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Enfermedades Neuroldgicas

Las enfermedades neuroldgicas son un conjunto de trastornos que afectan al sistema
nervioso. Dentro de éstas, se encuentran las enfermedades neurodegenerativas,
relacionadas con la edad avanzada y que se caracterizan por la muerte de neuronas en
diferentes regiones del sistema nervioso central (SNC) y el consiguiente deterioro
funcional de las partes afectadas. En paises desarrollados son una de las principales
causas de mortalidad y morbilidad debido al aumento de la esperanza de vida como
consecuencia de la mejora de las condiciones higiénico-sanitarias. Segun informes del
Eurostat® (Centro de documentacion de Estadisticas Europeas), en los proximos afios
se estima una subida espectacular de la esperanza de vida, con una proporcion

ligeramente superior en mujeres que en hombres (Tabla 1).

Tabla 1. Esperanza de vida al nacer (UE-27) en afios.

1960 2009 Prev.2050"
Mujeres 73 82.4 88.6
Hombres 67 76.4 83.7

Segun el mismo informe, no soélo se estima un aumento de la esperanza de vida, sino
gue ademas, el porcentaje estimado de poblacion de 80 afios o0 mas sera
considerablemente mayor. A la vista de los datos de dicho informe, se estima que en el
plazo de unos 40 afios la poblacion de la Unién Europea de méas de 80 afios pasara del
4.6% a un 12.0%, es decir, que la cifra se va a multiplicar por tres veces. Cabe destacar
gue en paises como Alemania o Espafia sus valores se encuentran por encima de la

media europea (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de poblacion mayor de 80 afios.

Espafia Alemania UE-27"
2010 4.9 5.0 4.6
2060 14.2 13.5 12.0

Debido al incremento de la poblacién anciana, las enfermedades neurodegenerativas
se han convertido en un tema de salud fundamental en los paises desarrollados ya que
actualmente sélo existen tratamientos sintomaticos para este tipo de enfermedades. Por
tanto, encontrar tratamientos eficaces para estas enfermedades es muy importante. De

hecho, a principios del afio 2012 se ha puesto en marcha una estrategia europea para el
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estudio e investigacion de enfermedades neurodegenerativas por iniciativa de JPND
(Joint Programming on Neurodegenerative Diseases)?. Aunque en el campo cientifico se
estdn haciendo grandes avances, todavia se necesita un mayor conocimiento de las
causas de estas enfermedades.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una muerte progresiva de
las neuronas funcionales en el cerebro, generalmente iniciada por una inflamacion,
estrés oxidativo y/o excitotoxicidad inicial y una degeneracién posterior. Segun el tipo de
célula afectada y la manifestacion clinica que presentan, podemos hablar de diferentes
enfermedades neurodegenerativas. Ademas de generar una gran discapacidad en los
pacientes, suponen un gran gasto debido a la atencién social y sanitaria que requieren,
los tratamientos farmacoldgicos, la incapacidad laboral y la carga fisica y psicoldgica de
los cuidadores. Actualmente se desconoce la etiologia, sin embargo, muchos estudios
sugieren que algunos factores genéticos, procesos inflamatorios y agentes oxidantes
podrian ser causas posibles de su origen®* (Tabla 3). Enfermedades de este tipo son la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, la

esclerosis lateral amiotréfica y la esclerosis mdaltiple, entre otras.

Tabla 3. Caracteristicas de las enfermedades neurodegenerativas mas habituales.

Estrés Proteinas

Apoptosis  Excitotoxicidad oxidativo toxicas Inflamacién
Enf. de Alzheimer + + + + +
Enf. de Parkinson + + + + +
Enf. de Huntington + + + +
Esclerosis lat. amiotrofica + + + +
Esclerosis multiple + + + +

En la actualidad no se conocen biomarcadores sanguineos que permitan un
diagnéstico facil y rdpido de los procesos neurodegenerativos, por lo que se
diagnostican en estadios bastante avanzados. Por lo tanto, la posibilidad de disponer de
biomarcadores permitiria aplicar un tratamiento farmacolégico precoz, reduciendo
considerablemente la sintomatologia y mejorando la vida del paciente. En resumen,
estos procesos constituyen un conjunto de patologias de origen desconocido, afectando
generalmente en mayor proporcién a la poblacion de avanzada edad. Debido a que se
desconocen las causas, su tratamiento es de tipo sintomatico y tardio por lo que una vez
instaurado, los sintomas se atenutan pero la enfermedad neurodegenerativa progresa.
Aunque se considera como tratamiento profilactico, existen numerosos estudios

estadisticos que demuestran que la ingesta de ciertos alimentos o aditivos alimentarios
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con propiedades antioxidantes podrian reducir el estrés oxidativo, reduciendo el riesgo

de padecer dichas enfermedades nuerodegenerativas®.

Enfermedad de Alzheimer. Es un proceso neurodegenerativo que suele aparecer
generalmente a partir de los 65 afios, caracterizada por un dafio progresivo en las
neuronas colinérgicas en ciertas regiones del cerebro como la corteza e hipocampo,
observdndose un enorme deterioro de las facultades mentales relacionadas con el

aprendizaje, memoria y pensamiento (Figura 1).

Brain Cross-Sections
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Figura 1. Caracteristicas generales de la enfermedad de Alzheimer.

Aunque se desconoce la causa exacta, se cree que la existencia de factores de tipo
ambiental (estrés oxidativo) o genético®® asi como el estilo de vida pueden aumentar el
riesgo a padecer dicha enfermedad. Actualmente sélo se puede diagnosticar de forma
certera post mortem (visualizandose la formacion de agregados de B-amiloide y ovillos
neurofibrilares® en el cerebro de pacientes fallecidos), lo que dificulta enormemente su
tratamiento. Existen un gran nimero de compuestos que se encuentran en estudio,
aungue a dia de hoy solo estan comercializados cinco farmacos para su tratamiento,
cuatro son inhibidores de la acetilcolinesterasa (tacrina'®, donepezilo®, galantamina' y

rivastigmina®®) y otro es un antagonista de la recaptacién de glutamato (memantina®®).
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Enfermedad de Parkinson. Esta enfermedad neurodegenerativa que suele
manifestarse generalmente a partir de los 60 afos, se caracteriza por un dafio en las
neuronas dopaminérgicas en la parte compacta de la sustancia negra, formandose

agregados moleculares de a-sinucleina (Figura 2)*°.

Figura 2. Areas afectadas en la enfermedad de Parkinson.

Los pacientes con Parkinson presentan temblor en extremidades inferiores vy
superiores, rigidez, lentitud y descoordinacion de los movimientos motores. A medida
gue la enfermedad progresa, los sintomas se acentian impidiendo realizar actividades
tan cotidianas como caminar, entre otras. Aunque la etiologia se desconoce, algunos
estudios apuntan a que determinados virus y pesticidas podrian influir en el desarrollo

de la misma®® .

Actualmente el diagndstico se determina en funcion de las
manifestaciones clinicas descartando otras patologias similares. En la actualidad,
existen comercializados diferentes farmacos para paliar los sintomas que reemplazan la
pérdida de dopamina: el precursor de dopamina (L-dopa), inhibidores de la
monoaminooxidasa-B (MAO-B), inhibidores de la catecol O-metiltransferasa (COMT),
amantadina y anticolinérgicos®. Todos estos farmacos mejoran sintomas clinicos como
la acinesia (dificultad para iniciar un movimiento) y los trastornos posturales pero
presentan a menudo efectos adversos incapacitantes como la discinesia (movimientos

anormales e involuntarios).
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Enfermedad de Huntington. Esta enfermedad de causa hereditaria (afectacion del
cromosoma 4) afecta tanto a personas jovenes (incluso antes de los 20 afios) como a
personas de edad mas avanzada y se caracteriza por diversos trastornos del
movimiento, los més habituales son la corea y el parkinsonismo, ademas de trastornos
cognitivos y de la conducta (psicosis, agresividad) debido a la afectacion celular del
ndcleo caudado®™. Actualmente algunos estudios sugieren que el mecanismo de la
neurodegeneracion podria estar relacionado con la acumulacion de la proteina
huntingtina mutada en la zona perinuclear de las neuronas®™, ya que la localizacion
habitual de la huntingtina natural es el citoplasma de las neuronas del estriado y de la
corteza cerebral. Los trastornos de la conducta son tratados con neurolépticos atipicos
mientras que los trastornos del movimiento son tratados con agonistas dopaminérgicos.
En 1995, un estudio demostré que el riluzol habia sido utilizado con éxito en modelos de
lesion estriatal por &cido quinolinico®®. Sin embargo, estudios clinicos posteriores
indicaron que el riluzol no mostraba eficacia neuroprotectora en comparacion con el

placebo?.

Esclerosis lateral amiotréfica. Es una enfermedad neurodegenerativa progresiva
gue afecta a las motoneuronas sin afectar a las funciones cerebrales hasta que se
produce la muerte del individuo por pardlisis de los musculos respiratorios. S6lo un 10%
de los pacientes presenta la enfermedad por una alteracién genética (FUS/TLS y TDP-
43)%, el resto de los casos son de causa desconocida. Recientemente, se ha publicado
un estudio donde se propone que un fallo en el proceso metabdlico de la proteina
ubiquitina 2 (presente en todos los casos) podria ser el desencadenante de la
enfermedad?® (Figura 3).

Aunque suele aparecer a partir de los 50 afios, también puede manifestarse durante
la juventud. Dentro de los sintomas clinicos se encuentran espasmos, debilitamiento y
atrofia muscular, dificultades para la deglucion o respiracion e incapacidad de mover los
miembros inferiores y superiores®. En la actualidad, se emplea el riluzol, cuyo modo de
accion parece estar relacionado con la inhibicion de la liberacion de glutamato® y el
dexpramipexol actualmente en Fase Il que basa su mecanismo de acciéon en mejorar la

funciéon mitocondrial y evitar por tanto, el estrés oxidativo neuronal®®.
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Figura 3. Afectacion neuronal en la esclerosis lateral amiotréfica.

Esclerosis mdultiple. Existe una gran controversia sobre como clasificar esta
enfermedad. Actualmente, la esclerosis mdultiple se considera una enfermedad
autoinmune con caracteristicas neurodegenerativas que se manifiesta en personas de
mediana edad (entre 20 y 40 afios). Esta enfermedad se caracteriza por una
desmielinizacién de las neuronas del cerebro, tronco del encéfalo y médula espinal
(Figura 4). En las primeras etapas de la enfermedad aparecen las primeras alteraciones
de la vision. Posteriormente, se manifiestan algunos trastornos como debilidad y rigidez
muscular, falta de coordinacion motora e incluso ausencia de control de la vejiga, dolor o
fatiga®’. Durante afios se emple6 el interferon-g como inmunomodulador para reducir la
duracion de los brotes, pero presenta como desventaja principal su elevado coste y la
necesidad de administracion via intramuscular®® ademas de potenciales efectos
adversos que deben ser controlados por un neurdlogo. Recientemente, se ha aprobado
para su uso clinico el fingolimod (FTY720), un inhibidor de la esfingosina-1-fosfatasa de

|29, 30

administracion ora , que sin embargo tampoco esta exento de efectos adversos.
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Figura 4. Pérdida de la vaina de mielina en la esclerosis multiple.

Perspectivas

Como se ha comentado anteriormente, cualquier aproximacion farmacologica para el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas que se plantee presenta dos
inconvenientes principales: a) las causas primarias de este tipo de enfermedades no
estan totalmente definidas y b) la ausencia de un diagnéstico precoz en las fases
asintomaticas, ya que el tratamiento serd mucho mas eficaz cuanto mas tempranamente
se aplique. Por ello, con el fin de desarrollar un tratamiento eficaz es necesario ampliar
el conocimiento de las causas desencadenantes de los dafios celulares que se
producen en cada una de ellas. Dado que una de las caracteristicas comunes de estas
enfermedades es la presencia de un dafio celular producido por una inflamacion inicial,
el tratamiento podria basarse en la actuacion frente a la neuroinflamacion existente o

bien, en su prevencion (tratamiento neuroprotector)®" *2.
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1. NEUROINFLAMACION Y FOSFODIESTERASAS

1.1. NEUROINFLAMACION

La neuroinflamacion representa una respuesta celular coordinada a un dafio tisular,
considerandose como uno de los principales factores implicados en la patologia de las
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer®, la enfermedad
de Parkinson o la esclerosis maltiple®*. El proceso de neuroinflamacion se puede
desglosar en dos componentes, uno celular y otro humoral (Figura 5). Los principales
elementos celulares que intervienen en la neuroinflamacion son i) astroglia, ii) barrera
hematoencafalica (BHE), iii) migroglia y iv) linfocitos T. Respecto al componente
humoral, los principales elementos son: i) citocinas (IL-183, IL-6 y TNFa), ii) quimiocinas,

i) 6xido nitrico (NO) y especies reactivas de oxigeno (Reactive oxigen species o ROS).

Muerte neuronal
(2) Inflamacion
Acumulos de proteinas

Secrecion de

citoquinas
Inflamacion
(1) Desmielinizacion
Dafio neuronal
i —3 Inflamacion (3)
: b Activacion
microglial
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G D G D D D S e
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Figura 5. Neuroinflamacion en el sistema nervioso central (SNC).

Una de las células mas abundantes de la corteza cerebral, en torno al 50%, son los
astrocitos. Estas células juegan un papel muy importante en el funcionamiento del SNC

ya que entre sus numerosas funciones, se encuentran la aportacion de nutrientes al
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entorno extracelular asi como la prevencion de la entrada de sustancias téxicas a través
de la BHE®*. Ademas, los astrocitos regulan las actividades sinapticas, manteniendo una
concentracion adecuada de potasio en el espacio extracelular neuronal asi como
recaptando los neurotransmisores después de su liberacion®.

Por otro lado, se encuentran las células de microglia que se consideran como los
macréfagos del SNC, modulando la inflamacion mediante su influencia sobre astrocitos
y neuronas. Cuando la microglia no se encuentra activada, se producen factores
neurotréficos como el factor de crecimiento nervioso (Nerve growth factor o NGF), factor
de crecimiento derivado de glia (Glial cell line-derived neurotrophic factor o GDNF),
factor de crecimiento derivado de cerebro (Brain derived neurotrophic factor o BDNF) y
la neurotrofina-4 (NT-4) asi como agentes antiinflamatorios como la IL-10%.

Ante un estimulo inflamatorio la microglia, que se encuentra altamente distribuida por
el cerebro, responde rapidamente liberando citocinas pro-inflamatorias tales como IL-1p3,
IL-6 y TNFa que inducen la liberacion de ROS y NOS (especies reactivas de 6xigeno y
nitrégeno, respectivamente) conduciendo a la muerte neuronal. A su vez, debido a la
neurodegeneracion producida se generan activadores microgliales que contindan
activando el estimulo pro-inflamatorio. Con el fin de evitar una respuesta inflamatoria
excesiva, neuronas y astrocitos modulan la actividad microglial, liberando citocinas anti-
inflamatorias® tales como IL-4, IL-11 e IL-13. El sistema inmune de nuestro organismo
estd formado por diferentes células, entre ellas, se encuentran los linfocitos que se
clasifican segun su funcion. Los linfocitos B son aquellos que se encargan
fundamentalmente de producir anticuerpos especificos frente a un determinado estimulo
antigénico. Los linfocitos T son los encargados de modular la respuesta inmune
(linfocitos T helper o Th) y de destruir los elementos reconocidos por los anticuerpos
especificos (linfocitos T citotoxico o Tc). Durante el proceso inflamatorio, se produce un
infiltrado celular de linfocitos T y B, células dentriticas y monocitos®.

A su vez, los linfocitos Th infiltrados en presencia del estimulo antigénico se
diferenciardn a los subtipos celulares Thl o Th2 segregando diferentes tipos de
citocinas®. Los linfocitos Thl segregan citocinas pro-inflamatorias como IL-2, IFN-y o
TNF-a provocando la activacion de los macrofagos, linfocitos T citotoxicos y células NK
(Natural Killer) con el fin de fagocitar las células dafiadas (respuesta inmune celular).
Por otra parte, los linfocitos Th2 segregan las citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-9, IL-
10 o IL-13) favoreciendo la proliferacién y diferenciacion de los linfocitos B (respuesta
inmune humoral). Es decir, la respuesta inmune debida a un estimulo esta regulada
mediante el equilibro entre las citocinas liberadas por los linfocitos Thl y Th2 (Figura 6).

Generalmente, estas vias son contrapuestas, de modo que una de las vias resulta
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protectora frente al dafio, mientras que la otra ruta favorece la progresion de la

inflamacion.

TNFa
Th1 IFNy
IL2 Células NK
Linfocitos Tc
IFNy Macréfagos
IL12
IL4

IL4
IL9
IL10
IL13

Linfocitos B Anticuerpos

Figura 6. Diferenciacion de células Thly Th2.

En casos patologicos como el caso de las enfermedades neurodegenerativas se ha
observado que existe un desequilibro favorecido hacia los linfocitos Thl, estimulando de
forma excesiva la respuesta inmune. Es decir, se produce una neuroinflamacion
descontrolada de manera que los mecanismos de reparacién no son suficientes para
reparar el dafio producido. Ademas, se ha observado que la actividad moduladora de las
neuronas y astrocitos disminuye. De manera que la respuesta pro-inflamatoria de la
microglia no se suprime, causando alteraciones en la homeostasis de los procesos de
sefializacion celular®’. Es conocido que en tales caso patoldgicos, los linfocitos Thl
tienen un papel importante en la alteracion de la permeabilidad de la BHE mediante la
liberacion de mediadores celulares®. Como consecuencia del dafio de la barrera, se
produce una inflamacion local que causa las manifestaciones clinicas tipicas de las
enfermedades inflamatorias como la desmielinizacion de los axones neuronales en la
esclerosis multiple o destruccion del cartilago en el caso de la artritis reumatoide. Es
decir, una adecuada activacion de los linfocitos T es fundamental para defender nuestro
organismo frente a la presencia de agentes patdégenos, mientras que una respuesta
exagerada conduce a desequilibrios responsables de diversas patologias*.

La activacion de los linfocitos T viene dada por un aumento de la concentracion

citosodlica de los nucledtidos ciclicos correspondientes: 3,5 -monofosfato de adenosina
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ciclico (AMPc) y 3",5"-monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), segundos mensajeros
implicados en la transduccion de sefales intracelulares, controlando la accién de
hormonas, neurotransmisores y otros mecanismos*.

El AMPc es un segundo mensajero implicado en numerosos procesos bioldgicos de
transduccién de sefiales. Su accién se debe a su capacidad de unién a proteinas
reguladoras como la proteina quinasa A (PKA), regulando la fosforilacion de otras
proteinas. Se sabe que la PKA se activa en presencia de cuatro unidades de AMPc en
sus unidades reguladoras, lo que causa que las unidades cataliticas se liberen y ejerzan
su accion®. Entre sus numerosas acciones, se encuentra su capacidad para regular la
expresion de proteinas antiinflamatorias. Es por ello que los niveles citosélicos de AMPc
estan relacionados con la regulacion del sistema inmune e inflamatorio, entre otros

procesos bioldgicos (Figura 7).
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Figura 7. Sefalizacién celular via AMPc/GMPc.
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La concentracion citosolica de los nucleétidos ciclicos esta regulada por un equilibrio
entre su sintesis a partir de trifosfato de adenosina (ATP) o de guanosina (GTP) por las
enzimas adenilato (AC) o guanilato (GC) ciclasas y su degradacion mediada por las
fosfodiesterasas (PDEs). Por lo tanto, existirian dos vias diferentes de aumentar los
niveles de los nucledtidos, una de ellas es mediante la activacion de su correspondiente
ciclasa. Sin embargo, se ha observado que no presenta un efecto significativo en la
respuesta inmune®. Otra via seria la inactivacion de su degradacion mediante la
inhibicion de la familia de las fosfodiesterasas (PDEs) (Figura 7). Teniendo en cuenta
gue varios estudios han demostrado que el aumento en concreto de los niveles
citosolicos del AMPc suprime la liberacion de citocinas pro-inflamatorias por parte de los
linfocitos Th1*, un aumento de AMPc podria suponer una alternativa en el tratamiento
de las enfermedades que presentan alteraciones del sistema inmune tales como el
asma o la esclerosis miltiple” y también en enfermedades donde se produce
neuroinflamacién. Por ello, la inhibicion de las diferentes PDEs traeria consigo un
aumento de los niveles de nucledtidos ciclicos siendo de gran utilidad terapéutica®
como agentes antiinflamatorios, antiasmaticos, vasodilatadores, relajantes del masculo
liso, cardioténicos, antidepresivos, antitrombdéticos y asi como agentes para la mejora de

la cognicién y la memoria®’.

1.2. FOSFODIESTERASAS

Las fosfodiesterasas (PDEs) son una superfamilia de metaloproteinas que hidrolizan
el AMPc y GMPc transformandolas en sus formas inactivas 5"-monofosfato de
adenosina (5-AMP) y 5-monofosfato de guanosina (5'-GMP) respectivamente. En la
actualidad, existen 11 subfamilias descritas de PDEs que a su vez, presentan diferentes
isoenzimas. Ademds, muestran diferente especificidad frente a AMPc y GMPc asi como
diferente distribucion tisular (Tabla 4)*.

