniéndose la sal respectiva de estos derivados
8a-q.

4.2.4. Procedimiento general para la sintesis de 4-(4-metilpiperazin-lil)anilina

y 3-fluoro-4-(4-metilpiperazin-1lil)anilina

F 5"
pipz1
[ ]plpzz [ ]
15a 15b
Ambas anilinas obtenidas en esta reaccion, metilpiperazinanilina y 3-fluoro-4-
metilpiperazinanilina, fueron preparadas en dos etapas. La primera etapa

corresponde a la reaccion entre N-metilpiperazina y el 4-fluoronitrobenceno/1,2-

difluoronitrobenceno correspondiente en presencia de K2COs con disolvente DMF
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durante 2 h a temperatura ambiente, obteniendo un rendimiento superior al 90 % de
l4ay 14b. Posteriormente, la reduccién del grupo nitro a la anilina correspondiente
se realizo preparando una disolucion de 14a/14b (1,35 mmol) en etanol (20 mL), se
le afiadié Pd/C (30 mg) y la mezcla se agit6 a reflujo durante 1 h. Luego, se afiadid
gota a gota hidrazina (2,6 mL) a la mezcla y se agito a reflujo durante 2 h mas. Una
vez completada la reaccion, la mezcla de reaccion se filtré en célite y se removio el
disolvente mediante destilacion a presion reducida para dar 15a/15b, obteniendo un

rendimiento superior al 97 %.

4.2.5. Procedimiento general para la sintesis de derivados finales de la Serie |

y Serie Il

OCF,

?; %

N 3{ 2" 11e-i 16a-h

Para la obtencion de los ligandos 9a-q, 10a-p y 11a-i, a una disolucién de 1 eq de
ligando 4a-k se agreg6 2 eq de las aminas 8a-q (Serie 1) o 1-(piridin-4-il)piperazina
(Serie 1), en n-butanol como disolvente. Ademas, se adicion6 6 eq de DIPEA y se
dejo con agitacion constantes en condiciones de reflujo por 12 h aproximadamente.
Al completarse la reaccién, el disolvente fue evaporado por medio de destilacién al

vacio y el crudo obtenido fue purificado por cromatografia en columna de gel de
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silice, con una fase mévil de éter de petroleo: acetato de etilo (en diferentes

proporciones segun corresponda).

Para los ligandos 16a-h se realiz6 la reaccién de Buchwald — Hartwig, para acoplar
el nitrégeno de la anilina y el carbono C2 de la purina, bajo las siguientes
condiciones: se mezclé 1 eq de ligando 4l-p correspondiente con 1 eq de 4-(4-
metilpiperazin-lil)anilina para ligandos 16a-d o 3-fluoro-4-(4-metilpiperazin-
lil)anilina para compuestos del tipo 16e-h. Ademas, se afiadio a ésta mezcla 0,2 eq
del catalizador de paladio Pd(OAc)2, 0,4 eq de Xantphos y 2 eq de K2CO3 2 M en
dioxano como disolvente, bajo reflujo durante 12 horas. Luego, el disolvente fue
evaporado por medio de destilacion al vacio y el crudo obtenido se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice, con una fase mavil de éter de petréleo:

acetato de etilo (en diferentes relaciones segun corresponda).

4.3. METODOLOGIA BIOLOGICA

4.3.4. Mantenimiento de cultivos celulares

Las lineas celulares cancerigenas AsPC-1, BxPC-3, MIA-PaCa-2, DAQY y células
sanas VERO/HEK293 fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI 1640 y/o
DMEM/F12 a pH 7,4 suplementado con 10 % de suero bovino fetal inactivado, 100
U/m de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, aminoacidos no esenciales 10
ug/mL y bicarbonato de sodio (2 g/L y 3,7 g/L). Las células se mantuvieron en una
incubadora humidificada a 37 °C en presencia de 5 % de CO:2. Los ensayos

biolégicos se llevaron a cabo en cultivos celulares con un 80 % de confluencia.

4.3.5. Estudio de citotoxicidad

La evaluacion del efecto citotéxico de los ligandos sintetizados se realizé por medio

del ensayo colorimétrico de sales de tetrazolio de MTT (bromuro de 3-[4,5-
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dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazol), por su capacidad de ser transformado en

formazan cuando las células se encuentran metabdlicamente activas.[73]

Se sembraron 5.000 células por pocillo en 100 pL de medio (en placas de 96
pocillos), se dejaron en incubadora a 37 °C con 5 % de CO2 durante 12 h, o hasta
gue estuvieran adheridas en la placa de cultivo. Luego se agregé 100 pL de cada
ligando (disueltos en medio de cultivo respectivo) y los controles (vismodegib y
gemcitabina), ademas del control con vehiculo (DMSO), cada uno por triplicado y a
distintas concentraciones, segun corresponda. Los diferentes tratamientos se
mantuvieron en cultivo durante 72 h. Transcurrido ese tiempo, a cada pocillo se
agrego 10 yL de MTT (5 um/uL) y fueron incubadas por 4 h a 37 °C con 5 % de
COg, luego de lo cual se agreg6 100 pL de SDS 10 % con HCI 0,1 mM. Las placas
fueron nuevamente incubadas por 12 h adicionales a 37 °C con 5 % de COs2. La
absorbancia se cuantific6 en un multilector Cytation 5 (Biotek) a una longitud de
onda de 540 y 720 nm. Este procedimiento se repitid tres veces para cada linea
celular. Los datos fueron tratados con el programa GraphPad Prism versién 6.01
(GraphPad Software Inc.).

4.4. METODOLOGIA COMPUTACIONAL

4.4.1. Protocolo acoplamiento molecular:

Un protocolo de acoplamiento molecular adecuado trata de identificar la mejor
combinacioén de un algoritmo de docking y una funcion de scoring. Para el presente
trabajo, se uso el algoritmo del programa Molecular Operating Environment (MOE),
el cual posee un docking flexible (ligando libre y proteina rigida). Para determinar la
mejor funcion, se realiz6 el acoplamiento del receptor, 4QIM y 4N4W, con sus
respectivos ligandos de cristalizacion (Anta XV y SANT-1), en un tamafo de
caja/bolsillo de 4,5 A. Para esto, se utilizaron dos metodologias Placement o

generador de conformaciones y dos funciones de scoring, obteniendo diferentes

poses en el sitio de union con un valor energético. La conformacion obtenida de este
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analisis, que se asemeje a la conformacion cristalizada del ligando, sera utilizada
como punto de partida para el estudio de docking de los ligandos de la Serie Il y el

farmaco control vismodegib. Este protocolo consta de los siguientes pasos:

El campo de fuerza corresponde a MMFF94x (Merck Molecular Force Field),
parametrizado para moléculas pequefias. Cargas parciales se basan en el
incremento enlace — carga, adecuado para modelos de solvatacion generalizado de

Born. Los nitrégenos conjugados son considerados planares.

1) Andlisis conformacional: se apartaron los ligandos Anta XV y SANT-1 de sus
respectivos cristales (4QIM y 4N4W), y se realiz6 el analisis conformacional para
cada uno, a través del método LowModeMD, el que consiste en pequefias
dindmicas moleculares, que involucra los enlaces rotables, dando como resultado

una base de datos con las conformaciones de las moléculas.

2) Ubicacion (placement): generaciéon de las poses en el sitio de unién. Se
consideraron los siguientes protocolos: Alpha PMI y Proxy Triangle.
- Alpha PMI: Alinea los momentos principales de inercia de las conformaciones
con un subconjunto de esperas del sitio de unién, seleccionadas al azar.
- Proxy triangle: se utiliza para ligandos medianos y grandes, donde existe una
mayor cantidad de conformaciones. Se realizan superposiciones previas de

los conférmeros para ahorrar tiempo.

3) Scoring: evaluacion energética de la pose obtenida. Se usaron las siguientes
funciones de scoring: London AG y GBVI/WSA AG.

Para determinar cual de los dos protocolos de docking es el adecuado para
continuar este estudio, se superpone la conformacién que presenta el mejor valor
de scoring con el ligando cristalografico, lo que arroja un valor Root Mean Square
Deviation (RMSD), que indica cuanto se movieron los &tomos del ligando segun el
de referencia. Mientras menor sea el valor de RMSD, significa que mas se acerca a
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la conformacién cristalografica de referencia. A continuacion, se presentan los
resultados de los protocolos, donde las Tablas 2 y 3 muestra los valores de scoring
de la conformacion de minima energia y RMSD correspondiente a cada placement,
obtenidos a partir del software VMD 1.9.4.

Tabla 2. Valor de RMSD para la conformacion de menor energia en el cristal 4QIM
con tamarfio de bolsillo 4,5 A.

Placement Scoring RMSD
(kcal/mol)
Alpha PMI -11,53 0,76
Proxy Triangle -11,83 0,83

Tabla 3. Valor de RMSD para la conformacion de menor energia en el cristal 4AN4AW
con tamarfio de bolsillo 4,5 A.

Placement Scoring RMSD
(kcal/mol)
Alpha PMI -7,82 2,26
Proxy Triangle -6,43 10,04

Por lo tanto, para ambos casos, cuando se tiene un sitio de unién de 4,5 A el mejor

protocolo es Alpha PMI.

4.4.2. Protocolo acoplamiento molecular reverso

Las estructuras moleculares de los dos derivados de purina estudiados se
construyeron con el programa Molecular Operating Environment (MOE). Los
archivos (.mol) de las estructuras se enviaron a los servidores PharmMapper
(http:/Nlilab.ecust.edu.cn/pharmmapper/) 'y  ChemMapper  (http://www.lilab-
ecust.cn/chemmapper/) se eligieron las opciones predeterminadas. La busqueda se
limité a proteinas humanas con ayuda del Protein Data Bank (https://www.rcsb.org)

para determinar la naturaleza de los blancos, para luego ser clasificados.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION



5.1. SINTESIS DE DERIVADOS DE PURINA

5.1.1. Sintesis de 6-cloro-2-fluoro-9-hexil-9H-purina, 6-cloro-2-fluoro-9-

metilciclopropil-9H-purina y 2,6-dicloro -9-metilciclopropil-9H-purina

La sintesis de los compuestos 3a, 3b y 3c se realiz6 a través de una reaccion de N-
alquilacién en condiciones basicas, utilizando la purina comercial 2-fluoro-6-cloro-
9H-purina/dicloro-9H-purina y los haluros de alquilo correspondientes, utilizando
como solvente dimetilformamida a temperatura ambiente (Esquema 4). En ambas
reacciones se obtiene una mezcla de compuestos, que en primera instancia fue
observada a través de cromatografia en capa fina de gel de silice y confirmado a
través de resonancia magnética nuclear (RMN). Esta mezcla se trataba de los
isbmeros alquilados en las posiciones N9 y N7 de la purina y en una proporcion de
4:1 respectivamente, para ambos casos, dando cuenta que esta reaccion no es
regioespecifica. Segun bibliografia,[74,75] la relacion de los regioisdmeros
formados puede variar debido a: (1) el tamafio y naturaleza quimica del sustituyente
en el C6 de la purina, (2) a la naturaleza del haluro de alquilo y (3) a la naturaleza
guimica propia del nucleo de purina. Las caracteristicas acidas del -NH libre en el
nacleo de purina y el caracter basico del N7 de este mismo, da cuenta que este
sistema se encuentra en un equilibrio tautomeérico, favoreciendo la formacion de los
regioisomeros (Figura 24). El rendimiento de esta reaccion fue de 30 % para ambos
compuestos 3a y 3b, mientras que para 3c fue un poco mayor al 40 %. Cabe
destacar que se cambiaron las condiciones de reaccion para optimizar este paso de

reaccion, consiguiendo resultados desfavorables.
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Esguema 4. Reaccion de alquilacion de 2-cloro-6-fluoro-9H-purina 'y 2,6-dicloro-9H-

purina (1). Reactivos y condiciones: K2.COs, DMF, 6 h, t.a.

6 T ’
- 7
o 5
2 N4 N N~ N
3 9
N9-purina N7-purina

Figura 24. Equilibrio tautomérico del nucleo de purina.

La separacion de estos isomeros se realiz6 a través de una cromatografia en
columna de gel de silice, usando como fase movil diclorometano/acetato de etilo.
La caracterizacion de estos fue realizada a través de RMN mono y bidimensional. A
partir de estos espectros se pudo diferenciar cada uno de los isbmeros, siendo el
espectro de 'H/AC HMBC concluyente para la diferenciacion de ambos
intermediarios. En la Figura 25, se observa el solapamiento de los espectros de
RMN-H de ambos regioisémeros, los cuales presentan una diferencia en los
desplazamientos en los espectros de 'H, correspondientes a los protones H8 y H1’,
donde el isémero principal N9 (3a, rojo) presenta un singlete para el H8 con un
desplazamiento de 8,08 ppm. En cambio, el isbmero N7 (3a’, azul) estd a campo
mas bajo, a 8,24 ppm. Lo mismo ocurre para el protén H1’, donde el compuesto 3a

presenta un menor desplazamiento que el isobmero 3a’, 4,21 ppm y 4,44 ppm
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respectivamente. Por otro lado, en el espectro de HMBC (Figura 26) del compuesto
3a’ podemos observar el acoplamiento a tres enlaces entre el H1’ y el C5 (8 121,23)
y el C8 (6 150,83) de la purina. Por otra parte, para el compuesto 3a se observa el
acoplamiento entre el proton H1’ y los carbonos C4 (5 153,78) y C8 (o 145,91)
respectivamente.

La caracterizacion de los carbonos cuaternarios C2, C4, C5 y C6, se realizd por
medio de RMN-'3C, debido a que se observan las resonancias caracteristicas de
los acoplamientos C-F. Para el caso del regioisbmero 3a se observan los siguientes
dobletes: C2 con desplazamiento de 157,35 ppm con una constante de
acoplamiento J* de 219,7 Hz, C4 con & 153,78 ppm con una constante J3 de 16,9
Hz, C6 con & 152,69 ppm con una constante J° de 17,6 Hz y por Ultimo el carbono
C5 con un desplazamiento 130,38 ppm con una constante J* de 4,8 Hz, que fueron

confirmadas por bibliografia.[76]
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Figura 25. Solapamiento de espectros de RMN-'H, CDCls, de los regioisémeros 3a’
(azul) y 3a (rojo).
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Figura 26. Espectros de 'H/**C HMBC, en CDCIs, ampliados en las zonas de

acoplamiento de H1’ con los respectivos carbonos, compuesto 3a’ (izquierda);

compuesto 3a (derecha).

La caracterizacion de los regioisomeros 3b y 3b’ presenté casi las mismas

caracteristicas de desplazamiento quimicos en RMN-H que las vistas para los

compuestos 3a y 3a’. La principal diferencia reside en la zona alifatica, donde los

protones del ciclopropilo al ser simétricos y geminales no presentan el mismo

entorno quimico, por lo tanto, observamos dos sefales donde diferenciamos estos

protones como H3’ y H4’ (Figura 27).

H3-4' H3-4'
M
< m
Q <
N\ T N T

T T T T T
1.35 1.25 1.15 1.05

T T
0.95

T
0.85
f1 (ppm)

Figura 27. Espectro de RMN-'H (ampliado en zona alifatica), en CDClIs, para ligando

3b.
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En cuanto a los desplazamientos quimicos de los carbonos de 3b, hubo grandes
similitudes con los de 3a, lo que podemos observar en la Figura 28, ampliando la

zona de los carbonos cuaternarios, con sus constantes de acoplamiento C-F.
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Figura 28. Espectro de RMN-*3C, en CDCls, para ligando 3b.

5.1.2. Sintesis de 2-fluoro-9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purina, 2-
fluoro-9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purina y

derivados

Debido a la alta densidad de electrones 1 que reside sobre los atomos de nitrégeno
del heterociclo purinico, los atomos de carbono adyacentes a estos muestran un
caracter mas electrofilico. De esta manera, sobre estos puede ocurrir una
sustitucion nucleofilica que estaria regida por el patron de sustitucion de la molécula
al momento del ataque. En el caso del heterociclo purinico con N9 sin sustituir, el
C8 es mas deficiente de electrones que los C6 y C2.[77] Sin embargo, la sustitucion
en este nitrdgeno por un grupo alquilico, modifica electronicamente el entorno de

N9. Como consecuencia, el C6 se torna mas electrofilico que C8 y C2, lo que
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eventualmente dirigiria un ataque nucleofilico hacia el fragmento de pirimidina,
obteniendo un orden de reactividad C6 > C2 > C8.[78]

Debido a estas razones es que se realiz6 una reaccién de acoplamiento carbono-
carbono tipo Suzuki-Miyaura, entre los compuestos 3a-c con los diferentes acidos
boronico para la formacion de los compuestos 4a-k, respectivamente (Esquema 5).
La reaccion de acoplamiento cruzado de reactivos de organoboranos con haluros
organicos o electrofilos, representa uno de los métodos méas sencillos para la
formacion de enlaces carbono-carbono. La reaccion transcurre en condiciones
suaves, no se ve afectada en gran medida por la presencia de agua, tolera un amplio
rango de funcionalidad, produce subproductos no téxicos de facil eliminacion y por

ultimo es estéreo y regio selectiva.

R2
Cl R,
cat. Pd
N N\ K2C03
P >+ dioxano N
X" °N" N reflujo, 2h. N/| )
R
1 B(OH), ANy N
3a-c
4a-p

Esquema 5. Reaccion general de acoplamiento carbono-carbono tipo Suzuki-
Miyaura.

El Esquema 6 muestra el ciclo catalitico general para este tipo de acoplamiento.
Para iniciar la reaccion catalitica se requiere que el complejo de paladio tenga un
estado de oxidacion cero (0), pero debido la inestabilidad de la sal de Pd(0), se
utilizé el complejo de Pd(ll), Pd(PPhz)2Clz. Este precatalizador se reduce en el medio
y se obtiene in-situ el catalizador necesario para realizar la primera etapa del ciclo
catalitico, denominada adicion oxidativa. Esta etapa es la determinante de este
ciclo, donde el paladio cambia su estado de oxidacion de Pd(0) a Pd(Il) acoplandose
con la purina alquilada para producir un complejo organopaladio (). A continuacion,
se produce una transmetalacién con el anién hidroxiboronato, donde se transfiere

el grupo arilo al organopaladio (I). EIl compuesto organoborato se genera a partir de
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la reaccidn entre el organoborano comercial y la base K2C0Oz3.[79] En la etapa final,
ocurre una eliminacion reductiva del complejo de Pd (ll), formando el producto
deseado 2-fluoro-6-cloro-9-alquil purina (4a/4b) con rendimientos del 80 % vy

regenerando el catalizador Pd (0).
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PPN X)\N/ N
X~ N7 N PdOL, Ry
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X
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|
R,~N_N
R, w
OH o -
- / OH HO,
Cl + HO-B HOQI:BOR2 ) B R,
OH OH HO

Esquema 6. Ciclo catalitico de la reaccion de acoplamiento carbono — carbono tipo

Suzuki-Miyaura.

Los productos 4a-k fueron caracterizados mediante RMN mono y bidimensional. En
el espectro protonico, para el caso del ligando 4a, se observan dos dobletes
correspondientes a los cuatro protones aromaticos del fragmento 4-
trifluorometoxifenilo, denominados H2” y H3” (Figura 29), con desplazamientos de
8,88y 7,37 ppm, respectivamente. Por otro lado, en el espectro de RMN-13C (Figura
30) se observan un doblete y un cuarteto, que presentan constantes de
acoplamiento mayor a 200 Hz, constantes J* de carbono-flGor, que corresponden a
las sefales de los carbonos cuaternarios unidos a atomos de flior. Ademas, con el

espectro de 1°F se corrobora la presencia de los atomos de fllior.
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compuesto 4a.
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5.1.3. Sintesis de derivados de tert-butil-4-(benzamido)-piperidin-1-
carboxilato

Para optimizar los pasos de sintesis, se realiz6 de manera convergente la sintesis
de los derivados de benzamida para la primera serie de compuestos (9a-q y 10a-p,
Esquema 7). Estos presentan diferentes sustituyentes del tipo aromatico, con el fin
de observar si las propiedades electronicas de cada uno de ellos afectan o no la

actividad biologica de estos ligandos.
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Esquema 7. Sintesis convergente general para los derivados de tert-butil-4-
(benzamido)piperidin-1-carboxilato y sus respectivos sustituyentes.

La sintesis de estos intermediarios se realiz6 mediante la reaccién entre tert-butil-
4-aminopiperidin-1-carboxilato y diferentes cloruros de acido comerciales. Esta
reaccion permite formar el enlace amida y, en una etapa posterior, la desproteccion
del grupo amina por la eliminacion del grupo protector N-Boc con acido
trifluoroacético. Este ultimo es eliminado a presion reducida mediante la formacion
de un azeotropo de minima con tolueno, dando lugar a la amina libre de manera
cuantitativa. En cuanto a los rendimientos del segundo paso de la reaccion, la mayor
parte de estos derivados esta sobre el 80 % (Tabla 4), siendo un rendimiento 6ptimo

para la formacion de las diferentes benzamidas.
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Tabla 4. Rendimientos de la reaccion (%) para la obtenciéon de tert-butil-4-

(benzamido)-piperidin-1-carboxilatos.

Derivados benzamida Rendimiento (%)

7a 83
7b 65
7c 89
7d 86
7e 89
7f 98
79 88
7h 89
7i 84
7j 60
7k 81
71 82
7m 86
7n 80
70 82
p 52
7q 63

La Figura 31 muestra el espectro de RMN-'H del compuesto 7I (tert-butil-4-(3-
metiltiofenobenzamido)piperidin-1-carboxilato) antes de su desproteccién, donde se
destaca la sefial con multiplicidad de doblete con desplazamiento de 5,75 ppm,
correspondiente al proton de la amida formada. Ademas, se observan las sefiales
de los protones del fragmento piperidina, con desplazamientos de 4,10 — 3,99 ppm
gue integra para tres protones, 2,88 ppm que integra para dos protones, 2,00 — 1,95
ppmy 1,41 — 1,33 ppm, ambas resonancias integran para dos protones cada una.
Cabe destacar que los protones geminales no presentan el mismo entorno quimico
debido a la conformacién que adopta el fragmento piperidina. Por lo tanto, estos
presentan diferentes desplazamientos, que se indican en la imagen, como H-pip2 y
H-pip3. Esto fue corroborado a través del espectro 'H/A3C HMQC, donde se
observaron los acoplamientos C — H unidos directamente, en el cual las sefales de

los protones piperidinicos acoplaban cada una a dos carbonos diferentes.

60



3CH,

T L
0] N (@]
s pig4 pip2
ST N | |
] CH;
1H-pipd y 2H-pip2 . )
2H-pip2 2H-pip3 2H-pip3
_ A A A RP- ;‘Ep JLpp
8 g 8 A R 8 & %A
[e] — o (] ~ (4] ™~ oy ™

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 4.6 [1464 4)-2 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2
ppm

Figura 31. Espectro de RMN-'H, en CDCls, del tert-butil-4-(3-
metiltiofenobenzamido)piperidin-1-carboxilato 71.

5.1.4. Sintesis de derivados finales Serie | y Serie Il

Como ultimo paso de reaccion, para la obtencion de los productos finales de la Serie
I: 9a-q y 10a-p y Serie Il: 11a-i, 16a-h, se realizd una sustitucion nucleofilica
aromética. La cual se realizé con los productos de la reaccion de acoplamiento tipo
Suzuki (Esquema 8) y las aminas aliciclicas y ciclicas respectivas. Esta reaccion
ocurre mediante el mecanismo de adicion-eliminacion, donde el nucledfilo se
adiciona a la posicidon del atomo de flaor (C2 del heterociclo de purina), el cual
presenta caracteristicas de ser un buen grupo saliente[80] y por consiguiente es
eliminado, recuperandose la aromaticidad del anillo de purina. Ademas, se utiliza
DIPEA como base debido a que esta presenta una menor reactividad como

nucleodfilo en comparacion con la amina aliciclica.
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Esguema 8. Reaccion ejemplo de sustitucion nucleofilica aromatica entre el

compuesto 4a y el derivado de benzamida 8n.

A diferencia de la reaccion de formacion de amidas, los rendimientos de reacciéon

de esta sustitucion fueron variados. Sin embargo, fueron todos mayores al 56 %,

por lo que se consideran rendimientos de éptimos a buenos (Tabla 5).

Tabla 5. Rendimientos de reaccién (%) para la obtencion de los productos finales

de las Series | y Il.