Las PDEs de mamifero presentan una organizacion estructural muy conservada y
estan formadas por el dominio catalitico, el dominio PAS préximo al extremo C-terminal,
la region espaciadora y los dominios reguladores proximos al extremo N-terminal (Figura
8). Dentro de cada subfamilia, existen residuos muy conservados en la zona catalitica
que guardan relacion con la especificidad por el sustrato (AMPc o0 GMPc) permitiendo el

disefio de inhibidores selectivos*’ *°.
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Tabla 4. Especificidad y distribucion tisular de la superfamilia de PDEs

48, 50

PDE9s
Dr_PDESA Otras PDEs
Hs_PDE9A
Dm_PDE9
PDE5s
e oo ci_PpEs  CiPDE9B CiPDEOA . PDE3s
s_| Dm_PDE11 CA_PDE2
Dr_PDE5A Dm_PDE6 DD_PDE3 Dr_PDE3E | PDE3B
Tb_PDE2A Hs_PDE3A
PDE11s - EFPDE’;"-P”B
Hs_PDE11A Ci_PDE3 PDE1
Dr_PDE1i S
Hs_PDE1B_.Dr_PDE
PDE6s S Hs_PDE1C _ r.
- Hs_PDE1A
Hs_PDE6A
PDEGB
Dm_PDE1
PDEGC Ce_PDE1
PDEGA EFPDE1
Ci_PDE1
Ci_PDE10
EFPDE4
Hs_PDE10A
= Ce_PDE4
Dr_PDE10° Ce_PDESI10 PDE4s
PDE10s grppe2 Hs_PDE4C
Hs_PDE2A Ce PDE2 DD_RegA Hs_PDE4D
PDE2s o PDE4Dm_PDE4dunce Dr_PDE4B
eiroeXo = Hs_PDE4A Hs_PDE
Th_PDE1
Bb_PDE pf AAN36 Pf CAD52 Dm PDES Hs_PDETB
Ta_PDE PE_CADS3 ¢ ppEs T e s
Pf_AAN37 Dr_PDEBA Dr_PDE7A
o HsHs_PDESB
PDEs con dominio GAF PDE8s PDE7s

PDEs especificas de AMPc

Sustrato Inhibidor Distribucion tisular
PDE1 | AMPc,GMPc Vlnpocetllrgaéécgtigé 1C295, Corazon, cerebro, pulmén, pancreas y musculo liso
BAY-607550, IC933, oxindol, | Glandulas suprarrenales, cerebro, corazén, pulmén e
PRISE || ALIFEENIEE PDP, ND7001 higado
Cilostazol, cilostamida,milrinona, . . , P . .
PDE3 | AMPc,GMPc C1930, siguazodan Corazon, pancreas, pulmén, higado y tejido adiposo
PDE4 AMPCc Rolipram Rifion, cerebro, higado y pulmén
PDES5 GMPc Sildenafilo, tadafilo, vardenafilo Cerebro, pulmén y masculo liso
PDEG6 GMPc - Fotorreceptores y glandula pineal
PDE7 AMPGC BRL-50481, ASB16165 Musculo esquelético, corazon, rifién, linfocitos T,
cerebro y pancreas
PDES AMPC PFE049573225 Ojos, higado, musculc_) esquelético, corazoén, rifion,
ovario y cerebro
PDE9 GMPc BAY-736691 Rifi6n, higado, pulmén y cerebro
PDE10 | AMPc,GMPc MP10, TP10, papaverina Cerebro, tiroides y pancreas
PDE11 | AMPc,GMPC Tadalafilo Musculo esqugletlco, pr'os.tata'\, rifion, higado, corazon,
glandulas pituitaria y salivares
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Figura 8. Dominios de las 11 familias de PDEs®* en mamiferos.

PDE1 presenta tres isoenzimas diferentes: PDE1A, PDE1B y PDE1C. Su
caracteristica fundamental es la posibilidad de unién al complejo Ca®*/ calmodulina
modulando vias de sefializacién entre los nucleétidos AMPc, GMPc y el Ca?.
Unicamente PDE1B se encuentra en el SNC. En concreto, se expresa principalmente en
el estriado y en menor proporcién en la corteza cerebral e hipocampo®® (presenta un
patron de distribucién similar a PDE10A%).

PDE2 se expresa principalmente en corteza, hipocampo y estriado®* *%. La inhibicion
de PDEZ2 es especialmente relevante para incrementar los niveles de ambos nucleétidos
pero sobretodo, los niveles de GMPc®. El inhibidor selectivo BAY-607550 muestra un
incremento de los niveles de AMPc como de GMPc, aumentando la capacidad de
aprendizaje y la memoria in vivo®.

PDES es una fosfodiesterasa inespecifica frente a AMPc y GMPc, cuyos inhibidores
presentan diferentes aplicaciones terapéuticas como el tratamiento de la claudicacion

intermitente®® o su uso como antiplaquetario® o anticonceptivo®, entre otros. Asi, el
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cilostazol se ha visto que reduce la muerte celular tras un infarto cerebral y que ademas
promueve la supervivencia de las células ganglionares de la retina axotomizadas®®.
Recientemente, se ha observado que un inhibidor dual PDE3/PDE4 (KCA-1490)
muestra un efecto antiinflamatorio en procesos de broncoconstriccion inducidos por
histamina®®. Sin embargo, el uso de inhibidores de PDE3 presenta como limitacién
principal posibles efectos cardiotoxicos®® ®2.

PDEA4 es una de las fosfodiesterasas mas estudiadas en la literatura. Presenta cuatro
isoenzimas, de las cuales tres de ellas (PDE4A, PDE4B, PDE4D) se expresan en el
SNC®. Se sabe que PDE4 es una de las familias mas implicada en los procesos de
regulacion del AMPc intervieniendo en los procesos de aprendizaje, consolidacion y

64, 65

retencion de memoria a largo plazo . Inhibidores como MK-0952 representan una

buena aproximacion para el tratamiento de trastornos en la memoria®

, mientras que
otros inhibidores de PDE4 pueden ser una buena aproximacién para el tratamiento de
psicosis debidas al sindrome de abstinencia por anfetaminas®®. Rolipram® es un
inhibidor selectivo de PDE4 con eficacia en enfermedades antiinflamatorias® ™ asi
como en diversas enfermedades del SNC™* "2, Este inhibidor se emplea habitualmente
como patrén en estudios experimentales y tedricos con el objetivo de conocer en mayor
profundidad las cascadas de sefializacion. Aunque existen numerosos estudios que
indican que los inhibidores de PDE4 poseen un gran potencial para el tratamiento de
diversas enfermedades en el SNC, presentan como importante limitacién la aparicion de
nauseas y vémitos dosis dependiente. Algunos estudios sugieren que la conformacién
cataliticamente activa de la isoenzima PDE4D"® con gran afinidad por rolipram es la
responsable de los efectos eméticos’ mientras que la inhibicion de PDE4B permite
obtener Unicamente el efecto terapéutico sin efectos secundarios. Recientemente, se ha
aprobado el uso de un inhibidor de PDE4, roflumilast, para el tratamiento de la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)".

PDES5 se expresa en pulmén, masculo liso y cerebro (células de Purkinje, hipocampo
y corteza52). Sus inhibidores, sildenafilo, vardenafilo y tadalafilo, inicialmente fueron
comercializados para el tratamiento de la disfuncién eréctil y de la hipertensiéon arterial
pulmonar. Recientemente, algunos estudios han mostrado que dichos inhibidores
presentan mejoras en la funcién cognitiva asi como mejoras en la consolidacion de la
memoria’®.

PDEG6 estd expresada fundamentalmente en la retina (fotoreceptores tipo cono y
bastones). Su activacién provoca la hidrélisis de GMPc, cerrando los canales de Na*
generandose la hiperpolarizacibn de dichos receptores. Como consecuencia, los
estimulos visuales se trasmiten a la neurona postsinaptica’’. Por el contrario, su

inhibicion puede provocar anomalias en los procesos visuales’®.
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PDE7 es una fosfodiesterasa especifica para AMPc e insensible a Rolipram que se
expresa en distintas zonas del cerebro, ademas de en linfocitos™. El dominio catalitico
de PDE7 (residuos 130-482) fue cristalizado en presencia del inhibidor no selectivo
IBMX® asi como en presencia de un inhibidor derivado de tioxoquinazolina®'. Cabe
destacar que el dominio catalitico de PDE7A posee una estructura tridimensional muy
similar a PDE4D cuando se superpone el esqueleto proteico de PDE7 (residuos 139-
455) sobre los residuos equivalentes en PDE4. Sin embargo, existe un desplazamiento
de la a-hélice 11 de PDE?7, lo que le otorga una ligera diferencia en la conformacion
espacial al comparar con PDE4%. El desarrollo de inhibidores de PDE7 ha permitido el

83, 84

inicio del estudio de su fisiologia y patologia La subfamilia PDE7 presenta dos

isoenzimas: PDE7A que se encuentra mayoritariamente en el sistema inmune, pulmén,

corazon, rifién y masculo esquelético®®’

y PDE7B que se encuentra mayoritariamente
en cerebro aunque también puede aparecer en otras zonas como pancreas, corazon y
musculo esquelético®® . Ambas isoformas presentan una identidad entorno al 70% por
lo que el disefio de inhibidores selectivos frente a una u otra isoforma es dificil*®. Se ha
podido observar que el inhibidor selectivo de PDE7, BRL-50481°%", presenta un efecto
sinérgico con rolipram (inhibidor de PDE4) sobre la elevacién de los niveles de AMPc®,

PDE8 es una fosfodiesterasa de las descritas mas recientemente, por lo que el
conocimiento de su distribucién y expresion en el SNC no estd todavia claro®.
Recientemente, se han descrito los primeros inhibidores de esta enzima obtenidos por
cribado de alto rendimiento (HTS-high throughput screening)®. Se ha visto que
pacientes con la enfermedad de Alzheimer en estadios avanzados presentan un
aumento de la expresion de PDE8 en el hipocampo, ademas sus inhibidores han
mostrado ser dtiles en el tratamiento de la esquizofrenia®.

PDE9 es especifica de GMPc y se expresa fundamentalmente en el hipocampo.
Recientemente, Merk&Co ha descrito que el inhibidor PF-04447943 muestra efectos
beneficiosos similares al donepezilo para el tratamiento del Alzheimer®. Ademas, otro
inhibidor selectivo de PDE9, BAY-73-6691%" muestra mejores efectos en cuanto al
aprendizaje y memoria que el tratamiento convencional con donepezilo.

PDE10 se expresa en una gran variedad de zonas en el SNC tales como el estriado,
el hipocampo o la corteza cerebral®. El inhibidor MP10 se encuentra en fase clinica

para el tratamiento de esquizofrenia®™ *°

y carece de los efectos no deseados de los
antipsicoticos clasicos debido a que mimetiza el antagonismo dopaminérgico D2 y
glutamatérgico'®. Ademas, otros inhibidores de PDE10 han mostrado eficacia como
antiinflamatorio en el tratamiento de la hipertension pulmonar'®. Recientemente, se ha
visto que la inhibiciébn prolongada en el tiempo de PDE10OA produce cambios en la

expresion génica en diversas proteinas implicadas en la excitabilidad del estriado™®.
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PDE11 es una de las Ultimas fosfodiesterasas descritas!®®

. Actualmente, se sabe que
el dominio regulatorio GAF'® es fundamental para su actividad biolégica. Inhibidores
selectivos de esta enzima ponen de manifiesto su importancia en la regulacion de la
produccién de cortisol por parte de las células adrenales, fundamental en enfermedades

endocrinas como la enfermedad de Cushing'®.

1.3. INHIBIDORES DE PDE7

Dado que varias PDEs se expresan en el SNC'® y en algunas patologias existe un
aumento de su funcion, los inhibidores de PDEs podrian considerarse como farmacos
prometedores para el tratamiento de enfermedades psiquicas y neurodegenerativas™
107,198 "En concreto, se encuentran PDE4, PDE7 y PDES (especificas de AMPc), PDE9
(especifica de GMPc) y PDE1, PDE2 y PDE10 con afinidad por ambos sustratos.

En esta memoria se ha seleccionado PDE7 como diana terapéutica para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas debido a su expresién en el SNC asi
como en los linfocitos T, por lo tanto, su inhibicion podria ser fundamental para
modular el proceso de neuroinflamacion que tiene lugar en este tipo de enfermedades,
regulando los niveles de AMPc.

Los primeros inhibidores de PDE7 descritos en la bibliografia pertenecen a la familia
de las benzotiadiazinas'®, y fueron desarrollados en nuestro grupo de investigacion.
Posteriormente, surgieron nuevos compuestos pertenecientes a familias quimicamente

diversas (Figura 9).

Derivados de benzotiadiazina

A esta familia pertenecen los primeros compuestos heterociclicos descritos con
actividad inhibitoria frente a PDE7, y por tanto, con aplicacion en enfermedades
inflamatorias y autoinmunes'®. Su actividad se encuentra en el rango micromolar (8-25
HM). Con el fin de estudiar aquellos requisitos estructurales capaces de mejorar tanto la
actividad biolégica como su selectividad, se llevd a cabo un modelo CoMFA
(comparative molecular field analysis) en el que se analizaron las interacciones estéricas

y electrostaticas de estos derivados que eran importantes para la actividad'*.
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Figura 9. Familias de inhibidores de PDE?Y.
Derivados de guanina

Estos derivados, desarrollados por Celltech R&D, presentan una actividad frente a
PDE7 en el rango micromolar y una ausencia de actividad frente a PDE3 y PDE4. Su
disefio esta basado en la sustitucidon bioisGstera del anillo de guanina por uno de

adenosina con el objetivo de emular la union del sustrato AMPc a la enzima'**.
Derivados de sulfonamida

Son inhibidores muy selectivos y con actividades por debajo del rango micromolar

ht2 3 y SmithKline Beecham*. A esta familia pertenece el

descritos por Celltec
compuesto BRL-50481, descrito en 2004°* que se caracteriza por presentar una

actividad en el rango nanomolar y buena selectividad en ensayos in vitro (Figura 10).
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Por otra parte, BRL-50481 es capaz de reducir la produccion de TNFa por parte de los
monocitos y macrofagos sanguineos, presentando un efecto sinérgico con rolipram.
Ademas, la administracion de dicho inhibidor a ratones mejora la mineralizacién 6sea
comparandose con otros tratamientos. Estos resultados ponen de manifiesto que los
inhibidores de PDE7 son Uutiles en la diferenciacion de células mesenquimales a
osteoblastos™. BRL-50481 actualmente se emplea como herramienta farmacoldgica en
el estudio de PDE?Y.

Figura 10. Estructura del inhibidor de PDE7 BRL-50481.

Derivados de 1,3,4-tiadiazol

Estos derivados heterocicicos son capaces de inhibir PDE7 de manera selectiva en el
rango micromolar. Fueron descubiertos por Warner-Lambert mediante técnicas de
cribado de alto rendimiento (High throughput screening o HTS). Posteriormente, estos
inhibidores fueron modificados con el objetivo de mejorar su farmacocinética
(biodisponibilidad oral y aclaramiento renal) asi como su estabilidad metabélica™® **’.
Los compuestos presentaban dos posibles sitios suceptibles de ser metabolizados como
la oxidacion del anillo ciclohexilo (aclaramiento renal) y la hidrdlisis del grupo amida
(aclaramiento extrahepatico). Tras diversas modificaciones, se obtuvo el derivado
PF0332040, como un inhibidor selectivo de PDE7 con propiedades antiinflamatorias in

vitro (Figura 11).

Figura 11. Estructura del inhibidor de PDE7 PF0332040.
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Derivados de espiroquinazolina

Son compuestos desarrollados por Warner-Lambert y Pfizer con valores de inhibicion
entre 0.004 y 19 uM, obteniéndose mayores valores cuando en la posicibn 6 se

118122 Ademds, estudios relacién estructura-

encuentra un grupo arilo o heteroarilo
actividad muestran que un atomo de cloro en posicién 8 tiene gran relevancia para
mantener la actividad biolégica. Los derivados optimizados presentaron ademas cierta
selectividad frente a PDE7A, PDE3A, PDE4D y PDES5, asi como mejores propiedades
tipo farmaco. Estos derivados fueron reivindicados para el tratamiento de enfermedades

autoinmunes asi como en el tratamiento del dolor neuropético®* 2,

Derivados de tieno [2,3-c]pirazol

Dentro de esta familia se encuentra el inhibidor ASB16165 con un anillo de pirazol
en su estructura. Presenta una actividad en el rango nanomolar, demostrando su
potencial uso en el tratamiento de desérdenes inmunes, ya que suprime la produccién
de citocinas proinflamatorias por parte de los linfocitos T dependiente de AMPc/ PKA
(Figura 12)'®. Por otra parte, en estudios recientes se ha demostrado el papel que
juegan los inhibidores de PDE7 en la proliferacién de los keratinocitos epidérmicos,

fundamental en enfermedades cronicas de la piel como la psoriasis*?®.

Figura 12. Estructura del inhibidor de PDE7 ASB16165"".

Derivados de pirimidina

Estos derivados presentan una actividad en el rango nanomolar asi como
propiedades biofarmacéuticas adecuadas. Mediante estudios QSAR, se han realizado
modificaciones con el objetivo de reducir la interaccibn con otras PDEs. Ademas,
aquellos derivados con mayor actividad mostraron una inhibiciéon en la proliferacion de

los linfocitos T, aunque no se sabe si esta relacionado con la inhibicién enzimética, ya
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gue las diferencias en la proliferacibn son minimas en los animales wild type y los
animales PDE7 knockout'®®. Los derivados de 4-aminotieno[2,3-d]pirimidina-6-
carbonitrilo fueron reivindicados por Almirall Prodesfarma®®® como potentes inhibidores
de PDE7, utiles en el tratamiento de enfermedades autoinmunes. Todos los ejemplos

presentan valores de concentracion inhibitoria 50 (Clso) entre 1y 10 puM*%,

Derivados de tioxoquinazolina

Empleando técnicas de cribado virtual de ligandos por semejanza y tomando como
punto de partida un inhibidor de PDE7 perteneciente a la familia de las benzotiadiazinas,
se sintetizaron y evaluaron distintas series de compuestos. Este procedimiento condujo
a los derivados de tioxoquinazolina, que presentaron una inhibicién de PDE7 en el rango
micromolar'®. Diversas modificaciones estructurales llevaron a la obtencién de nuevos
inhibidores que fueron ensayados frente al dominio catalitico de PDE7Al y PDE4D?2,
obteniéndose valores de Cls, en el rango micromolar (0.1-1.8 uM). Ademas, los ensayos
de viabilidad celular basados en la utilizacion de yoduro de propidio, mostraron que los

nuevos derivados sintetizados presentaban una ventana terapéutica adecuada .

Derivados de dihidronaftiridindiona

Estos derivados presentan actividad en el rango nanomolar, algunos de ellos incluso
dualidad PDE4/PDE7. Con el objetivo de reducir los efectos secundarios debido a una
baja selectividad de estos compuestos, se llevaron a cabo estudios de modelado
molecular que permitieron el desarrollo de nuevas moléculas con un mayor actividad y
selectividad debido principalmente a la presencia de dos moléculas de agua en el sitio

de union**,
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2. DISENO Y OPTIMIZACION DE NUEVOS FARMACOS MEDIANTE
APROXIMACIONES COMPUTACIONALES

El proceso de desarrollo de una nueva molécula con aplicaciones terapéuticas
supone unos 7-12 afios dependiendo del tipo de farmaco y de la patologia a la que esté
destinada y un coste muy elevado para las compafiias farmacéuticas. Dentro del coste,
se estima que el 80% del presupuesto se destina a las diferentes fases clinicas'®.
Dicho proceso presenta un numero variable de causas por las que un candidato
finalmente no llega a ser comercializado. En la Figura 13 se recogen las principales
causas de fracaso en el desarrollo de un nuevo farmaco analizadas en un estudio
realizado en los afios noventa™®, demostrandose que entre ellas se encontraban: las
propiedades farmacocinéticas (absorcién, metabolismo, distribucion y excrecién) y la

toxicidad.

1 Propiedades farmacocinéticas
1 Toxicidad

[ Falta de eficacia

I Razones comerciales

[ Otras

Figura 13. Principales causas de fallo en el desarrollo de un nuevo farmaco.

La primera dificultad del proceso se encontraba en la busqueda de un cabeza de
serie o hit es decir, aquella sustancia que presenta una demostrada actividad bioldgica
frente a la diana terapéutica en estudio y sirve como referencia en la sintesis de otras
estructuras con el objetivo de mejorar su eficacia’®. Se estima que las empresas
farmacéuticas destinan en torno a un 10% de su inversibn en programas de

modelizacién y simulacién, y que dicha cifra se encuentra en aumento™*?

, por lo que
actualmente, esta etapa no resulta limitante. De hecho, se ha visto que existe una gran
diversidad de compuestos disefiados pero que pocos de ellos llegan a ser desarrollados
posteriormente, debido a que las fases clinicas en algunas ocasiones son inviables

economicamente. Posteriormente, se encuentra la optimizacion del cabeza de serie y
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sus ensayos preclinicos, que conlleva un gasto econémico para obtener un candidato a

farmaco o lead (Figura 14).

Genomica Farmacologia

Estudio

informatica i celular
praclinico

y funcional y molecular
il X s
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e
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Identificaciol Actividad f4
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Diseiio Model
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Pruebas d
Desarrollo Bioguimica Mecanismo rlle‘ .? .a
de ensayos Protedomica B Enzimologh de K-
N del farmaco 'y seguridad

Figura 14. Proceso de obtencion de un candidato a farmaco: hit to lead.

Asi, se estima que s6lo 5 de cada 40.000 compuestos ensayados en animales llega
a fases clinicas, y s6lo 1 de cada 5 compuestos que superan las fases clinicas llegan a
ser finalmente aprobados para su comercializacion, es decir, existen varias etapas
limitantes'®. Todos estos datos reflejan la dificultad del desarrollo, y que por tanto, es
necesario recabar la suficiente informacién farmacoldgica y toxicolégica de un grupo de
moléculas antes de entrar en la etapa clinica.

En este contexto, el objetivo de la quimica computacional reside en incrementar la
tasa de éxito reduciendo el gasto y el tiempo necesario para la produccion de nuevas
moléculas. Ademas, actualmente todos los compuestos candidato a farmaco son
filtrados de acuerdo a las propiedades tipo farmaco o ADMETox (absorcion, distribucion,
metabolismo, excrecién y toxicidad) con el objetivo de seleccionar sélo aquellos
compuestos que presentan un perfil adecuado para ser desarrollado en etapas futuras.

Por otra parte, las aproximaciones computacionales que se pueden emplear para
estos fines se pueden clasificar en dos grandes grupos en funcién de donde se obtenga
la informacién necesaria para obtener los modelos: las aproximaciones indirectas o
basadas en la estructura del ligando y las aproximaciones directas o basadas en la
estructura de la diana (Tabla 5).

Tabla 5. Técnicas computaciones aplicadas al disefio de farmacos.
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Diana conocida Diana desconocida
Busqueda Estructuras Cribado virtual basado en la diana Cribado virtual basado en
del nuevas Disefio de novo el ligando

cabeza de Por analogia Modificacién estructural Farmacaéforo

serie estructural Estudios de docking 2D, 3D-QSAR, RNAs

Optimizacion
del cabeza Estudios de docking 2D, 3D-QSAR, RNAs
de serie

Dentro de cada aproximacion, existen diferentes técnicas. Asi, dentro de la

aproximacion basada en la estructura de la diana encontramos:

-Disefio de novo. Es una técnica que permite la basqueda de nuevos cabezas de
serie, identificando los sitios de union a la proteina y realizando una busqueda de
ligandos que se ajuste a los requisitos del sitio de unién modelizado®.

-Estudios de docking. Técnica que permite la obtencion de un modelo de
acoplamiento entre una proteina y los ligandos previamente seleccionados desde el
punto de vista estructural y energético. Para ello, es necesario poseer informacion
acerca de la estructura tridimensional de la proteina a partir de cristalografia de rayos X,
resonancia magnética nuclear o mediante la construccién de modelos tedricos™*>.

-Cribado virtual basado en la diana (Structure-based o Receptor-Based Virtual
screening)™®*® ¥, Permite la seleccién de aquellas moléculas biolégicamente activas
frente a dianas particulares empleando aproximaciones basadas en la diana como los

estudios de docking.

Por otro lado, dentro de la aproximacion basada en el ligando encontramos:

-Busqueda por similitud con compuestos activos conocidos'®. Dado que la actividad
biol6gica viene determinada por la complementariedad entre el ligando y la diana, uno
de los pilares fundamentales en el disefio racional de farmacos es el principio de
semejanza, que establece que compuestos estructuralmente similares tienen
propiedades fisicoquimicas y biolégicas parecidas, y que por tanto podrian tener efectos
in vivo similares. De esta forma, partiendo de una molécula biolégicamente activa, la
identificacion de nuevas moléculas esta basada en la busqueda de estructuras similares
en bases de datos.

-Modelo tedrico de farmacoforo (Esquema 1). Permite establecer los rasgos estéricos
y electrénicos reconocidos por el sitio de uniéon de una diana determinada a partir de

moléculas quimicamente diversas con actividad bioldgica conocida. Con la informacion
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obtenida, el modelo genera vectores que relacionan las interacciones obtenidas entre el

farmacéforo y las moléculas disponibles en las librerias virtuales o reales®.

I

Donador de
P ~ hidrégeno

Aromaticidad

Hidrofobicidad

Esquema 1. Representacion tipica de un modelo teérico de farmacoforo.

-Cribado virtual basado en el ligando (Ligand-Based virtual Screening)*** **’. Permite
la seleccién de aquellas moléculas biolégicamente activas frente a dianas particulares
empleando aproximaciones basadas en el ligando como modelos farmacoforicos, o

similitud con otras moléculas activas.

-Relaciones estructura-actividad cuantitativa (QSAR) y relaciones estructura-
137

propiedad cuantitativa (QSPR)™" en dos y tres dimensiones (2D o 3D). Estas técnicas
permiten la construccion de un modelo ted6rico capaz de relacionar la estructura quimica
de las moléculas con una propiedad mediante el empleo de aproximaciones
computacionales. El objetivo de un estudio tipo QSAR es encontrar un modelo que a
partir de una serie de descriptores para un conjunto de moléculas de actividad conocida,
permita obtener la actividad de una molécula dada (Figura 15). EI modelo generado
permite proponer nuevos compuestos con un mejor perfil de actividad y selectividad. Por
lo tanto, la aproximacion QSAR es una herramienta de gran utilidad en los procesos

tales como el cribado virtual**°.

Moléculas ——  Descriptores

Modelo matemaético

Propiedades

Figura 15. Modelo matematico como puente entre las moléculas y sus propiedades.
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En resumen, la incorporacién de las aproximaciones computacionales a los proceso
de descubrimiento, disefio y desarrollo de nuevos farmacos han supuesto una gran
mejora en la blusqueda de nuevos cabezas de serie con gran diversidad estructural, y
con conocimiento previo tanto de su farmacocinética  (absorcién, distribucion,
metabolismo y eliminacién) como de su farmacodinamia (unién a moléculas biol6gicas)

permitiendo la orientacion de su sintesis y optimizacion.
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Objetivos

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de enfermedades
caracterizadas por una muerte celular progresiva de las neuronas de determinadas
areas del cerebro. Dado que una de las caracteristicas comunes de estas
enfermedades es la presencia de un dafio celular producido por una inflamacion inicial,
un posible tratamiento de este tipo de enfermedades seria aquel que actuase frenando
la neuroinflamacion producida.

Fosfodiesterasa 7 (PDE7) es una enzima que se expresa en cerebro y que ademas
es capaz de regular los niveles de AMPc en nuestro organismo. Como se ha
comentado, el AMPc es un asegundo mensajero capaz de regular los procesos
inflamatorios. Teniendo en cuenta estos antecedentes, en la presente tesis doctoral nos
proponemos por una parte, la validacion de PDE7 como diana terapéutica para el
tratamiento de enfermedades neurolégicas debido a su implicacion en los procesos de
neuroinflamcién via AMPc y por otra, el desarrollo de nuevos inhibidores més selectivos
de PDE7. Para ello, se emplearan diferentes aproximaciones habituales en Quimica
Médica.

Los objetivos seran:

1. Validacion de PDE7 como diana terapéutica para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas empleando inhibidores de la misma.
1.1. Optimizacion de la sintesis de los derivados de tioxoquinazolinas empleando
sintesis organica asistida por microondas.
1.2. Estudios biolégicos de los inhibidores de PDE7 en diferentes modelos

experimentales tanto in vitro como in vivo.

2. Desarrollo de dos nuevas familias de inhibidores a partir de un modelo de

farmacoforo.

3. Identificacion de nuevos inhibidores empleando un modelo de redes neuronales
artificiales.
3.1. Desarrollo de los modelos neuronales

3.2. Identificacion y sintesis de nuevos inhibidores

4. Estudio computacional para identificar las claves estructurales necesarias para la

interaccion del ligando con el sitio de unién a la enzima PDE?.
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Resultados y Discusion Capitulo 1

1. VALIDACION DE PDE7 COMO DIANA PARA EL TRATAMIENTO DE
ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

1.1. ANTECEDENTES

Dentro del proceso de disefio y busqueda de inhibidores selectivos de PDEs llevado
a cabo en nuestro grupo de trabajo, se describieron los derivados de
benzotienotiadiazina y benzotiadiazina como los primeros inhibidores de PDE7'®.
Ademas, empleando técnicas de cribado virtual de ligandos por semejanza a partir de la
2,2-diéxido de 1-[(3,4-diclorofenil)metil]-2,1,3-benzotiadiazin-4(3H)-ona*® (1), se
sintetizaron y evaluaron biol6gicamente diferentes derivados de tioxoquinazolina que
presentaban una actividad similar a la molécula de partida pero con una menor

complejidad quimica*® (Figura 16).

Comp.  Clso PDE7A (uM) Clso PDE4B (uM)
1 8.0 19.0
2 5.5 37.0
3 5.4 10-13%
4 485 56.0
5 1.9 10-10%

Figura 16. Valores de actividad inhibitoria frente a PDE7A y PDE4B.

A continuacion, diferentes modificaciones estructurales de los derivados de
tioxoquinazolina 2-5 proporcionaron los derivados 6-32 que fueron ensayados frente al
dominio catalitico de PDE7A1l y PDE4D2 (Tabla 6). Estas modificaciones se realizaron
sobre las posiciones 2 y 4 del heterociclo, y sobre la naturaleza del anillo fusionado
manteniendo siempre el grupo aromético unido al nitrégeno en posicién 3. Entre todos
los compuestos sintetizados, cabe destacar que algunos de los derivados mostraron
actividad inhibitoria en el orden submicromolar, asi como una ventana terapéutica
adecuada tras llevarse a cabo ensayos de viabilidad celular. La capacidad que

presentaron estos compuestos de disminuir la respuesta inflamatoria modulando los
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niveles de AMPc, los convierte en candidatos interesantes a desarrollar para el

tratamiento de enfermedades neurolégicas®.

Tabla 6. Valores de actividad inhibitoria frente a PDE7A y PDE4D.

obtencién de

Comp. X R*, R* R’ Clso PDE7A1 (uM) Clsg PDE4D2 (uM)
IBMX - - - 8.10 + 0.40 31

Rolipram - - - 129 + 10 0.55 +0.05
6 O  R'=6-Br,R’zH - >10 -
7 O  R'=6-Br,R*=2,6-diF - >10 -
8 O  R'=6-Br,R’=2,34-triF - >10 -
9 O  R'=6-Br,R*=2-Br - ~10 -
11 O  R'=8-Me,R*=2,6-diF - >1 -
12 O  R'=8-Me,R*=2,34-triF - >10 -
13 O  R'=8-Me,R*=2-Br - 1.70+0.10 34+5
15 O  R'=8-Me,R*=2-Br R*=Me 0.51+0.02 3.50 + 0.30
16 O  R'=H,R?=2,34-triF R*=Me ~10 -
18 O  R'=6-Br,R*=Ph R*=Me >1 -
19 O  R'=6-Br,R’=2,6-diF R*=Me 0.24 +0.03 4.50 +0.10
20 O  R'S6-BrR*=2,3,4-triF R’=Me 2.10 £ 0.10 -
21 O  R'=6-Br,R=2-Br R*=Me 1.86+0.18 -
22 O  R'=8-Me,R*=Ph R*=Me ~1 -
23 O R'=8-MeR’=2,6-diF  R%:=Me 0.13 +0.02 1.40 +0.20
24 O  R'=8-Me,R’=2,34-trF R’=Me >1 -
25 O  R'=8-Me,R*=2-Br R*=Me 0.27 +0.02 1.10 £ 0.20
26 S  R'sH,R*=H - 1.04 +0.08 5.70 + 0.03
27 S  R'H,R*=2,6-diF - ~1 -
28 S R'sH,R’=2,34-triF - >1 -
29 S  R'H,R*=H R*=Me 0.84 +0.01 8.00 + 1.20
30 S  R'sH,R’=2,6-diF R*=Me 0.10-1 -
31 S R'SH,R*=234-triF R*=Me >1 -
32 S  R'sH,R*=2-Br R*=Me 0.10-1 -

En el grupo del Prof. Ke de la Universidad de Carolina del Norte, se llevo a cabo la

la estructura cristalografica resuelta por

difraccién de

rayos X

correspondiente al dominio catalitico de PDE7A en presencia del derivado de
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tioxoquinazolina 15 (cédigo PDB: 3G3N)® observandose que el modo de union de éste
es diferente al modo de unién del inhibidor no selectivo IBMX®°. En el modo de unién del
derivado 15, la presencia del anillo aromético fusionado permite una interacciéon -1 con
el anillo aromatico del residuo Phe416 (Figura 17). Por otra parte, el anillo aromatico no
fusionado puede formar interacciones 1-1m con Phe384, por lo que su presencia podria

ser fundamental para la actividad.

Residuo Comp.15
Tyr211 Ar/5.2
His212 Ar/4.3
Asn365 -/5.9
Val380 vW/3.7
Phe384 Ar/3.2

lle412 vW/4.3
GIn413 -14.3
Phe416 Ar/3.2

Ar: Interaciones aromaticas
VvW: van der Waals

Figura 17. Estructura cristalogréafica del complejo PDE7-15 (c6digo PDB: 3G3N).

Dadas las propiedades terapéuticas interesantes mostradas por los inhibidores de
PDE7 pertenecientes a la familia de las tioxoquinazolinas®, nos propusimos llevar a
cabo la optimizacién de su procedimiento sintético con el fin de obtener este tipo de
derivados de una forma rapida y sencilla que nos permitiera su empleo para la
validacion PDE7 como diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.

1.2. OPTIMIZACION DE LA SINTESIS DE LOS DERIVADOS DE
TIOXOQUINAZOLINA ASISTIDA POR MICROONDAS

La sintesis convencional de los derivados de tioxoquinazolina habia sido descrita
previamente por nuestro grupo®™ '*°. Asi, la obtencién de los compuestos 2-13 se

llevaba a cabo por condensacion y posterior ciclacién entre el antranilato de metilo o
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derivados del 4cido antranilico, segun el caso, con los correspondientes isotiocianatos
en tolueno a reflujo o bien en etanol. En éste ultimo caso, la reaccion se llevaba a cabo
a 4 °C para evitar, en la medida de lo posible, la formacién del tiocarbamato
correspondiente a la reaccion entre el isotiocianato y el etanol. Sin embargo, la mayor
desventaja de este procedimiento residia en los largos tiempos de reaccion asi como en

los bajos rendimientos (Esquema 2).

L]
Esquema 2. Ruta sintética de los derivados de quinazolina 2-13.

En una segunda etapa, la preparacién de los derivados de tioxoquinazolina S-
metilados 14-25 se realizaba mediante la metilacion de los derivados previamente
sintetizados 2-13 en dimetilformamida (DMF) a temperatura ambiente usando yoduro de
metilo y carbonato potédsico como base. Finalmente, la reaccion de tionacién del grupo
carbonilo en posicion 4 se llevaba a cabo empleando el reactivo de Lawesson en
tolueno a reflujo obteniéndose tGnicamente los derivados 26-32 (Esquema 3)2.

Debido a la actividad antinflamatoria que presentaron los inhibidores de PDE7 tipo
quinazolina®, nos planteamos el desarrollo de una ruta sintética mas eficiente. Con el fin
de acortar los elevados tiempos de reaccion, asi como aumentar los rendimientos
necesarios para la obtencion de los derivados de tioxoquinazolina y evitar los
problemas derivados de la formacion de productos secundarios no deseados en la
reaccion®, decidimos utilizar sintesis organica asistida por microondas (MAOS)

empleada en la literatura con éxito en la sintesis de otros derivados de
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tioxoquinazolinas'*®. En concreto, seleccionamos los derivados 2, 3, 5, 7, 13, 26 y 29

para optimizar la sintesis de esta familia de compuestos.

Esquema 3. Ruta sintética de los derivados de quinazolina 14-32.

La sintesis organica asistida por microondas (MAOS)***%

, N0 solo ofrece mejoras en
cuanto a los rendimientos y a los tiempos de reaccidn con respecto a métodos
convencionales, sino que también permite trabajar con menos cantidad de disolvente e
incluso evitarlo, en algunos casos, lo que es importante a la hora de desarrollar una
guimica sostenible o también llamada quimica verde. La utilizacion de microondas
permite ademas un calentamiento rapido y homogéneo, reduciéndose asi la formacién
de subproductos y otros productos de descomposicion. Como se ha indicado
anteriormente, la limitacion fundamental que presenta el método convencional de
obtencion de tioxoquinazolinas son los elevados tiempos de reaccién necesarios. En
concreto, para obtener los derivados de tioxoquinazolina 2, 3 y 5 en tolueno a reflujo se
necesitan 6, 3y 12 dias respectivamente, mientras que los derivados 7 y 13 en etanol a
4 °C necesitan 17 y 5 dias respectivamente. Por ello, para llevar a cabo la optimizacion
de su proceso sintético, se realizé un estudio experimental sobre las condiciones
Optimas de ciclacion bajo irradiacion microondas. Se determiné el tiempo, temperatura y

disolvente mas adecuado para obtener las tioxoquinazolinas buscadas (Tabla 7).
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Tabla 7. Reacciones de condensacién mediante MAOS vs sintesis convencional.

MAOS Sintesis convencional
Comp. R R° R’ Disolvente Condiciones Rto Disolvente Condiciones Rto
2 H Me H Tolueno 120°C, 40 min 70% | Tolueno reflujo, 6 dias 60%
5 H Me 2-Br Tolueno 120°C, 40 min 10% | Tolueno reflujo,12 dias 10%
5 H Me 2-Br DMSO/H,O 120°C, 40 min 60% | Tolueno reflujo,12 dias 10%
3 H Me 2,6-diF DMSO/H,O 120°C, 40 min 60% | Tolueno reflujo, 3 dias 40%
7 6-Br H 2,6-diF DMSO/H,O 120°C, 40 min 50% Etanol 4°C,17dias 2%
13 8-Me H 2-Br Tolueno 120 °C, 40 min  30% Etanol 4°C,5dias 40%

Empleando MAOS se logré una reduccion considerable del tiempo de reaccion en
todos los casos, de varios dias a 40 min. En lo que se refiere al rendimiento, se observo
gue al emplear el mismo disolvente que se habia utilizado en la sintesis convencional,
no se producia una mejora significativa en el caso de la sintesis de los compuestos 2 y
5. Sin embargo, el empleo de una mezcla de DMSO/H,O (1:1)** en algunos casos
permitié la obtencion de las tioxoquinazolinas 3, 5 y 7 con mejores rendimientos,
excepto en el caso del compuesto 13 con el que fue necesario emplear tolueno como
disolvente ya que el empleo de la mezcla de DMSO/H,O (1:1) no conducia a la
formacion del producto deseado.

En el caso de las reacciones de tionacion, para obtener los derivados de
tioxoquinazolina 26 y 29 en tolueno a reflujo se necesitan 48 y 24 h respectivamente.
Por ello, continuando con la estrategia anterior, se prepararon estos compuestos
empleando el reactivo de Lawesson en tolueno a 120 °C bajo irradiacién microondas
durante 2 y 1 h respectivamente. Cabe destacar ademds, que en este caso, no fue
necesario el cambio de disolvente, ya que el uso del disolvente habitual permitia la
precipitacion del producto buscado en el medio de reaccion, facilitando asi el proceso de
aislamiento y purificacion.

Por tanto, empleando la sintesis asistida por microondas, se pudieron obtener las
tioxoquinazolinas seleccionadas en unos tiempos de reaccion significativamente mas

bajos. Asimismo, se observé una mejora en cuanto a los rendimientos obtenidos.
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1.3. OPTIMIZACION DE LOS DERIVADOS DE TIOXOQUINAZOLINA

Aplicando la sintesis asistida por microondas, nos propusimos la sintesis de nuevos
derivados con el objetivo de aumentar la solubilidad de estos compuestos y ademas, se
realizaron otras modificaciones con el objetivo de aumentar el nimero de posibles
interacciones con el dominio catalitico de PDE7 basandonos en los datos
cristalograficos obtenidos®!. De esta forma, se afiadieron distintos sustituyentes con el
objetivo de enriquecer electrébnicamente el anillo aromético fusionado y favorecer la
interaccion con el residuo de Phe416 del dominio catalitico de PDE7%!, fundamental
para la union de los derivados de tioxoquinazolina en el centro activo. De acuerdo a este
objetivo, se prepararon los derivados 33 y 34 que presentaban un atomo de cloro en
posicion 8 y que no habian podido obtenerse por el método convencional. Aplicando la
métodologia puesta a punto, se pudieron obtener tras 40 min de reaccién a 120 °C bajo
irradiacion microondas empleando DMSO/H,0 (1:1) como disolvente con un rendimiento
de bajo a moderado. Otra modificacién planteada fue sustituir el benceno fusionado por
piridina (derivados 35 y 36) para aumentar la solubilidad acuosa de estos derivados™*“.
Sin embargo, el empleo de DMSO/H,O (1:1) a 120 °C conducia a la formacién de un
producto secundario correspondiente a la descarboxilacion del derivado del &cido
antranilico de partida. Asi pues, fue necesario sustituir el disolvente por acetonitrilo.
Aunque el aumento de la temperatura de 120 °C a 150 °C aceler6 la formacién de los
derivados de tioxoquinazolina 35 y 36, los rendimientos obtenidos fueron bajos (Tabla
8).

Tabla 8. Reaccién de ciclacion empleando microondas de los derivados 33-36.

Comp. X Y R R* R® Temp Tiempo Disolvente Rto
33 CH CH 8-Cl 2,6-diF H 120°C 40 min DMSO/H,0 (1:1) 63%
34 CH CH 8-Cl 2-Br H 120°C 40 min DMSO/H0 (1:1) 18%
35 CH N H H Me 150°C 30 min Acetonitrilo 5%
36 N CH H H H 150°C 30 min Acetonitrilo 35%

Teniendo en cuenta la estructura cristalogréfica de PDE7A-15 (cédigo PDB: 3G3N)**

y con el objetivo de explorar posibles interacciones en el centro activo de la enzima, se

planted la introduccion de sustituyentes voluminosos en el &tomo de azufre del anillo de
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algunas tioxoquinazolinas sintetizadas. Los grupos introducidos fueron metilo, etilo,

butilo, neopentilo, isobutilo, ciclohexilmetilo, bencilo y ciclopropilmetilo (Tabla 9).

Tabla 9. Reacciones de S-alquilacion empleando microondas para la obtencién de los
derivados 37-50.