Compuesto Rdto. (%) | Compuesto Rdto (%) | Compuesto Rdto.(%)
9a 63 10a 70 1lla 57
9b 79 10b 67 11b 72
9c 77 10c 80 1llc 68
ad 56 10d 78 11d 70
9e 71 10e 81 1lle 61
of 75 10f 65 11f 30
99 67 10g 89 119 56
9h 66 10h 71 11h 60
9i 92 10i 86 11i 75
9j 73 10j 77
9k 61 10k 79
9l 93 10l 87
9m 65 10m 82
9n 60 10n 75
90 87 10a 79
9p 84 10p 83
9q 79

Al igual que los diferentes intermediarios, los productos finales fueron

caracterizados mediante RMN. A modo de ejemplo, en el espectro de RMN-'H
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mostrado en la Figura 32 se observan las diferentes resonancias de los respectivos
protones del compuesto 9. En este se observan las sefiales aromaticas
correspondientes al fragmento tiofeno y un singlete en la zona alifatica de los tres

protones del grupo metilo, en la posicion C3 del tiofeno, indicada con la flecha.
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N7 N

o

>
N

Figura 32. Espectro de RMN-'H, en DMSO-d6, del compuesto final 9n.

Cabe destacar que los compuestos de la Serie | presentan una baja solubilidad. Se
probaron diferentes disolventes para realizar el andlisis de RMN, siendo solubles
solo en DMSO-d6 a una elevada temperatura. Por el contrario, esto no ocurrio para
los compuestos de la Serie Il, que presentaron una mejor solubilidad en la mayoria

de los disolventes.

Para el caso de los compuestos de la Serie Il 16a-h, el ultimo paso de reaccion no
fue una sustitucion nucleofilica aromatica, sino una reaccion de acoplamiento
Buchwald — Hartwig. Esto debido a que el nuevo fragmento que se esta
incorporando contiene una amina aromatica. Este acoplamiento es una reaccion
catalitica organometalica para la formacion de enlaces C—N entre aminas aromatica
y haluros de arilo. Esta corresponde a un acoplamiento cruzado mediado por paladio
en presencia de una cantidad estequiométrica de base. El catalizador se compleja,

generalmente, con quelantes tipo fosfinas, como, por ejemplo: BINAP, DPPF,
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XantPhos y DPBP. En este caso se escogié como ligando a XantPhos ya que es

uno de los mas utilizados en este tipo de reaccion.[81]

En el Esquema 9 se observa el ciclo catalitico de la reaccion, contextualizado en la
sintesis de la segunda serie. El primer paso del ciclo consiste en la formacién del
complejo de XantPhos con paladio. La formacion de este complejo aumenta la
estabilidad de la catalisis por un aumento de la densidad electronica en el centro
metalico, lo que aumenta la reactividad del catalizador, favoreciendo el paso de
adiciéon oxidativa.[82]

Pd(OAc), + Xantphos
X |OCHg3
CF3
N N

Cl)’\j/ | Z
<// Pdo <f
. @N/

NH Pd+2

2

< KCl + HCO4- \©
NH
2 X [
C " - !
2K+ + COg2 : Y=HF

Esgquema 9. Ciclo catalitico de la reaccion Buchwald — Hartwig para la obtencién de
los ligandos restantes de la Serie Il.
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Como segundo paso tenemos la adicién oxidativa, que ocurre entre el complejo de

paladio con el haluro de arilo. En este caso, el haluro de arilo corresponde a la

molécula resultante de la reaccion de Suzuki — Miyaura. Luego, se coordina el

derivado de anilina al centro metalico de paladio (ll). La anilina coordinada se

desprotona por medio de la base, lo que permite una estabilizacién de la unién de

esta con el paladio. Finalmente, ocurre la eliminacion reductiva producto de la

formacion del enlace C — N deseado,[82,83] lo que da como resultado los productos

finales 16a-h de la Serie Il, con rendimientos de moderados a buenos (Tabla 6), y

la recuperacion del catalizador de paladio.

Tabla 6. Rendimiento de reaccion (%) para los compuestos restantes de la Serie Il.

Compuesto Rdto. (%)
16a 62
16b 59
16¢c 72
16d 70
16e 66
16f 57
169 59
16h 68

En la Figura 33, se puede observar el espectro de RMN-'H para el ligando 16a, con

la asignacion de los protones correspondientes, donde la mayoria de los ligandos

siguen el mismo patron.
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Figura 33. Espectro de RMN-'H, en CDClIs, del ligando final 16a.

5.2. EVALUACION BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS FINALES SERIE I y I

Una vez obtenidos y caracterizados los compuestos finales correspondientes a las
purinas 2,6,9-trisustituidas, se realizo la evaluacion de la citotoxicidad utilizando
para ello un panel de diferentes lineas celulares cancerigenas de pancreas (AsPC-
1, BxPC-3 y MIA-PaCa-2), meduloblastoma (DAQY) y células no cancerigenas
(VERO y HEK293), dependiendo del caso. Todas estas lineas celulares, expresan
en mayor o menor proporcion los componentes de la via de sefializacion Hedgehog,

tales como Gli y Ptch.

Con el fin de realizar un filtro y seleccionar solo aquellos compuestos que exhibiesen
una citotoxicidad significativa (superior al 50 %) en las lineas celulares indicadas
anteriormente y que pudieran considerarse candidatos para el estudio de inhibicién
de la via de sefalizacion Hedgehog, se evalud la viabilidad celular frente a los
ligandos finales sintetizados mediante la técnica colorimétrica de reduccion del MTT.
Por lo tanto, se busca encontrar compuestos que sean citotdéxicos y selectivos para
lineas celulares cancerigenas, en especial del tipo pancreaticas, y ademas
presenten una inhibicién en la via de sefializacion Hh. Para poder determinar esto

ultimo se requiere experimentos biologicos, donde se pueda observar esta
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caracteristica como: el ensayo de gen reportero Gli-Luciferasa, PCR-rt, Western
Blot, entre otros. Para efectos de este trabajo de tesis no fue posible realizar estos
experimentos debido a diferentes factores, por lo que solo se abarcara el efecto

citotéxico de ambas series de compuestos sintetizadas.

En una primera instancia, se realizé el screening para los compuestos 9a-q y 10a-
p a una concentracion fija de los ligandos (25 uM), en tres experimentos
independientes por triplicado cada uno de ellos. Las células HEK293 fueron
utilizadas como células control. El compuesto vismodegib, antagonista comercial de
Smo, que sirvib como control positivo para la via de transduccidén y gemcitabina
como control de terapia antineoplasica de cancer pancreatico. Se eligio esta
concentracion de screening, debido a que se busca obtener compuestos que tengan
una alta citotoxicidad en las lineas celulares cancerigenas, que posean un valor de

ICs0 que se encuentre en un rango de escala de accion micro y/o nanomolar.

Todos los andlisis estadisticos y los graficos mostrados a continuacién se hicieron
con el programa GraphPad Prism 6 y para estudiar las diferencias de los ligandos
sintetizados con el control, se aplicd el andlisis no paramétrico t-Student de dos
colas, considerando los resultados significativamente diferentes cuando el valor p <
0,05.

En la Figura 34, se observa que frente a la adicién de estos derivados de purinas
y/o vismodegib, todas las lineas celulares exhibieron una viabilidad mayor al 50 %,
lo cual indica que estos compuestos no presentaron una accion citotoxica a la
concentracion ensayada. Por su parte, gemcitabina, mostré tener una citotoxicidad
mucho mayor a esta concentracion en las diferentes lineas celulares estudiadas. La
baja citotoxicidad para vismodegib en células de cancer pancreético ya habia sido
reportada,[46] donde sus valores de ICso estan alrededor de 100 uM en MiaPaCa-2
y BXPC-3, lo cual indica que nuestros resultados serian comparables a lo descrito
para este compuesto. De esta manera, podemos concluir que la baja citotoxicidad

de estos ligandos no necesariamente da cuenta del efecto que producird en la
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cascada de sefalizacién. No obstante, cabe destacar que éstos derivados de
purinas, no ejercen una toxicidad en las células sanas, lo que es favorable al
comparar con el control gemcitabina, que muestra una citotoxicidad de
aproximadamente del 50 % en las células sanas. De los graficos mostrados en la
Figura 34, se puede concluir preliminarmente que el compuesto 9m para el caso de
células cancerigenas BxPC-3, y el compuesto 9k para las células AsPC-1, son los
anicos que presentaron un efecto citotoxico estadisticamente significativo
comparado al control (p < 0,05).
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Figura 34. Graficos de viabilidad celular a concentracion constante (25 uM), de los
ligandos 9a-p frente a las lineas celulares cancerigenas y sanas, (t-student no
paramétrico comparando con el control; *: p < 0,05, **: p < 0,01 y #: p < 0,001).

Como una manera de extender nuestro analisis, y considerando que vismodegib
presenta efectos de inhibicion celular a concentraciones superiores a la ensayada
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anteriormente, se decidio explorar el efecto de los compuestos sintetizados a una
mayor concentracion (50 pM) en relacion con los experimentos anteriores y evaluar
un efecto citotéxico en las diferentes lineas celulares. Los resultados mostraron que,
a esta concentracion, varios de los derivados de purina precipitaron en las
condiciones de cultivo. Por esta razon, se decidié cambia el disolvente DMSO por
DMF, siendo estos un poco mas solubles. Los resultados de citotoxicidad para los
compuestos en estudio y sus controles, a 50 uM en DMF, se muestran en la Figura
35. Se puede observar que estos compuestos no mostraron, globalmente, un mayor
efecto citotdxico al ya exhibido a 25 uM. Ademas, de estos resultados, se hace
necesario comparar el efecto de algunos de nuestros compuestos con vismodegib,
gue si mostraron diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05). De esta
manera, se puede determinar el valor de ICso, dependiendo de la linea celular, entre
ellos 9h y 9p en células BXxPC-3 y 9i, 9J, 9k, 9m y 9n en caso de células DAOY.
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Figura 35. Gréficos de viabilidad celular a 50 uM de los ligandos 9a-p, (t-student no
paramétrico comparando con el control; *: p < 0,05, **: p < 0,01 y #: p < 0,001).
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Por otro lado, considerando la actividad biol6gica de los derivados 9a-q a una
concentracion 50 UM, se decidio realizar un screening a la misma concentracion de
los compuestos 10a-p en DMF como disolvente, para poder realizar luego las
comparaciones pertinentes. La Figura 36, muestra los porcentajes de viabilidad que
presentaron las lineas celulares tratadas con los ligandos 10a-p, las que exhibieron

una respuesta similar a la de sus analogos 9a-q.
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Figura 36. Gréficos de viabilidad celular a 50 uM de los ligandos 10a-p, (t-student
no paramétrico comparando con el control; *: p < 0,05, **: p< 0,01y #: p < 0,001).

A pesar de que los ligandos sintetizados no presentaron una citotoxicidad
considerablemente mayor a vismodegib o cercana a gemcitabina, no podemos
descartar estos compuestos, debido a que uno de los objetivos es determinar si
estos ejercen o no una inhibicion en la via de sefializaciéon Hh, la cual no estaria
relacionada directamente con la viabilidad celular. Por lo tanto, se procedio a realizar

un nuevo estudio de citotoxicidad por el mismo método colorimétrico de MTT
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(usando como solvente DMF), pero ampliando el rango de concentraciones en
escalas de 0,5, 5, 10, 25, 50 y 100 uM, para obtener los valores de ICso de los
compuestos 10a-p (Tabla 7). Es fundamental conocer el valor del ICso, ya que define
la concentracién necesaria del compuesto para reducir la viabilidad celular en un 50

% en ensayos in vitro.

Tabla 7. Valores de ICso (UM) de los ligandos 10a-p, frente a las lineas celulares
cancerigenas de pancreas (AsPC-1y BxPC-3) en dos experimentos independientes
(n=2).

Compuesto |Cs0(UM)
AsPC-1n=1 BxPC-3n=2

10a >100 >100

10b >100 >100

10c >100 99

10d >100 >100

10e >100 >100

10f 73 >100

10g >100 43+1,3E-6
10h >100 44+4 4E-5
10i >100 >100

10j >100 >100

10k >100 >100

10l >100 >100

10m >100 >100

10n >100 >100

100 >100 >100

10p >100 >100
Vismodegib ~100 ~100

Como se observa en la Tabla anterior, de dos experimentos independientes se
obtuvieron los valores de ICso de los compuestos 10a-p, donde la mayoria presento
valores mayores a 100 uM, Aln con estos valores, no se pueden descartar estos
compuestos, ya que como se ha mencionado vismodegib presenta un ICso
aproximadamente de 100 uM y tiene la capacidad de inhibir la via de sefalizacion
Hh, mediante su unién con el receptor Smo. A pesar de que los compuestos 10g y

10h presentaron un ICso aproximado de 44 uM.
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Siguiendo el procedimiento anterior, se determiné el ICso para los compuestos 11a-
Iy 16a-h (Tabla 8), cabe destacar que la solubilidad de estos compuestos es mucho

mejor en relacion con la serie anterior de ligandos.

Tabla 8. Valores de ICso (UM) de los ligandos de Serie Il, frente a las lineas celulares
cancerigenas de pancreas (AsPC-1, BxPC-3 y MIA-PaCa-2) en tres experimentos

independientes (n=3).

Cl N7 |
R, R, x NH,
h
O+ _NH N//go
N R :F
S ERA e ps, -
NTNTTN N)l\N/ N OH
“ J R, H R, 025‘3:0 OH
>
11 16 vismodegib Gemcitabina
Compuesto Sustituyentes ICs0 (UM)

R1 R2 Rs | BxPC-3 AsPC-1 MIA-PaCa-2
1lla n-hexilo OCHs; - 7,13+£047 514+139 3,96+0,23
11b n-hexilo CF3 - 565+0,86 537+0,21 1,39+0,09
1lic n-hexilo CN - 4,48+0,36 4,68+0,74 1,56+0,02
11d n-hexilo NO2 - 10,6 £1,82 524+237 9,21+0,37
lle metilciclopropilo OCFz - 3,28+0,11 528+0,49 2,88+0,02
11f metilciclopropilo OCHsz - >25 9,66 +3,52 4,55+0,50
11g metilciclopropilo  CF3 - 507+0,16 5,75+0,22 296+0,11
11h metilciclopropilo CN - >25 >25 >25
11i metilciclopropilo  NO; - >25 2,31+£0,23 >25
16a metilciclopropilo OCHsz - >25 435+4,73 2,97 +1,32
16b metilciclopropilo  CF3 - 512+0,07 6,85+0,38 1,76+0,58
16¢ metilciclopropilo CN - >25 535+3,27 >25
16d metilciclopropilo - - >25 >25 >25
16e metilciclopropilo OCFz; F 580+£007 959+1,60 3,08+0,29
16f metilciclopropilo OCHsz; F 10,1+0,79 >25 4,56 £ 0,16
169 metilciclopropilo CN F >25 395+1,63 4,11+1,12
16h metilciclopropilo - F >25 >25 8,30 £ 0,17
Vismodegib - - - >25 >25 >25
Gemcitabina - - - 12,12+1,67 1,33+0,29 13,45+1,33

La tabla anterior da cuenta que la citotoxicidad de los compuestos de esta serie es
algo heterogénea y que depende de la linea celular. Sin embargo, algunas
observaciones generales se pueden apreciar como que, existen varios derivados

purinicos que son mas activos que vismodegib y gemcitabina. Por otro lado, se
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puede evidenciar que las células BxPC-3 fueron mas resistentes a la accién de
estos derivados purinicos (8 compuestos con ICso > a 25 uM) en comparacion con
AsPC-1y MIA-PaCa-2 (4 compuestos con ICso > a 25 uM). Asi mismo, del punto de
vista quimico, al comparar los compuestos de la Serie Il con los de la Serie I, resulta
interesante evidenciar el efecto de la sustitucion en C2 del anillo purinico, como
punto clave para la actividad citotdxica. La diferencia de actividad, si bien pudiera
inicialmente serd atribuida a la solubilidad en las condiciones de los experimentos
de citotoxicidad, es algo que requiere estudiar mas en detalle. Por su parte, dentro
de la misma Serie Il existen dos subfamilias, unos analogos de VIl (11a-i) y los
analogos de VIl (16a-h), que se diferencian por el fragmento nitrogenado unido al
anillo de purina en C2. Considerando esta subdivision, los compuestos del tipo aril-
piperazina (11la-i) parecieran ser mas activos que los del tipo N-metil-piperazinil-
anilina (16a-h).

Por otro lado, teniendo en cuenta que, para el desarrollo de nuevas drogas
antitumorales es de gran importancia que estos presenten baja toxicidad en células
no neoplasicas, los compuestos de la Serie Il que presentaron valores de ICso
menor a 25 uM, se les determiné su efecto citotoxico en células HEK293 (Tabla 9).
A partir de los valores de ICso en esta linea celular, se calculé el indice de
Selectividad (IS), para asi analizar la selectividad de estos compuestos frente a la

lineas cancerigenas ensayadas, segun se indica en la Tabla 9.
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Tabla 9. Valores de ICso (uM) en células HEK293 e indice de Selectividad (IS) en la
lineas de cancer de pancreas de ligandos de la Serie |l.

Compuesto  ICso (uM) ISBXPC-3 IS AsPC-1 IS MIA-PaCa-2

1la 7,07 £ 3,95 0,99 1,38 1,79
11b 4,69 +1,82 0,83 0,87 3,37
11c 41,18 + 3,84 9,19 8,80 26,40
11d 3,93+1,65 0,37 0,75 0,43
1lle 3,76 £ 1,57 1,15 0,71 1,31
11f 8,98 + 5,95 - 0,93 -
11g 2,99 + 3,07 0,59 0,52 1,01
11h >50 - - -
11i 1,33+£1,74 - 0,58 -
16a 11,88 £ 2,06 - 2,73 4,00
16b 5,37 £ 2,97 1,05 0,78 3,05
16c 61,10 + 4,08 - 11,42 -
16d >50 - - -
16e 10,93 £5,57 1,88 1,14 3,55
16f 41,16 £ 6,27 4,08 - 9,03
169 >50 - 12,66 12,17
16h >50 - - 6,02
Vismodegib >50 - - -
Gemcitabina 29,62 + 1,44 2,44 22,27 2,20

A partir de los valores de ICso de las Tablas 8 y 9, es posible relacionar la estructura

guimica de los compuestos ensayados con la citotoxicidad y selectividad por cada

linea celular, de donde se puede observar que:

)

Para células BxPC-3, el compuesto mas activo fue 11e, siendo casi 4 veces
mas citotoxico que gemcitabina. Sin embargo, el valor de IS de 11e es solo
1,2. También, sefialar que al comprar 1le con sus analogos 11f-i, la
presencia del grupo trifluorometoxilo (en posicion para del grupo fenilo unido
a C6 de la purina), es un factor importante para la actividad. Asi mismo, su
analogo trifluorometilo (11g) tuvo un actividad similar, pudiendo indicar que
mas que un grupo aceptor de electrones en esta posicion, la presencia de
atomos de fldor en estas purinas pudiera tener algun rol en la actividad para

esta linea tumoral. Del punto de vista de la selectividad, el compuesto 11c
74



ii)

presento el valor mas alto de IS, lo cual era de esperarse debido a que fue el
compuesto junto con 16f, que presentaron los valores mas altos de ICsp en
células HEK. 11c y 16f resultaron ser casi 4 y 2 veces mas selectivos que
gemcitabina. Por ultimo, no queda claro si el efecto del radical alquilico en
N9 tiene alguna importancia en la actividad al analizar los resultados para
1la-i. Para los compuestos del tipo N-metil-piperazinil-anilina (16a-h) es
posible hipotetizar que la sustitucién del H en la posicion para del grupo fenilo

Unico en C6, favorece la actividad citotoxica.

Para AsPC-1, el compuesto més activo fue 11i (ICso = 2,31 uM), pero no mas
citotoxico que gemcitabina y ademas posee un IS menor a 1. Por esta razon,
los compuestos a destacar por su actividad y selectividad en esta linea celular
son 16g y 16¢ (ICso = 3,95y 5,35 uM e IS = 12,7 y 11,4 respectivamente).
Del punto de vista estructural, ambos son compuestos que poseen el
fragmento N-metil-piperazinil-anilina unida a la purina en C2 e
interesantemente tienen como sustituyente en la posicién para del grupo
fenilo Unico en C6, el grupo nitrilo. Este mismo grupo nitrilo también esta
presente en el compuesto 11c, otro derivado purinico que resultd ser activo
y selectivo frente a AsPC-1 y BxPC-3. De igual forma, al comprar los
resultados para esta linea celular, se puede indicar que para los compuestos
del tipo aril-piperidinas (11a-i) no queda claro la influencia del patron de
sustitucion en N9, asi como en C2 de la purina. Sin embargo, al igual para
BxPC-3, para los compuestos del tipo N-metil-piperazinil-anilina (16a-h) se
requiere la sustitucion del H en la posicién para del grupo fenilo Unico en C6,

para favorecer la citotoxicidad.

Para MIA-PaCa-2, vale la pena destacar el compuesto 11c (ICso = 1,56 uM),
pese a que existe uno ligeramente mas activo (11b, ICso = 1,39 uM), 11c no
es solo es mas citotdxico que gemcitabina (casi diez veces) sino que, ademas
posee un IS casi doce veces mayor a este farmaco (11b solo posee un IS =

3,4). De igual forma es interesante el compuesto 16g, por tener un valor de
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IS =12,1. Al igual que para las otras lineas de cancer pancreatico, el patron
estructural de estas purinas es algo difuso al analizar las sustituciones en N9
y C2. Pese a esto, para los compuestos 16a-h se requiere la sustitucion del
H en la posicion para del grupo fenilo Unico en C6, para favorecer la

citotoxicidad, asi como para la subserie 11a-i, 11h fue muy poco citotdxico.

En resumen, los compuestos mas interesantes de estudiar, basandonos en su
citotoxicidad y selectividad, y poder determinar si interaccionan con el receptor Smo
serian: 11c, 16c¢, 16f y 16g (Figura 37). En cuanto a sus estructuras, podemos
observar que los compuestos 11c, 16c y 16g presentan el mismo grupo nitrilo como
sustituyente en el anillo aromatico. Interesantemente, al comparar 16f y 16g, se
observa que la naturaleza electrénica del grupo que los diferencia (OCHsvs CN), no

seria relevante para la citotoxicidad en estas lineas de cancer de pancreas.
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Figura 37. Compuestos con mejor potencia y selectividad frente a lineas celulares
de cancer de pancreas.

De acuerdo con la hipétesis inicial de esta tesis, es que estos derivados de purinas
sean antagonistas de Smo y por consecuencia inhibidores de la via Hh, es por lo
gue, frente a la imposibilidad de evaluar todos los compuestos sintetizados en
ensayos bioldgicos posteriores, se requeria de un filtro previo para seleccionar
aqguellos que fueran mas citotdxicos y selectivos. Por esta razon, es particularmente
importante los resultados frente a la linea celular MIA-PaCa-2, debido a que células
de cancer de pancreas es una de las que presenta mayor expresion de genes de la

via Hh.[46] Ademas, gracias a la colaboracion con la Dra. Lucia Di Marcotullio, de
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la Universidad de La Sapienza en Roma, se logr6 determinar que el compuesto VI
es un antagonista de Smo (datos no publicados), por lo que resulta muy prometedor
evaluar el ligando 11c debido a que es un analogo de VIl (Figura 38). Sin embargo,
los compuestos 11c, 16c¢, 16f y 169 fueron enviados donde la Dra. Di Marcotullio, a

fines del afio 2019, pero por los temas de pandemia, aun no se han logrado evaluar.
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Figura 38. Estructuras quimicas de los compuestos VII y 11c, remarcando
diferencia estructural (azul).

5.3. ESTUDIO COMPUTACIONAL

Debido a lo mencionado en le parrafo anterior, es que debido ala imposibilidad de
evaluar experimentalmente el efecto antagonista en Smo de los compuestos de la
Serie Il, es que se realizd un estudio in silico de acoplamiento molecular de estos
ligandos. De esta forma, al comparalo con vismodegib se puede tener una idea
acerca del comportamiento como ligandos que tendrian sobre el receptor

basandonos en el modo de union.

En paralelo, se realizé un estudio de anclaje reverso para los ligandos de la Serie |,
los que no cumplieron con el criterio de filtro de viabilidad celular, por lo que este
estudio se realiza con la finalidad de buscar un blanco molecular adecuado para

una posible aplicacion en el futuro.
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5.3.1. Acoplamiento molecular

Para este estudio in silico se consideraron todos los compuestos finales de la Serie
I, y no solo los que presentaron mejor perfil bioldgico. Esto nos ayudara a tener una
mejor perspectiva y poder obtener una relacion mas acabada de la estructura y la
actividad biolégica observada. Para ello, se utiliz6 el programa MOE2015.10 (segun
protocolo del apartado 4.4) donde en primer lugar, se realizé la busqueda del cristal
adecuado. Para ello se efectu6 una exploracion en el Protein Data Bank (PDB),
donde se encuentran los cristales de Smo, presentados en la Tabla 10, junto con

sus propiedades y ligandos de cristalizacion.

Tabla 10. Cristales Smo disponibles en Protein Data Bank (PDB).

Codigo PDB  Resolucion (A) Ligando Tipo
4QIN 2,60 SAG1.5 Agonista
409R 3,20 Ciclopamina  Antagonista
4QIM 2,61 Anta XV Antagonista
4JKV 2,45 LY2940680 Antagonista
ANAW 2,8 SANT-1 Antagonista
5L7I 3,3 Vismodegib  Antagonista
5L7D 3,2 Colesterol Antagonista

De los cristales ya mencionados, se seleccionaron dos, en primer lugar, el cristal de
codigo 4QIM, debido a que presenta una resolucién Optima en relacién con su
cadena aminoacidica del sitio transmembranal (TM), y también debido a que el sitio
de union del ligando Anta XV es comun para la mayoria de los ligandos antagonistas
(Figura 39). Ademas, se eligio el cristal con codigo 4N4W, debido a que el sitio de
unién del antagonista SANT-1 corresponde a una cavidad que se encuentra mas
profunda en el sitio TM. Esta seleccion se efectio para poder conocer el
comportamiento en los sitios de union mas probables que presenta el receptor Smo
y discutir en base a los tipos de interacciones que presentarian los ligandos
sintetizados con los aminoacidos de las cavidades seleccionadas y relacionar estas

interacciones con la actividad bioldgica in vitro.
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Figura 39. Superposicion de receptores con sus ligandos de co-cristalizacion, Anta
XV (magenta) y SANT-1 (verde claro).

Una vez seleccionado el protocolo adecuado para cada cristal (Apartado 4.4.), se
realizo el acoplamiento molecular con los ligandos de la Serie I, en el sitio de unién
de cada cristal con un area de 4,5 A. Se obtuvieron las conformaciones mas
estables, de menor energia (scoring en kcal/mol) para cada uno de los ligandos en
los cristales 4QIM (Tabla 11) y 4N4W (Tabla 12). Los resultados se presentaran

primero para el cristal 4QIM y por consiguiente de 4N4W.
Para comprobar que los ligandos se sitian en la misma cavidad del compuesto de

cristalizacién, se realiz6 una superposicién, donde en la Figura 40 se observa una

representacion ejemplo, del ligando 11a, en su conformacién mas estable, junto a
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Anta XV en el cristal 4QIM, el cual efectivamente se ubica en la posicion del

antagonista, repitiéndose este mismo patrén en todos los ligandos en este cristal.

Figura 40. Superposicion de Anta XV (verde claro) y ligando 1la (magenta), en
cristal 4QIM con sitio de 4,5 A.

La Tabla 11 muestra los valores correspondientes de las conformaciones de menor
energia de cada ligando, donde se identificaron las interacciones ligando — receptor

en el bolsillo situado en TM mas cercano al medio extracelular del receptor Smo.
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Tabla 11. Valor de energia/scoring (kcal/mol) e interacciones que presenta la mejor
conformacion en el cristal 4QIM con sitio de 4,5 A.

Ligando Scoring  Receptor Interaccién Distan- E
(kcal/mol) (aa) cia () (kcal/mol)
1lla -1,82 Asp 384 Pte. H (donor) 3,12 12,50
11b -1,66 Arg 400 Pte. H (aceptor) 3,05 -3,20
1llc -2,18 Asp 473 Pte. H (donor) 3,11 -1,00
Arg 400 Pte. H (aceptor) 3,71 -0,70
Tyr 394  Pi-pi 3,60 -0,00
11d -2,51
1lle -4,05
11f -5,73 Arg 400 Pte. H (aceptor) 3,01 -3,70
Tyr 394 H-pi 3,98 -0,70
Glu518 Pi-H 4,52 -0,60
119 -5,35 Arg 400 Pte. H (aceptor) 3,03 -2,70
Tyr 394 H-pi 3,73 -0,60
Tyr 394 Pi-H 4,33 -0,80
11h -3,64
11i -0,34 Arg 400 Pte. H (aceptor) 3,52 -0,70
Hys 470  Pi-H 3,94 -0,90
16a -6,46 Arg 400 Pte. H (aceptor) 2,86 -6,70
Lys 395 Pte. H (aceptor) 3,80 -0,70
Ser 387 pi-H 3,97 -0,90
16b -7,60 Asp 473  Pte. H (donor) 3,84 -1,50
Arg 400 Pte. H (aceptor) 2,72 -4,40
Ser387 Pi-H 4,04 -0,80
16¢c -7,69 Asp 473  Pte. H (donor) 2,81 -6,60
Arg 400 Pte. H (aceptor) 2,81 -3,20
Arg 400 Pi-catién 4,87 -0,70
16d -7,68 Asp 473  Pte. H (donor) 2,81 -6,60
Arg 400 Pte. H (aceptor) 2,86 -2,50
Arg 400 Pi-cation 4,81 -0,60
16e -5,56 Asp 384  Pte. H (donor) 2,99 -2,40
Lys 395 Pte. H (aceptor) 2,73 -1,80
Arg 400 Pte. H (aceptor) 2,92 -0,90
Tyr 394 pi-pi 3,94 -0,00
16f -7,61 Asp 473  Pte. H (donor) 3,28 -1,40
Arg 400 Pte. H (aceptor) 2,73 -4,60
Ser 387 pi-H 4,00 -0,70
169 -7,66 Asp 473  Pte. H (donor) 2,85 -6,60
Arg 400 Pte. H (aceptor) 2,80 -3,30
16h -6,88 Asp 473  Pte. H (donor) 3,18 -2,10
Arg 400 Pte. H (aceptor) 2,74 -0,80
vismodegib -8,24 Phe 484  H-pi 3,62 -0,70
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En la tabla anterior, podemos observar que la mayoria de las interacciones
efectuadas entre los ligandos y el sitio de unidn de receptor son del tipo puente de
hidrogeno, en especial con los residuos Arg400 y Asp473. Por otro lado, los ligandos
gue no presentan un tipo de interaccion con algun residuo se debe a que solo
presentar interacciones del tipo Dispersion de London. Se utilizé la herramienta del
programa MOE, Protein Ligand Interaction Fingerprints (PLIF), que entrega un
resumen de las interacciones proteina-ligando, mediante esquemas de
huellas/codigos de barra y de poblacion (Figura 41). Asi, se corrobora que la
mayoria de los ligandos presenta interacciones del tipo puente de hidrégeno entre
los hidrégenos de las aminas del residuo de Arg400 y el N2 del anillo de purina de
cada ligando, como el que se representa en la Figura 42, con el ligando 1lc,
ademas, de la interacciones tipo n- © y dipolo-dipolo. Para el caso de 16e, dicha
interaccion se forma con el flior del fragmento N-metil-piperazinilanilina. Estas
diferencia ocurren debido a la conformaciéon que presentaron ambos compuestos,
donde la disposicion del N2 del nlcleo se posiciona a una distancia que no alcanza
a interaccionar con los hidrogenos de Arg400. Los ligandos que no presentaron esta
interaccion son 11a, 11d, 1le, 11h y vismodegib, ya que la conformacién mas
estable de estos ligandos muestra el par electronico del N2 orientado hacia otra
direccion, mas alejada del hidrogeno del residuo Arg400. Para el caso del ligando
16g, destacado por su citotoxicidad en MIA-PaCa-2, presentd un score de -7,66
kcal/mol e interacciones del tipo puente de hidrogeno entre el -NH unido a C2 del
ndcleo con Glu518 y el N1 de la purina con Arg400 (Figura 43). Comparando los
ligandos de mejor citotoxicidad 11c, 16c, 16f y 16g, éste ultimo presento el score
mas alto, pero no supera el score obtenido para vismodegib que fue de -8,24
kcal/mol, esta diferencia posiblemente sea por el tamafio y conformacion que

presenta éste vismodegib con respecto a los ligandos sintetizados.
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Figura 41. Huellas dactilares de las interacciones proteina-ligando en cristal 4QIM,
a) codigos de barras y b) poblacién.

b)

Figura 42. Interacciones intermoleculares entre ligando 11c (magenta) y residuos
Arg400, Asp473y Tyr394.
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Figura 43. Interacciones del tipo puente de hidrégeno entre ligando 16g (magenta)
y residuos Arg400, Asp473.

La interaccion con el aminoacido Asp473 es importante de recalcar, debido a que
ese residuo se encontraria mutado en células cancerigenas (Hys473),
interrumpiendo la unién de farmacos y, por consiguiente, la eficacia de éstos
disminuye.[29] Para este caso los ligandos 16b, 16¢, 16f, 16g y 16h presentan
interaccioén tipo puente de hidrogeno entre el hidrogeno de la amina unida a C2, que
conecta el nucleo de purina y el fragmento N-metil-piperazinilanilina, con el oxigeno
del residuo (Figura 44). Para el caso de 11c hay la interaccion fue entre el hidrogeno
de la cadena alifatica lateral en posicion o al N9, con el oxigeno del residuo Asp473,

como se mostré en la Figura 42.

84



Figura 44. Interaccion tipo puente de hidrégeno entre residuo Asp473y ligando 16d.

Para el caso de vismodegib, se esperaba que este tuviera interaccion con el residuo
aminoacidico Asp473, ya que en distintas publicaciones la nombran junto con la de
Arg400 y Phe484.[29,84,85] Sin embargo, solo con este dltimo es que se pudo
observar una interaccién del tipo H-n (Figura 45). Estas diferencias se deben a que
el cristal con el cual trabajaron en las investigaciones es distinto, PDB: 5L71 (Tabla
10), el cual fue co-cristalizado con vismodegib, por lo tanto, la conformacién seria

levemente distinta.

85



Figura 45. Interaccién entre vismodegib y residuo Phe484.

A continuacioén, se presentan los resultados y discusion en base al cristal 4N4W, el
cual estad co-cristalizado con el ligando antagonista SANT-1. En la Figura 46
podemos observar la superposicion del antagonista control y el ligando 11a, éste
ultimo se sitia aun mas profundo de la cavidad en relacién con SANT-1, con una
conformaciéon muy compactada, donde el fragmento alifatico hexilo est4 rotado

hacia el fragmento pirinidil-piperazina.
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Figura 46. Superposicién de SANT-1 (amarillo) y 11a (magenta) en sitio de unién
de cristal 4N4W.

En la Tabla 12 se presentan los resultados en base a las interacciones que
presentaron los diferentes ligandos con el receptor, al igual como fue para los

resultados anteriores para el cristal 4QIM.
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Tabla 12. Valor de scoring (kcal/mol) e interacciones que presenta la mejor
conformacion en el cristal 4N4W con sitio de 4,5 A.

Ligando Scoring  Receptor Interaccion Distancia E
(kcal/mol) (aa) (A) (kcal/mol)

1lla -7,05 Glu518 Pi-H 3,82 -0,70

11b -7,44 Arg 400 Pte. H (aceptor) 3,30 15
Glu518 Pi-H 3,80 -0,70

1lc -5,23

11d -7,02 Hys 470 Pte. H (aceptor) 3.21 -1,5
Glu518 Pi-H 3,82 -0,70

1lle -8,17 Arg 400  Pi-cation 4,60 -1,30

11f -8,32

119 -8,17 Arg 400  Pi-cation 4,65 -1,20

11h -8,15 Arg 400  Pi-cation 4,62 -1,20

11i -8,60 Arg 400 Pi-cation 4,61 -1,20

16a -8,65 Arg 400  Pi-cation 4,86 -0,70

16b -9,73 Arg 400  Pi-cation 4,77 -0,70

16c -8,19

16d -8,67

16e -8,51 Arg 400 Pi-cation 4,96 -0,6

16f -9,25

169 -4,17

16h -8,71

vismodegib -9,00 Tyr394  Pte. H (aceptor) 2,97 -2,20

Las interacciones expuestas con anterioridad para el cristal 4QIM son muy
diferentes a las observadas para el cristal 4AN4W. En este, se generan interacciones
del tipo catién-n, debido a la protonacion de la porcion de guanidina del residuo
Arg400 a pH fisiologico, donde la conformacion del ligando favorece esta atraccion
electrostatica con el fragmento aromético unido al C2 al anillo de purina (Figura 47).
En el caso de los ligandos 11c, 11f, 16¢, 16d, 16f, 16g y 16h, solo existen
interacciones mas deébiles con el receptor, del tipo Van der Waals, como se vi6

también en el cristal 4QIM.
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Figura 47. Interaccion cation-n, entre el residuo Arg400 y el ligando 11g.

La Figura 48 presenta el resumen de las interacciones expuestas en la Tabla 12
mediante la herramienta PLIF, donde se presentan solo las interacciones mas
fuertes entre el receptor y los ligandos. A diferencia con el cristal 4QIM, predominan
en este caso las fuerza de Van der Waals, pero debemos destacar que la energia
de conformacién de estos ligandos en su conjunto es mayor a las obtenidas en

4QIM, llegando a valores de -8,0 kcal/mol aproximadamente.
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Figura 48. Huellas dactilares de las interacciones proteina — ligando del cristal
4N4W, a) codigos de barras y b) poblacion.

En general, los ligandos del tipo 16 presentaron mejores puntuaciones en los
acoplamientos para ambos cristales, en comparacion a los ligandos del tipo 11. En
especifico, para el cristal 4QIM, el ligando 16¢c presentd el mejor score, de -7,69
kcal/mol, entre los ligandos sintetizados. Sin embargo, este ligando no supera a
vismodegib, que presenta un score de -8,24 kcal/mol. Para el caso del cristal 4N4W,
el ligando con mejor score fue 16b, con un valor de -9,73 kcal/mol. En este caso, el

ligando supera levemente el valor de score del farmaco vismodegib (-9,00 kcal/mol).

Por otra parte, la cavidad que suscita mayor interés en el estudio de antagonistas
del receptor Smo es como la que se exhibe en el cristal 4QIM. Por esto, y debido a
los buenos resultados obtenidos para el ligando VII (sintetizado por el grupo de
laboratorio del Dr. Salas), se realiz6 su acoplamiento molecular con el cristal 4QIM

y sus resultados fueron comparados con los obtenidos para los ligandos de la Serie
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II. El ligando VII presentd un score de acoplamiento de -2,25 kcal/mol y, en la Figura
49, se muestran las interacciones del ligando con los residuos Arg400 (puente de
hidrégeno) y Tyr394 (H-n). Estas interacciones fueron congruentes con el tipo de
ligando. El valor de score obtenido para VIl fue menor en relacion con los ligandos
del tipo 16 (-7,60 kcal/mol aprox.), pero similar al obtenido para 11c (-2,18 kcal/mol).
La similitud con éste ultimo es debido a que son estructuralmente parecidos, salvo
por el sustituyente en el fenilo unido a C2 de la purina (como se vio en la discusion
de citotoxicidad). Estos resultados nos permiten inferir que los ligandos de la Serie

Il serian candidatos adecuados para experimentos in vitro con el receptor Smo.

Figura 49. Interaccién entre ligando VIl y residuos Arg400 y Tyr394 en cristal
4QIM.

5.3.2. Anclaje reverso para ligandos Serie I.

Con el fin de encontrar una posible aplicabilidad a los compuestos de la Serie |, los
cuales presentaron una escasa citotoxicidad frente a las lineas celulares
cancerigenas, se selecciond el compuesto 10a como representativo de la Serie |I.

Este compuesto no presenta sustituyentes en el grupo fenilo unido al C6 del anillo
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de purina. Para ello, se utilizé6 el método computacional de “target fishing” para
identificar el objetivo mas probable para la molécula designada. Como se mencioné
en el Apartado 1.8 las plataformas PharmMapper y ChemMapper se basan en el
principio de similitud quimica, es decir, que moléculas similares pueden unirse a los

mismos objetivos y tener bioactividades similares.

Como resultado, ambas plataformas entregaron una lista con 300 modelos
farmacoldgicos probables, de los cuales se hizo una busqueda segun cédigo PDB
o Uniprot (segun el caso) para determinar a que tipo de organismo corresponde
cada modelo, haciendo un tamizaje solo se consideraron los modelos humanos. De
los resultados entregados por PharmMapper, 67 correspondian a modelos
humanos. En la Figura 50 se observa un gréafico circular, que da cuenta de los
grandes grupos de clasificacion que se hizo, donde un 53,7 % corresponde a
diferentes tipos de blancos nombrado como “Otros”. En este Ultimo grupo se
encuentran factores de crecimiento, proteinas transportadoras, regulacion de
genes, proteinas de unién, transcripcion, entre otros. Luego, tenemos 41,8 % de
blancos del tipo enzimatico (transferasas, hidrolasas, entre otras) y por ultimo, en
un menor porcentaje, los blancos del tipo receptor. El modelo que presentd el mejor
score fue la proteina quinasa dependiente de ARN PKR (Tabla 13), de doble cadena
inducida por interferon (PDB: 1QUG6), la cual presenta actividades antivirales y

antitumorales.[86]
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Figura 50. Grafico circular de los resultados obtenidos de PhamMapper para el
ligando 10a.

Para el caso de ChemMapper (Figura 51), solo 64 de los 300 resultados
correspondian a modelo humano. ElI 50 % de modelos corresponden al tipo
enzimatico, donde el receptor de adenosina Al presento el mejor score para 10a en
este anclaje reverso (Tabla 13). Los receptores Al estan presentes en la superficie
de las células de los 6rganos de todo el cuerpo. Las acciones mediadas por los
receptores Al incluyen enlentecimiento de la frecuencia cardiaca, reduccion de la
contractilidad auricular, atenuacion de las acciones estimulantes de las
catecolaminas sobre los receptores beta-adrenérgicos, reduccion de la lipdlisis en
el tejido adiposo, reduccion de la formacion de orina e inhibicion de la actividad

neuronal, entre otras funciones.[87]
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Figura 51. Grafico circular de los resultados de ChemMapper para el ligando 10a.

Tabla 13. Modelos farmacolégicos con mejor score, para el ligando 10a, en
PharmMapper y ChemMapper.

PharmMapper ChemMapper
Uniprot Score Nombre Uniprot Score Nombre
P19525 0,9955 Proteina P30542 1,000 Receptor  de
quinasa adenosina Al
activada por
ARN
bicatenario
inducida por
interferon
Q96EPO 0,9873 Proteina ring | P29274 0,920 Receptor  de
finger 31 adenosina A2a
MDM2 0,9840 E3 ubiquitina- | P33765 0,812 Receptor  de
proteina adenosina A3
ligasa Mdm2
Q53HL2 0,9805 Borealina P42345 0,474 Serinal/treonina-
proteina
quinasa mTOR
RAC1 0,9773 Sustrato 1 de | P42336 0,339 Isoforma alfa de

toxina
botulinica C3
relacionada
con Ras

la subunidad
catalitica de
fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato 3-
quinasa

A grandes rasgos, este estudio entrega herramientas de partida para encontrar una

utilidad terapéutica a los ligandos de la Serie I, dando como puntapié inicial realizar

un acoplamiento molecular con los modelos de mejor puntaje.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES



6.

CONCLUSIONES

Se sintetizaron 50 nuevas moléculas derivadas de purinas 2,6,9-
trisustituidas, utilizando reacciones clésicas de la quimica organica, con

rendimientos en su etapa final del 30 al 92 %.

Todos los intermediarios y ligandos finales fueron caracterizados mediante
las técnicas espectroscopias de resonancia magnética nuclear e infrarrojo,

las que confirmaron las estructuras quimicas propuestas.

Se evaluo el efecto citotoxico de los ligandos finales de las Series | y Il, de
derivados de purinas, mediante la reducciéon de MTT en las lineas celulares
cancer de pancreas (AsPC-1, BxPC-3, MIA-PaCa-2) y células sanas
(HEK293). Los ligandos de la Serie | mostraron una baja citotoxicidad en las
diferentes lineas celulares ensayadas. Se concluyé que este efecto fue
debido a la baja solubilidad de los ligandos en el medio de cultivo. En relacion
con los ligandos de la Serie Il, en general se observaron mejores resultados
citotoxicos en relacion con la Serie |. De los resultados obtenidos, los
derivados purinicos 11c, 16c¢, 16f y 16g exhibieron prometedoras
propiedades citotoxicas y de selectividad en las lineas celulares de cancer

de pancreas estudiadas.

Se realizé un estudio de acoplamiento molecular de los ligandos de la Serie
Il, usando dos cristales del receptor Smo (4QIM y 4N4W) con sitios de union
diferentes. Para el caso del cristal 4QIM, se observé que la mayoria de los
compuestos sintetizados presentaron interacciones del tipo puente de
hidrogeno con los residuos Asp473 y Arg400. Ademas, el ligando 16c fue el
gue mostré el mejor valor de score (-7,69 kcal/mol) para el sitio de union

estudiado. Para el cristal 4AN4W se observaron principalmente interacciones
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del tipo Van der Waals, y el ligando 16b fue el que obtuvo el valor de score

(-9,73 kcal/mol) més alto para la serie.

En vista de los resultados obtenidos en citotoxicidad para la Serie |, se realiz
un estudio de anclaje reverso utilizando las plataformas virtuales
PharmMapper y ChemMapper. El ligando 10a mostr6 que pueden ser
potencial candidato para estudios en el receptor de Adenosina y/o Proteina

guinasa activada por ARN bicatenario inducida por interferén.
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ANEXO 1: Data espectroscépica

6-Cloro-2-fluoro-9-hexil-9H-purina (3a)

Rendimiento: 30 %; Sélido blanco; Punto de Fusién: 50,4 — 53,6° C. RMN-'H (400
MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,08 (s, 1H, H8), 4,21 (t, J= 7,1 Hz; 2H, H1’), 1,88 (dd,
J=14,0, 7,1 Hz, 2H, H2’), 1,30 (m, 6H, H3’, H4’, H5), 0,85 (t, J= 6,9 Hz, 3H, HE’).
RMN-13C (101 MHz, 298 K CDCI3) &/ppm 157,35 (C2, d, Jcr = 219,7 Hz), 153,78
(C4, d, Jc-F = 16,9 Hz), 152,69 (C6, d, Jc-F = 17,6 Hz), 145,91 (C8), 130,38 (C5),
4478 (C1’), 31,16 (C3’), 29,74 (C2’), 26,31 (C4’), 22,48 (C5’), 13,98 (C6’). FT-IR
(KBr, cm'): 3070, 2931, 2854, 1604, 1489, 1442, 1033, 933, 640.
6-Cloro-2-fluoro-9-hexil-7H-purina (3a’)

Rendimiento: 7 %; Sélido blanco; Punto de Fusién: 54,8 — 58,3° C; RMN-1H (400
MHz, 298 K, CDCIs) &/ppm 8,24 (s, 1H, H8), 4,44 (t, J= 7,4 Hz; 2H, H1’), 1,95-1,85
(m, 2H, H2’), 1,39 — 1,25 (m, 6H, H3’, H4’, H5’), 0,86 (t, J= 6,7 Hz, 3H, H6’). RMN-
13C(101 MHz, 298 K, CDClz) d/ppm 164,37 (C6, d, JcFr= 17,2 Hz), 157,58 (C2, d, Jc-
F=217,4 Hz), 150,83 (C8), 144,62 (C4, d, Jcr =178,4 Hz), 121,23 (C5), 47,82 (C1’),
31,58 (C2'), 29,31 (C3’), 26,12 (C4’), 22,49 (C5’), 13,96 (C6’).
6-Cloro-2-fluoro-9-metilciclopropil-9H-purina (3b)

Rendimiento: 28 %; Sélido blanco; Punto de Fusion: 82,3 — 83,7° C; RMN-tH: (400
MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,21 (s, 1H, H8), 4,10 (d, J = 7,4 Hz, 2H, H1’), 1,37 —
1,28 (m, 1H, H2’), 0,75 - 0,68 (m, 2H, H3' y H4’), 0,48 (q, J = 5,1 Hz, 2H, H3’ y H4").
RMN-2C (101 MHz, 298 K, CDCI;) &/ppm 153,30 (C2), 152,98 (C4), 151,76 (C6),
145,53 (C8), 130,85 (C5), 49,46 (C1°), 11,01 (C2"), 4,62 (2C, C3’' y C4’).
6-Cloro-2-fluoro-9-metilciclopropil-7H-purina (3b’)

Rendimiento: 5 %; Sélido blanco; Punto de Fusién: 104,6 — 107,9° C; RMN-*H (400
MHz, 298 K, CDCI3) &/ppm 8,39 (s, 1H, H8), 4,33 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H1”), 1,46 —
1,31 (m, 1H, H2"), 0,76 (q, J = 5,7 Hz, 2H, H3’ y H4’), 0,48 (q, J = 5,2 Hz, 2H, H3' y
H4’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCls) d/ppm 163,68 (C4), 153,00 (C2), 149,91
(C8), 143,76 (C6), 121,80 (C5), 52,49 (C1”), 11,56 (C2”), 4,67 (2C, C3”, C4").
2,6-Dicloro-9-metilciclopropil-7H-purina (3c)
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RMN-'H (200 MHz, 298 K CDCls) d/ppm 8,22 (s, 1H, H8), 4,10 (d, J = 7,3 Hz, 2H,
H1), 1,40 - 1,25 (m, 1H, H2'), 0,77 — 0,66 (m, 2H, H3’ y H4’), 0,47 (dt, J = 6,3, 4,9
Hz, 2H, H3’ y H4’). RMN-13C (50 MHz, 298 K CDCIs) &/ppm 153,29 (C2), 152,98
(C4), 151,76 (C6), 145,53 (C8), 130,85 (C5), 49,46 (C1’), 11,01 (C2'), 4,62 (2C, C3
y C4").