Comp. R' R® R®  A.alquilante Condiciones Rto
37 8-Cl 2,6-diF Me IMe 150°C 1h 30%
38 H H Et SDE 150°C 1h 43%
39 H 2,6-dF Et SDE 150°C 1h 58%
40 8-Cl 2,6-diF Et SDE 150°C 1h 33%
41 H 4-F Et SDE 150°C 1h 61%

42 H Ho <l el 1s00c 1h 8%

3w ow <L) =) 150°c 1h  30%
44 H H Hﬁ\(%s B%}; 150°C 1h  75%
45 H H =<_Lk = Lk 1s0c 1h  44%
46 H 3ome “_L = _L 150°c 1h 36%
47 H 40Me =_L- s L 1s0°c 1h 62%
48 H H ”FVO erO 150°C  1h  47%
49 H 40Me <_[ ) e [ ) 150°C 1h 99%
50 H 3-OMe 150°C 1h  84%

SDE: Sulfato de dietilo

Empleando la sintesis asistida por microondas, se obtuvieron los derivados S-
alquilados 37-50 con rendimientos moderados. Cabe destacar que durante la
preparacion de algunos derivados, se observé que cuando se partia de un derivado con
un halégeno en posicion 2 del anillo aromatico del nitrégeno en posicion 3, no se
obtenian los productos alquilados deseados sino los productos 51 y 52 correspondientes
a la pérdida de dicho halégeno y posterior ciclacion intramolecular del compuesto de

partida (Esquema 4).

Esquema 4. Formacién de productos ciclados 51 y 52.
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A fin de preparar los derivados S-alquilados con halégenos en posicion 2 del anillo
aromatico y evitar la formacion de los productos ciclados, fue necesario llevar a cabo las
reacciones a temperatura ambiente, obteniéndose de esta manera los compuestos 53-

56 con buenos rendimientos (Tabla 10).

Tabla 10. Reacciones de S-alquilacidn para la obtencién de los derivados 53-56.

Comp. R! R? R® A.alquilante Temp. Tiempo Rto

53  8Me 2,6-diF ”"\/Q Bf\/% ta. 12h  42%
s H 28 <L) =) ta 12n 7%

55 H 2-Br t.a. 12 h 98%
56 8-Me 2,6-diF t.a. 12 h 99%

El empleo de MAOS ha permitido por tanto, la obtencién de nuevos derivados de
tioxoquinazolina con una mayor funcionalidad presentando, en general, rendimientos
moderados y tiempos de reaccion cortos asi como una féacil purificacion. La asignaciéon
estructural de los nuevos derivados de tioxoquinazolina sintetizados asi como de los
productos secundarios obtenidos fue establecida en base a los datos analiticos y
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear tanto de *H como de °C, que se

encuentran recogidos en la parte experimental.

1.4. EVALUACION ENZIMATICA

Los nuevos derivados de tioxoquinazolina sintetizados fueron evaluados por el grupo
de las Prof. M2 Isabel Cadavid y M2 |sabel Loza en la Universidad de Santiago de
Compostela frente a la enzima PDE7A1 empleando un ensayo radiométrico a partir de
la co-incubacién de la enzima recombinante humana con el 3H-AMPc. Los porcentajes
de inhibicion obtenidos se muestran en la Tabla 11. A continuacién, se calculé la Cls, de
los compuestos que presentaron un porcentaje de inhibicibn mayor del 60%. Asimismo,
con el objetivo de evitar posibles efectos secundarios en los compuestos mas activos,
se procedi6 a su evaluacion frente a PDE3A y a PDE4D ya que la inhibicién de PDE3A
estd asociada a efectos cardiotoxicos®, mientras gque PDE4D es la isoenzima
responsable de los efectos eméticos caracteristicos de los inhibidores de PDE4'*.

Ademas, en los experimentos enzimaticos se han incluido como controles BRL-50481%,
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conocido inhibidor de PDE7, el inhibidor de PDE4 rolipram™ y tres de las quinazolinas
previamente descritas pero cuya sintesis se ha optimizado en este trabajo (2, 13 y 26)
(Tabla 11).

Tabla 11. Actividades de los derivados de tioxoquinazolina frente a PDE7A, PDE3A y
PDEA4D.

Comp. % PDE7A@10uM Clso PDE7A (UM) % PDE3A@10uM 9% PDE4D@10uM

BRL50481 99.5 0.09 0.4 -

Rolipram 3.1 14.8 9.4 107.8
2 76.0 4.6 51 -
13 90.5 2.0 20.7 255
26 95.1 0.5 19.3 40
33 74.9 6.1 12.1 -
34 63.4 1.8 16.1 -
35 -3.1 - - -
36 9.3 - - -
37 67.2 15.2 0.6 -
38 80.3 6.9 - -
39 88.9 6.9 - -
40 94.6 2.4 - -
41 52.5 - - -
42 45.6 - - -
43 86.2 0.6 54.0 38
44 50.4 - - -
45 87.0 0.1 50.0 37.0
46 27.4 - - -
47 9.1 - - -
48 81.0 0.2 35.0 49.0
49 -1.5 - - -
50 35.6 - - -
51 221 - - -
52 19.0 - - -
53 65.5 8.6 - -
54 80.0 2.1 36.1 -
55 95.1 9.4 - -
56 89.5 4.5 47.9 -

Considerando los datos obtenidos, los derivados de tioxoquinazolina sintetizados
presentaron actividad frente a PDE7A en el rango micromolar, mientras que los
derivados S-alquilados 43, 45 y 48 mostraron valores de Clsg en el rango
submicromolar. Por otra parte, dado que los derivados de tioxoquinazolina ensayados

no inhiben PDE3A ni PDE4D a la misma concentracion a la que inhibian PDE7A, se
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podria decir a priori que estos derivados carecerian tanto de efectos cardiotéxicos como

de efectos eméticos.

1.5. ESTUDIOS DE NEUROPROTECCION FRENTE AL DANO INFLAMATORIO IN
VITRO

Con el objetivo de demostrar la eficacia terapéutica de los inhibidores de PDE7 en
enfermedades del SNC, llevamos a cabo el estudio de sus propiedades antiinflamatorias
en diferentes células del SNC, selecciondndose los derivados 2, 13, 26, 33 y 34. En
concreto, se determiné el efecto de los inhibidores de PDE7 sobre el dafo inflamatorio
producido por LPS (lipopolisacérido de la pared bacteriana que induce inflamacién) en
cultivos primarios de neuronas, astrocitos y microglia. Un cultivo primario es un cultivo
celular que proviene de un tejido en el que tras un cierto nimero de divisiones las
células entran en proceso de senescencia y dejan de dividirse, generalmente
manteniendo la viabilidad. Asi, después de 1 h de incubacién con el inhibidor a las
concentraciones indicadas, los cultivos primarios de microglia y astrocitos fueron
incubados otras 24 h en presencia de 10 pg/ mL de LPS. El efecto de los compuestos
ensayados sobre los cultivos primarios de astrocitos y microglia dafiados por LPS se
mide a través de la produccion de NO (6xido nitrico) mediante la reaccién de Griess**
(Figura 18). Estos experimentos se llevaron a cabo en el grupo de la Prof. Ana Pérez-
Castillo del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” (11B-CSIC).

Se pudo observar como los inhibidores de PDE7 ensayados 2, 13, 26, 33 y 34
protegen frente al dafio causado por la inflamacién inducida por LPS en los cultivos
primarios de astrocitos y microglia ya que como se puede apreciar en las gréficas, el
tratamiento con estos inhibidores trae consigo una disminucion significativa en la
produccion de nitritos respecto al control (Figura 18A y 18B). Continuando con la
evaluacion de la capacidad neuroprotectora de los inhibidores de PDE7, para emular
mejor el entorno patolégico en el que se ven rodeadas las neuronas del SNC por la
microglia activada, el dafio inflamatorio en dichas células fue causado con el
sobrenadante de los cultivos de glia activada por LPS. Del mismo modo que ocurria en
los cultivos primarios de astrocitos y microglia dafiados por LPS, el tratamiento del
cultivo primario de neuronas con sobrenadante de glia activada, con los inhibidores de
PDE7 muestra una reduccion significativa de la produccion de nitritos (Figura 18C),

poniendo de manifiesto un efecto neuroprotector in vitro frente al dafio inflamatorio.
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Figura 18. Efecto de los inhibidores de PDE?7 tipo quinazolina en cultivos primarios de
microglia (A), astrocitos (B) dafiados por LPS y neuronas estimuladas con
sobrenandante de glia activada (C). ***P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05.

1.6. DETERMINACION IN VITRO DE LA CAPACIDAD DE ATRAVESAR LA
BARRERA HEMATOENCEFALICA

Dentro del proceso de desarrollo de farmacos para el tratamiento de enfermedades

E!" es una caracteristica limitante. Esta barrera

neurodegenerativas, el paso de la BH
gue se encuentra entre el tejido cerebral y los vasos sanguineos que lo rodean, esta
formada por un endotelio cuyas células estan estrechamente unidas (Figura 19). Su
funcion fundamental es proteger al SNC frente a agentes externos potencialmente

toxicos. Sin embargo, la BHE puede suponer un obstaculo para el tratamiento de
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enfermedades del SNC, ya que el farmaco necesariamente debe atravesar dicha

membrana para ejercer su efecto terapéutico.
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Figura 19. Organizacion y distribucion celular de la barrera hematoencefalica.

Generalmente, la mayoria de las moléculas que pueden atravesar la BHE, lo hacen
mediante difusion pasiva. El resto penetran mediante transporte activo mediado por
transportadores especificos para otras moléculas bioorganicas. Actualmente, existen

tanto métodos computacionales*®

capaces de predecir la permeabilidad de la BHE
como meétodos experimentales. En nuestro caso, para medir la capacidad de
penetracion por difusiobn pasiva de los derivados de tioxoquinazolina se empled un
método in vitro basado en el empleo de membranas artificiales, PAMPA-BBB (Parallel
Artificial Membrane Permeation Assay for Blood-Brain Barrier) descrito por Di y
colaboradores™*® y puesto a punto en nuestro grupo de trabajo™° para moléculas con
limitada solubilidad acuosa. Esta métodologia esta basada en la capacidad de un
compuesto para atravesar una membrana artificial impregnada de un lipido de cerebro
porcino desde la placa donadora que contiene el tampon a un determinado pH y el
farmaco a evaluar hasta la placa receptora que Unicamente contiene el medio tampon.
La permeabilidad de un compuesto se determina a partir de la diferencia entre los
valores de absorbancia obtenidos en la placa donadora y receptora (Figura 20).

Las quinazolinas seleccionadas fueron ensayadas disueltas en una mezcla de
tampdn fosfato salino (PBS) a pH 7.4 y etanol en proporcién 70:30. EI método utilizado
se validé ensayando en las mismas condiciones productos comerciales de los cuales se
conocia su capacidad de penetracién en el SNC, obteniéndose una buena correlacion

lineal entre la permeabilidad experimental y la descrita (r* = 0.98) (Figura 21).
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Figura 20. Representacion del ensayo de PAMPA.
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Figura 21. Correlaciéon lineal entre los valores reales y los experimentales de los

compuestos comerciales.

Los experimentos se realizaron por triplicado de acuerdo con el procedimiento
descrito en la parte experimental. Los resultados se expresan como el valor medio de
tres ensayos independientes conteniendo cada uno de ellos tres repeticiones de cada
compuesto. A partir de esta correlacién se pudieron establecer los limites para predecir
el paso de BHE. Se considera que una molécula la atraviesa (SNC+) cuando su
permeabilidad (Pe) esta por encima del valor 4 x 10° cms™ ! y por tanto, serian capaces
de llegar a sus dianas terapéuticas situadas en el SNC. Por otra parte, se considera que

una molécula no atraviesa la barrera hematoencefalica (SNC-) cuando su Pe esta por
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debajo del valor 2 x 10°cms *. Valores de Pe entre 2y 4 x 10°cms™?, se encuentran en

la zona de incertidumbre y por tanto se considera permeabilidad incierta (SNC+/-).

Tabla 12. Resultados del ensayo PAMPA-BBB de los derivados de tioxoquinazolina.

Compuesto Media Pe SNC Pe Biblio."”

Norfloxacino 0.55 - 0.1
Enoxacino 0.41 - 0.9
Cafeina 1.76 - 13
Promazina 14.16 + 8.8
Ofloxacino 0.41 - 0.8
Testosterona 28.81 + 17
Progesterona 15.90 + 9.3
Clorpromazina 7.54 + 6.5

Rolipram 4.25 +

BRL-50481 12.35 +

2 19.16 +

3 10.77 +

4 21.36 +

5 14.18 +

7 16.91 +

9 16.93 +

13 22.64 +

14 11.06 +

16 13.39 +

17 2.69 +-

26 34.02 +

28 34.04 +

29 25.16 +

39 4.80 +

33 11.06 +

55 1.90 +/-

56 1.30 -

A la vista de los resultados obtenidos (Tabla 12), los derivados de tioxoquinazolina
estudiados penetrarian la barrera hematoencefalica mediante difusion pasiva y por
tanto, este tipo de derivados serian capaces de alcanzar sus dianas terapéuticas en el
SNC, condicién necesaria que deben cumplir los farmacos empleados para el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
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1.7.  ESTUDIO DE LA UNION A PROTEINAS PLASMATICAS

Durante el desarrollo farmacéutico, la capacidad de unién a proteinas plasmaticas
permite conocer la fraccién libre de un farmaco en la circulacion sistémica y su perfil de
distribucion, posibilitando el establecimiento de una posologia adecuada para logar el
efecto terapéutico deseado. Dentro de las proteinas plasméaticas, se encuentra la
albumina®* que es la mas abundante en el torrente sanguineo. Esta proteina (66 kDa)
tiene un papel fundamental en el transporte y distribucion de diferentes moléculas
necesarias para el organismo. De esta forma, cuando un farmaco alcanza la circulacién
sistémica, seré transportado también por la albumina. Dado el papel transportador de
esta proteina, se han encontrado diversos sitios de union para alojar diferentes ligandos
(Figura 22).
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Hendidura
lodipamina

1B (FA5)
Propofol

A (FA7)
Warfarina
Acido salicilico
A (FAS3, 4)
Diazepam
Ibuprofeno
Propofol

a/
\A);: IIA-IIB (FA6)
Ibuprofeno

Ly '

Figura 22. Sitios de union de la albumina con sus ligandos correspondientes.

Los estudios para determinar la capacidad de unién a la albumina de los inhibidores
de PDE?7 tipo quinazolina, se llevé a cabo en el grupo del Prof. Carlo Bertucci de la
Universidad de Bolonia. Esta medida se puede realizar empleando diversas técnicas

como la resonancia de plasmén de superficie™?, la cromatografia liquida de afinidad de
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alta presion (HPLAC)™® o el dicroismo celular™*. En nuestro caso, se emplearon las dos
Gltimas técnicas tanto para medir el porcentaje como su sitio de union. En el caso de
HPLAC, la albumina se encuentra inmovilizada en la fase estacionaria mientras que los
derivados se disponen en la fase mévil. Ademas, se emplearon diferentes compuestos
como controles a fin de determinar los diferentes tiempos de retencion y porcentajes de
afinidad (A%). Las medidas se llevaron a cabo con los inhibidores 2, 13 y 26, mostrando

en la Tabla 13 los resultados obtenidos.

Tabla 13. Porcentaje de uni6on a la albumina (A%) en el ensayo HPLAC para tres

compuestos comerciales y los diferentes inhibidores de PDE7 ensayados.

Comp. A% A% Biblio.
Clonazepam 85.7+0.5 86.0™
Diazepam  94.5+0.3 93.5"°
Warfarina ~ 97.8 + 0.06 98.5"°

2 94.4 £ 0.06 -
13 98.0 + 0.07 -
26 99.7 £ 0.01 -

Como se puede ver en la Tabla 13, se obtuvo una buena correlacién entre los valores
experimentales y los descritos en la literatura de los compuestos de referencia. Asi,
extrapolando estos resultados, se puede concluir que los inhibidores 2, 13 y 26
mostraron una alta afinidad por la albumina, siendo ésta mayor del 94%.

Tras medir la capacidad de unién a esta proteina plasmatica, a continuacion se llevo
a cabo la determinacion del sitio de uniéon a la misma, ya que conocer la posible afinidad
por el sitio de unién a la bilirrubina, entre otros, es de suma importancia. En este dltimo
caso, el desplazamiento de esta molécula impediria su correcto transporte y eliminacion,
trayendo consigo serios problemas para el organismo. Para medir esta propiedad, se
emplearon compuestos cuyo sitio de union es conocido, calculando el desplazamiento
de dichos compuestos tras la administracién de los inhibidores en estudio (Tabla 14).

Como resultado de estos experimentos, se observd que las quinazolinas ensayadas
(2, 13 y 26) compiten con el &cido salicilico e ibuprofeno en su unién a la albumina a
partir de su interaccion con el sitio lIA y IlIA, mientras que no presentan competicion
alguna por el acido valproico, marcador selectivo del sitio de unién a la bilirrubina. Por
tanto, estos compuestos no presentarian a priori problemas de toxicidad relacionados
con la bilirrubina. Estos estudios se confirmaron mediante el empleo del dicroismo
circular, con el que se calcula la posible variacién de la estructura de la albimina en

presencia de los compuestos a estudiar®®’.
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Tabla 14. Valores de Ki obtenidos en el analisis cromatografico por desplazamiento para

tres compuestos comerciales y los diferentes inhibidores de PDE7 ensayados.

Comp. Acido salicilico Ibuprofeno Acido valproico
Clonazepam N.D. - N.D.
Diazepam - 8.71 x 10° -
Warfarina 1.01 x 10" - 1.16 x 10"
2 7.29 x 10° 1.34 x 10" N.D.
13 7.78 x 10° 2.76 x 10* N.D.
26 1.16 x 10* 2.58 x 10* N.D.

N.D.: valores estadisticamente no significativos.

1.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE MUTAGENESIS

De cara a un futuro desarrollo de estos inhibidores de PDE7, se llevaron a cabo
estudios in vitro para determinar su seguridad farmacoldgica. Asi, se seleccioné la
evaluacion de la mutagénesis o genotoxicidad mediante el test de Ames™® que permite
conocer la capacidad de un farmaco para causar mutaciones en el ADN por diferentes
mecanismos de accion. Este experimento que fue llevado a cabo por el grupo del Prof.
Hugo Cerecetto de la Universidad de la Republica de Uruguay. Se realiza con cepas de
la bacteria Salmonella typhimurium. Estas presentan mutaciones en los genes
implicados en la sintesis de la histidina, por lo que las bacterias necesitan un suministro
extra de este amino&cido para su crecimiento. El ensayo se basa en la capacidad de los
compuestos de provocar una alteracién genética que permita a estas bacterias crecer
sin el aporte extra de histidina. Dado que se pueden emplear simultdneamente enzimas
hepaticas, de esta manera se simula el efecto del metabolismo pudiendo evaluar no sélo
los compuestos en si, sino también sus metabolitos. Como resultado de este
experimento, se determin6é que los derivados de tioxoquinazolina ensayados 2 y 26

resultaron no ser mutagénicos ni tampoco sus metabolitos.

1.9. MEDIDA DE AMPc IN VITRO

Puesto que la inhibicion de las PDEs esta correlacionada directamente con un
aumento de los niveles de AMPc debido a que inhibe su degradacién®’, se llevaron a
cabo ensayos celulares en el IIB-CSIC para medir la variacion de los niveles de AMPc
en diferentes lineas celulares en presencia de los inhibidores de PDE7 2 y 26. Ademas,

también se emplearon rolipram’ y BRL-50481"' como inhibidores estandares de PDE4
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y de PDE7, respectivamente. En la Figura 23, se observa como la presencia del
inhibidor 2 causé un aumento del segundo mensajero en la linea celular de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) mayor que el causado por el inhibidor de PDE7
BRL-50481. En el caso del inhibidor 26, tanto el BRL-50481 como el compuesto fueron

capaces de aumentar los niveles de este segundo mensajero en células de microglia.
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Figura 23. Medida de los niveles de AMPc en la linea celular SH-SY5Y (A) y microglia
(B). **P<0.001, **P<0.01 y *P<0.05.

1.10. VALIDACION DE PDE7 COMO DIANA EN MODELOS IN VIVO

Los inhibidores de PDE7 pertenecientes a la familia de las tioxoquinazolinas han
presentado un perfil terapéutico adecuado in vitro, demostrando su potencial uso como
agentes antiinflamatorios y neuroprotectores en cultivos primarios de células del SNC
debido a su capacidad para aumentar los niveles de AMPc. Asimismo, su capacidad
para atravesar la barrera hematoencefélica los convierte en candidatos prometedores
para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Con el objetivo de demostrar
su eficacia en este sentido, se seleccionaron dos inhibidores de PDE7 de esta familia,
los derivados 2 y 26 para estudiar sus efectos in vivo en distintos modelos animales de

este tipo de enfermedades, debido a que ninguno de los dos resulté ser mutagénico.

1.10.1. Modelo de dafio medular

En primer lugar, se estudié el efecto del inhibidor 2 en un modelo de dafio medular

(SCI, spinal cord injury). Este experimento se llevd a cabo en el grupo del Prof.
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Salvatore Cuzzocrea en la Universidad de Messina, provocando el dafio por lesién
traumatica entre las vértebras toracicas T5-T8. Como se puede apreciar en la Figura 24,
la administracion del inhibidor de PDE7 provoco una mejora significativa de los sintomas

motores respecto a los animales dafiados que no recibieron tratamiento.

s . —4®= sCl+ vehiculo
={J}= SCIl+ Comp.2

Puntuacioén

motora

Figura 24. Efecto del inhibidor 2 en la funcion motora de los animales con dafio

medular.

Asimismo, no so6lo es clara la mejora de las alteraciones histoldgicas observadas en
los cortes de médula espinal de los animales tratados con respecto al grupo no tratado
sino que también se ha podido comprobar que el tratamiento de los animales con este
derivado trae consigo una disminucion de distintos marcadores de neuroinflamacion
como TNFa, COX-2, IL-1 e iINOS (Figura 25).

Por lo tanto, se ha demostrado capacidad de los inhibidores de PDE7 tipo quinazolina

para reducir la inflamacion y el dafio tisular producido en un modelo de dafio medular™®
160
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Figura 25. Alteraciones histolégicas de la médula espinal de los animales con dafio
medular (A). Efecto de los inhibidores de PDE7 en la expresion de marcadores
inflamatorios (B).