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

Rendimiento: 82 %; sélido blanco; Punto de fusién: 50,0 — 53,2 °C. RMN-'H (400
MHz, 298 K CDCIs) &8/ppm 8,88 (d, J= 8,65, 2H, H2"”), 8,08 (s, 1H, H8), 7,37 (d, J=
8,5, 2H, H3""), 4,24 (t, J= 7,24, 2H, H1’), 1,91 (dd, J= 14,0 — 7,0 Hz, 2H, H2’), 1,39
- 1,25 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,87 (t, J= 6,7, 3H, H6"). RMN-13C (101 MHz, 298 K
CDCI3) d/ppm 158,85 (C2, d, Jc-F= 212,9 Hz), 155,62 (C6, d, Jc-Fr= 15,3 Hz), 155,19
(C4, d, Jcr= 16,9 Hz), 151,87 (C4’”,d, Jc-r= 1,6 Hz), 145,28 (C8, d, JcF= 3,0 Hz),
133,16 (1"”), 131,91 (C2™), 129,77 (C5, d, Jcr= 4,2 Hz), 124,40 — 116,70 (-OCFs3, q,
Jc-Fr= 260,0 Hz), 120,76 (C3), 44,33 (C1°), 31,27 (C3’), 29,85 (C2’), 26,42 (C4’),
22,56 (C5’), 14,03 (C6’). RMN-°F (376 MHz, 298 K, CDClIs) -57,58, -50,7. IR-FT
(KBr, cm): 3093, 2924, 2862, 1597, 1465, 1350, 1203, 1157, 902.
2-Fluoro-9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi) fenil)-9H-purina (4b)
Rendimiento: 75 %; sélido blanco; Punto de fusién: 116,8 — 120,3. RMN-'H (400
MHz, 298 K CDCI3) &/ppm 8,86 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H2"), 8,21 (s, 1H, H8), 7,37 (d,
J=8,3Hz, 2H, H3""), 4,12 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H1’), 1,42 — 1,29 (m, 1H, H2’), 0,72
(d, J = 7,0 Hz, 2H, H3 y H4’), 0,49 (d, J = 4,0 Hz, 2H, H3 y H4’). RMN-13C (101
MHz, 298 K CDCI3) d/ppm 154,93 (C6), 154,48 (C4), 154,25 (C2), 151,74 (C4™),
144,91 (C8), 133,17 (C1’”), 131,94 (2C, C2"’), 130,14 (C5), 121,83 — 119,26 (Jc-F =
259,6 Hz, OCFs3), 120,77 (2C, C3"), 48,93 (C1’), 11,05 (C2’), 4,56 (2C, C3’). FT-IR
(KBr, cm): 3093, 3016, 2939, 1597, 1365, 902.
2-Fluoro-9-hexil-6-(4-(trifluorometil) fenil)-9H-purina (4d)

RMN-H (200 MHz, 298 K CDCls) 8/ppm 8,94 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H2"), 8,12 (s, 2H,
H8), 7.80 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H3"), 4,26 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H1’), 1,94 (t, J = 7,2 Hz,
2H, H2'), 1,42 — 1.27 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,94 — 0.78 (m, 3H, H6’). RMN-13C (50
MHz, 298 K, CDCls) 8/ppm 160.98, 156.74, 155.59, 155.24, 145.66, 145.60, 137.95,
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133.48, 132.84, 132.19, 130.40, 130.23, 130.14, 126.76, 125.80, 125.72, 125.65,
125.57,122.44, 121.34, 44.40, 31.28, 30.45, 29.86, 26.44, 22.57, 14.04.
2-Fluoro-9-hexil-6-(4-nitrofenil)-9H-purina (4f)
RMN-'H (200 MHz, 298 K CDCIz) &/ppm 9,05 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H2™"), 8,41 — 8,35
(m, 2H, H3""), 8,15 (s, 1H, H8), 4,28 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H1’), 1,93 (q, J = 7,1 Hz, 2H,
H2"), 1,42 — 1,27 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,94 — 0,82 (m, 3H, H6’). ). RMN-13C (50
MHz, 298 K CDCls) &/ppm 160.79, 153.82, 149.47, 145.94, 145.88, 140.29, 130.88,
128.31, 124.37, 123.70, 65.25, 44.33, 31.12, 29.70, 26.29, 22.41, 13.90.
2-Fluoro-9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purina (49)
RMN-'H (200 MHz, 298 K CDCI3) d/ppm 8,89 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H2™"), 8,21 (s, 1H,
H8), 7,43 -7,32 (m, 2H, H3""), 4,10 (d, J=7,3 Hz, 2H, H1’), 1,44 - 1,27 (m, 1H, H2’)
0,80 - 0,65 (m, 2H, H3’ y H4’), 0.50 (dt, J = 6,3, 4,8 Hz, 2H, H3’ y H4’). RMN-13C (50
MHz, 298 K CDCls) &/ppm 160.99, 156.76, 155.75, 155.45, 155.36, 155.03, 151.86,
151.82, 144.95, 144.89, 133.18, 131.92, 129.79, 129.71, 123.12, 120.78, 117.99,
48.93, 11.07, 4.55.
2-Fluoro-9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometil)fenil)-9H-purina (4i)
RMN-1H (200 MHz, 298 K CDCls) d/ppm 8,95 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H2""), 8,24 (s, 1H,
H8), 7,80 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H3""), 4,12 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H1’), 1,44 — 1,29 (m, 1H,
H2), 0.80 — 0.67 (m, 2H, H3’ y H4’), 0.51 (dt, J = 6.3, 4.8 Hz, 2H, H3’ y H4’). RMN-
13C (50 MHz, 298 K CDCIls) &/ppm 177.64, 175.81, 161.01, 156.77, 155.50, 155.21,
145.32, 145.26, 137.97, 133.48, 132.83, 132.18, 130.40, 130.23, 130.14, 126.76,
125.81, 125.73, 125.65, 125.58, 121.35, 49.00, 29.83, 11.08, 4.59.
2-Cloro-9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purina (4l)
RMN-'H (200 MHz, 298 K CDCls) d/ppm 8,87 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H2""), 8,22 (s, 1H,
H8), 7,44 — 7,32 (m, 2H, H3"), 4,13 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H1’), 1,43 — 1,29 (m, 1H,
H2'), 0.79 — 0.66 (m, 2H, H3’ y H4’), 0.50 (dt, J = 6.4, 4.9 Hz, 2H, H3’ y H4’). RMN-
13C (50 MHz, 298 K CDCls) 8/ppm 177.63, 154.97, 154.50, 154.28, 151.79, 151.75,
144.90, 133.19, 131.96, 130.15, 123.12, 120.79, 117.99, 48.95, 31.04, 11.08, 4.59.
2-Cloro-9-metilciclopropil-6-(4-metoxifenil)-9H-purina (4m)
RMN-'H (200 MHz, 298 K CDCls) d/ppm 8,83 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H2""), 8,18 (s, 1H,
H8), 7.06 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H3"), 4.11 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H1"), 3,90 (s, 3H) 1,43 —
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1,31 (m, 1H, H2), 0.79 — 0.66 (m, 2H, H3’ y H4’), 0.50 (dd, J = 5.9, 4.3 Hz, 2H, H3’
y H4’). RMN-13C (50 MHz, 298 K CDCls) 8/ppm 177.64, 162.72, 144.07, 139.01,
132.10, 127.46, 114.26, 85.66, 55.58, 48.80, 31.07, 11.13, 4.56.
2-Cloro-9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometil)fenil)-9H-purina (4n)

RMN-1H (200 MHz, 298 K CDCls) d/ppm 8,93 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H2""), 8,25 (s, 1H,
H8), 7,79 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H3"), 4,14 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H1’), 1,37 (tt, J = 7.7, 4.8
Hz, 1H, H2"), 0,80 — 0,67 (m, 2H, H3’ y H4’), 0,50 (dt, J = 6.3, 4.8 Hz, 2H, H3’ y H4’).
RMN-13C (50 MHz, 298 K CDCls) 8/ppm 154.72, 154.33, 145.25, 137.99, 133.37,
132.73, 130.55, 130.44, 127.76, 126.77, 126.04, 125.78, 125.71, 125.63, 125.56,
121.36, 49.01, 31.04, 11.08, 4.61.

2-Cloro-9-metilciclopropil-6-fenil-9H-purina (4p)

RMN-!H (200 MHz, 298 K CDCls) &/ppm 8,85 — 8,74 (m, 2H, H2"”), 8,21 (s, 1H, H8),
7,56 — 7,51 (m, 3H, H3"” y H4""), 4,13 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H1’), 1.46 — 1,28 (m, 1H,
H2’), 0.78 — 0.66 (m, 2H, H3’ y H4’), 0.49 (dt, J = 6.3, 4.8 Hz, 2H, H3’ y H4’). RMN-
13C (50 MHz, 298 K CDCIl3) 6/ppm 156.71, 154.39, 154.30, 144.64, 134.76, 131.78,
130.26, 130.19, 128.84, 48.87, 31.06, 11.11, 4.57.

tert-Butil-4-(benzamido) piperidin-1-carboxilato (8a)

Rendimiento: 83 %; sélido blanco; Punto de Fusién: 98,7 — 101,7 RMN-1H (400 MHz,
298 K CDCI3) &/ppm 7,32-7,66 (m, 2H, H6” y H4”), 7,21-7,16 (m, 3H, H3” y H5",
H2"), 5,81 -5,72 (m, 1H, -NH), 4,14 - 4,00 (m, 3H, H-pip4 y H-pip2), 2,89 (t, J= 12,1
Hz, 2H, H-pip2), 2,41 (s, 3H), 2,00 (d, J= 12,0 Hz, 2H,H-pip3), 1,44 (s, 9H, 3 x CH3),
1,42-1,32 (m, 2H, H-pip3). RMN-3C (101 MHz, 298 K, CDCI3) d/ppm 169,63
(CO/amida), 154,83 (CO/carbamato), 136,53 (C1”), 131,09 (C3”), 129,99 (C4”),
126,69 (C6”), 125,85 (C5”), 79,83 (CO/carbamato), 47,14 (C-pip4), 42,74 (C-pip2),
32,17 (C-pip3), 28,53 (3 x -CH3), 19,78 (C1™).

tert-Butil-4-(2-metilbenzamido)piperidin-1-carboxilato (8b)
Rendimiento: 65 %; sélido blanco; Punto de Fusiéon: 113,5 - 117,5° C. RMN-'H (400

MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 7,32-7,66 (m, 2H, H6” y H4”), 7,21-7,16 (m, 2H, H3" y
H5”), 5,81-5,72 (m, 1H, -NH), 4,14 - 4,00 (m, 3H, H-pip4 y H-pip2), 2.89 (t, J= 12,1
Hz, 2H, H-pip2), 2.41 (s, 3H, -CH3 arom), 2.00 (d, J= 12,0 Hz, 2H, H-pip3),1.44 (s,
9H, 3 -CH3), 1,42 — 1,32 (m, 2H, H-pip3). RMN-3C (101 MHz, 298 K, CDClI3) d/ppm
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169,63 (CO/amida), 154,83 (CO/carbamato), 136,53 (C1”), 131,09 (C3”), 129,99
(C4”), 126,69 (C6”), 125,85 (C5”), 79,83 (C/carbamato), 47,14 (C-pip4), 42,74 (2C,
C-pip2), 32,17 (2C, C-pip3), 28,53 (3C, -CHs/carbamato), 19,78 (CHs/arom). FT-IR
(KBr, cm™): 3271, 3062, 2970, 2862, 1697, 1543, 1064, 941.

tert-Butil 4-(2-bromobenzamido)piperidin-1-carboxilato (8c)
Rendimiento: 88 %, sélido blanco, punto de fusién: 120,0 — 122,5° C. RMN-*H (400

MHz, 298 K, CDCI3) &/ppm 7,59 (d, J= 7,9 Hz, 1H, H6”), 7,51 (d, J= 7,6 Hz, 1H,
H3”), 7,36 (t, J= 7,4 Hz, 1H, H4”), 7,29 (d, J= 7,4 Hz, 1H, H5"), 6,05 (d, J= 7,5 Hz,
1H, -NH), 4,2 -4,1 (m, 1H, H-pip4), 4,07 (d, J= 13,0 Hz, 2H, H-pip2), 2,95 (t, J= 12,4
Hz, 2H, H-pip2), 2,05 (d, J= 12,4 Hz, 2H, H-pip3), 1,47 (s, 9H, 3 x CHa3), 1,46 — 1,8
(m, 2H, H-pip3). RMN-C (101 MHz, 298 K, CDCIz) d/ppm 167,04 (CO/amida),
154,78 (COl/carbamato), 137,87 (C1”), 133,40 (C6”), 131,35 (C5”), 129,63 (C3”),
127,69 (C4”), 119,30 (C2”), 79,80 (C/carbamato), 47,50 (C-pip4), 42,68 (2C, C-
pip2), 31,89 (2C, C-pip3), 28,52 (3C, -CHa). FT-IR (KBr, cm't): 3271, 3062, 2978,
2854, 1689, 1026, 902, 686.

tert-Butil 4-(3-clorobenzamido)piperidin-1-carboxilato (8d)
Rendimiento: 89 %, sélido blanco; Punto de fusién: 157,3 — 158,8° C. RMN-H (400

MHz, 298 K, CDCI3) &/ppm 7,73 (s, 1H, H2”), 7,62 (d, J= 7,7 Hz, 1H, H4"), 7.45 (d,
J=8,1Hz, 1H, H6"), 7,34 (d, J= 7,8 Hz, 1H, H5"), 6,23 (d, J= 7,6 Hz , 1H, -NH), 4,14
— 4,03 (m, 3H, H-pip4 y H-pip2), 2,87 (t, J= 12,4 Hz, 2H, H-pip2), 1,99 (d, J= 10,4
Hz, 2H,H-pip3), 1,45 (s, 9H, 3 -CH3s), 1,43 — 1,35 (m, 2H, H-pip3). RMN-13C (101
MHz, 298 K, CDCI3) &/ppm 165,65 (CO/amida), 154,83 (CO/carbamato), 136,47
(C17), 134,82 (C3), 131,62 (C4”), 130,00 (C5”), 127,39 (C6”), 125,19 (C2"), 79,88
(Ccua/carbamato), 47,57 (C-pip4), 42,90 (2C, C-pip2), 32,16 (2C, C-pip3), 28,54 (3C,
-CH3). FT-IR (KBr, cm'): 3271, 3070, 2978, 2931, 2854, 1689, 1473, 1080, 902.

tert-Butil 4-(4-cianobenzamido)piperidin-1-carboxilato (8e)
Rendimiento: 98 %; sélido blanco; Punto de fusién: 159,7 — 161,5° C. RMN-*H (400

MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 7,87 (d, J= 8,2 Hz, 2H, H2”), 7,71 (d, J= 8,2 Hz, 1H,
H3"), 6,36 (d, J= 7,6 Hz, 1H, -NH), 4,17 — 4,04 (m, 3H, H-pip4 y H-pip2), 2,87 (t, J=
12,4 Hz, 2H, H-pip2), 2,00 (d, J= 13,4 Hz, 2H, H-pip3), 1,43 (s, 9H, 3 X CHa), 1,46 —

1,34 (m, 2H, H-pip3). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCI3) d/ppm 165.05 (CO/amida),
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154,69 (CO/carbamato), 138,44 (C1”), 132,39 (C3”) 127,75 (C2”), 118,04 (-CN),
115,04 (C4”), 79,85 (Ccua/carbamato), 47,65 (C-pip4), 42,75 (2C, C-pip2), 32,00
(2C, C-pip3), 28,41 (3C, -CHs). FT-IR (KBr, cm): 3363, 3286, 3055, 2993, 2939,
2854, 2229, 1535, 1234, 1072, 894.

tert-Butil 4-(3-fluoro-4-metoxibenzamido)piperidin-1-carboxilato (8f)
Rendimiento: 89 %; sélido blanco; Punto de fusién: 152,9 — 153,8° C. RMN-*H (400

MHz, 298 K, CDCl3) &/ppm 7,52 (d, J= 9,9 Hz, 2H, H6” y H5"), 6,39 (d, J= 8,2 Hz,
1H, H2"), 6,22 (d, J= 7,5 Hz, 1H, -NH), 4,07 (d, J= 11,6 Hz, 3H, H-pip4 y H-pip2),
3,90 (s, 3H, -OCHza), 2,86 (t, J= 12,6 Hz, 2H, H-pip2), 1,97 (d, J= 11,8 Hz, 2H, H-
pip3), 1,43 (s, 9H, 3 -CHa), 1,42 — 1,32 (m, 2H, H-pip3). RMN-13C (101 MHz, 298 K,
CDCI3) &/ppm 165,44 (CO/amida), 154,82 (CO/carbamato), 151,87 (d, Jc-r= 266,8
Hz, C3”), 150,58 (d, Jc-r= 30,3 Hz, C4”), 127,40 (C1”) 123,60 (C5”), 115,17 (C6”),
112,73 (C2”), 79,81 (Ceua/carbamato), 56,37 (-OCHas), 47,44 (C-pip4), 42,77 (2C, C-
pip2), 31,97 (2C, C-pip3), 28.42 (3C, -CHs). RMN-1F (400 MHz, 298 K, CDCls)
d/ppm -134,16. FT-IR (KBr, cm™): 3348, 3055, 2978, 2947, 2846, 1242, 1134, 1018,
871.

tert-Butil 4-(3,5-dimetilbenzamido)piperidin-1-carboxilato (8g)
Rendimiento: 89 %, sélido blanco, punto de fusion: 173,3 — 173,7° C. RMN-!H (400

MHz, 298 K, CDCIs) &/ppm 7,33 (s, 2H, H2”), 7,09 (s, 1H, H4"), 6,14 (d, J= 7,5 Hz,
1H, -NH), 4,06 (d, J= 11,6 Hz, 3H, H-pip4 y H-pip2), 2,87 (t, J= 12,4 Hz, 2H, H-pip2),
2,32 (s, 6H, H1"), 1,97 (d, J= 12,2 Hz, 2H, H-pip3), 1,44 (s, 9H, 3 -CH3), 5 1,43-1,31
(m, 2H, H-pip3). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCls), 167,33 (CO/amida), 154,81
(CO/carbamato), 138,31 (C1”), 134,67 (C3”), 133,12 (C4”), 124,75 (C2"), 79,73
(C/carbamato), 47,21 (C-pip4), 42,86 (2C, C-pip2), 32,20 (2C, C-pip3), 28,52 (3C, -
CHzs), 21,29 (2C, -CHs/arom). FT-IR (KBr, cm™): 3263, 3070, 2846, 2777, 1635,
1411, 1334, 864, 756.

tert-Butil 4-(3,5-dinitrobenzamido)piperidin-1-carboxilato (8h)
Rendimiento: 84 %, sélido blanco, punto de fusiéon: 205,2 — 207,6° C. RMN-*H (400

MHz, 298 K, CDCl3) 8/ppm 9,16 — 9,00 (m, 1H, H4"), 9,02 — 8,96 (m, 2H, H2"), 6,88
(d, J= 7,5 Hz, 1H, -NH), 4,28 — 4,06 (m, 3H, H-pip4 y H-pip2), 2.90 (t, J= 12,7 Hz,
2H, H-pip2), 2,11 — 1,97 (M, 2H, H-pip3), 1,60 — 1,45 (m, 2H, H-pip3), 1,43 (s, 9H, 3

X CHsz). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCIls) d/ppm 167,75 (CO/amida), 159,61
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(COl/carbamato), 148,97 (C3”), 136,07 (C1”), 129,91 (C2”), 123,21 (C4”), 79,87
(C/carbamato), 48,17 (C-pip4), 43,66 (2C, C-pip2), 33,27 (2C, C-pip3), 28,47 (3C, -
CHzs). FT-IR (KBr, cm™): 3248, 3100, 2931, 2854, 1643, 1543, 1411, 1342, 1072,
918, 717.

tert-Butil 4-(3-cloro-5-fluorobenzamido)piperidin-1-carboxilato (8i)
Rendimiento: 86 %, sélido blanco, punto de fusién: 170,1 — 171,8° C. RMN-*H (400

MHz, 298 K CDCIs) &/ppm 7,52 (s, 1H, H4”), 7,39 (d, J= 8,7 Hz, 1H, H2”), 7,20 (d,
J= 8,0 Hz, 1H, H6"), 6,36 (d, J= 7,4 Hz, 1H, -NH), 4,15 — 4,04 (m, 3H, H-pip4 y H-
pip2), 2,87 (t, J= 12,2 Hz, 2H, H-pip2), 1,98 (d, J= 11,8 Hz, 2H,H-pip3), 1,44 (s, 9H,
3 -CHa), 8 1.39-1.31 (m, 2H, H-pip3). RMN-3C (101 MHz, 298 K, CDClIz) &/ppm
164,34 (CO/amida), 162,54 (d, Jcr= 251,6 Hz, C5”), 154,70 (COl/carbamato),
137,76 (C3”), 135,49 (C17”), 123,12 (d, Jc-F= 3,1 Hz, C4”), 119,07 (d, Jc-r= 24,8 Hz,
C6”), 112,98 (d, Jc-Fr= 22,9 Hz, C2”), 79,84 (Ccua/carbamato), 47,64 (C-pip4), 42,77
(2C, C-pip2), 31,97 (2C, C-pip3), 28,42 (3C, -CHs).

tert-Butil 4-(2,4,6-triclorobenzamido)piperidin-1-carboxilato (8j)

Rendimiento: 59 %, sélido blanco, punto de fusién: 162,3 — 166,8° C. RMN-*H (400
MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,9 (m, 2H, H2”), 8,15 (s, 1H, H8), 7,94 (d, J= 7,55
Hz, 1H, -NH), 7,84 (m, 2H, H2), 7,45 (m, 5H, H13, H4 y H5”), 4,79 (m, 2H, H1’), 4,16
(m, 3H, H-pipe), 3,3 (m, 2H, H-pipe), 1,93 (m, 4H, H-pipe), 1,66 (m, 2H, H2’), 1,33
(m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,86 (m, 9H, -CHs). RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6)
o/ppm 165,36, 157,83, 154,40, 151,02, 149,54, 142,81, 134,94, 13467, 130,65,
130,22, 127,47, 126,68, 123,55, 49,89, 46,68, 43,04, 42,15, 30,53, 30,00, 29,08,
28,01, 25,11, 21,17, 12,99, IR-FT (KBr, cm-1): 3255,84, 3086,11, 2978,09, 2854,65,
1651,07, 1550,77, 1427,32, 1319,31, 1141,86, 894,97, 848,68

tert-Butil 4-(1-naftoamido)piperidin-1-carboxilato (8k)