1.10.2. Modelo de la enfermedad de Parkinson

Con el objetivo de estudiar la eficacia terapéutica de los inhibidores de PDE7 en
enfermedades neurodegenerativas, se estudiaron los efectos bioldgicos del inhibidor 2
en un modelo animal de Parkinson en el IIB-CSIC. En este modelo, se inyecta LPS (10
Mg/ mL), directamente en la subtantia nigra pars compacta (SNpc) de roedores,
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induciendo la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas y la activacion de la
microglia cercana™'. De acuerdo al protocolo establecido, se inyectd de forma
intracerebral en un Unico hemisferio LPS o el derivado 2 + LPS en la SNpc. Ademas,
también se incluyé en el experimento un grupo de animales tratados con el inhibidor de
PDE7 BRL-50481. Los animales fueron sacrificados 72 h después de la inyeccion.
Debido al dafio causado por la administracion de LPS, se observa una pérdida
significativa de neuronas dopaminérgicas que sin embargo, se reduce en el caso de los

animales a los que se les administré el inhibidor de PDE7 en la SNpc (Figura 26 y 27).

Figura 26. Efecto neuroprotector del derivado 2 en un modelo de Parkinson. Tincion

inmunohistoquimica que muestra la expresion de TH en la SNpc (n = 12 animales).

Teniendo en cuenta que los inhibidores de PDE7 mostraron un efecto neuroprotector
en neuronas dopaminérgicas, se llevd a cabo un estudio con el fin de determinar su
efecto sobre el comportamiento locomotor de los animales. De esta manera, se inyecto
unilateralmente vehiculo o LPS (10ug) s6lo o combinado con el inhibidor 2 (20nmol) en
la SNpc de ratas adultas. Tres semanas después de la inyeccién a los animales, se les

indujo un comportamiento rotatorio mediante una inyeccion con apomorfina. Los valores
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representan la media + ds de tres experimentos diferentes, con 12 animales/grupo
experimental. ***P<0.001 en comparacion con los animales inyectados con LPS. En la
Figura 27, se observé un descenso en el numero de giros por minuto en aquellos

animales tratados con el inhibidor 2 en presencia de LPS.

U

Giros/minuto

Tl

*k%k

o m

Basal LPS 2
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Figura 27. Analisis del comportamiento provocado tras la administracion del derivado 2

en un modelo de Parkinson. **P<0.001.

Por lo tanto, estos experimentos in vivo mostraron que los inhibidores de PDE7 y en
concreto, el compuesto 2, presenta un efecto neuroprotector frente al dafio producido
por LPS en neuronas dopaminérgicas, lo que le convierte en un agente prometedor para

el tratamiento de la enfermedad de Parkinson®?.

1.10.3. Modelo de la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada
por los elevados niveles del péptido B -amiloide (AB) en el cerebro de los pacientes. Otra
caracteristica fundamental de esta enfermedad es la inflamacion y acumulacion de
astrocitos en los depdésitos del péptidof -amiloide. Dado el potencial antiinflamatorio de
los inhibidores de PDE7 demostrado anteriormente, se selecciond el derivado de
tioxoquinazolina 2 para evaluar la eficacia de estos agentes para el tratamiento de dicha
enfermedad en el grupo de la Dra. Eva Carro del Hospital 12 de Octubre de Madrid.

En primer lugar, se administré el compuesto 2 y el inhibidor de PDE7 BRL-50481 a
cultivos celulares de tejido cortical e hipocampal expuestos al péptido AR,
observdndose en ambos casos una disminucién de la muerte celular por apoptosis en
comparacion con aquellos cultivos celulares no tratados expuestos al péptido. A
continuacion se evaluo el efecto de la inhibicion de PDE7 sobre los depdsitos cerebrales

de AB en ratones APP/Psl doble transgénicos tras la administracion intraperitoneal a
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una dosis de 5 mg/Kg del derivado 2 durante cuatro semanas (Figura 28). Estos
animales transgénicos se caracterizan por presentar una formacion acelerada de los

depositos de péptido AR, desarrollando una neuropatologia similar a la enfermedad de

Alzheimer.
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Figura 28. Comparacion de los depésitos de AR en animales APP/Psl sin tratar
(control) y tras la administracion del compuesto 2 en corteza (A) e hipocampo (B).
Cuantificacion de los resultados (C). 8 animales por grupo. *P<0.05.

Tal y como se muestra en la figura, se observa un descenso significativo de los
depoésitos del péptido AR en aquellos animales tratados con el inhibidor de PDE7. Todos
estos resultados demuestran que los inhibidores de PDE7, y en concreto el derivado de
tioxoquinazolina 2, son agentes terapéuticos eficaces en la prevencién y tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer®,
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1.10.4. Modelo de Isquemia cerebral

Una vez demostrado el potencial neuroprotector del compuesto 26 en cultivos
primarios, se estudio este efecto in vivo. Para ello, se evalud la eficacia del inhibidor en
un modelo de isquemia’® en el grupo de la Prof. M@ Angeles Moro de la Universidad
Complutense de Madrid.

La induccién de isquemia focalizada en los animales se realiz6 por oclusién

permanente de la arteria cerebral media (pMCAQ)*®> °°

mediante ligadura de la misma.
El inhibidor se administré por inyeccion intraperitoneal en una Unica dosis (5 mg/ Kg)
quince minutos después de provocar la lesion arterial. Transcurridas 24 h y 48 h se
realizd una evaluacion neuroldgica (MNSS) y a las 48 h se sacrificaron los ratones, se
extrajeron sus cerebros y se dividieron en rodajas de 2 mm de espesor que se tifieron

con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) para poder visualizar el area infartada.
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Figura 29. Protocolo del tratamiento farmacoldgico (A). Evaluacién neurolégica 24 h y
48 h después de la pMCAO (B). Volumen hemisférico infartado (VIH) 48 h después de la
pMCAO (C). *P<0.05.

En todos los casos tratados se observo una reduccion considerable del area infartada
respecto a los controles asi como una mejoria en los sintomas neurologicos que
presentaban los animales (Figura 29). Cabe destacar también que tanto en el grupo
control como en el tratado no se produjeron diferencias de peso significativas respecto
al peso que presentaba los animales al principio del experimento. A la vista de estos

resultados, queda por tanto demostrado el efecto neuroprotector in vivo de los
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inhibidores de PDE?7, tras la administracion del derivado de quinazolina 26 en un modelo

de isquemia en ratén*®’,

1.10.5. Modelos de Esclerosis Multiple

La esclerosis multiple es una enfermedad cronica producida por la lesion de la vaina
de mielina presente en las neuronas del SNC. Debido a la afectacién de dichas
neuronas, el paciente presenta una movilidad muy reducida y en casos severos,
invalidez. Dado que actualmente se desconoce la etiologia, resulta complicado validar
modelos animales de esta enfermedad. En estos casos, se utilizan modelos animales
gue simulan la sintomatologia de la enfermedad, y en ocasiones, es fundamental
emplear varios modelos con el fin de demostrar la eficacia de las nuevas terapias de
forma certera'®®. En nuestro caso, con el objetivo de demostrar el potencial uso de los
inhibidores de PDE7 en el tratamiento de este tipo de enfermedades, se ha empleado

tanto un modelo autoinmune como un modelo inducido por virus.

1.10.5.1. Modelo de Encefalomielitis alérgica experimental

Este modelo esta basado en la inflamacién mediada por los linfocitos T especificos
frente a mielina, siendo uno de los més utilizados actualmente debido a su similitud
clinica e histopatolégica con la esclerosis mudltiple. La encefalomielitis alérgica
experimental (EAE) fue inducida en ratones tipo SJL mediante la inmunizaciéon con
MOGss55 junto con el adyuvante completo de Freund desde el dia 0. Como
consecuencia, se obtiene un modelo crénico moderado, permitiendo tanto el estudio de
la patogénesis mediada por linfocitos T CD4+ Thl/ Thl7, el dafio axonal mediado por
los linfocitos T CD8+ como la validacion preclinica de los compuestos con potencial
terapéutico. Este experimento se llevo a cabo en el grupo de la Dra. Sara Ballester en el
Instituto de Salud Carlos IlI.

Tras la inmunizacién con MOGs3ss5, 10s animales comienzan a presentar deterioro
neuroldgico a partir del dia 8, alcanzando su maximo en el dia 17. El inhibidor 26 se
administré6 por via intraperitoneal de forma diaria (10 mg/Kg) a partir del dia 5.
Asimismo, se administré también el inhibidor estdndar de PDE4, rolipram y el inhibidor
de PDE7, BRL-50481, con el objetivo de comparar resultados. Los signos clinicos y la

puntuacién se siguieron hasta el dia 20 (Figura 30).
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Figura 30. Efecto del derivado 26, BRL-50481 y Rolipram en el modelo de EAE.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede observar que los animales enfermos
sin tratar presentaron una mayor puntuacion clinica debido a una mayor afectacion
neurologica. Por otra parte, el tratamiento de los ratones con el inhibidor BRL-50481 no
mostr6 una modificacion significativa del curso de la enfermedad, mientras que su
administracién conjunta con rolipram en el grupo de animales tratados supuso una
mejora de la funcion motora debido a un efecto sinérgico. Por ultimo, los animales
tratados con el inhibidor de PDE7 tipo quinazolina 26 mostré una menor afectacion

neuroldgica, con resultados comparables al grupo tratado con BRL-50481 y rolipram.

1.10.5.2. Modelo de Theiler

Tal y como se ha comentado anteriormente, actualmente se desconoce la causa de
la esclerosis multiple. Una de las hipétesis propuestas esta basada en la existencia de
un agente viral como posible causa de esta enfermedad. Basandose en esta hipoétesis,
se ha desarrollado un modelo mediante la inoculacion intracerebral del virus de Theiler,
se genera una desmielinizacion en los ratones SJL/J afectados, simulando la
enfermedad en su variante primaria progresiva (Encefalomielitis murina por infeccion del
virus de Theiler o TMEV-IDD)'®. Cabe destacar que la inoculacién del virus debe
realizarse entre las cuatro y seis semanas de edad con el objetivo de simular la
aparicion temprana (infancia o adolescencia) de la enfermedad. Este estudio se llevo a
cabo en el grupo de la Prof. Carmen Guaza del Instituto Cajal (ICajal-CSIC). Tras la
inoculacion del virus, los animales comenzaron a presentar un deterioro neuroldgico a

partir del dia 30. El inhibidor 26 se administré por via intraperitoneal en una dosis diaria
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de 10 mg/Kg durante la fase asintomatica. Posteriormente, una vez establecida la
enfermedad, la dosis diaria del tratamiento se redujo a 5 mg/Kg. Los signos clinicos

fueron seguidos hasta el dia 75 postinfeccion (Figura 31).

—s— TMEV vehiculo

35 #
3 —*- TMEV Comp.26
Puntuacion 2'3 |
Clinica )
15 1
"] .
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Figura 31. Efecto del derivado 26 en el modelo de Theiler (n = 6 animales, en tres

experimentos diferentes).

Observando los datos obtenidos, en el caso de los animales enfermos tratados con el
compuesto 26 se observa una disminucion significativa del deterioro neuroldgico.
Mientras que en el caso de los animales enfermos no tratados, se observa un
puntuacion clinica significativamente mayor que el grupo tratado con el compuesto. En
la Figura 32, se puede observar la reduccion significativa de las citoquinas
proinflamatorias en cortes histologicos correspondientes a los animales tratados con el
inhibidor 26.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en los modelos de esclerosis multiple de
EAE y TMEV-IDD, los inhibidores de PDE7 tipo tioxoquinazolina presentaron efectos
neuroprotectores y antiinflamatorios que pueden ser de gran utilidad para el tratamiento

de esta enfermedad*™.
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Figura 32. Analisis inmunohistoquimico de la médula espinal de los ratones en el

modelo de Theiler.

1.11. FARMACOCINETICA IN VIVO

En el proceso tradicional de investigacion farmacolégica, las causas principales que
pueden hacer fracasar el desarrollo de un farmaco son tanto sus malas propiedades
farmacocinéticas, es decir, absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion (ADME)
como problemas relacionados con su toxicidad. Por ello, es fundamental un estudio de
estas propiedades durante la identificacién de posibles candidatos.

Una de las propiedades mas exigidas a una molécula durante su desarrollo es la
biodisponibilidad oral (Figura 33). Esta propiedad refleja la fraccibn de la dosis
administrada que alcanza de forma inalterada la circulacion sistémica y la velocidad a la
gue se produce dicho proceso. A partir de esta propiedad se puede establecer la via de
administracion y la posologia necesaria para alcanzar los niveles circulatorios deseados.
La distribucion por la circulacion sistémica esta limitada por diferentes factores como la
absorcion, el metabolismo de primer paso en el higado, la unibn a proteinas

plasmaéticas.
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Biodisponibilidad
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Figura 33. Proceso ADME de un farmaco.

En este sentido, dado el potencial de los derivados de las tioxoquinazolina 2 y 26
para el tratamiento de enfermedades como Alzheimer, Parkinson y Esclerosis mdltiple y
con el fin de conocer su biodisponibilidad oral y penetracién en cerebro, se llevé a cabo
un estudio farmacocinético determinando la fraccidén del farmaco distribuida en plasma 'y
cerebro tras su administracion. Para ello, se utilizaron machos de ratones albinos suizos
(3 animales por cada punto). La formulacion empleada y volimenes totales fueron:
100% de DMSO y 1mL/Kg para la administracion intraperitoneal y 0.5% p/v de
carboximetilcelulosa sodica y 0.1% v/v Tween80 en agua y 10 mL/Kg para el caso de la
administracién oral. La dosis administrada en ambos casos fue de 10 mg/Kg. Los

niveles plasmaticos y cerebrales fueron determinados por HPLC-MS (Tabla 15).

Tabla 15. Parametros farmacocinéticos en plasma y cerebro tras la administracion del
derivado 2 (10 mg/Kg).

Via MedIO Tmax (h) Cmax (ng/m L) RatIO Cerebro/Plasma

] Plasma 0.50 1697.06

i.p. 0.35
Cerebro 0.50 805.48
Plasma 0.25 1173.70

p.o. 0.21
Cerebro 0.25 300.66

Los datos obtenidos reflejan que el derivados de tioxoquinazolina 2 es capaz de
alcanzar el SNC tras su administracion tanto por via intraperitoneal como oral, poniendo
de manifiesto que este inhibidor ademas de ser capaz de pasar la BHE, presenta una
buena biodisponibilidad oral, lo que unido a los resultados obtenidos en los
correspondientes modelos animales, le convierte en un candidato prometedor para ser

desarrollado como farmaco para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson o
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Alzheimer'™. Asimismo, el derivado 26 también presenta unas propiedades
farmacocinéticas similares, lo que unido a la eficacia demostrada, los convierte en
candidatos prometedores para el tratamiento de enfermedades de caracter neurolégico

e inflamatorio'’.
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2. DESARROLLO DE NUEVOS INHIBIDORES DE PDE7
2.1. ANTECEDENTES
En el proceso de busqueda de nuevos inhibidores de PDE7, en nuestro grupo de

trabajo se habia desarrollado un modelo tedrico de farmacéforo, basado en las familias

de inhibidores de PDE7 disponibles en aquel momento*” (Figura 34).

A) B)
2 Puntos _,._HAniIIo,t_
hidrofébicos Fpromatico 57
Clso 0.58
58
Clsp 0.86
Aceptor de | 1 59

enlaces de ) Cls, 0.86
hidrégeno |

Figura 34. Farmacoforo de cuatro puntos definido por HypoGen (T = 1.6 A) (A).
Actividades experimentales en PDE7 de los prototipos 57-59 (B).

A continuacion, se llevo a cabo una busqueda virtual de nuevos cabeza de serie en
guimiotecas comerciales como Maybridge, ChemDiv o0 Specs, permitiendo Ila
identificacion de nuevos prototipos tras considerar no soélo los angulos y distancias
definidos en el farmacoéforo sino también las reglas de Lipinski. Este cribado virtual
permitié la identificacién de 12 compuestos con una Cls, tedrica en el rango nanomolar
gue tras ser adquiridas a la casa comercial correspondiente, fueron evaluados
experimentalmente frente a PDE7A1 encontrdndose que tres de ellos inhibian la enzima
en rango submicromolar (Tabla 16)'"*. De estos tres prototipos, se han seleccionado

tanto el derivado del anillo de furano (57) como el derivado del anillo de tiazol (58) como
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cabezas de serie para llevar a cabo su optimizacién y sintesis con el objetivo de

encontrar nuevas familias de inhibidores de PDE?.

2.2. SINTESIS Y EVALUACION BIOLOGICA DE LOS DERIVADOS DEL ANILLO
DE FURANO

2.2.1. Sintesis de los derivados del anillo de furano

El derivado 3,4,5-trietoxibenzoato de 5-(2-metil-4-nitrofenil)-2-furilmetilo (57) presenta
dos anillos aromaticos diferentemente sustituidos unidos mediante un conector formado
por el anillo de furano y un enlace éster. Con el objetivo de explorar las relaciones
estructura-actividad de esta familia, se llevaron a cabo modificaciones tanto en el
namero como en la naturaleza de los sustituyentes de ambos anillos aromaticos. En
cuanto a la estructura del conector, se estudié la importancia de la presencia tanto del

grupo éster como del anillo de furano (Figura 35).

Figura 35. Posibles puntos a modificar en los derivados del anillo de furano.

La ruta sintética para obtener los derivados de benzoato de 5-fenil-2-furilmetilo
consiste en una reaccion de acoplamiento entre el 4cido 3,4,5-trietoxibenzoico o 3,4,5-
trimetoxibenzoico y los derivados de 5-fenil-2-furiimetanol correspondientes en
presencia de hexafluorofosfato del agente acoplante y trietilamina (TEA) como base en
diclorometano. Tras probar distintos agentes acoplantes, se seleccion6 el
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitripirrolidinfosfonio (PyBOP) como el mas
adecuado en estos casos por su facil manejo asi como por la menor toxicidad del
derivado de fosforamida resultante. Empleando este procedimiento, se obtuvieron los
derivados 60-65 en los cuales por una parte se introdujeron distintos sustituyentes en el
anillo aromatico unido al furano y por otro, se obtuvieron también derivados en los
cuales, el grupo etoxilo se sustituydé por metoxilo. Todos los derivados de 5-fenil-2-

furiimetanol empleados son comerciales, excepto el 5-(2,4-diclorofenil)-2-furiimetanol
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(66) que fue necesario sintetizarlo previamente mediante la reduccion del &cido 5-(2,4-
diclorofenil)-2-furoico con hidruro de litio y aluminio (LiAlH;) de acuerdo con el
procedimiento descrito en la parte experimental. En general, estos derivados se
obtuvieron con rendimientos de moderados a bajos, debido probablemente a la

inestabilidad de los derivados de 5-fenil-2-furiimetanol (Esquema 5).

Esquema 5. Ruta sintética para la obtencion de los derivados 60-65.

A continuacion, se propuso la modificacion del enlace éster de manera que el grupo
carbonilo del mismo estuviese unido directamente al anillo de furano. Para ello,
siguiendo el procedimiento anterior se obtuvieron los derivados de 5-fenil-2-furoato de
bencilo (67-85) mediante una reaccion de acoplamiento entre los derivados del 4cido 5-
fenil-2-furoico y el alcohol 3,4,5-trietoxibencilico o 3,4,5-trimetoxibencilico en presencia
de PyBOP y TEA en diclorometano. Dentro de las modificaciones de la estructura de
estos compuestos, se propuso la introduccién de sustituyentes electroatractores (CFj,
NO, y CI) y electrodonadores (Me y OMe) sobre las posiciones 2, 3 y 4 de dicho anillo
aromatico asi como la eliminacion del anillo aromético unido al furano, con el objetivo de
estudiar su influencia sobre la actividad bioldgica. Ademas, se modificaron tanto el
namero como la naturaleza de los grupos alquiloxi presentes en el alcohol bencilico de
partida (Esquema 6). La mayoria de estos nuevos derivados se obtuvieron con
rendimientos moderados. Sin embargo, en el caso de los derivados con sustituyentes
electroatractores (NO,, Cl y CF3) en posiciones 2 y 4 del anillo aromatico, se observé un

descenso en los rendimientos (derivados 70-74, 77 y 85).
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Esquema 6. Ruta sintética para la obtencion de los derivados 67-85.

Teniendo en cuenta un futuro desarrollo farmacolégico de estos compuestos y de
acuerdo a los principios de bioisosterismo*’, se propuso la sustitucion del enlace éster
por un enlace amida, a fin de aportar mayor estabilidad a estos derivados frente a la
hidrdlisis intentando mantener la actividad biolégica. Asi, se llevo a cabo la sintesis de
los derivados de 5-fenil-2-furamida de bencilo haciendo reaccionar los derivados del
acido furoico correspondientes con la 3,4,5-trimetoxibencilamina en presencia de
PyBOP y TEA a temperatura ambiente. De igual modo que en los derivados de 5-fenil-2-
furoato de bencilo preparados previamente (67-85), los derivados de furamida 87 y 88
gue presentaban sustituyentes electroatractores como NO, en posicion 2 del anillo

aromatico unido al furano presentaron rendimientos menores (Esquema 7).
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Esquema 7. Ruta sintética para la obtencion de los derivados 86-88.

Otra de las modificaciones propuestas fue la referente al anillo de furano. Siguiendo
de nuevo los principios de bioisoterismo'’™®, se sustituyo el anillo de furano por un anillo
de tiofeno. Dado que en el momento de realizar la sintesis, no se disponia
comercialmente del acido 5-fenil-2-tiofencarboxilico, fue necesario disefiar una ruta
sintética alternativa. Para ello, se realiz6 una reaccion de acoplamientro entre el alcohol
3,4,5-trimetoxibencilico con el acido 5-bromo-2-tiofenocarboxilico en presencia de
PyBOP y TEA en diclorometano. Posteriormente, se llevo a cabo la formacién de un
enlace carbono-carbono mediante una reaccién de Suzuki en presencia de Pd (0) y
Cs,CO3 a 90 °C bajo irradiacién microondas entre el derivado 89 sintetizado y el acido
fenil bordnico. El catalizador empleado fue tetrakis (trifenilfosfina) paladio (0) (Esquema
8).

Esquema 8. Ruta sintética para la obtencion de los derivados 89 y 90.
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La asignacion estructural de los nuevos derivados del anillo de furano y tiofeno
sintetizados fue establecida en base a los datos analiticos y espectroscopicos de
resonancia magnética nuclear tanto de *H como de **C, que se encuentran recogidos en
la parte experimental.

2.2.2. Evaluacién bioldgica

2.2.2.1. Evaluacién enzimatica

Tabla 17. Valores de inhibicion en PDE7A1 de los derivados 60-90.

Comp. % inh @10uM  Clsp (UM)

60 24.4 -
61 495 33.37+8.1
62 48.8 12.34+3.2
63 3.7 -
64 39.9 -
65 16.4 -
67 10.0 -
68 -9.9 -
69 57.9 517+ 1.1
70 54.9 2.63+0.9
71 34.6 -
72 38.3 -
73 8.0 -
74 28.8 -
75 49.1 7.31+35
76 14.0 .
77 48.0 14.07 +2.9
78 14.0 -
79 30.7 -
80 30.8 -
81 31.1 -
82 29.2 -
83 28.0 -
84 44.8 -
85 41.6 -
86 235 -
87 70.5 3.20+1.2
88 -10.3 -
89 -15 -
90 30.1 -

BRL-50481 (% inh @10pM): 99.5
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Una vez sintetizadas las moléculas deseadas, se llevdo a cabo la medida de la
inhibicion de PDE7AL en la Universidad de Santiago de Compostela empleando un
ensayo radiométrico a partir de la co-incubacion de la enzima recombinante humana con
el ®H-AMPc. En la Tabla 17 se recogen los porcentajes de inhibicion medidos a una
concentracion de 10 puM. Asimismo, se calculé la Clso de los derivados que presentaron
un porcentaje de inhibicion de PDE7A1 a 10 uM alrededor de 50% (Tabla 17).

En primer lugar, se observa que tanto la sustitucion del anillo aromético unido al
furano en el caso del compuesto 69 por hidrégeno (derivado 67) o por un grupo metilo
(derivado 68) como la sustitucién del anillo de furano por el de tiofeno (derivado 90)
conllevan una pérdida de la actividad biolégica. Es decir, la presencia del anillo de
furano y el anillo aromético adyacente parece ser fundamental para la actividad. Por otra
parte, tanto el compuesto 69 sin sustituyentes en el anillo aromatico unido al furano
como los compuestos 70 y 87 con sustituyentes electroatractores en posicion 2 del anillo
aromatico unido al furano presentaron las mejores actividades.

En lo que se refiere a las Clg, calculadas podemos observar que todos los
compuestos presentaron valores menores que en el caso del prototipo 57. Dado que las
condiciones del ensayo enziméatico difieren del empleado para identificar los cabezas de
serie, se llevd a cabo de nuevo la evaluacion del derivado de furano 57 en las nuevas
condiciones, encontrdndose un valor de inhibicion de PDE7Al1 de 29% a 10 uM,
corroborandose asi, la mejora de la actividad. A continuacion, se seleccionaron aquellos
derivados de furano que presentaron mejores Clsg, ¥ se evalué su capacidad de
inhibicibn de PDE3A con el objetivo de evitar posibles efectos secundarios en los futuros
candidatos a desarrollo, dado que la inhibicion de PDE3A esta asociada a efectos

cardiotoxicos® (Tabla 18).

Tabla 18. Valores de inhibicién en PDE3A de los derivados mas activos.

Comp.  %inh PDE3A @ 10 uM Clso PDE3A (M) Ratio PDE7/PDE3
62 3.0£12.7 104.2 + 36.6 0.12
69 46.1+3.0 54.6+12.1 0.09
70 749+54 1.8+0.8 1.44
75 11.0+4.0 - -
77 57.1+ 12 3.4+13 4.15
87 496+1.2 3.9+0.7 0.82

Considerando los nuevos datos obtenidos, se seleccion6 el derivado 69 para su
evaluacion frente a PDE4D y PDE4B, ya que PDE4D es la isoenzima responsable de

los efectos eméticos caracteristicos de los inhibidores de PDE4'* (Tabla 19). Ademas,
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los compuestos fueron evaluados frente a PDE7B a fin de conocer el perfil de

selectividad frente a las isoformas de PDE?Y.

Tabla 19. Clso (UM) en diferentes PDEs del inhibidor 69.

Actividad

%inh PDE7B @10uM 23.2+4.4
Clso PDE7A 51+11

Clso PDE3A 546 £8.1

Clso PDE4B 124 +4.2

Clso PDE4D 66.3 £13.9

Dado que el derivado 69 no inhibe PDE3A ni PDE4D a la misma concentracion en la
que inhibia a PDE7A, se podria decir que este compuesto a priori careceria de efectos
cardiotoxicos y eméticos, lo cual permite su seleccion para futuros estudios
farmacologicos. Por otra parte, destacar ademas la selectividad del derivado de furano
69 frente a PDE7A respecto a PDE7B, siendo el primer inhibidor selectivo de PDE7A

descrito en la literatura.

2.2.2.2. Ensayos de neuroproteccion frente al dafio inflamatorio in vitro

A fin de conocer la toxicidad potencial de los derivados de furano sintetizados, se
llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular con aquellos que presentaron una menor
Clso (62, 69, 70, 75, 77 y 87). Para ello, se empled el ensayo basado en la reduccion del
MTTY® (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) por las células vivas
dando lugar al derivado reducido correspondiente (formazan). Este ultimo puede ser
cuantificado por métodos colorimétricos. Este ensayo permite conocer la fucionabilidd
mitocondrial de las células tratadas y por lo tanto, la viabilidad celular en presencia de
los compuestos. Estos estudios se llevaron a cabo en colaboracion con el grupo de la
Prof. Ana Pérez-Castillo en el IIB-CSIC. Para ello, se emplearon los derivados
seleccionados asi como BRL-50481 (inhibidor de PDE7) y rolipram (inhibidor de PDE4)
como controles. Asi, los resultados obtenidos mostraron que tanto los derivados
ensayados como rolipram y BRL-50481 a las concentraciones de 5 pM y 10 uM
mantienen una alta viabilidad de los cultivos celulares de astrocitos y microglia.
Posteriormente, con el objetivo de demostrar la eficacia terapéutica de los inhibidores de
PDE7 en enfermedades neurodegenerativas, se realiz6 el estudio de las propiedades
antiinflamatorias de los compuestos seleccionados en diferentes células del SNC

dafiadas con LPS. El efecto antiinflamatorio de los compuestos ensayados se mide tras
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24 h de incubacion con el inhibidor a través de la produccion de NO (6xido nitrico,

producto de oxidacién) (Figura 36).
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Figura 36. Medida de la produccion de nitritos en cultivos primarios de microglia (A) y
astrocitos (B) estimulados por LPS en presencia de los inhibidores de PDE7 derivados

de furano. **P<0.001.
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Asi, podemos observar en todos los casos, como los inhibidores de PDE7 derivados
de furano ensayados protegen frente al dafio causado por la inflamacion inducida por
LPS en cultivos primarios de astrocitos y microglia. Cabe destacar ademas que en
algunos casos, su efecto es superior al producido por los estandares rolipram y BRL
50481.

2.2.2.3. Medida de niveles de AMPc

Con el objetivo de comprobar los efectos biolégicos de estos derivados, se propuso
correlacionar la inhibicion de PDE7 con los niveles totales de AMPc en células de
macrofagos murinos (Raw 264.7). De entre los derivados de furano que presentaban
mejor Clsp, se seleccioné el derivado 69. Ademas, se empled el inhibidor de PDE7, BRL-

50481 como referencia (Figura 37).

*%
7o -
B0 - .
al A
AMPcC 400
30 -
20 4
10 7

Basal BRL 69 BRL 69

30uM 10 uM

Figura 37. Medida de los niveles de AMPc en células Raw 264.7 en presencia de los
inhibidores de PDE7 derivados de furano. **P<0.01 y *P<0.05.

La inhibicion de las fosfodiesterasas esta correlacionada directamente con un
aumento de los niveles de AMPc citosoélico, puesto que se inhibe su degradacion. Como
se puede observar en la Figura 39, el inhibidor de PDE?7 tipo furano 69 provocd un
aumento del segundo mensajero en la linea celular estudiada en mayor medida que el
inhibidor de PDE7 BRL-50481.

86



Resultados y Discusion Capitulo 2

2.2.2.4. Paso de barrera hematoencefalica

Como se ha comentado anteriormente, dentro del proceso de desarrollo de un
farmaco para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, el paso de la BHE es
una caracteristica fundamental. En este caso, para medir la capacidad de penetracion
por difusion pasiva de los derivados de anillo del furano se emple6 el método in vitro
PAMPA-BBB del mismo modo que en el caso de los derivados de tioxoquinazolina
descritos en esta memoria. Asi, los compuestos fueron ensayados disueltos en una
mezcla de tampdn fosfato salino (PBS) a pH 7.4 y etanol en proporcion 70:30. El método
utilizado se validé ensayando en las mismas condiciones productos comerciales de los
cuales se conocia su capacidad de penetracién en el SNC, obteniéndose una buena
correlacion lineal (r* = 0.97) entre la permeabilidad experimental y la descrita. En la

Tabla 20 se detalla el resultado obtenido en el experimento con el derivado 69.

Tabla 20. Resultados del ensayo PAMPA-BBB del derivado 69.

20 -

Pe experimental = . < y=1.15x-0.89

-6 -1
(107 cm s7) h = 0.97

0 *e :
0 5 10 15

Pe publicada (10° cm s™)

Comp. Media Pe SNC Pe Biblio.™
Atenolol 0.3 - 0.8
Enoxacino 0.4 - 0.9
Cafeina 0.8 - 13
Promazina 11.9 + 8.8
Ofloxacino 0.4 - 0.8
Testosterona 18.7 + 17
Hidrocortisona 0.5 - 1.9
Piroxicam 0.5 + 2.5
Verapamilo 17.2 + 16
Desipramina 11.7 + 12

69 8.1 +
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Teniendo en cuenta estos resultados, el inhibidor 69 penetraria a priori la barrera
hematoencefalica mediante difusion pasiva, por tanto, este tipo de compuestos serian

capaces de alcanzar sus dianas terapéuticas en el sistema nervioso central.

2.2.2.5. Eficacia en un modelo in vivo de esclerosis multiple

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los diferentes modelos de esclerosis
multiple para los inhibidores de PDE?7 tipo tioxoquinazolina, se ha seleccionado, en este
caso, el modelo de Encefalomielitis experimental alérgica (EAE) con el objetivo de
demostrar la eficacia de los derivados de anillo de furano para el tratamiento de esta
enfermedad. Este experimento se llevd a cabo por el grupo de la Prof. Guadalupe
Mengod en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona (IIBB-CSIC). Como
se ha comentado anteriormente, este modelo esta basado la inflamacién mediada por
los linfocitos T especificos frente a la inmunizacién con MOGgs 55 junto con el adyuvante
completo de Freund desde el dia 0 en ratones tipo C57BL/6J. El inicio de la
sintomatologia se produce en los dias 12-14 dias posteriores a la inoculacion,
provocando una paralisis que se inicia desde la cola a las patas delanteras, mostrando
las lesiones observadas en los pacientes de esta enfermedad. En el caso de los
derivados del anillo de furano, el tratamiento farmacoldgico se administra antes de
aparecer la sintomatologia clinica en los ratones, por lo tanto constituye un tratamiento
neuroprotector.

El inhibidor de PDE7 69 se administré6 por via intraperitoneal a partir del dia 5
postinmunizacién a una dosis diaria de 10 mg/Kg, es decir, antes del comienzo de la
enfermedad. Los animales comenzaron a presentar deterioro neurolégico a partir del dia
12, alcanzando su maximo en el dia 16. Los signos clinicos y la puntuaciéon han sido
seguidos hasta el dia 41 (Figura 38).

A la vista de los resultados obtenidos, se observa una mejora significativa de la
sintomatologia durante los primeros 15 dias de tratamiento asi como una recuperacion
en el peso del animal en el grupo tratado por el inhibidor. Sin embargo, los animales sin
tratamiento presentan una puntuacion clinica sin apenas variacién, asi como una mayor
pérdida de peso. Por tanto, la eficacia mostrada por el inhibidor de PDE7 perteneciente
a la familia de los furanos (69) en el modelo de EAE, demuestra de nuevo el potencial
de los inhibidores de esta enzima como futuros farmacos para el tratamiento de la

esclerosis multiple.*”
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Figura 38. Efecto terapéutico del derivado 69 en el modelo de EAE. Sintomatologia
Clinica (A). Variacion del peso de los animales (B). La cuantificacion de los resultados
pertenece a dos grupos distintos: control y tratamiento con 7 animales cada uno.

2.3. SINTESIS Y EVALUACION ENZIMATICA DE DERIVADOS DEL ANILLO
DE 1,3-TIAZOL

2.3.1.Sintesis organica de los derivados del anillo de 1,3-tiazol

El derivado 2-[2-(2-benzamido-4-metilpentanoiloxi)butanamido]-4-metiltiazol-5-
carboxilato de etilo (58) se caracteriza por presentar un anillo de 1,3-tiazol sustituido

unido a un grupo fenilo mediante una sucesién de enlaces amida, éster y amida.
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Partiendo de este cabeza de serie, se propusieron distintas modificaciones con el fin de
explorar la actividad de esta familia como posibles inhibidores de PDE7. Asi, se
propusieron modificaciones tanto en los sustituyentes de los anillos presentes en los
extremos de la molécula como en el conector. En lo que se refiere al conector que une
ambos extremos, se propuso en primer lugar, la eliminacion de las cadenas laterales
para simplificar la molécula y evitar la presencia de carbonos asimétricos. Y, por otra
parte, dado que en la molécula de partida, el conector esta formado por la secuencia de
enlaces amida-éster-amida, se propuso variar tanto la secuencia como el nimero de

estos enlaces (Figura 39).

Figura 39. Modificaciones propuestas del derivado 58

En primer lugar, se abordé la sintesis de diferentes derivados del anillo de 1,3-tiazol
gue presentaban en su estructura un conector formado por un Unico enlace tipo amida
(Figura 40).

Figura 40. Moléculas con un conector de un Unico enlace tipo amida.

Asi, las moléculas propuestas se prepararon a partir de la reaccién de acoplamiento
entre los 2-amino-1,3-tiazoles correspondientes y los acidos organicos diferentemente
sustituidos en presencia de PyBOP y TEA como base en diclorometano a temperatura
ambiente (Esquema 9). De este modo, se obtuvieron los derivados 91-96 con

rendimientos moderados.
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Esquema 9. Ruta sintética para la obtencion de los derivados 91-96.

Posteriormente y continuando con los objetivos propuestos, se llevd a cabo la
sintesis de derivados con el conector formado por dos enlaces. Dentro de esta
estrategia, se propusieron dos modificaciones en cuanto a la secuencia. Por un lado, tal
y como se observa en la Figura 41, la primera estaria formada por dos enlaces amida y
la segunda, por un enlace amida unido al tiazol y a continuacién un enlace éster unido al

otro extremo de la molécula.

Figura 41. Moléculas con un conector de dos enlaces tipo amida/éster.

La preparacion de estos derivados se realizé empleando las condiciones de reaccion
puestas a punto anteriormente. Se obtuvieron los derivados 103-117 a partir de la
reaccion de acoplamiento entre los diferentes 2-amino-1,3-tiazoles y los &cidos
organicos correspondientes en presencia de PyBOP y TEA en diclorometano. En
aquellos casos en los que los &cidos necesarios no estaban disponibles
comercialmente, fue necesaria su obtencion previa como es el caso de los &cidos 2-
(2,2-difenilacetamido)acético (100), 2-[3,3-difenilpropionamido]acético (101) y 2-(2,2-
difenilacetoxi)acético (102). Estos acidos se obtuvieron partiendo segun cada caso, del
2-hidroxiacetato de bencilo o 2-aminoacetato de bencilo, y posterior desproteccion en
presencia de H, y Pd/C en una mezcla de tetrahidrofurano y metanol 1:2 (Esquema 10).

Cabe destacar que las moléculas con un conector formado por dos enlaces amidas
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presentaron un rendimiento significativamente mayor que aquellos derivados cuyo

conector estaba formado por un enlace tipo amida y éster.

Esquema 10. Ruta sintética para la obtencion de los derivados 103-117.

Finalmente, dado que en el cabeza de serie, los dos extremos de la molécula
estaban unidos por una secuencia de tres enlaces (amida, éster y amida), se propuso la
sintesis de derivados en los que manteniendo esta misma secuencia, se modificaron los
extremos y también analogos que presentasen un conector formado por tres enlaces

amida (Figura 42).

Figura 42. Moléculas con un conector de tres enlaces tipo amida/éster.
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La preparacion de estos derivados se realizé a partir de la reaccion de acoplamiento
entre los diferentes 2-amino-1,3-tiazoles y los &cidos correspondientes. Todos los
intermedios de reaccidon necesarios eran comerciales excepto los &cidos 2-(2-
benzamidoacetoxi)acético (120) y 2-[2-(2-fenilacetamido)acetoxilacético (121) que
tuvieron que ser sintetizados previamente. Para ello, se hicieron reaccionar los acidos
diferentemente sustituidos con el 2-hidroxiacetato de bencilo o 2-aminoacetato de
bencilo segun cada caso, en presencia de PyBOP y TEA como base en diclorometano.
Posteriormente, fue necesario la desproteccion de los grupos protectores en presencia
de H,y Pd/C en una mezcla de tetrahidrofurano y metanol (1:2) a temperatura ambiente

(Esquema 11).

Esquema 11. Ruta sintética para la obtencion de los derivados 122-130.

La asignacion estructural de todos los derivados del anillo de tiazol sintetizados, asi
como los intermedios de reaccion obtenidos fue establecida en base a los datos
analiticos y espectroscopicos de resonancia magnética nuclear tanto de *H como de *°C,

gue se encuentran recogidos en la parte experimental.
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2.3.2. Evaluacién biolégica

2.3.2.1. Evaluacién enzimatica

Tabla 21. Valores de inhibicion en PDE7A1 de los derivados 91-96, 103-117, y 122-130.

Comp. % inh @10uM  Clsp (UM)

91 52.9
92 38.4
93 18.5
94 20.0
95 3.3
96 16.2
103 20.7
104 33.6
105 64.2 4.0
106 53.1
107 135
108 8.8
109 25.0
110 10.3
111 21.3
112 6.7
113 9.3
114 14.7
115 82.7 5.5
116 44.5
117 6.3
122 38.7
123 26.0
124 11.4
125 10.6
126 16.0
127 16.8
128 25.2
129 5.6
130 3.8

BRL-50481: 99.5% inh PDE7

Una vez sintetizadas las moléculas deseadas, se llevo a cabo la medida de la
inhibicion de PDE7AL en la Universidad de Santiago de Compostela empleando un
ensayo radiométrico a partir de la co-incubacion de la enzima recombinante humana

PDE7A con el *H-AMPc. En la Tabla 21 se recogen los porcentajes de inhibicion de
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PDE7A1 a 10 uM de los derivados sintetizados. Asimismo se han calculado las Cls, de
los compuestos con un porcentaje de inhibicidbn mas alto

Como puede apreciarse en la Tabla 21, aquellos compuestos que mostraron un
porcentaje de inhibicibn mayor del 50%, se caracterizan por presentar el grupo 2-amino-
4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (Al) en un extremo de la molécula y residuos
aromaticos correspondientes a los acidos 2,2-difenilacético (B5) o 3,3-difenilpropionico
(B6) en el otro, separados por uno o dos enlaces. En concreto, los dos derivados mas
activos presentan los grupos mencionados anteriormente, separados por un conector

con dos enlaces amida (105) o con un enlace amida y otro éster (115).

2.3.2.2. Ensayos de proteccién frente al dafio inflamatorio in vitro

A fin de determinar las concentraciones permitidas de utilizacién de los derivados de
tiazol sintetizados en cultivos celulares, se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular
con aquellos que presentaron una menor Clg, (91, 105, 106 y 115). Para ello, se empled
el ensayo del MTT"® que permite conocer la viabilidad de las células en presencia de
los compuestos ensayados. Como resultado del experimento, se observé que los
derivados de tiazol ensayados no presentaron efectos citotéxicos.

Con el objetivo de demostrar la eficacia terapéutica de estos inhibidores de PDE?7,
derivados del anillo de tiazol, se realiz6 el estudio de las propiedades anti-inflamatorias
de los cuatro compuestos que presentaban un porcentaje de inhibicion de PDE7A1
mayor del 50% a 10 uM. Asi, se dafiaron células de macrofagos murinos (Raw 264.7)
con LPS y posteriormente, se midié el efecto anti-inflamatorio de los derivados
ensayados tras 24 horas de incubacién a través de la producciéon de nitritos mediante la
reaccion de Griess (Figura 43).

Se puede observar como dos de los inhibidores de PDE7 derivados de tiazol (91 y
105) son capaces de disminuir de manera significativa la produccién de nitritos, por lo
gue puede decirse que son capaces de proteger a las células Raw 264.7 frente al dafio
inflamatorio producido por el LPS. La falta de actividad encontrada en los derivados 106
y 115 puede deberse a problemas para atravesar la membrana celular ya que el
derivado 106 es mas voluminoso que los derivados 91 y 105. Ademas, por otra parte, el
derivado 115 se diferencia del compuesto 105 por la presencia de un grupo éster en

lugar de amida.
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Figura 43. Medida de la produccion de nitritos en células Raw 264.7 estimuladas por

LPS en presencia de los inhibidores de PDE7 derivados de tiazol. **P<0.01.