Rendimiento: 80 %; sélido blanco; punto de fusién: 160,1 - 161,2 ° C, RMN-1H (400
MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,23 (d, J= 8,0 Hz, 1H, H8”), 7,88 (d, J= 8,0 Hz, 1H,
H2"), 7,86 - 7,82 (m, 1H, H5"), 7,55 - 7,47 (m, 3H, H4” H7” y H6"), 7,43 - 7,38 (m,
1H, H5”), 6,05 (d, J= 7,8 Hz, 1H, -NH), 4,23 - 4,13 (m, 1H, H-pip4), 4,07 (d, J= 9,7
Hz, 2H, H-pip2), 2,91 (t, J= 11,8 Hz, 2H, H-pip2), 2,04 (d, J= 10,8 Hz, 2H, H-pipe3),
1,45 (s, 9H, -CHs), 1,43 - 1,33 (m, 2H, H-pip3). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCl3)
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d/ppm 168,97 (CO/amida), 154,71 (CO/carbamato), 134,46 (C1”), 133,66 (C10”),
130,55 (C2”), 130,05 (C9”), 128,34 (C6”), 127,13 (C6”), 126,45 (C7”), 125,21 (C8”),
124,84 (C4”), 124,70 (C3”), 79,71 (Ccua/carbamato), 47,27 (C-pip4), 42,62 (2C, C-
pip2), 32,05 (2C, C-pip3), 28,43 (3C, -CHa). FT-IR (KBr, cm'): 3278, 3055, 2978,
2931, 2854, 1689, 1627, 1327, 1087, 871, 779.
tert-Butil-4-(2-naftoamido)piperidin-1-carboxilato (8l)
Rendimiento: 83 %; sélido blanco; punto de fusién: 144,1 — 147,1 ° C, RMN-1H (400
MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,23 (d, J= 8,0 Hz, 1H, H8’), 7,88 (d, J= 8,0 Hz, 1H, H2’),
7,86 -7,82 (m, 1H, H4’), 7,55 - 7,47 (m, 3H, H3' H5' y H7’), 7,43 - 7,38 (m, 1H, HE’),
6,05 (d, J=7,8 Hz, 1H, -NH), 4,23 - 4,13 (m, 1H, H-pip4), 4,07 (d, J=9,7 Hz, 2H, H-
pip2), 2,91 (t, J= 11,8 Hz, 2H, H-pip2), 2,04 (d, J= 10,8 Hz, 2H, H-pip3),1,45 (s, 9H,
CHs), 1,43 - 1,33 (m, 2H, H-pip3). RMN-3C (101 MHz, 298 K, CDClIs) d/ppm 13C
NMR (101 MHz, CDCI3) & 167.05 (CO/amida), 154.87 (CO/carbamato), 134.85,
132.72, 131.90, 128.99, 128.58, 127.87, 127.78, 127.44, 126.90, 123.68, 79.83
(Ccua/carbamato), 47.48 (C-pip4), 42.88 (2C, C-pip2), 32.29 (2C, C-pip3), 28.56 (3C,
-CHg). FT-IR (KBr, cm™): 3278, 3055, 2978, 2939, 2854, 1689, 1627, 1327, 1242,
1087, 871, 779.
tert-Butil 4-(6-cloronicotinamido)piperidin-1-carboxilato (8m)
Rendimiento: 81 %, sélido blanco, punto de fusién: 176,0 — 178,5 °C, RMN-*H (400
MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,73 (d, J= 1,7 Hz, 1H, H2"), 8,70 (dd, J= 8,3 Hz, 1H,
H6”), 7,37 (d, J= 8,3 Hz, 1H, H3"), 6,58 (d, J= 7,4 Hz, 1H, -NH), 4,16 - 4,04 (m, 3H,
H-pip4 y H-pip2), 2,85 (t, J= 12,0 Hz, 2H, H-pip2), 1,98 (d, J= 11,5 Hz, 2H, H-pip3),
1,42 (s, 9H, 3 -CHa), 1,41 - 1,34 (m, 2H, H-pip3). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCls)
o/ppm 164,06 (CO/amida), 154,79 (CO/carbamato), 154,28 (C6”) 148,25 (C2”),
138,08 (C4”), 129,24 (C3”), 126,42 (C5”), 79,73 (C/carbamato), 47,71 (C-pip4),
42,90 (2C, C-pip2), 32,10 (2C, C-pip3), 28,49 (3C, -CH3s), FT-IR (KBr, cm): 3340,
2970, 2368, 1658, 1543, 1149, 1064 y 887.
tert-Butil 4-(3-metiltiofeno-2-carboxamido)piperidin-1-carboxilato (8n)
Rendimiento: 82 %, sélido blanco, punto de fusién: 118,7 — 119,8 °C, RMN-*H (400
MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 7,23 (d, J= 5,0 Hz, 1H, H5"), 6,85 (d, J= 5,0 Hz, 1H,
H4”), 5,75 (d, J= 7,4 Hz, 1H, -NH), 4,10 — 4,00 (m, 3H, H-pip4 y H-pip2), 2,88 (t, J=
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12,0 Hz, 2H, H-pip2), 2,47 (s, 3H, -CH3s), 2,00-1,95 (m, 2H, H-pip3), 1,43 (s, 9H, 3 X
—CHs), 1,41-1,33 (m, 2H, H-pip3). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCls) d/ppm 162,51
(CO/amida), 154,74 (CO/carbamato), 141,19 (C2”), 132,06 (C4”), 130,93 (C3"),
126,42 (C5”), 79,73 (C1””), 47,26 (C-pip4), 42,77 (2C, C-pip2), 32,20 (2C, C-pip3),
28,49 (9C, -CHzs/carbamato), 15,76 (3C, -CHzs). FT-IR (KBr, cm™): 3263, 3093, 2978,
2954, 1689, 1627, 1427, 1080, 864, 763.
tert-Butil-4-(3-(2-clorofenil)-5-metilisoxazol-4-carboxamido)piperidin-1-
carboxilato (80)

Rendimiento: 86 %; sélido blanco; punto de fusion: 145,4 -147,0 °C, RMN-'H (400
MHz, 298 K, CDCI3) &/ppm 7,56 - 7,40 (m, 4H, H-arom), 5,60 (d, J= 7,5 Hz, 1H, -
NH), 3,96 - 3,86 (m, 1H, H-pip4), 3,67 (d, J= 13,0 Hz, 1H, H-pip2), 2,86 (t, J= 11,3
Hz, 2H, H-pip2), 2,74 (s, 3H, -CHs), 1,72 (d, J= 10,2 Hz, 2H, H-pip3), 1,42 (s, 9H, 3
-CHg), 1,01-0,91 (m, 2H, H-pip3). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCIs3) &/ppm 174,41
(C5”), 160,44 (CO/amida), 158,17 (C3”), 154,73 (CO/carbamato), 134,25 (C-arom),
132,20 (C-arom), 131,68 (C-arom), 130,38 (C-arom), 127,94 (C-arom), 127,73 (C-
arom), 111,86 (C4”), 79,82, 46,12 (C-pip4), 42,14 (2C, C-pip2), 31,49 (2C, C-pip3),
28,48 (9C, -CH3), 13,08 (3C, -CHa). FT-IR (KBr, cm): 3425, 3255, 3078, 2978,
2854, 2368, 1697, 1550, 1427, 1141, 1080, 879, 763.
tert-Butil-4-(5H-dibenzo[b,flazepin-5-carboxamido)piperidin-1-carboxilato (8p)
Rendimimento: 52 %; sélido blanco; punto de fusién: 68,3 — 74,7 °C, RMN-'H (400
MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 7,44-7,40 (m, 4H, H3”, H6"), 7,38 - 7,29 (m, 4H, H5",
H4"), 6,91 (s, 2H, H8"), 4,11 (d, J= 7,5 Hz, 1H, -NH), 3,84 (d, J= 13,3 Hz, 2H, H-
pip2), 3,73 (d, J= 7,3 Hz, 1H, H-pip4), 2,81 (t, J= 12,4 Hz, 2H, H-pip2), 1,81 (d, J=
11,4 Hz, 2H, H-pip3), 1,41 (s, 9H, 3 -CHs), 1,10 (g, J= 10,5 Hz, 2H, H-pip3). RMN-
13C (101 MHz, 298 K, CDCIs) &/ppm 155,68 (CO/amida), 154,71 (CO/carbamato),
140,03 (2C, C2"), 135,31 (2C, C7"), 130,53 (2C, C8”), 129,75 (2C, C3”), 129,50
(2C, C6”), 129,15 (2C, C4”), 127,79 (2C, C5"), 79,58 (Ccua/carbamato), 47,80 (C-
pip4), 42,58 (2C, C-pip2), 32,46 (2C, C-pip3), 28,50 (3C, -CH3). FT-IR (KBr, cm):
2970, 2854, 1681, 1496, 1327, 879, 771.
tert-Butil-4-(2-iodobenzamido)piperidin-1-carboxilato (8q)
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Rendimiento: 63 %, soélido blanco; punto de fusién: 210 — 212 °C. RMN-'H (400
MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 7,84 (d, J= 7.9 Hz, 1H, H6"), 7,41 — 7,32 (m, 2H,
H4”, H3”), 7,09 (ddd, J= 8,0, 5,2, 4,0 Hz, 1H, H5"), 5,72 (d, J= 8,1 Hz, 1H, -NH),
4,16 — 3,99 (m, 3H, H-pip4, H-pip2), 2,92 (ddd, J= 14,0, 11,6, 2,8 Hz, 2H, H-pip2),
2,13 -1,98 (m, 2H, H-pip3), 1,45 (s, 9H, 3 -CH3), 1.43 — 1.33 (m, 2H, H-pip3). RMN-
13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm 165,26, 159.93, 154,40 (CO/amida), 151,02
(COl/carbamato), 142,43 (C1”), 141,56 (C3”), 131,23 (C5”), 130.71 (C4”), 127.73
(C6”), 92,80 (C2”), 79,81 (Ccua/carbamato), 48,50 (C-pip4), 43,67 (2C, C-pip2),
31,77 (2C, C-pip3), 28,40 (3C, -CH3) . FT-IR (KBr, cm): 3287, 1635, 1526, 1266.

Ligandos Finales Serie |
N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il) benzamida
(9a)
Rendimiento: 63 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,9
(m, 2H, H2"”), 8,15 (s, 1H, H8), 7,94 (d, J= 7,55 Hz, 1H, -NH), 7,84 — 7,80 (m, 3H,
H3”, H4™), 4,79 (m, 2H, H1’), 4,16 (m, 3H, H-pip4 y H-pipl), 3,3 (m, 2H, H-pip2),
1,93 (m, 4H, H-pip3), 1,66 (m, 2H, H2"), 1,33 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,86 (m, 3H, -
CHs). RMN-3C (101 MHz, 298 K, DMSO0O-d6) 165,36, 157,83, 154,40, 151,02,
149,54, 142,81, 134,94, 134,67, 130,65, 130,22, 127,47, 126,68, 123,55, 49,89,
46,68, 43,04, 42,15, 30,53, 30,00, 29,08, 28,01, 25,11, 21,17, 12.99. RMN-*°F (400
MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm -56,59. FT-IR (KBr, cm™): 3287, 1635, 1526, 1266.
N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-2-
metilbenzamida (9b)
Rendimiento: 79 %; sélido; punto de fusiéon: 204,3 — 209,2° C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, CDCI3) &/ppm 8,72 (d, J= 8,3 Hz, 2H, H2""), 7,66 (s, 1H, H8), 7,24 (d, J= 8,6
Hz, 3H, H3"”’, H6"), 7,20 — 7,14 (m, 1H, H4"), 7,12 — 7,05 (m, 2H, H5”,H3"), 5,62 (d,
J=8.0 Hz, 1H, -NH), 4,79 (d, J= 13,5 Hz, 2H, H-pipl), 4,25 — 4,13 (m, 1H, H-pip4),
4,02 (t, J=7,2 Hz, 2H, H1"), 3,12 (t, J= 12,5 Hz, 2H, H-pip2), 2,35 (s, 3H, -CH3), 2,08
(d, J= 12,5 Hz, 2H, C-pip3), 1,78 (p, J= 7,0 Hz, 2H, H2)), 1,44 (qd, J= 11,9, 3,8 Hz,
2H, C-pip3), 1,23 (s, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0.80 — 0.75 (m, 3H, H6’). RMN-13C (101
MHz, 298 K, CDClIs) d/ppm 169,66 (CO/amida), 158,75 (C2), 154.89 (C4), 153,17
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(C6), 150,89 (C4™"), 141,81 (C8), 136,68 (C1”), 135,97 (C2”), 135,28 (C1™"), 131,28
(2C, C2), 131,13 (C3”), 129,99 (C4”), 126,70 (2C, C3™), 125,89 (C5”), 124,53
(C5), 120,66 (C6”), 120,61 (d, J= 257,6 Hz, -CF3), 47,67 (C-pip4), 43,71 (2C, C-
pip2), 43,35 (C1’), 32,18 (2C, C-pip3), 31,31 (C3'), 29,77 (C2’), 26,43 (C4’), 22,60
(C5'), 19,83 (-CHa), 14,11 (C6’). RMN-19F (376 MHz, 298 K, CDCls) 8/ppm -56,59,
FT-IR (KBr, cm™): 3287, 1635, 1526, 1266. MS para (Ca1HasFsNsO2) m/z (%) = 581.0
(M+1, 100)

2-Bromo-N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-
ilbenzamida (9c)
Rendimiento: 47 %, sélido, punto de fusiéon: 211 - 213° C,RMN-1H (400 MHz, 298 K,
DMSO-d6) &/ppm 8.89 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H2’), 8.40 (d, J= 7.7 Hz, 1H, -NH), 8.26
(s, 1H, H8), 7.63 (d, J= 7.9 Hz, 1H, H6"), 7.55 (d, J= 8.4 Hz, 2H, H3""), 7.45 - 7.29
(m, 3H, H3”, H4” y H5”), 4.83 — 4.66 (m, 2H, H1’), 4.13 (t, J= 7.0 Hz, 2H, H-pip),
3.26 — 3.17 (m, 2H, H2’), 2.0 — 1.92 (m, 2H, H-pip), 1.83 (p, J= 6.9 Hz, 2H, H-pip),
1.60 — 1.45 (m, 2H, H2’), 1.32 — 1.24 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0.83 (t, J= 6.6 Hz, 3H,
H6’). 13C NMR (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) 166,49 (CO), 157,91 (C2), 154,72 (C4),
151,14 (C6), 149,84 (C4’), 143,63 (C8), 139,39 (C1”), 135,22 (C1"”), 132,56 (C3”),
131,13 (2C, C2), 130,66 (C5”), 128,66 (C4”), 127,51 (C6”), 123,72 (C5), 120,76
(2C, C3), 120,04 (d, Jc-Fr=256,28 Hz, -CF3), 118,95 (C2”), 46,77 (C-pip4), 43,00
(C1"), 42,42 (2C, C-pip2), 3088 (2C, C-pip3), 30,52 (C3’), 28,81 (C2’), 25,57 (C4’),
21,88 (C5’), 13,81 (C6’). RMN-°F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm -56,59. FT-
IR (KBr, cm): 3265, 1636, 1527, 1259.
3-Cloro-N-(1-(9-hexanoil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il) piperidin-4-
il) benzamida (9d)
Rendimiento: 77 %, sélido, punto de fusién: 208 - 209° C. RMN-'H (400 MHz, 298
K, DMSO-d6) &/ppm 8,90 (d, J= 8,5 Hz, 2H, H2""), 8,40 (d, J= 7,85 Hz, 1H, -NH),
8,28 (s, 1H, H8), 7,89 (s, 1H, H2"), 7,81 (d, J= 7,7 Hz, 1H, H4"), 7,60 — 7,53 (m, 3H,
H6” y H3"™), 7,49 (t, J= 7,9 Hz, 1H, H5"), 4,84 (d, J= 13,2 Hz, 2H, H-pip2), 4,14 (t,
J=7.0 Hz, 3H, H-pip4, H1"), 3,12 (t, J= 12,5 Hz, 2H, H-pip2), 1,95 — 1,89 (m, 2H, H-
pip3), 1,86 — 1,79 (m, 2H, H-pip3), 1,58 (qd, J= 12.2, 4,0 Hz, 2H, H2)), 1,29 — 1,24
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(m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,84 (t, J= 6,7 Hz, 3H, H6"). RMN-3C (101 MHz, 298 K,
DMSO-d6) &/ppm 164,05 (CO/amida), 158,04 (C2), 154,73 (C4), 151,19 (C6”),
149,86 (C6), 149,69 (C4’), 148,68 (C2"), 143, 71 (C8), 136,60 (C4”), 135,22 (C1""),
131,14 (2C, C2”), 130,91 (C3”), 127,01 (C5), 123,80 (C5”), 120,79 (2C, C3™)
120.06 (d, Jc-r= 257.2 Hz), 47,18 (C-pip4), 43,49 (2C, C-pip2), 42,44 (C1’), 30,95
(2C, C-pip3), 30,53 (C3’) 28,86 (C2’), 25,58 (C4’), 21,89 (C5’), 13,81 (C6’). RMN-°F
(376 MHz, 298 K DMSO-d6) d/ppm -56,58. FT-IR (KBr, cm): 3294, 3078, 2924,
2854,1635, 1527, 1373, 1303, 1265, 1080, 856. MS para (C3oH32CIFsNsO2) m/z (%)=
601.0 (M*1, 100)
4-Ciano-N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-
ilbenzamida (9e)
Rendimiento: 75 %; sélido; punto de fusion: 262 - 263° C. RMN-'H (400 MHz, 298
K, DMSO-d6) &/ppm 8,9 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H2""), 8,53 (d, J= 7,8 Hz, 1H, -NH), 8,28
(s, 1H, H8), 8,00 (d, J= 8,3 Hz, 2H, H2"), 7,94 (d, J= 8,3 Hz, 2H, H3”), 7,55 (d, J=
8,52 Hz, 2H, H3"), 4,87 — 4,79 (m, 2H, H-pip2), 4,14 (t, J= 7,0 Hz, 2H, H-pip4, HT'),
3,17 — 3,08 (m, 2H, H-pip2), 1,98 — 1,91 (m, 2H, H2’), 1,83 (p, J= 6,9 Hz, 2H, H-
pip3), 1,59 (qd, J=12,3, 4,2 Hz, 2H, H2’) 1,29 — 1,24 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,83 (t,
J= 6,4 Hz, 3H, HE’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) 164,60 (CO), 158,50
(C2), 155,20 (C4), 151,66 (C6), 150,33 (C4’’) 144,18 (C8), 139,08 (C1”), 135,69
(C1), 132,80 (2C, C3”), 131,61 (2C, C2’”), 128,60 (C2”) 124,26 (C5), 121,26 (2C,
C37”), 118,81 (-CN), 113,95 (C4”), 47,76 (C-pip4), 43,91 (C1’), 42,92 (2C, C-pip2),
31,39 (2C, C-pip3), 31,00 (C3"), 29,30 (C2’), 26,05 (C4’), 22,36 (C5’), 14,29 (C6).
RMN-1°F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm -56,60. FT-IR (KBr, cm): 3311, 2231,
1634, 1527, 1257.
3-Fluoro-N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-4-
metoxibenzamida (9f)
Rendimiento: 71 %, sélido verde claro, punto de fusién: 205 — 208° C. RMN-'H (400
MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,90 (d, J= 8,3 Hz, 2H, H2""), 8,28 (s, 1H, H8), 8,19
(d, J=7,7 Hz, 1H, -NH) 7,71 (d, J= 8,48 Hz, 2H, H2”, H6”), 7,56 (t, J= 8,3 Hz, 1H,
H3"), 7,22 (st, J= 8.5 Hz, 1H, H5”), 4,84 (d, J= 13,0 Hz, 2H, H-pip2), 4,19 — 4,08 (m,
3H, H-pip4, H1’), 3,88 (s, 3H, -CH3s) 3,13 (t, J= 12,6 Hz, 2H, H-pip2), 1,97 — 1,79 (m,
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4H, H-pip3, H2’), 1,64 — 1,51 (m, 2H, H-pip3), 1,3 — 1,24 (m, 6H, H3’, H4’ y HY’),
0,86 — 0,80 (m, 3H, H6’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) 164,33 (CO),
158,53 (C2), 155,22 (C4), 151,67 (C4”), 151,20 (d, J= 257,88 Hz, C3”), 150, 34
(C4) 144,19 (C8), 135,70 (C1), 131,62 (2C, C2), 124,82 (C6”), 124,26 (C5),
121,28 (2C, C3"), 119,27 (d, Jcr= 260 Hz, -CF3), 115,31 (C2”), 113,55 (C5”), 56,62
(-OCHz3), 47,54 (C-pip4), 44,02 (C1’), 42,92 (2C, C-pip2), 31,54 (2C, C-pip3), 31,00
(C3’), 29,30 (C2"), 26,05 (C4’), 22,36 C5’), 14,29 (C6’). RMN-1°F (376 MHz, 298 K,
DMSO-d6) 6/ppm -56,59, -135,48. FT-IR (KBr, cm™): 3292, 1631, 1512, 1265, 1215,
1164. MS para (Czi1Hz4FsNeOs) m/z (%)= 615.5 (M*1, 100)
N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-3,5-
dimetilbenzamida (99)

Rendimiento: 66 %; solido; punto de fusién: 202 - 204° C, RMN-'H (400 MHz, 298
K, DMSO-d6) &/ppm 8.9 (d, J= 8.6 Hz, 2H, H2"”), 8.28 (s, 1H, H8), 8.16 (d, J= 7.9
Hz, 1H, -NH), 7.56 (d, J=8.5 Hz, 1H, H3"), 7.44 (s, 2H, H2”), 7.12 (s, 1H, H4”), 4.84
(d, J=12.71 Hz, 2H, H1’), 4.14 (t, J= 6.79 Hz, 3H, H-pip4,, H-pip2), 3.11 (t, J= 12,6
Hz, 2H, H-pip2), 2.29 (s, 6H, 2 -CH3), 1.95 - 1,87(m, 2H, H-pip3),1,87 — 1,80 (M, 2H,
H2’) 1,65 - 1,51 (m, 2H, H-pip3), 1.31 — 1.24 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,83 (t, J= 6,7
Hz, 3H, H6’). 13C NMR (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) 166,19 (CO), 158,52 (C2),
155,20 (C4), 151,65 (C6), 150,32 (C4’), 144,16 (C8), 137,70 (C3”), 135,70 (C1"),
135,17 (C1”), 132,71 (C4”) 131,61 (2 C, C2), 125,45 (C2”), 124,25 (), 121,26 (2C,
C3”), 120,53 (d, Jc-r= 257,0 Hz, -CF3) 47.38 (C-pip4), 44.04 (C1’), 42.92 (2C, H-
pip2), 31.55 (2C, C-pip3), 31.06 (C3’), 29.31 (C2’), 26.06 (C4’), 22.37 (C5"), 21,27
(2C, -CHs3), 14.30 (C6’). RMN-'°F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm -56,59. FT-IR
(KBr, cm™): 3282, 1633, 1526, 1261. MS para (Cs2Hs7F3sNsO2) m/z (%)= 595,3 (M*1,
100)

N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-3,5-
dinitrobenzamida (9h)

Rendimiento: 92 %; sélido; punto de fusién: 268 - 270° C, RMN-'H (400 MHz, 298
K, DMSO-d6) &/ppm 9,05 (s, 2H, H6”), 8,99 (d, J= 7,7 Hz, 1H, H2”), 8,91 (d, J= 6,28
Hz, 2H, H2"”), 8,88 (s, 1H, -NH), 8,28 (s, 1H, H8), 7,55 (d, J= 8,25 Hz, 2H, H3""),
4,85 (d, J= 13,0 Hz, 2H, H-pip2), 4,27 — 4,18 (m, 1H, H-pip4), 4,14 (m, 2H, H1’), 3,15
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(t, J= 12,5 Hz, 2H, H-pip2), 1,99 (m, 2H, H-pip3), 1,84 (m, 2H, H2’), 1,63 (m, 2H, H-
pip3), 1,28 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,83 (t, J= 13,43, 6,99 Hz, 3H, -CHz). RMN-3C
(101 MHz, 298 K, DMSO-d6) 161,23 (CO), 158.01 (C2), 154,70 (C4), 151,17 (C6),
149,85 (C4’’), 148.09 (C3”), 143,73 (C8), 137.02 (C1", 135,17 (C1"”), 131,11 (2C,
C2), 127.49 (C2”), 123,82 (C5), 120.76 (C4”), 120.71 (2C, C3"), 120,04 (d, J=
256,8 Hz, -CF3), 99.51, 47,75 (C-pip4), 43.50 (C1’), 42.45 (2C, C-pip2), 30.78 (2C,
C-pip3), 30.53 (C3’), 28.82 (C2’), 25.58 (C4’), 21.89 (C5’), 13.81 (C6’). RMN,*°F (376
MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm -56,59, FT-IR (KBr, cm™): 3267, 1647, 1542, 1341,
1262.
3-Cloro-5-fluoro-N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)
piperidin-4-il)benzamida (9i)
Rendimiento: 56 %, sélido, punto de fusién: 216-217° C, RMN-'H (400 MHz, DMSO-
d6) &/ppm 8,90 (d, J= 8,78, 2H, H2""), 8,46 (d, J= 7,61, 1H, -NH), 8,28 (s, 1H, H8),
7,78 (s, 1H, H2”), 7,68 — 7,51 (m, 4H, H4”, H6”, H3"), 4,83 (d, J= 12,95, 2H, H-
pip2), 4,14 (t, J= 13,44, 6,69 Hz, 3H, H-pip4, H1’), 3,12 (t, J= 24,27, 12,29 Hz, 2H,
H-pip2), 2,01 — 1,78 (m, 4H, H-pip3, H2'), 1,69 — 1,46 (m, 2H, H-pip3), 1,32 — 1,23
(m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,87 — 0,78 (M, 3H, H6’). RMN-3C (101 MHz, 298 K, DMSO-
d6) 161,91 (C5”), 158,01 (C2), 154,69 (C4), 151,16 (C6), 149,80 (C4’’), 143,68 (C8),
138,09 (C1”) 135,18 (C1’”), 134,06 (C3”), 131,10 (2C, C2’), 123,77 (C5), 123,52
(C2”),120,75 (2C, C3’), 120,02 (d, J= 236,3 Hz), 118,77 (C6”) 113,30 (C4”), 47,31
(C-pip4), 43,41 (2C, C-pip2), 42,41 (C1’), 30,81 (2C, C-pip3), 30,49 (C3’), 28,79
(C2), 25,54 (C4’), 21,85 (C5’), 13,77 (C6’). RMN-°F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6)
d/ppm -56,56, -110,18. FT-IR (KBr, cm): 3259, 1637, 1526, 1272. MS para
(C30H31CIF4NsO2) m/z (%)= 619,1 (M*1, 100)
2,4,6-Tricloro-N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenyl)-9H-purin-2-il) piperidin-
4-il)benzamida (9j)
Rendimiento: 73 %, sélido, punto de fusién: 239 - 241° C, RMN-'H (400 MHz,
DMSO-d6) &/ppm 8,89 (d, J= 8,85 Hz, 2H, H2""), 8,69 (d, J=7,8 Hz, 1H, -NH), 8,27
(s, 1H, H8), 7,73 (s, 2H, H3”), 7,55 (d, J= 8,4 Hz, 2H, H3"’), 4,68 (d, J= 13,33 Hz,
2H, H-pip2), 4,12 (m, 3H, H-pip4, H1’), 3,26 (m, 2H, H-pip2), 2,02 -1,93 (m, 2H, H-
pip3), 1,83 (m, 2H, H2’), 1,51 (m, 2H, H-pip3), 1,26 (m, 7H, H3’, H4’ y H5’), 0,83 (t,
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J= 13,64, 6,87 Hz, 3H, H6’). RMN-3C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) 162,47 (CO),
158,37 (C2), 155,20 (C4), 151,64 (C6), 150,33 (C4’’) 144,15 (C8), 136,12 (C4"),
135,68 (C1), 134,67 (C2”), 132,52 (C1”), 131,62 (2C, C2""), 128,36 (C3”) 124,23
(C5), 121,26 (2C, C3’’), 47,20 (C-pip4), 43,28 (C1’), 42,91 (2C, C-pip2), 31,17 (2C,
C-pip3), 30,99 (C3’), 29,29 (C2’), 26,04 (C4’), 22,36 (C5’), 14,29 (C6’). RMN-1°F (376
MHz, 298 K, DMSO-d6) 5/ppm -56,59. FT-IR (KBr, cm): 3261, 1650, 1527, 1261.
N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-1-
naftamida (9k)

Rendimiento: 60 %; sélido; punto de fusién: 226,3 — 230,1 °C, RMN- 1H (400 MHz,
298 K, CDCIs) &/ppm 8,80 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H2’”), 8,30 (d, J= 8,2 Hz, 1H, H8"),
7,89 (d, J= 8,2 Hz, 1H, H4”), 7,85 (d, J= 7,6 Hz, 1H, H5”) 7,77 (s, 1H, H8) 7,59 —
7,49 (m, 3H, H2”, H7” yH6”), 7,46 — 7,39 (m, 1H, H3”), 7,36 (d, J= 8,4 Hz, 2H, H3""),
6,01 (d, J= 8,0 Hz, 1H, -NH), 4,93 (d, J= 13,4 Hz, 2H, H-pip2), 4,47 — 4,34 (m, 1H,
H-pip4), 4,12 (t, J= 7,1 Hz, 2H, H1’), 3,25 (t, J= 11,6 Hz, 2H, H-pip2), 2,25 (d, J=
10,0 Hz, 2H, Hpip3), 1,94 — 1,83 (m, 2H, H2’), 1,64 — 1,53 (m, 2H, H-pip3), 1,36 —
1,30 (m, 6H, H3' H4’ y H5’), 0,89 (t, J= 6,8 Hz, 3H, H6’). RMN-13C (101 MHz, 298 K,
CDCls) &/ppm 169,12 (CO amida), 158,74, 154,87, 153,16, 150,91, 141,79 (C8),
135,72, 134,72, 133,80, 131,29 (C2), 130,67, 130,19, 128,48, 127,25, 126,56,
125,35, 124,94, 124,83, 120,61 (d, Jc-r= 257,6 Hz, -CF3), 120,67 (C3”), 47,92 (Cpip-
4), 43,72 (2 C-pip2), 43,34 (C1’), 32,18 (2 C-pip3), 31,80 (C3”), 29,75 (C2’), 26,42
(C4"), 22,59 (C5'), 14,10 (C6’), RMN-°F (376 MHz, 298 K, CDCIs) &/ppm -57,58.
IRFT (KBr, cm™): 3271, 3078, 2931, 2854, 1527, 1327, 1219, 856, 786, 632.
N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-2-
naftamida (9I)

Rendimiento: 87 %; sélido; punto de fusion: 205 — 207° C, RMN-!H (400 MHz, 298
K, DMSO-d6) &/ppm 8,91 (d, J= 8,6 Hz, 2H, H2™), 8,46 (sd, J= 7,3 Hz, 2H, H1” y
H3”), 8,29 (s, 1H, H8), 8,03 — 7,92 (m, 4H, -NH, H4” y H3""), 7,63 — 7,54 (m, 4H,
H5”, H6”, H7” y H8”), 4,87 (d, J= 13 Hz, 2H, H1’), 4,27 — 4,19 (m, 1H, H-pip), 4,15
(t, J= 7,0 Hz, 2H, H-pip), 3,15 (t, J= 12,6 Hz, 2H, H-pip), 2,04 — 1,94 (m, 2H, H-pip),
1,85 (p, J= 6,9 Hz, 2H, H-pip), 1,65 (qd, J= 12,3, 4,0 Hz, 2H, H2’), 1,31 — 1,24 (m,
6H, H3’, H4’ y H5’), 0,83 (t, J= 6,7 Hz, 3H, -CH3). RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-
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d6) d/ppm 159,57, 158,07, 154,74, 151,19, 149,86, 143,71, 135,23, 134,05, 132,10,
132,10, 131,99, 131,14, 128,75, 127,72, 127,56, 127,37, 126,65, 124,28, 123,79,
120,80, 99,50, 99,50, 47,12, 43,57, 42,45, 31,11, 30,53, 28,83, 25,58, 21,89, 13,83.
RMN-'°F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm -56,56. IRFT (KBr, cmt): 3280, 1638,
1528, 1234.
6-Cloro-N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-
iDnicotinamida (9m)
Rendimiento: 61 %; sélido; punto de fusién: 254,4 - 258,2° C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,9 (d, J= 8,7 Hz, 2H, H2"”), 8,83 (s, 1H, H2”), 8,42 (d, J=
7,4 Hz, 1H, -NH), 8,25 — 8,21 (m, 2H, H8, H6"), 7,59 (d, J= 8,3 Hz, 1H, H5”), 7,53
(d, J=8,4 Hz, 2H, H3""), 4,81 (d, J= 13,3 Hz, 2H, H-pip2), 4,15 (t, J= 7,0 Hz, 3H, H-
pip4 y H1"), 1,98 (d, J= 12,8 Hz, 2H, H-pip3), 1,90 — 1,81 (m, 2H, H2'), 1,62 (qd, J=
12,0, 4,1 Hz, 2H, H-pip3), 1,34 — 1,28 (m, 6H, H3’, H4’, H5’), 1,84 (t, J= 6,7 Hz, 3H,
H6’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCI3) 162,8 (CO), 157,90 (C2), 154,55 (C4),
152,17 (C4”), 151,09 (C6), 149,69 (C4"), 148,68 (C2”), 143,29 (C8), 138,27 (C6”),
135,05 (C1’”), 130,89 (C2”), 129,39 (C1”), 123,68 (C5), 123,64 (C5”), , 120,33
(C3), 119,84 (d, J= 257,1 Hz, -CF3) 47,03 (C-pip4), 43,7 (C1"), 42,29 (2C, C-pip2),
30,65 (2C, C-pip3), 30,26 (C3’), 28,56 (C2’), 25,33 (C4’), 21,53 (C5’), 13,41 (CB’).
RMN-1°F (376 MHz, 298 K, CDCIz) d/ppm -56.60. FT-IR (KBr, cm™): 3294, 3078,
2924, 2854, 2368, 1635, 1465, 1373, 1265, 840, 732.
N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-3-
metiltiofeno-2-carboxamida (9n)
Rendimiento: 93 %; sélido; punto de fusién: 185,2 — 188,1° C. RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,72 (d, J= 8,7 Hz, 2H, H2""), 7,70 (s, 1H, H8), 7,28 (d, J=
8,4 Hz, 2H, H3"), 7,17 (d, J = 5,0, 1H, H5”), 6,80 (d, J= 5,0 Hz, 1H, H4”), 5,66 (d,
J=7,7 Hz, 1H, -NH), 4,81 (d, J= 13,15 Hz, 2H, H-pip2), 4,25 - 4,15 (m, 1H, H-pip4),
4,05 (t, J= 11,7 Hz, 2H, H1’), 3,15 (t, J= 11,7 Hz, 2H, H-pip2), 2,44 (s, 3H, -CH3),
2,09 (d, J= 10,2 Hz, 2H, H-pip3), 1,85 - 1,77 (m, 2H, H2’), 1,53 - 1,44 (m, 2H, H-
pip3), 1,30 - 1,23 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,81 (t, J= 13,43, 6,99 Hz, 3H, H6’). RMN-
13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 162,57 (CO), 158,74 (C2), 154,03 (C4),
153,16 (C6), 150,89 (C4’”, Jcr= 1,5 Hz), 141,80 (C8), 135,29 (C1"”), 132,15 (C4™),
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131,28 (C3”), 131,15 (C2), 126,44 (C5”), 124,55 (C5), 120,66 (C3"’"), 120,60 (d,
Jcr= 257,6 Hz, CF3), 47,78 (C-pip4), 43,71 (C-pip2), 43,33 (C1’), 32,21 (C-pip3),
31,29 (C3), 29,76 (C2), 26,42 (C4’), 22,58 (C5’), 14,09 (C6’). RMN-°F (376 MHz,
298 K DMSO-d6) d/ppm -57,58. FT-IR (KBr, cm'): 3271, 3086, 3008, 2931, 2854,
1627, 1327, 1273, 1157, 856, 717. MS para (C29H33F3NsO2S) m/z (%)= 587,4 (M*1,
100)
3-(2-clorofenil)-N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)
piperidin-4-il)-5-metilisoxazol-4-carboxamida (90)
Rendimiento: 65 %; sélido; punto de fusién: 175,0 — 176,6 °C, RMN- 1H (400 MHz,
298K, CDCls) 8/ppm 8,68 (d, J= 8,7 Hz, 2H, H2"), 7,70 (s, 1H, H8), 7,47-7,31 (m,
4H, H-arom), 7,27 (d, J= 8,4 Hz, 2H, H3"), 5,09 (d, J= 7,7, Hz, 1H, -NH), 4,38 (d, J=
13,7 Hz, 2H, H-pip2), 4,03 (t, J= 7,0 Hz, 3H, H-pip4, H1’), 3,17 (t, J= 11,0 Hz, 2H,H-
pip2), 2,72 (s, 3H, -CHs), 1,81 (dd, J= 18,1, 10,2 Hz, 4H, Hpip3, H2’), 1,29-1,22 (m,
6H, H3’, H4’, H5"), 1,07 (td, J= 13,7, 3,8 Hz, 2H, H-pip3), 0,81 (t, J= 6,7 Hz, 3H, HE").
RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 174,35 (C5”), 160,40 (CO), 158,50
(C3”), 158,09 (C2), 154,68 (C4), 152,99 (C6), 150,81 (C4’’), 141,67 (C8), 135,06
(C1””), 134,19 (C arom), 132,03 (C arom), 131,59 (C arom), 131,13 (2C, C2"),
130,28 (C arom), 127,90 (C arom), 127,59 (C arom), 124,30 (C5), 120,55 (2C, C3"),
120,48 (d, J=257,6 Hz, -CF3) 111,84 (C1”), 46,49 (C-pip4), 43,20 (C1’), 42,83 (2C,
Hpip2), 31,44 (3C, H-pip3,C3’), 31,16 (C2’), 26,27 (C4’), 22,45 (H5’), 13,97 (-CHa),
13,03 (H6'). IR-FT (KBr, cm-1): 3271, 3078, 2931, 2854, 1643, 1450, 1157, 918,12,
740, 632.
N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-5H-
dibenzo[b,flazepin-5-carboxamida (9p)
Rendimiento: 84 %; sélido; punto de fusién: 214,5 — 217,8 °C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, CDCIs) &/ppm 8,85 (d, J= 8,1 Hz, 2H, H2""), 8,23 (s, 1H, H8), 7,53 (d, J= 8,3
Hz, 2H, H3"), 7,44-7,38 (m, 6H, H3”, H4”, H6"), 7,34-7,27 (m, 2H, H5"), 6,96 (s,
2H, H8”), 5,16 (d, J= 8,1 Hz, 1H, -NH), 4,64 (d, J= 12,9, 2H, H-pip2), 4,09 (t, J= 6,8
Hz, 2H, H1"), 3,80-3,69 (m, 1H, H-pip4), 3,01 (t, J= 12,2 Hz, 2H, H-pip2), 1,84-1,75
(m, 2H, H-pip3), 1,69 (d, J= 10,9 Hz, 2H, H2’), 1,40-1,28 (m, 2H, Hpip3), 1,27-1,21
(m, 6H, H3’, H4’, H5’), 0,82 (t, J= 6,73, 3H, H6"). RMN-3C (101 MHz, 298 K, CDClz)
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o/ppm 157,88 (C3), 154,86 (CO), 154,70 (C5), 151,14 (C1), 149,80 (C4™’), 143,55
(C8), 140,26 (2C, C27), 135,22 (C1””), 134,91 (2C, C7”), 131,08 (2C, C2"), 130,26
(2C, C8”), 129,22 (2C, C3"), 129,12 (2C, C6”, C4”), 127,14 (2C, C5”), 123,70 (C6),
120,74 (2C, C3’), 120,05 (d, J=256,8 Hz), 47,94 (C-pip4, 43,52 (2C, C-pip2), 42,38
(C1"), 31,19 (2C, C-pip3), 30,50 (C3’), 28,79 (C2’), 25,55 (C4’), 21,86 (C5’), 13,81
(C6’). RMN-19F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6) 5/ppm -56,60. IR-FT (KBr, cm-1): 3278,
2924, 2376, 1735, 1373, 1165, 856, 632. MS para (CszsH3sF3sN702) m/z (%)= 682.0
(M*1, 100)
N-(1-(9-hexil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-2-
iodobenzamida (9q)

Rendimiento: 79 %; sélido; punto de fusién: 219 — 221 °C, RMN-'H (400 MHz, 298
K, DMSO-d6) &/ppm 8,89 (d, J= 8,5 Hz, 2H, H2™"), 8,35 (d, J= 7,8 Hz, -NH), 8,26 (s,
1H, H8), 7,86 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H3"), 7,55 (d, J= 8,4 Hz, 2H, H3""), 7,42 (t, J=7.5
Hz, 1H, H5”), 7,31 (d, J= 7.5 Hz, 1H, H6”), 7,15 (t, J= 7.7 Hz, 1H, H4"), 4,76 (d, J=
13,5 Hz, 2H, H1’), 4,13 (t, J= 7.0 Hz, 2H, H-pip), 4,09 — 4,03 (m, 1H, H-pip), 3,22 (t,
J=11,8 Hz, 2H, H-pip), 1,98 (m, 2H, H-pip), 1,82 (q, J= 6,9 Hz, 2H, H-pip), 1,54 (qd,
J=11,9, 4,1 Hz, 2H, H2’), 1,27 (m, 6H, H3’, H4’ y H5’), 0,83 (t, J= 13,43, 6,99 Hz,
3H, CHz). RMN-*3C (101 MHz, 298 K, DMSO0-d6) 168,75, 158,38, 155,21, 151,63,
150,33, 144,12, 143,78, 138,38, 135,71, 131,62, 131,03 (2C), 128,45, 128,31 (2C)
124,20, 121,81, 121,26 (2C), 119,25, 94,07, 47,24, 43,49, 42,91, 31,38, 31,01,
29,30, 26,06, 22,38, 14,32. RMN-°F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm -56,58.
IRFT (KBr, cm™): 3262, 1633, 1527, 1259.
N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)
benzamida (10a)

Rendimiento: 70 %; sélido; punto de fusién: 210-212 °C, RMN-'H (400 MHz, 298 K,
DMSO-d6) &/ppm 8,86 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H2""), 8,21 (s, 1H, H8), 7,94 (d, J= 7,55
Hz, 1H, -NH) 6 7,84-7,80 (m, 5H, H2” H3”, H4”), 7,37 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H3’”), 4,79
(m, 2H, H1’), 4,16 (m, 3H, H-pip), 4,12 (d, J = 7,2 Hz, 2H, HT’), 3,3 (m, 2H, H-pip),
1,93 (m, 4H, H-pip), 1,42 — 1,29 (m, 1H, H2’), 0,72 (d, J = 7,0 Hz, 2H, H3' y H4’),
0,49 (d, J =4,0 Hz, 2H, H3’ y H4’). RMN-3C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) RMN-13C
(101 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 165,36, 157,83, 154,93, 154,48, 151,74, 144,91,
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133,17, 130,65, 130,22, 121,68, 119,55, 120,77, 48,93 (C1’), 47,03 (C-pip4), 47,78
(C-pip2), 32,20 (C-pip3) 11,05 (C2), 4,56 (2C, C3’, C4’). RMN-*°F (376 MHz, 298 K,
DMSO0-d6) &/ppm -56,59. IR-FT (KBr, cm™): 3278, 2931, 2854, 2376, 1635, 1527,
1265, 1165, 856, 725, 632.
N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-
2-metilbenzamida (10b)

Rendimiento: 67 %; sélido; punto de fusion: 204,3 — 209,2 °C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,88 (d, J= 8.8 Hz, 2H, H2"), 8,29 (s, 1H, H8), 8,18 (d, J=
7,9 Hz, 1H, -NH), 7,54 (d, J= 8.4 Hz, 2H, H3""), 7,32 - 7,25 (m, 2H, H6”, H3"), 7,23
— 7,17 (m, 2H, H4”, H5”), 4,78 (m, 2H, H-pip2), 4,15 — 4,03 (m, 1H, H-pip4), 3,99 (d,
J=7,3 Hz, 2H, HT), 3,21 - 3,11 (m, 2H, H-pip2), 2,32 (s, 3H, -CH3s), 1,98 — 1,90 (m,
2H, H-pip3), 1,51 (qd, J=12,0, 4,1 Hz, 2H, H-pip3), 1,34 — 1,26 (m, 1H, H2’), 0,56 —
0,51 (m, H3’, H4’), 0,49 — 0,45 (H3’, H4’). RMN-*3C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6)
RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 168,39 (-CO), 157,99 (C2), 154,65
(C4), 151,22 (C6), 149,86 (C4’’), 143,42 (C8), 137.53 (C1”), 135.25 (C1’"), 134.87
(C2”), 131.15 (2C, C2”), 130.27, 129.04, 126.94, 125.42, 123.75 (C5), 120.80 (2C,
C3"), 120,08 (d, J=256,8 Hz, -CF3), 47.15 (C1’), 46.64 (C-pip4), 43.24 (2C, C-pip2),
31.09 (2C, C-pip3), 19.23 (-CHs), 11.15 (C2’), 3.82 (2C, C3’, C4’). RMN-°F (376
MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm -56,59. IR-FT (KBr, cm™t): 3278, 2931, 2854, 2376,
1635, 1527, 1265, 1165, 856, 725, 632. MS para (CzgH20F3NsO2) m/z (%)= 551,2
(M*1, 100)
2-Bromo-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
il)piperidin-4-il)benzamida (10c)

Rendimiento: 89 %, sélido, punto de fusién: 229,1 — 231,1 °C. RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,89 (d, J= 8,52 Hz, 2H, H2”), 8,40 (d, J= 7,84 Hz, 1H, -
NH), 8,26 (s, 1H, H8), 7,63 (d, J= 7,95 Hz, 1H, H6), 7,55 (d, J= 8,51 Hz, 2H, H3"),
4,75 (d, J= 13 Hz, 2H, H1’), 4,12 (m, 3H, H-pipe), 3,21 (t, J= 23,96, 11,98 Hz, 2H,
H2%), 1,97 (m, 2H, H-pipe), 1,83 (m, 2H, H-pipe), 1,53 (m, 2H, H2’), 1,27 (m, 6H, H3’,
H4’y H5’), 0,83 (m, 3H, CH3). RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 166,97,
158,39, 155,20, 151,62, 150,32, 144,11, 139,87, 135,70, 133,04, 131,61, 131,14,
129,14, 127,99, 124,21, 121,25, 119,43, 48,93 (C1’), 47,03 (Cpip4), 47,78 (C-pip2),
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32,20 (C-pip3) 11,05, 4,56. IRFT (KBr, cm): 3286, 3062, 3001, 2939, 1643, 1612,
1334, 1096, 864, 794, 632.
3-Cloro-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)
piperidin-4-il) benzamida (10d)
Rendimiento: 80 %, sélido, punto de fusién: °C, RMN-'H (400 MHz, 298 K, DMSO-
d6) &/ppm 8,79 (d, J=8,6 Hz, 2H, H2"”), 7,88 (s, 1H, H8), 7,74 (s, 1H, H2”), 7,62 (d,
J=7,7Hz, 1H, H4"), 7,45 (d, J= 8,0 Hz, 1H, H6’), 7,37-7,32 (m, 3H, H3"”, H5"), 6,09
(d, J= 7,8 Hz, 1H, -NH), 4,92 (dt, J= 13,5, 3,7 Hz, 2H, Hpip2), 4,35-4,23 (m, 1H,
Hpip4), 3,97 (d, J= 7,1 Hz, 2H, H1’), 3,23 — 3,13 (m, 2H, H-pip2), 2,16 (dd, J= 13,0,
3,8 Hz, 2H, H-pip3), 1,56 (qd, J= 119, 4,1 Hz, 2H, H-pip3), 1,36-1,24 (m, 2H, H2)),
0,70-0.63 (m, 2H, H3’, H4’), 0,49 — 0,44 (m, 2H, H3’, H4’). RMN-13C (101 MHz, 298
K, DMSO-d6) &/ppm 165,69 (-CO), 158,77 (C2), 154,86 (C4), 153,16 (C4’’), 150,91
(C6), 141,51 (C8), 136,60 (C1”), 135,28 (C1’”), 134,89 (C3”), 131,63 (C6”), 131,30
(2C,C2), 130,03 (C5”), 127,38 (C2”), 125,12 (C4”), 124,59 (C5), 120,67 (“C, C3™)
120,61 (d, JcF= 257,6 Hz, -CFs3), 48,09 (C1’), 47,10 (C-pip4) 43,78 (2C, C-pip2),
32,20 (C-pip3) 11,05 (C2’), 4,56 (2C, C3’, C4’). RMN-'°F (376 MHz, 298 K, DMSO-
d6) RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm -57,58. IR-FT (KBr, cm1): 3295,
3078, 3001, 2939, 2854, 1527, 1458, 1157, 918, 794, 632. MS para
(C28H26CIF3N6O2) m/z (%)= 571.0 (M*1, 100)
4-Ciano-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
il)piperidin-4-il)benzamida (10e)
Rendimiento: 65 %; sélido; punto de fusién: 293,5 — 296,3 °C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,89 (d, J= 8,85 Hz, 2H, H2”), 8,53 (d, J= 7,92 Hz, 1H, -
NH), 8,28 (s, 1H, H8), 8,00 (d, J= 8,33 Hz, 2H, H2), 7,94 (d, J= 8,31 Hz, 2H, H3),
7,55 (d, J= 8,52 Hz, 2H, H3"), 4,83 (d, J= 13,23 Hz, 2H, H1’), 4,16 (m, 3H, H-pipe),
3,40 (m, 2H, H-pipe), 3,13 (t, J= 25,26, 12,83 Hz, 2H, H-pipe), 1,94 (m, 2H, H-pipe),
1,83 (m, 2H, H2’), 1,26 (m, 6H, H3’, H4’ y H%’), 0,83 (t, J= 13,64, 6,87 Hz, 3H, CH3).
RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 165,15 (CO), 158,69 (C2), 155,68
(C4), 150,89 (C6), 143,89 (C8), 135,30 (C1), 134,68 (C1”), 132,68 (2C, C3"),
129,09 (2C, C2’”) 125,84 (C5), 121,72 (2C, C3"”), 118,00 (-CN), 113,34 (C4”), 48,93
(C1°), 47,03 (Cpip4), 47,78 (2C, C-pip2), 32,20 (2C, C-pip3) 11,05 (C2), 4,56 (2C,
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H3’, H4’). RMN-1°F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm -56,66. IRFT (KBr, cm™):
3309, 2229, 1527, 1381, 1334, 1257, 856, 632.
3-Fluoro-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
il)piperidin-4-il)-4-metoxibenzamida (10f)
Rendimiento: 81 %; sélido; punto de fusién: 220 - 224 °C, RMN-'H (400 MHz, 298
K, DMSO-d6) &/ppm 8,90 (d, J= 8,8 Hz, 2H, H2"), 8,32 (s, 1H, H8), 8,19 (d,J=7,8
Hz, 1H, -NH), 7,74 — 7,68 (m, 2H, H2”, H6”), 7,56 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H3""), 7,22 (t,
J=8,5Hz, 1H, H5”), 4,85 (d, J = 13,0 Hz, 2H, H-pip2), 4,17 — 4,09 (m, 1H, H-pip4),
4,01 (d, J =7,1 Hz, 2H, H1’), 3,88 (s, 3H, -CHs3), 3,17 — 3,06 (m, 2H, H-pip2), 1,92
(dd, J = 13,0, 3,8 Hz, 2H, H-pip3), 1,58 (qd, J = 12,4, 4,2 Hz, 2H, H-pip3), 1,34 —
1,29 (m, 1H, H2"), 0,58 — 0,51 (m, 2H, H3’, H4’), 0,50 — 0,46 (m, 2H, H3’, H4’), RMN-
13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm 163,84 (CO), 158,10 (C2), 154,65 (C4),
152,00 (C3”), 151,23 (C4”), 149,87 (C4’”), 149,54 (C1”), 149,40 (C6), 143,95 (C8),
135,24 (C1°”), 131,14 (2C, C2), 124,31 (C6”), 123,80 (C5), 120,80 (2C, C3™),
120,06 (d, J= 256,8 Hz, -CFs3), 114,83 (C2”), 113,06 (C5”), 56,61 (-CH3), 47,14 (C-
pip4), 47,07 (C1’),43,59 (2C, C-pip2), 31,06 (2C, C-pip3), 11,62 (C2’), 3,80 (2C, C3’,
C4’). IRFT (KBr, cm™): 3317, 2931, 2846, 2368, 1512, 1273, 1149, 1026, 864, 632.
MS para (C29H28F4NsO3) m/z (%)= 585,4 (M*1, 100)
N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-
3,5-dimetilbenzamida (109)
Rendimiento: 71 %; sélido; punto de fusién: 194,8 — 198,1 °C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,9 (d, J= 8,49 Hz, 2H, H2), 8,32 (s, 1H, H8), 8,19 — 8,13
(m, 1H, -NH) ,7,56 (d, J= 8,4 Hz, 2H, H3”"), 7,46 — 7,42 (m, 2H, H2"), 7,12 (s, 1H,
H4”), 4,85 (d, J= 13,0 Hz, 2H, H-pip2), 4,20 — 4,08 (m, 1H, H-pip4), 4,01 (d, J=7,2
Hz, 2H, H1’), 3,16 — 3,05 (m, 2H, H-pip2), 2,30 (s, 6H, 2 -CH3s), 1,95 — 1,88 (m, 2H,
H-pip3), 1,58 (qd, J= 12,1, 4,0 Hz, 2H, H-pip3), 1,36 — 1,28 (m, 1H, H2’), 0,58 — 0,52
(m, 2H, H3’, H4’), 0,51 — 0,46 (m, 2H, H3’, H4’). RMN-13C (101 MHz, 298K, DMSO-
d6) d/ppm 165,76 (CO), 158,11 (C2), 154,65 (C4), 151,24 (C6), 149, 86 (C4), 143,
46 (C8), 137,24 (C3”), 135,25 (C1"”), 134,69 (C1”), 131,62 (2C, C2’), 124,99 (C2"),
123,80 (C5), 120,80 (2C, C3™”), 120,07 (d, Jc-F=,256,7 Hz, -CF3), 47,15 (C1’), 46,91
(C-pip4), 43,62 (2C, C-pip2), 31,07 (2C, C-pip3), 20,80 (2C, -CH3s), 11,15 (C2’), 3,81
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(C3', C4). IRFT (KBr,cm): 3271, 3078, 2924, 2854, 1697, 1527, 1334, 1265, 1056,
864, 632. MS para (CsoH31F3NsO2) m/z (%)= 565,2 (M*1, 100)
N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-
3,5-dinitrobenzamida (10h)