En resumen, diferentes modificaciones estructurales llevadas a cabo sobre los
prototipos seleccionados (57 y 58) han conducido al descubrimiento de dos nuevas
familias de inhibidores de PDE7: los derivados del anillo de furano y los derivados del
anillo de tiazol. En primer lugar, los inhibidores de PDE?7 tipo furano han demostrado su
eficacia en un modelo in vivo de esclerosis multiple y por tanto, pueden considerarse

d'’®. Por otra parte, los

como candidatos para el tratamiento de esta enfermeda
derivados del anillo de tiazol también han mostrado actividad inhibitoria frente a PDE7
en el rango micromolar aunque su eficacia terapéutica actualmente se encuentra en

estudio.

2.4. IDENTIFICACION DE NUEVOS INHIBIDORES DE PDE7 MEDIANTE
UNA  APROXIMACION COMPUTACIONAL BASADA EN REDES
NEURONALES ARTIFICIALES

Uno de los principales retos en el disefio de farmacos es la identificacion de nuevos
compuestos activos, previamente a su sintesis. Como se ha comentado en la
introduccion hay diferentes métodos computacionales que se pueden aplicar al disefio
de farmacos, como los métodos basados en la diana terapéutica (estudios de docking,

disefio de novo), o los métodos basados en el ligando (QSAR, 3D-QSAR).

96



Resultados y Discusion Capitulo 2

Basicamente, un estudio QSAR (quantitative structure-actividad relationship),
deberia funcionar como un diccionario entre el conjunto de estructuras y la propiedad a
estudiar. El objetivo de un estudio QSAR es encontrar un modelo matematico capaz de
describir la actividad biolégica de un conjunto de moléculas en funcién de un namero de
variables o descriptores que definen la estructura quimica, de forma que se pueda
predecir dicha propiedad biologica de una familia de compuestos no evaluados. El
modelo matematico se puede clasificar en (i) lineal como los métodos de Regresion
Lineal, Regresion Lineal Multiple y los métodos de Regresion Parcial por Minimos
Cuadrados y (ii) no lineales, aproximaciones basadas en técnicas mas actuales, como

son los algoritmos genéticos o las Redes Neuronales Atrtificiales (RNAs)*"® 1.

En las ultimas décadas se ha incrementado el uso de aproximaciones mateméticas
no lineales mediante las RNAs o los métodos basados en algoritmos genéticos para la

prediccion de propiedades biologicas™® .

Estos métodos forman parte de lo que se conoce como Inteligencia Atrtificial y a
diferencia de los modelos lineales, éstos se presentan como sistemas o métodos
expertos que consiguen simular procesos biologicos, ya sean cambios evolutivos o
mutaciones en el caso de los algoritmos genéticos o el comportamiento de las redes
neuronales bioldgicas en el caso de las RNAs. Estas cualidades son aprovechadas en la
clasificacion de los compuestos, de modo que nos permiten un reconocimiento de

patrones estructurales y por tanto del valor de la propiedad asociada a ellos.

Dentro de este contexto, en la presente memoria la identificacion de nuevos

inhibidores de PDE7 se ha abordado mediante Redes Neuronales Artificiales (RNAS).

2.4.1. Redes neuronales artificiales

Las Redes Neuronales Artificiales (RNAs) son un modelo donde se procesa
informacion de forma simplificada emulando al cerebro humano. Este modelo contiene
gran numero de unidades de procesamiento (neuronas) andalogas a las neuronas
bioldgicas que estan conectadas entre si para procesar la informacion que reciben®* 92

(Figura 44).
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Figura 44. Representacion esquemaética del sistema bioldgico y artificial.

De la observacion detallada del proceso bioldgico se podrian establecer las
siguientes analogias con el sistema artificial:

- Las entradas X; son valores reales que representan las sefiales que provienen de

otras neuronas y son capturadas por las dendritas.

- Los pesos W, son valores reales que corresponden a la intensidad de la sindpsis

gue conecta dos neuronas.

De esta forma, el proceso que se da en el interior de la neurona se puede explicar
en tres operaciones. La primera es la ponderacion de cada sefial de entrada (X;) a una
neurona determinada mediante el peso (W,;) sinaptico. La segunda operacion es el
sumatorio de todas las sefiales ponderadas ademas de la entrada neta a cada neurona

gue puede escribirse de la siguiente forma:

Z > —>
netai=_z WX, =XW

=1

Y por ultimo, este sumatorio pasa a la salida a través de una funcién umbral o funcién
de transferencia, que la neurona debe sobrepasar para activarse y que depende de las

caracteristicas especificas de cada red.
Xi= fi (neta)
Las redes neuronales presentan ciertas ventajas respecto a otros modelos
matematicos, como son:

- Aprendizaje adaptativo: tras someterse a un entrenamiento inicial las unidades

de procesamiento son capaces de aprender a realizar tareas.
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- Auto-organizacion: las RNAs son capaces de organizar o representar la
informacion recibida tras la etapa de aprendizaje.

- Tolerancia a fallos: la informacion recibida esta distribuida por toda la red, de
esta forma no se pierde la informacién de salida en el caso de destruccién
parcial de la red.

- Operacion en tiempo real: debido a que las unidades estan conectadas entre si

de forma sencilla.

Los puntos clave que hay que estudiar al desarrollar un modelo neuronal son tanto la

topologia como el tipo de aprendizaje.
2.4.1.1. Topologia de las redes neuronales artificiales

Consiste en la organizaciéon de las neuronas o unidades de procesamiento en capas.
De esta forma, las RNAs se clasifican en monocapa en las que establecen conexiones
laterales entre las neuronas de la Unica capa que posee la red; y multicapa en las que

las neuronas se encuentran agrupadas en varias capas.

Las neuronas se clasifican en funcion de la capa donde se encuentren (Figura 45):

- Neuronas de entrada: reciben informacién de un estimulo exterior.

- Neuronas ocultas: procesan la informacion recibida.

- Neuronas de salida: tras el procesado de informacion, ésta llega a las “unidades”
de salida para dar respuesta al sistema.

ENTRADAS ; < SALIDA

Capa de
entrada

Capa ] Capa de

oculta salida

Figura 45. Arquitectura general de una red neuronal artificial.

99



Desarrollo de nuevos inhibidores de PDE7

Para un correcto procesado de la informacién se requiere una adecuada arquitectura
de red, nimero de capas y nUmero de neuronas que constituyen cada capa, es decir en
funcion de la informacidén procesada tanto el nUmero de capas como el nimero de

neuronas en cada capa variara con el fin de optimizar el proceso de aprendizaje.

2.4.1.2. Aprendizaje de una red neuronal

El aprendizaje es el proceso por el cual una RNA modifica sus pesos como respuesta
a la informacion de entrada. Los cambios que se producen durante el proceso de
aprendizaje son los de destruccion, modificacidn y creacion de nuevas conexiones entre
neuronas. El proceso de aprendizaje termina cuando los valores de los pesos
permanecen estables con el tiempo (dW;/ dt = 0).

Los criterios por los que se modifican los valores de los pesos determinan la regla de
aprendizaje. Se consideran dos tipos de reglas: aprendizaje supervisado y no
supervisado, cuya diferencia fundamental es la existencia o no de un agente externo
(supervisor) que controle dicho proceso.

Aprendizaje supervisado. El proceso se realiza mediante un entrenamiento
controlado por un agente externo que comprueba la respuesta que deberia producir la
red a partir de una entrada determinada. Cuando la respuesta no es la deseada, se
procedera a modificar los pesos de las conexiones hasta obtener una salida mas
aproximada a la real. La aproximacion mas utilizada consiste en correccion de error, es
decir, ajustar los pesos de las conexiones de la red en funcién de la diferencia entre los
valores reales y los obtenidos en la salida de la red.

Aprendizaje no supervisado. El proceso no requiere un supervisor para ajustar los

pesos de las conexiones. Por lo que la red no recibe informacion del exterior (Figura 46).

A)
B)
Evaluacion Auto-evaluacion
del supervisor
i )
Y
Red Neuronal _ Red N_e.uronal -~
Artificial - Artificial
Entrada Salida Entrada Salida

Figura 46. Diferencias entre aprendizaje supervisado (A) y no supervisado (B).
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2.4.2. Protocolo del desarrollo de un modelo basado en RNAs

El protocolo empleado en el desarrollo de un modelo de RNAs consta principalmente
de cuatro pasos claves: a) recopilacion de los datos tanto de entrada como de salida; b)
codificacién de los datos a un cédigo numeérico; c) desarrollo del modelo de red neuronal
y d) validacion del modelo.

En el caso concreto del modelo de red neuronal desarrollado para predecir la
actividad inhibitoria frente a PDE7, la métodologia llevada a cabo para la obtencion del

mismo, se encuentra recogida en la Figura 47.

Conjunto de datos

Generacion de la
matriz topoldgica para
cada compuesto

Actividad bioldgica
C|50, LOgC|5o

red de prediccion

o0 0 ¢ Entrenamiento de la
I | .|

Salida Obtencion de los parametros
topologicos

Figura 47. Esquema general del desarrollo de un modelo de red neuronal artificial.

- Conjunto de datos. Tras llevar a cabo una busqueda bibliogréafica, se escogieron
92 compuestos inhibidores de PDE7 cuya actividad biologica se expresaba como Clsp.

Asi, los inhibidores I-1 a 1-92 pertenecen a un grupo variado de familias como

117

tiadiazoles™® 7, bencenosulfonamidas®, quinazolinas®, tiazoles'®® y derivados

118, 120, 121, 124

espirotriciclicos , entre otros (Figura 48 y Anexo 1).
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Figura 48. Inhibidores de PDE7 seleccionados.

Los valores de actividad se emplearon en los modelos teéricos de forma cuantitativa
y cualitativa:
- Como valores cuantitativos se utilizé la actividad frente a PDE7 expresada como

el logaritmo de la concentracion inhibitoria 50 (LogCls).
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- Como valores cualitativos se asignoé el valor (1) al rango de actividad que abarca
los valores menores que 0.1 uM, (0) comprende los valores de actividad entre

0.1y 1 uMy (-1) incluye los valores mayores de 1.1 uM.

Por otra parte, sobre el conjunto de datos inicial se formaron grupos diferentes al azar
con el objeto de obtener un conjunto de entrenamiento (training) para el proceso de
aprendizaje y un conjunto de prediccion (test) con compuestos externos o
independientes del conjunto de entrenamiento, para comprobar la capacidad predictiva

de los modelos.

- Codificacion de las estructuras. Como se ha comentado anteriormente, la
codificacién de las estructuras quimicas a un cédigo numérico es necesaria para el
establecimiento de un modelo QSAR con el fin de establecer una relacion matematica
con la propiedad a estudiar (en nuestro caso, la actividad bioldgica). La codificacion del
conjunto de inhibidores de PDE7 seleccionados (I-1 a 1-92) se ha llevado a cabo

empleando el programa CODES®*

, creado en el Instituto de Quimica Médica por el
Prof. Manfred Stud. El objetivo del programa es codificar las moléculas a valores
numéricos para poder predecir las propiedades que poseen. La codificacién tiene en
cuenta tanto la naturaleza de los atomos, el tipo de enlace, la conectividad como los
centros quirales. CODES® define la estructura quimica a dos niveles: el primero lo forma
el espacio topolégico donde queda definida la estructura quimica de la molécula y el
segundo nivel esta constituido por un espacio neuronal, que no es mas que la definicion
formal de RNA (Figura 49). Ambos niveles quedan definidos matematicamente, de
manera que se crea una relacion entre cada punto (&tomo) del espacio topoldgico y una
unidad (neurona) del espacio neuronal, y cada relacion binaria (enlace) se corresponde

con una conexion activadora o inhibidora de dicho espacio neuronal.

s
) 2 Adi
Molécula @ =———>» | -« 5 Codigo
C
3
N "N,
Espacio topoldgico <«—— Espacio neuronal <«—» Proceso

Figura 49. Relacion entre los distintos elementos que configuran CODES®.

103



Desarrollo de nuevos inhibidores de PDE7

Las relaciones binarias o enlaces se traducen en el espacio neuronal como
conexiones entre sus neuronas cuyos pesos se cuantifican como (1) para enlaces
simples, (2) para enlaces dobles, (3) para enlaces triples, (1 + 1/2) para enlaces

aromaticos y (-1) para los atomos no enlazados (Figura 50).

N5

-1

Figura 50. Valor numérico de las conexiones entre las neuronas de CODES® de la S-

metilisotiourea.

En base a la Teoria de Gestalt'®®

, teorfa en la que se basa el programa CODES®, las
neuronas interaccionan entre si hasta alcanzar un estado de equilibrio, donde los
valores de actividad de sus neuronas ya no varian. Cuando se alcanza el estado de
equilibrio, CODES® recoge los valores de activacién de cada neurona del espacio
neuronal que corresponden con cada atomo de la molécula. Puesto que es un proceso
secuencial y discontinuo, para cada iteracion obtenemos un vector de actividades. El
conjunto de vectores obtenido desde el inicio hasta el estado de equilibrio se agrupa
para obtener la matriz dindmica, donde cada vector representa una iteracion. El dltimo
vector recoge el estado del equilibrio de la red.

El proceso de codificacibn comienza a partir del cédigo SMILES (simplified molecular
input line entry specification)™®® **” de cada estructura (Anexo 1) que se introduce en el
programa CODES® generandose la matriz dinamica. Las dimensiones de las matrices
vienen dadas por el nimero de atomos de cada estructura y por el nidmero de
iteraciones necesarias para alcanzar el estado de equilibrio del proceso de codificacién
(Figura 53).

Asi, dado que la matriz de cada inhibidor de PDE7 presenta dimensiones distintas
puesto que presentan distintos nUmero de atomos, es necesario transformar esta matriz
en un mismo numero de variables para poder homogeneizar las dimensiones del
conjunto de datos (Figura 52). Para ello, se empleé la estrategia de comprimir la matriz
dindmica de CODES® en un menor nimero de variables (reduccién de dimensiones
mediante RNASs). La reduccion de dimensiones radica en disminuir la complejidad de un

sistema sin alterar sus caracteristicas intrinsecas ni su naturaleza.
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Archivo Acciones Acerca de

CODES ::
Lista de moléculas Matriz numérica CODES Projecto: Compuestos Sintasa Molecula: Compuesto 1
\Atomo: C1 Atomo: 52 Atomo: C3 Atomo: N4 Atomo: N5 =
& Compuesto 11 0,4975000208331 0,497500020833 0,4975000208331 0,4975000208331 0,4975000208331
& Compuesto 2 0,596804554854¢ 0,596804554854 0,5968045548545 0,5968045548545 (,5968045548545
& Compuesto 3 0,6123687402667 0,612368740266 0,6123687402663 0,6123687402663 0,6123687402663
& Compuesto 4 0,614480421118¢ 0,614480421118 0,6144804211186 0,6144804211186 0,6144804211186
& Compuesto 5 0,614713969021< 0,614713969021 0,6147139690214 0,6147139690214 0,6147139690214
& Compuesto 6 0,61472608459710,614726084597 0,6147260845971 0,6147260845971 0,6147260845971
& Compuesto 7 0,614722142248¢ 0,614722142248 0,6147221422489 ,6147221422489 0,6147221422489
& Compuesto 8 0,614720167538(0,614720167538 0,6147201675380 0,6147201675380 0,6147201675380
& Compuesto 9 0,6147195478%94 0,614719547894 0,6147195478944 (,6147195478%44 0,6147195478944

& Compuesto 10 0,614719380620¢ 0,614719380620 0,6147193806208 0,6147193806208 0,6147193806208
& Compuesto 12 |0 614719338645¢ 0,614719338645 0,6147193386458 0,6147193386458 0,6147193386458
& Compuesto 13 | 0,614719328544; 0,614719328544 0,6147193285447 0,6147193285447 0,6147193285447
& Compuesto 14 | 0,514719326176¢ 0,614719326176 0,6147193261768 0,6147193261768 0,6147193261768
& Compuesto 15 0,6147193256317 0,614719325631 0,6147193256313 0,6147193256313 0,6147193256313
& Compuesto 16 |0 614719325507; 0,614719325507 0,6147193255072 0,6147193255072 0,6147193255072 -
& Compuesto 17 | 0,61471932547910,614719325479 0,6147193254791 0,6147193254791 0,6147193254791
& Compuesto 18 0,614719325472¢ 0,614719325472 0,6147193254728 0,6147193254728 0,6147193254728
& Compuesto 19 0,61471932547 1 (0,614719325471. 0,6147193254714 0,6147193254714 0,6147193254714 -

O+ =@

~

S
HNA\NHZ C————— = CS8C(N)=N  ——
Cadigo Introduccién de “==Generacion
SMILES datos en CODES de la matriz

Figura 51. Generacién de la matriz dinamica de la S-metilisotiourea desde su codigo
SMILES.

. 4 ANEEEFEA NS

x " f, * — CODES |— e Estructuras codificadas

iR e R T en 4 variables

Conjunto de moléculas Reduccién de dimensiones

Figura 52. Métodologia de obtencién de las variables codificantes para cada estructura.

Durante el proceso de la reduccién de dimensiones, se utilizd una red neuronal
artificial de retropropagaciéon de error mediante aprendizaje supervisado, tipo
ReNDeR'® (reversible nonlinear dimensionality reduction) en el que se consigue reducir
un conjunto de datos de cualquier dimensién a un pequefio nimero de variables
previamente seleccionado. Esta red se compone de una capa de entrada, una de salida

y de tres capas ocultas, siendo su arquitectura simétrica del tipo (AxXR)-c-h-c-(AXR). Asi,
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(AXR) es la capa de entrada y de salida que representa a la matriz de CODES®,
conteniendo tantas neuronas como columnas tiene la matriz o lo que es lo mismo,
namero de 4&tomos que contiene la estructura. Por otra parte, ¢ son dos capas ocultas
gue poseen un numero de neuronas equivalentes a un tercio del nimero de neuronas
de la capa de salida o entrada. Y h es la tercera capa oculta que representa el nimero

elegido de variables en las que se quiere reducir la matriz (Figura 53).

¥ (AXR) Capa de entrada

7z
- (c) Capa oculta

(AXR) Capa de salida

Figura 53. Estructura de una red neuronal artificial tipo ReNDeR.

130, 199

Basandose en estudios previos con redes neuronales artificiales , se decidi6

reducir la matriz de CODES® a 4 variables o nodos (Anexo 2).

- Desarrollo y validacion de los modelos neuronales. Tras haber obtenido los
descriptores moleculares, el siguiente pasd consisti6 en el establecimiento de los
modelos tedricos de manera que se pudieran relacionar los descriptores de los
compuestos con su actividad biolégica con el objeto de encontrar un modelo capaz de
predecir la actividad biolégica de nuevos inhibidores de PDE7. Las etapas de desarrollo
y validacion de los modelos no son procesos independientes sino que son procesos
iterativos que tienen como obijetivo ir optimizando los modelos desarrollados. Por ello,
para una clara descripcion y compresién del proceso, los pasos desarrollo y validacion

se detallaran conjuntamente.

Para el desarrollo de estos modelos neuronales se empled una red neuronal FFNN
(feed forward neural net) cuyas conexiones son hacia delante con retropropagacion de
error y mediante aprendizaje supervisado. Se siguieron dos estrategias distintas: modelo
individuales y conjuntos de redes neuronales (NNE o neural network emsembles®®).

- Modelos individuales. Por un lado se llevaron a cabo reentrenamientos

individuales (tipo 1) en donde el modelo seleccionado se reentrena
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independientemente varias veces y por otro lado se llevaron a cabo
reentrenamientos consecutivos (tipo 2) donde el modelo seleccionado se
reentrena una vez, el modelo obtenido vuelve a reentrenarse y asi
sucesivamente hasta cinco reentrenamientos consecutivos (Figura 54).

- Conjunto de redes®®, en este caso, el dato de salida se obtiene del valor
promedio de los datos de las redes que componen el modelo. Se llevaron a cabo
variaciones en el niumero de redes que componen cada modelo asi como
variaciones en los parametros de entrenamiento de las redes. Por otro lado, en
la obtencién del conjunto de redes se siguieron dos estrategias: variando la

velocidad de entrenamiento (via B) y sin variar (via A).

REENTRENAMIENTOS SUCESIVOS

TIPO 1 TIPO 2

Reentrenamiento Reentrenamiento Reentrenamiento

U@\U@U@

% exclusion

Compuestos excluidos -

Reentrenamiento Reentrenamiento  Reentrenamiento

] O @U@UU

% exclusion

Compuestos excluidos - -

Figura 54. Método de obtencion de los modelos de redes neuronales artificiales

individuales.

La validacion de los modelos se realiz6 mediante validacién interna y externa.
Mediante la validacién interna, la red elimina aleatoriamente del conjunto de
entrenamiento un nimero reducido de compuestos. Estos van a ser predichos por la red
a medida que transcurre el entrenamiento e ird informando de la capacidad predictiva de
la red. Mediante la validacion externa, el modelo es evaluado con nuevas estructuras
desconocidas por la red. La evaluacion de cualquier modelo tedrico es un paso clave y
necesario para posteriormente poder utilizar el modelo desarrollado.

Todos los modelos tedricos desarrollados en este trabajo se evaluaron de la

siguiente forma:
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(i) Calidad estadistica del modelo, mediante el coeficiente de correlaciéon (r), la
desviacion estandar (s), y el coeficiente de validacion cruzada (r’).

(i) Validacién interna para evaluar la robustez del modelo.