Rendimiento: 86 %; sélido; punto de fusién:, RMN-tH (400 MHz, 298 K, DMSO-d6)
d/ppm 8,99 (s, 2H, H2”), 8,96 (d, J=7,7 Hz, 1H, H6"), 8,91 (d, J= 8,28 Hz, 2H, H2),
8,88 (s, 1H, -NH), 8,26 (s, 1H, H8), 7,55 (d, J= 8,25 Hz, 2H, H3""), 4,85 (d, J= 13,0
Hz, 2H, H-pip2), 4,22 — 4,10 (m, 1H, H-pip4), 4,08 — 3,98 (m, 2H, H1"), 3,15 (t, J=
13,0 Hz, 2H, H-pip2), 1,99 - 1,89 (m, 2H, H-pip3), 1,62 — 1,57 (m, 2H, H-pip3), 1,36
- 1,28 (m, 1H, H2), 0,56 — 0,50 (m, 2H, H3’, H4’), 0,49 — 0,46 (m, 2H, H3’, H4’).
RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 162,8 (CO), 157,90 (C2), 154,55 (C4),
151,09 (C6), 149,69 (C4), 148,30 (2C, C3”) 143,29 (C8), 137,81 (C1”) 135,05
(C1),130,89 (2C, C2’), 127,39 (2C, C2"), 123,68 (C5), 123,64 (C5”), 121,29 (C4”)
120,82 (-CFs), 120,34 (2C, C3’”), 48,93 (C1’), 47,03 (Cpip4), 47,78 (2C, C-pip2),
32,20 (2C, C-pip3) 11,05 (C2’), 4,10 (2C, C3’, C4").
3-Cloro-5-fluoro-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-
2-il) piperidin-4-il)benzamida (10i)

Rendimiento: 78 %, sélido, punto de fusién 210 - 214 °C. RMN-1H (400 MHz, 298 K,
DMSO-d6) &/ppm 8,86 (d, J= 8,9 Hz, 2H, H2""), 8,44 (d, J= 7,8 Hz, 1H, -NH), 8,28
(s, 1H, H8), 7,76 —= 7,72 (m, 1H, H2”), 7,64 — 7,55 (m, 2H, H4”, H6"), 7,52 (d, J= 8,4
Hz, 2H, H3™), 4,80 (d, J= 13,1 Hz, 2H, Hpip2), 4,67 — 4,05 (m, 1H, H-pip4), 3,98 (d,
J=7,2 Hz, 2H, H1’), 3,14 — 3,05 (m, 2H, H-pip2), 1,91 (d, J= 10,2 Hz, 2H, H-pip3),
1,55 (dt, J= 11,7, 8,6 Hz, 2H, H-pip3), 1,33 — 1,22 (m, 1H, H2"), 0,55 — 0,48 (m, 2H,
H3’, H4%), 0,48 — 0,42 (m, 2H, H3, H4’). RMN-*3C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6)
d/ppm 162.80 (CO), 161.98 (d, J= 247.5 Hz, -CF), 158,12 (C2), 154,67 (C4), 151,28
(C6), 149,90 (C4’), 143.52 (C8), 138.11 (C1”), 135.25 (C1"”), 134.13 (C3”), 131.18
(2C, C2), 123.85 (Cb), 123.57 (C2”) , 120.83 (2C, C3"), 118.59 (C6”), 113.37
(C4”), 47,39 (C-pip4), 47,19 (C1"), 43,52 (2C, C-pip2), 30,87 (2C, C-pip3) 11,18 (C2’,
3,84 (2C, H3’, H4’). RMN-°F (376 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm -56,59, -110,16,
IRFT (KBr, cm): 3278, 2924, 2368, 1635,1527, 1265, 1219, 1165. MS para
(C28H25CIF4N6O2) m/z (%)= 589,4 (M*1, 100)
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2,4,6-Tricloro-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenyl)-9H-purin-2-
il) piperidin-4-il)benzamida (10j)

Rendimiento: 77 %, sélido, punto de fusién: 288,4 — 290,4 °C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,89 (d, J= 8,7 Hz, 2H, H2’”), 8,70 (d, 7,8 Hz, 1H, -NH),
8,31 (s, 1H, H8), 7,72 (s, 2H, H3"), 7,55 (d, J= 8.4 Hz, 2H, H3""), 4,69 (dt, J= 13,6,
4,2 Hz, 2H, H-pip2), 4,16 — 4,05 (m, 1H, H-pip4), 4,00 (d, J= 7,3 Hz, 2H, H1’), 3,31
- 3,24 (m, 2H, H-pip2), 2,02 — 1,93 (m, 2H, H-pip3), 1,57 — 1,44 (m, 2H, H-pip3),
1,34 -1,27 (m, 1H, H2’), 0,57 — 0,51 (m, 2H, H3’), 0,50 — 0,45 (m, 2H, H3’). RMN-
13C (101 MHz, 298K, DMSO-d6) 162,00 (CO), 157,96 (C2), 154,63 (C4), 151,21
(C1), 149,85 (C4’”), 143,43 (C8), 135,64 (C1”), 135,43 (C1’”), 134,19 (2C, C27),
132,05 (C4”), 131,15 (2C, C2), 127,87 (2C, C3”), 123,77 (C5), 120,78 (2C, C3™),
120,06 (d, J= 257,1 Hz), 47,14 (C1’), 46,73 (C-pip4), 42,84 (2C, Cpip2), 30.70 (2C,
C-pip3), 11.13 (C2’), 3.81 (2C, H3’, H4’). (KBr, cm'): 3271, 3078, 3001, 2931, 2854,
1612, 1527, 1388, 1273, 1149, 1056, 848, 632.
6-Cloro-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
ipiperidin-4-il)nicotinamida (10Kk)

Rendimiento: 79 %; sélido; punto de fusién: 257,7 — 260,1 °C, RMN-'H (400 MHz,
209 K, DMSO-d6) &/ppm 8,9 (d, J= 8,7 Hz, 2H, H2"”), 8,83 (d, Hz, 1H, H2”), 8,42 (d,
J=7,4 Hz, 1H, -NH), 8,26-8,20 (m, 2H, H8 y H4"), 7,59 (d, J= 8,3 Hz, 1H, H5"), 7,53
(d, J= 8,4 Hz, 2H, H3""), 4,81 (d, J= 13,3 Hz 2H, ), 4,15 (t, J= 6,9 Hz, 3H, H-pip)
RMN-3C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm 162,8 (amida), 157,90 (C2), 154,55
(C6), 152,17 (C6”), 151,09 (C4), 149,69 (C4™’), 148,68 (C2”), 143,29 (C8), 138,27
(C4”),135,05(C1"”), 130,89 (C2), 129,39 (C3”), 123,68 (C5), 123,64 (C5”), 121,13
(-CF3), 120,34 (C3), 48,93 (C1"), 47,03 (Cpip4), 47,78 (C-pip2), 32,20 (C-pip3)
11,05, 4,56. IRFT (KBr, cm): 3294, 3078, 2931, 2846, 1519, 1334, 1265, 1157,
1064, 918, 848, 732, 632.
N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-
1-naftamida (10I)

Rendimiento: 75 %; sélido; punto de fusién: 212,2 — 215,4 °C. RMN-'H (400 MHz,
298 K, CDCI3z) &/ppm 8,90 (d, J= 9,0 Hz, 2H, H2"”), 8,49 (d, J= 8,0 Hz, 1H, -NH,)
8,32 (s, 1H, H8), 8,19 (d, J= 7,2 Hz, 1H, H), 8,01 — 7,95 (m, 3H, ), 7,74 — 7,62 (m,
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2H), 7,59 - 7,57 (m, 2H), 4,83 (d, J= 13,2 Hz, 2H, H-pip2), 4,30-4,14 (m, 3H, H-pip4
,H1"), 3,36 — 3,17 (m, 2H, H-pip2), 2,07 — 1,96 (m, 2H, H-pip3), 21,54 — 1,48 (m, 2H,
H-pip3), 1,33-1,31 (m, 2H, H2’), 0,57 — 0,52 (m, 2H, H3’, H4’), 0,51 — 0,46 (M, 2H,
H3’, H4’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCI3) &/ppm 165,99, 158,90, 155,38, 154,36,
148,70, 138,54, 131,16, , 129,54, 128,17, 126,66, 126,17, 125,27, 125,03, 124,96,
123,76, 120,82, 120,67 (d, J= 257,6 Hz), 47,14 (C1’), 46,89 (C-pip4), 43,30 (2C, C-
pip2), 31,44 (2C, C-pip3) 11,15 (C2), 3,82 (2C, C3’, C4’). IRFT (KBr, cm): 3278,
3078, 2931, 2854, 2360, 1527, 1327, 1265, 1165, 925, 856, 632.
N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-
il)-2-naftamida (10m)

Rendimiento: 79 %; sélido; punto de fusién: °C, RMN-'H (400 MHz, 298 K, DMSO-
d6) &/ppm 8,91 (d, J= 8,43 Hz, 2H, H2"”), 8,45 (d, J= 7,37 Hz, 2H, H1 y H3 ), 8,29
(s, 1H, H8 ), 7,98 (m, 4H, NH H4, H3"), 7,58 (m, 4H, H5, H6, H7 y H8), 4,87 (d, J=
12,95, 2H, H1"), 4,22 (m, 1H, H-pip), 4,15 (t, J= 13,77, 7,0 Hz, 2H, H-pip), 3,15 (t, J=
24,69, 12,39 Hz, 2H, H-pipe), 1,99 (m, 2H, H-pip), 1,85 (m, 2H, H-pip), 1,33-1,31 (m,
2H, H2’), 0,57 — 0,52 (m, 2H, H3’, H4’), 0,51 — 0,46 (m, 2H, H3’, H4’). RMN-13C (101
MHz, 298 K, DMSO-d6) &/ppm 165,99, 158,90, 155,38, 154,36, 148,70, 138,54,
131,16, , 129,54, 128,17, 126,66, 126,17, 125,27, 125,03, 124,96, 123,76, 120,82,
120,67 (d, J=257,6 Hz 47,93 (C1’), 47,03 (C-pip4), 43,56 (C-pip2), 31,20 (C-pip3)
11,05 (C2), 4,56 (C3’, C4’). IRFT (KBr, cm™): 3278, 3078, 2931, 2854, 2360, 1527,
1327, 1265, 1165, 925, 856, 632.
N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-
3-metiltiofeno-2-carboxamida (10n)

Rendimiento: 87 %; soélido; punto de fusién: , RMN-1H (400 MHz, 298 K, DMSO-d6)
o/ppm 8,88 (d, J= 8,95 Hz, 2H, H2"’), 8,31 (s, 1H, H8), 7,81 (d, J= 8,0 Hz, 1H, -NH),
7,59 -7,51 (m, 3H, H3"” y H4"), 6,93 (d, J= 5,0 Hz, 1H, H3"), 4,85 - 4,75 (m, 2H, H-
pip2), 4,14 — 4,04 (m, 2H, H1’), 4,00 (d, J= 7,2 Hz, 1H, H-pip4), 3,17 — 3,07 (m, 2H,
H-pip2), 2,39 (s, 3H, CH3), 1,91 (dd, J= 13,1, 3,8 Hz, 2H, H-pip3), 1,59 (qd, J= 12,2,
4,1 Hz, 2H, H-pip3), 1,35 - 1,26 (m, 2H, H2"), 0,58 — 0,51 (m, 2H, H3’), 0,50 — 0,45
(m, 2H, H3’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) d/ppm 161.80 (CO), 158.04
(C2), 154.65 (C4), 151.23 (C6), 149.86 (C4’”), 143.43 (C8), 139.29 (C1”), 135.25
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(C1), 131.96 (C2”), 131.20 (C3”), 131.15 (2C, C2’"), 126.82 (C4"), 123.78 (CbH),
120.80 (2C, C3), 120,07 (d, J=257,1 Hz, -CF3), 47.15 (C1’), 47.08 (C-pip4), 43.47
(2C, H-pip2), 30.97 (2C, Hpip3), 15.19 (CHs), 11.15 (C2’), 3.82 (2C, C3’, C4’). MS
para (C27H27F3NeO2S) m/z (%)= 556,9 (M*1, 100)
3-(2-Clorofenil)-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-
i) piperidin-4-il)-5-metilisoxazol-4-carboxamida (100)

Rendimiento: 82 %; sélido; punto de fusién: 257,7 — 260,1 °C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO0-d6) &/ppm 8,9 (d, J= 8,7 Hz, 2H, H2"”), 8,83 (d, Hz, 1H, H2"), 8,42 (d,
J=7,4 Hz, 1H, -NH), 8,26-8,20 (m, 2H, H8 y H4"), 7,59 (d, J= 8,3 Hz, 1H, H5"), 7,53
(d, J= 8,4 Hz, 2H, H3"”), 4,81 (d, J= 13,3 Hz 2H, ), 4,15 (t, J= 6,9 Hz, 3H, H-pip)
RMN-13C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6) 162,8 (amida), 157,90 (C2), 154,55 (C6),
152,17 (C6”), 151,09 (C4), 149,69 (C4’), 148,68 (C2”), 143,29 (C8), 138,27 (C4”),
135,05 (C1””), 130,89 (C2”), 129,39 (C3”), 123,68 (C5), 123,64 (C5”), 121,13 (-
CF3), 120,34 (C3’”), 48,93 (C1’), 47,03 (C-pip4), 47,78 (C-pip2), 32,20 (C-pip3)
11,05, 4,56.
N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-
5H-dibenzo[b,flazepin-5-carboxamida (10p)

Rendimiento: 83 %; sélido; punto de fusién: 213,7 — 217,8 °C, RMN-'H (400 MHz,
298 K, DMSO-d6) &/ppm 8,84 (d, J= 8,99 Hz, 2H, H2), 8,28 (s, 1H, H8), 7,54 (d,
J=8,4 Hz, 2H, H3"”), 7,44 — 7,37 (m, 6H, H3”, H4” y H6"), 7,34 — 7,28 (m, 2H, H5"),
6,97 (s, 2H, H8”), 5,19 (d, J= 8,2 Hz, 1H, -NH), 4,65 (d, J= 13,3 Hz, 2H, H-pip2),
3,96 (d, J= 7,1 Hz, 2H, H1’), 3,82 — 3,70 (m, 1H, H-pip4), 3,06 — 2,95 (m, 2H, H-
pip2), 1,73 - 1,65 (m, 2H, H-pip3), 1,40 — 1,25 (m, 3H, H-pip3 y H2’), 0,56 — 0,48 (m,
2H, H3’, H4"), 0,48 — 0,42 (m, 2H, H3’, H4’). RMN-*3C (101 MHz, 298 K, DMSO-d6)
o/ppm 157,93 (C2), 154,87 (CO), 154,62 (C4), 151,19 (C6), 149,83 (C4"), 143,34
(C8), 140,27 (C2”), 135,24 (C1’"), 134,91 (2C, C7”), 131,10 (C2"), 130,27 (2C,
C87), 129,23 (2C, C3”), 194,14 (4C, C6”, C4”) 127,14 (2C, C5”), 123,70 (CbH),
120,77 (C3’), 120, 06 (d, Jc-r= 256,90 Hz), 47,97 (C-pip4), 47,10 (C1’), 43,57 (2C,
C-pip2), 31,19 (2C, C-pip3), 11,11 (C2’), 3,80 (2C, H3’, H4'). IRFT (KBr, cm™): 3363,
3078, 3008, 2924, 2854, 1658, 1604, 1512, 1327, 1257, 1165, 918, 856, 632. MS
para (CssH32F3N702) m/z (%)= 625,5 (M*1, 100)
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Ligandos finales Serie Il (parte 1)
9-Hexil-6-(4-metoxifenil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-9H-purina (11a)
Rendimiento: 57 %, solido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCl3) &/ppm 8,76 (d,
J=8,7 Hz, 2H, H2""), 8,26 (d, J= 5,4 Hz, 2H, H2"), 7,77 (s, 1H, H8), 7,04 (d, J= 8,7
Hz, 2H, H3), 6,73 (d, J = 5,6 Hz, 2H, H3"), 4,11 (dd, J= 15,0, 6,6 Hz, 6H, H-pipz2,
H1’), 3,88 (s, 3H, -OCHg), 3,54 — 3,47 (m, 4H. H-pipz1), 1,88 (d, J= 6,4 Hz, 2H, H2’),
1,34 — 1,30 (m, 6H, H3’, H4’ , H5"), 0,87 (dd, J= 13,0, 6,8 Hz, 3H, H6"). RMN-13C
(101 MHz, 298 K, CDCls) 8/ppm 158,74 (C2), 155,24 (C4), 155,15 (C1”), 152,14,
(C6) 151,76 (C3”), 142,53 (C8), 140,81 (C1"”), 132,22 (C4™”’) 130,48 (2C, C2™),
125,56 (2C, C3), 123,60 (C5), 108,52 (C2”), 55,47 (-OCH3)45,97 (2C, C-pipz2),
44,02 (2C, C-pipzl1), 43,53 (C1’), 31,30 (C3’), 29,75 (C2’), 26,45 (C4’), 22,60 (C5’),
14,11 (C6).
9-Hexil-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-6-(4-(trifluorometil)fenil)-9H-purina
(11b)

Rendimiento: 72 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,87 (d,
J=8,1Hz, 2H, H2""), 8,31 (d, J = 5,7 Hz, 2H, H2"), 7,87 — 7,69 (m, 3H, H8, H3"),
6,79 — 6,66 (m, 2H, H3"), 4,22 — 4,04 (m, 6HH-pipz2, H1"), 3,59 — 3,42 (m, 4H,
Hpipzl1), 1,90 (p, J= 6,8 Hz, 2H, H2"), 1,41 - 1,27 (m, 6H, H3’, H4’, H5’), 0,92 - 0,83
(m, 3H, H6’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCls) d/ppm 158.62 (C2), 155.11 (C4),
154.98 (C1”), 153.03 (C6), 150.29 (2C, C3”), 142.35 (C8), 139.90 (C1""), 132.38
(C4’”),129.92 (2C, C2), 125.43 (2C, C3"”), 125,35 (C5) 124,26 (d, J= 271,78 Hz, -
CF3), 108.54 (C2”, 85.64, 45.97 (C1’), 44.05 (2C, C-pipz2) (2C, C-pipzl), 43.46
(C1"), 31.30 (C3), 29.76 (C2), 26.45 (C4’), 22.60 (C5’), 14.10 (CP’).
4-(9-Hexil-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-9H-purin-6-il)benzonitrilo (11c)
Rendimiento: 68 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,89 (d,
J=8,3 Hz, 2H, H2"), 8,31 (d, J= 4,9 Hz, 2H, H3"), 7,83 (s, 1H, H8), 7,79 (d, J= 8,3
Hz, 2H, H3™), 6,72 (d, J= 5,9 Hz, 2H, H2"), 4,15 (t, J= 7,1 Hz, 2H, H1’), 4,13 — 4,08
(m, 4H, H-pipz1), 3,53 — 3,47 (m, 4H, H-pipz2), 1,94 — 1,86 (m, 2H, H2’), 1,39 - 1,30
(m, 6H, H3’, H3’, H5’), 0,88 (t, J= 6,9 Hz, 3H, HE’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDClz)
o/ppm 158,55 (C2), 155,13 (C4), 155,05 (C1”), 152,14 (C6), 150,27 (2C, C3"),
142,56 (C8), 140,75 (C1), 132,22 (2C, C3”), 130,07 (2C, C2), 125,38 (C5),
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118,98 (-CN), 113,69 (C4’’), 108,53 (2C, C2”), 45,94 (2C, C-pipz2), 44,00 (2C, C-
pipzl), 43,48 (C1’), 31,26 (C3’), 29,72 (C2’), 26,41 (C4’), 22,57 (C5’), 14,08 (C6’).
9-Hexil-6-(4-nitrofenil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-9H-purina (11d)
Rendimiento: 70 %, sé6lido amarillo. RMN-*H (400 MHz, 298 K, CDClIz) &/ppm 8,96
(d, J=8,6 Hz, 2H, H3""), 8,34 (d, J= 8,6 Hz, 2H, H2""), 8,31 (d, J= 5,0 Hz, 2H, H3"),
7,85 (s, 1H, H8), 6,74 (d, J = 5,5, 2H, C2”), 4,17 (t, J= 7,2 Hz, 2H, H1"), 4,14 - 4,10
(m, 4H, H-pipz1), 3,56 — 3,50 (m, 4H, H-pipz2), 1,95 - 1,87 (m, 2H, H2), 1,39 - 1,31
(m, 6H, H3’, H4’, H5’), 0,89 (t, J= 6,7 Hz, 3H, H6"). RMN-'3C (101 MHz, 298 K, CDClI3)
o/ppm 158,56 (C2), 155,24 (C4), 155,15 (C1”), 151,76 (C6), 149,98 (2C, C3"),
148,94 (C4’”), 142,76 (C8), 142,53 (C1’), 130,48 (2C, C3’), 125,56 (C5), 123,60
(2C, C2), 108,52 (2C, C2”), 45,97 (2C, C-pipz2), 44,02 (2C, C-pipzl), 43,53 (C1’),
31,30 (C3’), 29,75 (C2’), 26,45 (C4’), 22,60 (C5’), 14,11 (C6’).
9-(Metilciclopropil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-6-(4-(trifluorometoxifenil)-
9H-purina (11e)

Rendimiento: 61 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,81 (d,
J=7,7Hz, 2H, H2""), 8,35 - 8,24 (m, 2H, H2"), 7,93 (s, 1H, H8), 7,36 (d, J = 8,1 Hz,
2H, H3"), 6,75 (d, J = 4,9 Hz, 2H, H2"), 4,15 — 4,09 (m, 4H, H-pipz2), 4,01 (d, J =
7,0 Hz, 2H, H1’), 3,58 — 3,50 (m, 4H, H-pipz1), 1,39 — 1,28 (m, 1H, H2’), 0,73 — 0,65
(m, 2H, H3’, H4"), 0,52 — 0,45 (m, 2H, H3’, H4’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDClI3)
d/ppm 158,58 (C2), 155,25 (C4), 154,77 (C1”), 153,24 (C6), 151,00 (C4’”), 149,64,
(2C,C3”), 141,78 (C8), 135,09 (C1"”), 131,33 (2C, C2’”), 125,00 (C5), 120,69 (C3™),
120,60 (d, Jc-Fr=257,7 Hz), 108,43 (2C, C2"), 48,18 (C1’), 45,93 (2C, C-pipz2), 44,02
(2C, C-pipzl1), 11,18 (C2’), 4,45 (2C, C3’, C4’).

9-(Metilciclopropil)-6-(4-metoxifenil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-9H-purina
(111)

Rendimiento: 30 %, sélido blanco. RMN-1H (400 MHz, 298 K, CDCIs) 8/ppm 8,77 (d,
J=8,9 Hz, 2H, C2"), 8,28 (d, J = 4,8 Hz, 2H, H3"), 7,88 (s, 1H, H8), 7,04 (d, J = 8,9
Hz, 2H, H3"), 6,72 (d, J = 6,1 Hz, 2H, C2”), 4,11 — 4,06 (m, 4H, H-pipz2), 3,97 (d, J
= 7,2 Hz, 2H, H1"), 3,88 (s, 3H, -OCHza), 3,52 — 3,47 (m, H4, H-pipz1), 1,36 — 1,27
(m, 1H, H2"), 0,69 — 0,63 (m, 2H, H3’, H4"), 0,46 (g, J = 5,0 Hz, 2H, H3’, H4’). RMN-
13C (101 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 161,80 (C4'), 158,54 (C1”), 155,25 (C2),
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154,38 (2C, C4, C6), 149,52 (2C, C3”), 141,08 (C8), 131,34 (2C, C2™), 129,22
(C1), 124,59 (C5), 113,90 (2C, C3), 108,40 (C2”), 55,47 (-OCHs), 48,03 (C1’),
45,95 (2C, C-pipz2), 44,03 (2C, C-pipz1), 11,18 (C2’), 4,39 (2C, C3’, C4).
9-(Metilciclopropil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-6-(4-(trifluorometil)fenil)-
9H-purina (119)

Rendimiento: 56 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDClz) d/ppm 8,87 (d,
J=8,2Hz, 2H, H2""), 8,30 (d, J = 6,0 Hz, 2H, H3"), 7,94 (s, 1H, H8), 7,77 (d,J = 8,2
Hz, 2H, H3™), 6,77 — 7,70 (m, 2H, H2”), 4,15 — 4,08 (m, 4H, H-pipz2), 4,01 (d, J =
7,2 Hz, 2H, H1’), 3,56 — 3,48 (m, 4H, H,pipz2), 1,35 - 1,28 (m, 1H, H2"), 0,73 - 0,66
(m, 2H, H3’, H4’), 0,49 (dt, J = 6,2 4,7 Hz, 2H, H3’, H4’). RMN-13C (101 MHz, 298 K,
CDCls3) &/ppm 158,61 (C2), 155,20 (C4), 154,96 (C1”), 153,03 (C4’”), 149,81 (C3”),
142,05 (C8), 139,90 (C6), 132,07 (C1’), 129,92 (2C, C2"), 125,61 (C5), 125,38 (2C,
C3”), 122,91 (-CFs), 108,48 (C2”), 48,22 (C1’), 45,97 (2C, C.pipz2), 44,03 (2C, C-
pipz1), 11,18 (C2’), 4,47 (2C, C3’, C4’). RMN- F*° (400 MHz, 298 K, CDCI3) d/ppm -
62,74.

4-(9-(Metilciclopropil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-9H-purin-6-il)benzonitrilo
(11h)

Rendimiento: 60 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,90 (d,
J=7.0Hz, 2H, H2""), 8.342 — 8,23 (m, 2H, H3"), 7.95 (s, 1H), , 7.81 (d, J = 6.9 Hz,
2H, H8), 6.81 — 6,66 (M, 2H, H2”), 4.19 — 4,07 (m, 4H, H-pipz2), 4.02 (d, J = 7,2 Hz,
2H, H1’), 3.61 — 3,43 (m, 4H, H-pipz1), 1.39 - 1,29 (m, 1H, H2"), 0.78 — 0,65 (M, 2H,
H3’, H4"), 0.57 — 0,45 (m, 2H, H3’, H4"). RMN-C (101 MHz, 298 K, CDCls) d/ppm
158,62 (C2), 155,15 (C4), 155,11 (C1”), 152,21 (C6), 150,23 (2C, C3”), 142,27 (C8),
140,78 (C1™), 132,27 (2C, C3’), 130,12 (2C, C2), 125,43 (C5), 119,02 (-CN),
113,77 (C4’), 108,55 (2C, C2”), 48,27 (C1’), 45,97 (2C, C-pipz2), 44,05 (2C, C-
pipzl), 11,18 (C2’), 4,49 (2C, C3, C4’).
9-(Metilciclopropil)-6-(4-nitrofenil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-9H-purina
(1)

Rendimiento: 75 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCls) d/ppm 9,05 —
8,84 (m, 2H, H3’”), 8,42 — 8,19 (m, 4H, (H2"’, H3”), 7,97 (s, 1H, H8), 6,80 — 6,66 (M,
2H, H2”), 4,19 — 4,06 (m, 4H, H-pipz2), 4,06 — 3,92 (m, 2H, H1"), 3,61 (m, 4H, H-
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pipzl), 1,39 — 1,27 (m, 1H, H2"), 0,79 — 0,61 (m, 2H, H3’, H4’), 0,57 — 0,39 (m, 2H,
H3’, H4’). RMN-2C (101 MHz, 298 K, CDCIs) d/ppm 158,55 (C2), 155,11 (C4),
151,69 (C1”), 149,99 (2C, C3”), 148,89 (C4’), 142,47 (C8), 130,46 (2C, C3™),
125,54 (C5), 123,56 (2C, C2"”), 108,49 (2C, C2”), 48,27 (C1’), 45,94 (2C, C-pipz2),
44,01 (2C, C-pipzl), 11,15 (C2), 4,48 (2C, C3’, C4’).

Derivados de Anilina

1-Metil-4-(4-nitrofenil)piperazina (14a)

Rendimiento: 70 %, sélido anaranjado/marrén. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCls)
o/ppm 8,15 — 8,05 (m, 2H, H1”), 6,86 — 6,75 (m, 2H, H2"), 3,48 — 3,36 (M, 4H, H-
pipzl), 2,59 — 2,49 (m, 4H, Hpipz2), 2,34 (s, -CHs) . RMN-13C (101 MHz, 298 K,
CDCI3) &/ppm 154,96 (C1”), 138,55 (C4”), 126,05 (2C, C3”), 112,78 (2C, C2"),
54,65 (2C, C-pipz2), 47,10 (2C, C-pipzl), 46,18 (-CHs).
1-(2-fluoro-4-nitrofenil)-4-metilpiperazina (14b)

Rendimiento: 70 %, sélido anaranjado/marrén. RMN-*H (400 MHz, 298 K, CDClz)
o/ppm 8,0 — 7,83 (m, 2H), 6,90 (st, J= 8,8 Hz, 1H), 3,36 -3,26 (m, 4H), 2,63 — 2,53
(m, 4H), 2,35 (s, 3H). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 153, 12 (d, Jcr=
249,1 Hz), 150,64, 145, 72, 140,52, 121,10, 117, 20, 112,60, 54,88 (2C), 49, 68 (2C),
46,19.

4-(4-Metilpiperazin-1-il)anilina (15a)

Rendimiento: 98 %, sélido negro, p.f.: 128 — 130 °C. RMN-1H (400 MHz, 298 K,
CDCls) 8/ppm 6,80 (t, J = 9,1 Hz, 1H), 6,48 — 6,33 (m, 2H), 3,53 (s, 2H), 3,10 — 2,83
(m, 4H), 2,66 — 2,54 (m, 4H), 2,34 (s, 3H). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCIs) d/ppm
144,55, 140,23, 118,67, 116,29, 77,16, 55,39, 50,89, 46,17. ESI/MS para
(C11H17N3 [M+H]+). Calcd: 192,2. Encontrado: 191,9.
3-Fluoro-4-(4-metilpiperazin-1-il)anilina (15b)

Rendimiento: 98 %, sélido negro, p.f.: 120 — 125 °C. RMN-1H (400 MHz, 298 K,
CDCls) 8/ppm 6,80 (t, J = 9,1 Hz, 1H), 6,48 — 6,33 (m, 2H), 3,53 (s, 2H), 3,10 — 2,83
(m, 4H), 2,66 — 2,54 (m, 4H), 2,34 (s, 3H). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCI3) d/ppm
159,14, 154,27, 142,94, 142,73, 131,59, 131,39, 120,56, 120,47, 110,65, 110,59,
104,06, 103,59, 55,13, 50,81, 50,77, 45,73. RMN-°F (376 MHz, 298 K, CDCl3)
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o/ppm -122,56 (s, 1F). ESI/MS para (C11H16FN3 [M+H]+). Calcd: 210,1. Found:
210,3.

Ligando Serie Il (parte 1)
9-(Metilciclopropil)-6-(4-metoxifenil)-N-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)-9H-purin-
2-amina (16a)

Rendimiento: 62 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 8,75 (d,
J=7,9 Hz, 2H, H2"), 7,91 (s, 1H, H8), 7,66 — 7,60 (m, 2H, C2”), 7,15 (s, 1H- -NH),
7,06 - 7,02 (m, 2H, C3), 7,00 -6,93 (m, 2H, C3”), 4,00 (d, J =7,1 Hz, 2H, H1"), 3,88
(s, 3H, -OCH?3), 3,24 — 3,15 (m, 4H, H-pipzl), 2,64 — 2,56 (m, 4H, H-pipz2), 2,36 (s,
3H, -CHs), 1,38 — 1,30 (m, 1H, H2"), 0,70 — 0,64 (m, 2H, H3’, H4’), 0,49 — 0,43 (m,
2H, H3’, H4"). RMN-3C (101 MHz, 298 K, CDCIs) d&/ppm 161,84 (C4™"), 156,61 (C2),
155,15 (C1"”), 153,94 (C4), 146,70 (C4”), 141,08 (C8), 133,53 (C1”), 131,42 (2C,
C2), 128,91 (C6), 125,46 (C5), 120,18 (2C, C2”), 117,19 (2C, C3”), 113,99 (2C,
C3"), 55,47 (-OCHs3), 55,35 (2C, C-pipz2), 50,16 (2C, C-pipzl), 48,17 (C1’), 46,26
(-CHgs), 11,13 (C2), 4,4 (2C, C3’, C4").

9-(Metilciclopropil)-N-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)-6-(4-(trifluorometil)fenil)-
9H-purin-2-amina (16b)

Rendimiento: 59 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDClz) &/ppm 8,85 (d,
J =8,0 Hz, 2H, H2"), 7,95 (s, 1H, H8), 7,77 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H3"”), 7,61 (d, J =
8,3 Hz, 2H, H2"), 7,18 (s, 1H, -NH), 6,97 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H3"), 4,00 (d, J = 7,2
Hz, 2H, H1’), 3,20 (d, J = 3,9 Hz, 4H, H-pipzl), 2,61 (d, J = 3,9 Hz, 4H, H-pipz2),
2,36 (s, 3H, -CH3s), 1,37 — 1,28 (m, 1H, H2"), 0,72 — 0,65 (m, 2H, H3’, H4’), 0,49 —
0,43 (m, 2H, H3’, H4’). RMN-3C (101 MHz, 298 K, CDCIs) &/ppm 156,69 (C2),
154,48 (C4), 153,63 (C4’’), 146,99 (C4”), 142,01 (C8), 133,03 (C1”), 132,08 (C6),
129,95.(2C, C2), 126,16 (C5), 125,44 (2C, C3™), 124, 24 (d, J= 272,6 Hz, -CF3),
120,39 (2C, C2”), 117,09 (2C, C3”), 55,33 (2C, C-pipz2), 50,05 (2C, C-pipz1), 48,30
(C1’), 46,26 (-CH3s), 11,07 (C2'), 4,46 (2C, C3’, C4").

4-(9-(Metilciclopropil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-9H-purin-6-il)
benzonitrilo (16c)

Rendimiento: 72 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDClz) d/ppm 8,89 (d,
J=7,3Hz, 2H), 7,94 (s, 1H), 7,63 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,57 — 7,46 (m, 4H), 7,19 (s,
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1H), 6,97 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 4,01 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 3,23 — 3,16 (m, 4H), 2,62(d, J
= 4,0 Hz, 2H), 2,37 (s, 3H), 1,34 (dd, J = 12,5, 6,6 Hz, 1H), 0,68 (d, J = 7,5 Hz, 2H),
0,47 (d, J = 4,7 Hz, 2H). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 158,68, 155,08,
152,23, 150,24, 142,78, 141,34, 133,33, 132,04, 125,94, 120,22, 117,20, 113,76,
108,76, 55,33, 50,12, 48,23, 46,97, 11,14, 4,49.

9-(Metilciclopropil)-N-(4-(4-metilpiperazin-1-il)fenyl)-6-fenil-9H-purin-2-amina
(16d)

Rendimiento: 70 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCIz) d/ppm 8,72 (d,
J=7,8Hz, 2H, H2""), 7,94 (s, 1H, H8), 7,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H2"), 7,55 — 7,47 (m,
3H, H3™, H4™), 7,19 (s, 1H, -NH), 6,97 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H3"), 4,01 (d, J = 7,1 Hz,
2H, H1"), 3,23 — 3,16 (m, 4H, H-pipzl), 2,64 — 2,59 (m, 4H, H-pipz2), 2,37 (s, 3H, -
CHs), 1,38 — 1,30 (m, 1H, H2"), 0,71 — 0,65 (m, 2H, H3’, H4"), 0,50 — 0,44 (m, 2H,
H3’, H4’). RMN-3C (101 MHz, 298 K, CDCls) &/ppm 156,68 (C2), 155,59 (C1"),
154,16 (C4), 146,78 (C4”), 141,52 (C8), 136,21 (C1”), 133,41 (C6), 130,74 (C4™),
129,70 (2C, C2), 128,61 (2C, C3"), 125,94 (C5), 120,22 (2C, C2”), 117,20 (2C,
C3”), 55,33 (2C, C-pipz2), 50,12 (2C, C-pipzl), 48,23 (C1’), 46,24 (-CHs), 11,12
(C2), 4,44 (2C, C3', C4).
9-(Metilciclopropil)-N-(3-fluoro-4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)-6-(4-
(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-amina (16e€)

Rendimiento: 66 %, sélido blanco RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDClIs) d/ppm 8,80 (d,
J=8,7Hz, 2H, H2""), 7,97 (s, 1H,H8), 7,76 (dd, J = 14,8, 2,2 Hz, 1H, H6"), 7,36 (d,
J=8,5Hz, 2H, H3"), 7,24 — 7,18 (m, 2H, H2”, -NH) 6,96 (t, J = 9,1 Hz, 1H, H5"),
4,03 (d, J=7,2 Hz, 2H, HT’), 3,12 (m, 4H, H-pipzl), 2,63 (M, 4H, H-pipz2), 2,37 (s,
3H, -CHs), 1,39 — 1,30 (m, 1H, H2"), 0,74 — 0,66 (m, 2H, H3’, H4"), 0,51 — 0,45 (m,
2H, H3’, H4’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCI3) d/ppm 157,09 (C3”), 156,08 (C2),
154,66 (C4), 154,09 (C4), 151,13 (C6), 142,08 (C8), 135,71 (C4”), 134,78 (C1"),
134,56 (C1"”), 131,43 (2C, C2’), 126,16 (C5), 121,88 (-OCFs), 120,75 (C2"),
119,37 (C5”), 114,36 (C2”), 107,68 (C6”), 55,42 (2C, C-pipz2), 51,09 (2C, C-pipzl),
48,42 (C1’), 46,30 (-CHs), 11,10 (C2’), 4,50 (2C, C3’, C4’).
9-(Metilciclopropil)-N-(3-fluoro-4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)-6-(4-metoxifenil)-
9H-purin-2-amina (16f)
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Rendimiento 57 %, solido blanco, p.f.: 85-86 °C. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCIs)
d/ppm 8,75 (d, J= 9.0 Hz, 2H, H2"), 7,95 (s, 1H, H8), 7,79 (dd, J = 14,9, 2,5 Hz, 1H,
H6"), 7,25 - 7,16 (m, 2H, H3""), 7,10 — 6,90 (m, 3H, H2”, -NH, H5")), 4,03 (d,J=7,1
Hz, 2H, H1"), 3,89 (s, 3H, -CH3), 3,19 — 3,05 (m, 4H, -pipz1), 2,70 — 2,56 (m, 4H, H-
pipzl), 2,37 (s, 3H, -CH3s), 1,40 — 1,29 (m, 1H, H2'), 0,77 — 0,63 (m, 2H, H3’, H4),
0,54 — 0,43 (m, 2H, H3’, H4’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCI3) d/ppm 161,99
(C4”), 158,36, 156,04, 155,28 (C1"), 153,80 (C4), 141,43 (C8), 131,48 (2C, C2™),
128,73 (C6), 125,78 (C5), 119,44 (C5’), 114,17 (C2”), 107,55 (C6”), 65,40 (-CH3),
55,49 (2C, C-pipz2), 51,95 (2C, C-pipz1), 48,33 (C1’), 46,28 (-CHs), 11,15 (C2'),
4,48 (2C, C3’, C4’). RMN-'°F (376 MHz, CDCI3) & -121.55.

4-(9-(Metilciclopropil)-2-((3-fluoro-4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)amino)-9H-
purin-6-il)benzonitrilo (16g)

Rendimiento: 59 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCI3) &/ppm 8,87 (d,
J=8,3 Hz, 2H, H2"), 7,99 (s, 1H, H8), 7,79 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H3"”), 7,73 (dd, J =
14,7, 2,1 Hz, 1H, H6”), 7,24 (s, 1H, -NH), 7,20 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H2"), 6,96 (t, J =
9,1 Hz, 1H, H5”), 4,04 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H1’), 3,15 — 3,05 (m, 4H, H,pipz1), 2,67 —
2,58 (m, 4H, H-pipz2), 2,37 (s, 3H), -CH3), 1,41 — 1,29 (m, 1H, H2’), 0,74 — 0,66 (m,
2H, H3’, H4’), 0,49 (g, J = 5,1 Hz, 2H, H3’, H4’). RMN-13C (101 MHz, 298 K, CDCls)
o/ppm 157,03 (C3”), 156,07 (C2), 154,60 (C), 154,51 (C4), 152,88 (C6), 142,57
(C8), 140,19 (C1””), 135,56 (C4”), 134,93 (C1”), 132,31 (2C, C3), 130,14 (2C,
C2"”), 126,54 (C5), 119,37 (-CN), 118,89 (C5”), 114,45 (C4’"), 113,94 (C2"), 107,75
(C6”), 55,38 (2C, C-pipz2), 51,02 (2C, Cpipz-1), 48,49 (C1’), 46,27 (-CH3), 11,06
(C2), 4,52 (2C, C3’), C4’. RMN-'°F (376 MHz, CDCI3) & -121.22.

9-(Metilciclopropil)-N-(3-fluoro-4-(4-metilpiperazin-1-il)fenil)-6-fenil-9H-purin-
2-amina (16h)

Rendimiento: 68 %, sélido blanco. RMN-'H (400 MHz, 298 K, CDCI3) &/ppm 8,50 (d,
J=6,7 Hz, 2H, H2™”), 7,75 (s, 1H, H8), 7,57 (dd, J = 15,0, 2,4 Hz, 1H, C6”), 7,35 —
7,27 (m, 3H, H3"”, H4"™), 7,04 (s, 1H, -NH), 6,99 (dd, J = 8.7, 2,7 Hz, 1H, H2"), 6,73,
(t, J= 9,1 Hz, 1H, H5"), 3,81 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H1’), 2,93 — 2,85 (m, 4H, H-pipz1),
2,41- 2,36 (m, 4H H-pipz2), 2,15 (s, 3H, -CHa), 1,16 — 1,01 (m, 1H, H2’), 0,50 — 0,44
(m, 2H, H2', H4"), 0,27 (g, J = 5,2 Hz, 2H, H3", H4’). RMN-13C (101 MHz, 298 K,
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CDCls) 8/ppm 157,10 (C3”), 156,09 (C2), 155,67 (C1°"), 154,68 (C4) 154,00, 141,83
(C8) 136,02 (C6), 135,93 (C4”), 134,58 (C1”), 130,89 (2C, C3"), 129,72 (2C, C2"),
129,67 (C4™), 126,23 (C5), 119,36 (C5”), 114,22 (C2"), 107,55 (C6”), 55,38 (2C,
Cpipz2), 51,01 (2C, C-pipz1), 48,27 (C1’), 46,26 (-CH3), 11,10, (C2’), 4,44 (2C, C3',

C4’). RMN-'°F (376 MHz, CDClz) 5 -121.48.
Espectros:
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2-fluoro-9-hexil-6-(4-nitrofenil)-9H-purina (4f)

T T T T N T
o o N < © 0 ©o
N - o N o e —
o~ N O (o] — (] m
T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)
0~ N O
0 Mmoo R
O W T m
m NN AN
—_ -
SN
- ~RAT g
3 Zasd o
RAEIFLA 3 N
O © Mmoo wino | [ |
© nw;nm < <+ 3 < n |
e e ~
PPN m
i o
o |
| . |
I l VTV P TRY—Y il ol T il — ™ Ll bl i A Ao "
AN ' U Ve L I Wt Ny f ¥ st Ay e sl A o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

1 (ppm)

149



2-fluoro-9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purina (49)
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2-fluoro-9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometil)fenil)-9H-purina (4i)
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2-cloro-9-metilciclopropil-6-(4-metoxifenil)-9H-purina (4m)
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tert-Butil 4-(4-cianobenzamido)piperidin-1-carboxilato (8e)
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tert-Butil 4-(3-fluoro-4-metoxibenzamido)piperidin-1-carboxilato (8f)
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3-cloro-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)

piperidin-4-il) benzamida (10d)
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3-Cloro-5-fluoro-N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-
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N-(1-(9-metilciclopropil-6-(4-(trifluorometoxi)fenil)-9H-purin-2-il)piperidin-4-il)-

5H-dibenzo[b,flazepin-5-carboxamida (10p)

FIT°C

F80'1
=10°¢

/6T

=%6°0

=66'T

60'2
wﬂ.w
=102

=560

=00'¢

0.5

1.5 1.0

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5
ppm

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

8.5

2.0

8/'811
227021
€ETCT
0/°¢€¢T
|4 WA4
P1°6¢1T
€2'6C1
L2°0€T

\

\
\

ITTIT—

6T TE—

LS €Y~
0T L~
16°LY

Ll

€86YT\ 3

6T IST~
295~ _
18517 _
€6°2S17

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

60

199



859§

-15 =25 -35 -45 -55 -65 -75 -85 -95 -105 -115 -125 -135

ppm

Multipoint Baseline Correction

T

00—~

%T

1000

1500

2000

2500

3000

3500

9-hexil-6-(4-metoxifenil)-2-(4-(piridin-4-il)piperazin-1-il)-9H-purina (11a)

$8°04
980y
8807
0607

0S7€~
ISe>
25°e/
88°€~

60°'%
or'y
(454
148 o

.9

w9~
€297

€04~
S0

£ 45

0.5

T p
- o 0
™ ~ o

AP At ol o
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.5
f1 (ppm)

5.0

T
5.5

6.5

7.0

7.5

200
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ANEXO 2: Estudios biolégicos

Screening de MTT a una concentracion de 50 uM de cada compuesto y los

respectivos controles, en las células anteriormente expuestas

BxPC-3 (3n) MIA-PaCa-2 (3n)

% Viabilidad vfs control DMSO
% Viabilidad v|s control DMSO
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