(i) Validacion externa o prediccion de un conjunto externo e independiente al de
entrenamiento para validar la capacidad predictiva del modelo en base a los
siguientes parametros: compuestos inactivos mal clasificados (FAR, indice de falsa
alarma), compuestos bien clasificados (FC, fraccion correcta) y compuestos activos

bien clasificados (POD, probabilidad de deteccion).

Asi, para obtener las condiciones y arquitecturas éptimas, se llevé a cabo en primer
lugar un barrido variando el nimero de neuronas ocultas apropiado para el nimero de
compuestos que formaban la red, las condiciones de entrenamiento (pardmetros como
namero de ciclos, porcentaje de exclusion asi como velocidad de entrenamiento) (Figura
55).

FEENFNNSNEFNENEEE . — I—DQ ClSD
LY L) e
Estructuras codificadas
A — 4 bl 7-9 ocultas
i T en 4 wvariables Py o

sesessensssnenes \\w

Figura 55. Arquitectura de los modelos predictivos.

Todos los modelos desarrollados se llevaron a cabo teniendo en cuenta el factor p'®
201 202 nara disefiar la arquitectura de la red. Este factor se define con la siguiente

formula:

n

(E+1)xO0+(0+1)x5

Donde n es el numero de compuestos que forman la red, E es el numero de
descriptores o neuronas que forman la capa de entrada, O es el nUmero de neuronas de
la capa ocultay S es el nUmero de neuronas de salida.

Los valores entre los que debe oscilar el factor p para desarrollar un modelo de
calidad son entre 1.8 y 2.2?%, Este factor permite orientar el desarrollo de un modelo

predictivo con el fin de evitar situaciones de sobreentrenamiento (valores por debajo de
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1) en donde la red ha memorizado los datos o por el contrario de falta de capacidad de

generalizar (valores por encima de 3).

2.4.3. Resultados de los modelos de RNAs obtenidos

Durante el desarrollo de los modelos para predecir la actividad frente a PDE7, para
que éstos respondieran a un valor adecuado del factor p, se modificaron las neuronas
de la capa oculta, mientras que la capa de salida presenté siempre una Unica salida
correspondiente a la actividad biologica.

Para cada conjunto de entrenamiento se realiz6 un estudio sistematico del proceso
de aprendizaje. En el primer paso de dicho aprendizaje se llevé a cabo un barrido de
arquitecturas atendiendo al nimero de neuronas ocultas y al nimero de compuestos
gue forman la red. Una vez elegida la mejor arquitectura (4:x:1, donde x varia de 7 a 9),
los modelos siguieron dos métodologias diferentes.

En la Tabla 23 se recopilan los modelos obtenidos mediante la estrategia de
modelos individuales (estrategia 1). Se muestran los parametros estadisticos y de
validaciéon. Los modelos obtenidos empleando la primera estrategia muestran
parametros estadisticos correctos en el proceso de entrenamiento (r? entre 0.99-0.74).
Sin embargo, cuando nos trasladamos a los resultados obtenidos para el conjunto de
validacién externa o test, los resultados empeoran significativamente (r* entre 0.25-
0.68).

Analizamos el modelo 1, el cual presenta los mejores parametros estadisticos en
términos cualitativos (inactivos -1, activos +1 y moderados 0). Los porcentajes de
clasificacion correcta del modelo para las tres categorias en el conjunto de

entrenamiento y de prediccion (validacion externa) se muestran en la Tabla 24.
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Tabla 23. Parametros de validacion de los modelos individuales de PDE7.

Modelo  Estrategia Arquitectura R®/SD entrenamiento n V.1*  R°/SD test
1 Modelo inicial 4:7:1 0.74/ 0.38 70/22 70% 0.68/0.34
2 Trl/ tipo 1 4:7:1 0.78/ 0.37 49/43 ND 0.62/ 0.33
3 Trl/ tipo 2 4:7:1 0.99/0.01 59/33 100% 0.50/0.34
4 Modelo inicial 4:7:1 0.80/ 0.33 70/22 70%  0.38/0.46
5 Tr4/ tipo 1 4:7:1 0.74/ 0.38 67/25 ND 0.51/0.50
6 Tr4/ tipo 2 4:7:1 0.99/0.01 75/17 100% 0.45/0.56
7 Modelo inicial 4:8:1 0.78/ 0.38 70/22 80%  0.25/0.81
8 Tr7/ tipo 2 4:8:1 0.99/0.01 49/23 100% 0.45/0.56

N: nimero de compuestos entrenamiento/test
V.I%: prediccion correcta de la validacion interna.
ND: no determinada porque el modelo final carece de validacion interna.

Tr: reentrenamiento del modelo seleccionado.

Tabla 24. Andlisis de la clasificacion por categorias en el conjunto de entrenamiento y

en el conjunto de prediccion del modelo 1.

Conjunto de entrenamiento Conjunto de prediccion

Experimental

Predicho | Inactivo Moderado Activo Inactivo Moderado Activo
Activo 9% 8% 75% 5% 27% 60%

Moderado | 31% 55% - 55% 46% -
Inactivo 60% 37% - 40% 26% -

De acuerdo a los indices estadisticos obtenidos, el modelo 1 muestra valores bajos
de activos bien clasificados (FC) tanto en el conjunto de entrenamiento como en el
conjunto de prediccién, asi mismo, el modelo 1 muestra un porcentaje importante de
compuestos inactivos mal clasificados (FAR). Por lo tanto, este modelo no posee buena
capacidad predictiva (Tabla 25).

Teniendo en cuenta estos resultados, nos propusimos mejorar la prediccion
empleando la estrategia de conjunto de redes (estrategia 2). Para ello, elegimos el
conjunto de datos de la mejor red obtenida con la primera estrategia (modelo 1). Se
hicieron diferentes conjuntos de redes. Cada conjunto de redes fue obtenido variando
pardmetros como porcentaje de exclusion, nimero de neuronas ocultas, velocidad de
entrenamiento, etc. Los resultados obtenidos con esta segunda estrategia se presentan
en la Tabla 26.
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Tabla 25. indices estadisticos del conjunto de entrenamiento y del conjunto de

prediccion del modelo 1.

Conjunto de Conjunto de
entrenamiento prediccion
Fraccion correcta (FC) 100% 45%
indice de falsa alarma (FAR) 0% 27%
Probabilidad de deteccion (POD) 98% 96%

Tabla 26. Parametros de validacion de los modelos NNE de PDE?7.

Modelo  Estrategia N°redes % exclusién R®/SD entrenamiento R°/SD test
NNE 1 NNE A 5 50% 0.78/0.30 0.60/ 0.28
NNE 2 NNE A 10 50-30% 0.77/0.38 0.53/0.35
NNE 3 NNE A 20 50-30% 0.85/ 0.25 0.70/ 0.23
NNE 4 NNE B 5 30% 0.80/ 0.28 0.65/0.28
NNE 5 NNE B 10 30% 0.80/ 0.26 0.34/0.29
NNE 6 NNE B 20 30% 0.87/0.22 0.44/ 0.34

El modelo NNE 3 presenta buenos resultados estadisticos en la prediccion tanto en el

conjunto de entrenamiento como en el test. A continuacion, se detallan en las Tablas 27

y 28 los resultados del proceso de entrenamiento y de prediccidén (validacién externa)

del modelo NNE 3, respectivamente.

Tabla 27. Conjunto de entrenamiento del modelo NNE 3.

Andlisis cuantitativo

Andlisis cualitativo

Comp. LogClxg Tedrico Experimental Teorico
1-92 -1.200 -0.696 1 0
1-91 -1.522 -1.801 1 1
1-90 -1.657 -1.378 1 1
1-89 -1.161 -1.267 1 1
1-88 -0.327 -0.279 0 0
1-87 -0.031 -0.172 0 0
1-86 -0.251 0.169 0 -1
I-85 -0.259 -0.377 0 0
1-83 -0.638 -0.378 0 0
1-81 -0.060 -0.154 0 0
1-80 -1.045 -0.665 1 0
I-79 -0.699 -0.479 0 0
1-78 -0.154 -0.169 0 0
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Anélisis cuantitativo Anélisis cualitativo
Comp. Log Clgg Tedrico Experimental Tedrico
I-75 -1.568 -1.132 1 1
I-74 -0.795 -0.541 0 0
I-73 -0.585 -1.148 0 1
I-72 0.117 -0.320 -1 0
I-71 0.342 0.119 -1 -1
I-70 0.230 0.132 -1 -1
1-69 0.212 0.344 -1 -1
I-68 -1.096 -1.385 1 1
I-67 0.255 -0.085 -1 0
I-66 0.469 -0.062 -1 0
I-65 0.278 -0.195 -1 0
1-64 0.021 0.219 -1 -1
1-63 -1.055 -1.417 1 1
1-62 -0.721 -0.974 0
1-61 0.217 -0.259 -1 0
I-60 -0.721 -0.345 0 0
I-59 -0.214 -0.045 0 0
I-58 -0.508 -0.249 0 0
I-57 -1.070 -0.802 1 0
I-56 -0.420 -0.752 0 0
I-54 -0.721 -0.561 0 0
I-52 -1.356 -1.399 1 1
I-51 -1.853 -1.456 1 1
I-50 -1.721 -1.777 1 1
1-49 -1.619 -1.266 1 1
I-47 -1.677 -1.345 1 1
I-46 -1.699 -1.488 1 1
I-45 -1.602 -1.066 1 1
I-44 -1.886 -1.532 1 1
I-40 -0.920 -0.723 0 0
1-39 -0.221 -0.570 0 0
I-38 -0.075 -0.116 0 0
I-36 -0.102 -0.016 0 0
1-34 -0.408 -0.635 0 0
1-33 -1.853 -1.611 1 1
1-32 -1 -0.456 1 0
1-31 -1.376 -0.940 1 0
I-30 -0.397 -0.402 0 0
1-29 -0.671 -0.549 0 0
I-28 0.209 -0.125 -1 0
I-27 -0.804 -0.608 0 0
I-26 -0.014 -0.257 0 0
I-25 -1.420 -1.724 1 1
1-23 -1.795 -1.333 1 1
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Anélisis cuantitativo Anélisis cualitativo
Comp. Log Clgg Tedrico Experimental Tedrico
I-22 -2.455 -2.068 1 1
I-21 -2.397 -2.065 1 1
1-19 -1.259 -0.764 1 0
I-18 0 -0.383 0 0
I-17 -1.102 -0.858 1 0
I-16 -1.221 -1.487 1 1
I-15 -1.522 -1.228 1 1
I-12 -1.055 -0.891 1 0
I-10 -0.853 -0.554 0 0
1-9 0.176 -0.065 -1 0
-8 -1.920 -1.904 1 1
I-3 -2 -1.783 1 1
-2 -1.585 -1.527 1

Tabla 28. Conjunto de prediccion del modelo NNE 3.

Andlisis cuantitativo Andlisis cualitativo
Comp. Log Clsg Teobrico Experimental Tedrico
1-84 0.176 -0.149 -1 0
1-82 -0.619 -0.958 0 0
I-77 -0.537 -0.393 0 0
I-76 0.113 -0.283 -1 0
I-55 -0.376 -0.894 0 0
I-53 -0.920 -1.220 0 1
1-48 -1.585 -1.211 1 1
1-43 -0.677 -0.745 0 0
1-42 -0.795 -0.751 0 0
I-41 -0.795 -0.320 0 0
1-37 -0.008 -0.562 0 0
I-35 -1.180 -0.713 1 0
I-24 -1.823 -1.343 1 1
I-20 -1.958 -1.298 1 1
I-14 -1.853 -1.364 1 1
I-13 -1.284 -1.107 1 1
I-11 -1.522 -1.129 1 1
I-7 -1.795 -1.205 1 1
I-6 -0.769 -0.597 0 0
I-5 -1.494 -1.154 1 1
I-4 -0.920 -1.231 0 1
I-1 -0.823 -1.173 0 1
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El porcentaje de aciertos en el conjunto de entrenamiento y el porcentaje de aciertos
en el conjunto de validacion externa, tienen un valor por encima del 75%. Los
porcentajes de clasificacion correcta del modelo NNE 3 para las tres categorias (activos
1, moderados 0 e inactivos -1) en el conjunto de entrenamiento y de prediccion

(validacion externa) se muestra en continuacion (Tabla 29).

Tabla 29. Andlisis de la clasificacion por categorias en el conjunto de entrenamiento y

en el conjunto de prediccién del modelo NNE 3.

Conjunto de entrenamiento Conjunto de prediccion

Experimental

Predicho Inactivo Moderado Activo | Inactivo Moderado Activo
Activo 10% 3% 71% - 24% 88%

Moderado 54% 93% - 100% 75% -
Inactivo 36% 4% - - 1% -

De acuerdo a los indices estadisticos, el modelo NNE3 muestra valores mas altos de
aciertos (FC) en el conjunto de entrenamiento y en el conjunto de prediccion, asi como
valores menores de falsos negativos (FAR) que el modelo 1 previamente descrito (Tabla
30).

Tabla 30. Indices estadisticos del conjunto de entrenamiento y del conjunto de

prediccion del modelo NNES3.

Conjunto de Conjunto de
entrenamiento prediccion
Fraccion correcta (FC) 76% 2%
indice de falsa alarma (FAR) 2% 18%
Probabilidad de deteccion (POD) 98% 100%

Viendo los resultados obtenidos de los distintos modelos de redes neuronales, se
puede concluir que el modelo NNE3 desarrollado mediante la estrategia NNEA y
teniendo en cuenta los valores de actividad cualitativos es el mejor modelo ya que
constituye una mejora considerable sobre el modelo anterior con una capacidad
predictiva del 82% y el 74% en los conjuntos de entrenamiento y prediccion
respectivamente. Por otra parte, la utilidad de este modelo de red neuronal reside en su
utilizacion para identificar nuevas moléculas con actividad inhibitoria frente PDE7, diana

terapéutica novedosa para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
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2.4.4. Cribado virtual

Continuando con nuestros esfuerzos en desarrollar nuevos inhibidores de PDE7
como farmacos innovadores para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas,
nos planteamos el uso del modelo de red neuronal NNE3 para identificar nuevos
inhibidores de esta enzima, mediante cribado virtual de la quimioteca de compuestos de
nuestro grupo de investigacion. Con el fin de seleccionar candidatos orientados a
convertirse en farmacos para el tratamiento de enfermedades del SNC, se emplearon
diversos filtros basados en propiedades fisicoquimicas encaminadas a considerar las

propiedades farmacocinéticas de los componentes de la quimioteca (Figura 56).

Cidimicteca 715 moléculas
Feglas de Lipinski

Faso de BHE

rediccion de la inhibician de PDE
con el modelo MNES

Disponibilidad v pureza (=95%)

{Zrihado experimental

Figura 56. Proceso de identificacion de nuevos inhibidores de PDE7 basado en el

modelo de red neuronal NNE3.
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Las estructuras empleadas para llevar a cabo el cribado virtual provinieron de la
guimioteca de nuestro grupo, formada por 715 compuestos pertenecientes a un grupo
variado de familias.

Como se ha comentado en la introduccion, en el proceso tradicional de investigacion
farmacéutica, la causa principal de que un candidato a farmaco fracase durante su
desarrollo son unas malas propiedades farmacocinéticas (absorcion, metabolismo,
distribucion y excrecion). Por ello, es fundamental una prediccién temprana de estas
propiedades durante el desarrollo. Actualmente, con el fin de minimizar la utilizacion de
los animales de experimentacion y agilizar el tiempo de desarrollo de un farmaco, se
han disefiado diversos métodos predictivos que permiten un calculo tedrico de este tipo
de propiedades. Entre ellos, destacan los métodos computacionales que se utilizan
habitualmente con gran éxito para predecir propiedades tipo farmaco. Dentro de los
métodos computacionales, destacan aquellos que emplean filtros basados en las
propiedades fisicoquimicas. Uno de estos filtros se corresponde con las reglas de
Lipinski®®*. De acuerdo con estas reglas, para que un candidato a desarrollo se pueda
administrar por via oral debe presentar las siguientes caracteristicas:

- LogP <5

- Peso molecular <500 g/mol

- Aceptores de puentes de hidrégeno <10

- Donadores de puentes de hidrogeno <5

Se considera que un compuesto que no satisfaga dos o mas de estos criterios, tiene
una baja probabilidad de convertirse en un buen farmaco. Ademas, normalmente esta
regla se extiende con la condicion de que el nimero de enlaces rotables sea inferior a
10.

Asi, en este primer filtro, se eliminaron aquellas estructuras que no tuvieran
propiedades tipo farmaco. De las 715 moléculas de la quimioteca, 648 (90.6%)
cumplieron las reglas de Lipinski y por tanto, a priori serian biodisponibles.

Otro de los filtros generales empleados fue la prediccion del paso de barrera
hematoencefalica, fundamental para aquellas moléculas que deben ejercer su accién en
el SNC. La gran mayoria de los compuestos capaces de atravesar la BHE emplean la
difusion pasiva®. Dado que algunas propiedades fisicoquimicas como el peso
molecular, el coeficiente de particion (LogP) asi como el nUmero de dadores o aceptores
de puentes de hidrogeno, estan involucradas en la penetracion de los farmacos al SNC

por difusion pasiva®®® %

, Se emplearon métodos computacionales de prediccion de paso
de BHE, como el célculo de LogBB, basado en dichas propiedades fisicoquimicas

(Anexo 3).
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Asi, si LogP — (N+O) > 0 o bien si (N+O) < 5, entonces el valor de LogBB seria
positivo. Siendo (N+O) el nimero de a&tomos de nitrégeno y oxigeno.

Si LogBB tiene un valor positivo, entonces se considera una alta probabilidad de
atravesar dicha barrera por difusién pasiva.

De acuerdo a esta férmula, se calculé el LogBB para las 648 moléculas que cumplian
las reglas de Lipinski, de éstas s6lo 220 (37.9%) presentaron unas propiedades
fisicoquimicas adecuadas para atravesar la barrera hematoencefélica. Finalmente,
empleando el modelo de redes neuronales NNE3, se predijo la actividad inhibitoria
frente a PDE7 de las 220 moléculas seleccionadas (Anexo 4). El protocolo seguido en
este paso fue el mismo que el descrito para el desarrollo del modelo. Los resultados de
actividad biolégica fueron clasificados en términos cualitativos. Asi, aguellas moléculas
cuyo valor de LogCls, predicho era mayor que -0.3 se consideran inactivas, aquellas con
valores entre -0.3 y -1 se consideran moderadas y por ultimo, las moléculas con LogCls,
menor de -1 se considerarian activas frente a PDE7. De estas 220 moléculas, 42 fueron
predichas como activas. Tras esta prediccion y comprobar tanto la disponibilidad fisica
como la pureza por HPLC (> 95%), se identificaron 21 moléculas correspondientes a
diferentes familias para su evaluacién enzimatica.

Tras llevar a cabo las distintas fases del cribado, las 21 moléculas seleccionadas
fueron evaluadas en la Universidad de Santiago de Compostela. Los porcentajes de

inhibicion frente a PDE7 se encuentran recogidos en la Tabla 31.

A la vista de estos resultados, los compuestos VP1.16 y VP0.1, que presentaban un
porcentaje de inhibicion a 10 uM mayor del 65%, fueron identificados como inhibidores
de PDE7 mediante una aproximacién computacional basada en RNAs. Tras el célculo
de su Clso, el derivado de tiofeno VP0.1 no ha sido considerado para un futuro
desarrollo, dada la reciente publicacion de derivados de esta naturaleza como
inhibidores de PDE4°®. Sin embargo, el derivado de iminotiadiazol VP1.16

29 1o soélo ha

recientemente publicado por nuestro grupo como inhibidor de GSK-383
demostrado su capacidad de inhibir PDE7 in vitro sino que ha permitido el
descubrimiento de la familia de los 5-imino-1,2,4-tiadiazoles como inhibidores de esta

enzima (Figura 57).
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Tabla 31. Valores de actividad de los compuestos seleccionados frente a PDE7A.

PDE7A
Comp. % inh@10uM
AC105 18.43
SCO083 8.30
SC005 18.42
SC007 3.73
SC008 10.09
AMO047 60.00
SC119 51.07
CGO015 24.83
CG060 7.36
SC126¢cp 7.06
CG062 2.89
CG067 12.51
CG069 17.96
CG074 10.12
VP1.16 82.00
SC034 7.22
SCO055 1.68
CG093 22.52
EF017 23.82
S033 11.10
VPO.1 72.40

Figura 57. Estructuras identificadas mediante el empleo del modelo NNE3 como
inhibidores de PDE?.

Los ensayos enzimaticos de un gran nimero de compuestos de la familia de los
iminotiadiazoles pusieron de manifiesto valores de Cls, en el orden micromolar,
existiendo una buena correlacion entre los valores predicho por la red y los

experimentales (Tabla 32).
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Tabla 32. Valores predichos y experimentales de Cls, de la nueva familia de inhibidores

de PDE?Y.
o R ® e
VP1.16 Ph Ph CH,COEt Br 1 1.13+0.21 1
VP1.21 Ph Ph H Br 0 1.02 +£0.13 1
VP1.22 Ph Ph (CH2)4CH3 Br 0 1.44 +0.15 0
VP1.32 Ph Ph ciclohex Br 1 1.64 +0.22 0
VP1.14 Ph Ph CH>-3Py 2Br 0 0.38 £ 0.06 1
VP1.15 Ph Ph (CH>),0OH Br 0 1.11 +0.17 1
VP1.43 4-OMePh Ph CH>-3Py 2Br 1 0.86 £0.10 1
VP1.40 4-OMePh Ph (CH,),0OH Br 1 1.50+0.14 0
VP1.41 4-OMePh Ph Ph Br 1 4.36 £0.31 0
VP1.65 4-OMePh Ph CH,COEt Br 0 0.89 £0.09 1
VP1.60 Ph 4-OMePh CH>-3Py 2Br 1 0.85+£0.07 1
VP1.61 Ph 4-OMePh (CH3),0OH Br 1 1.18 £+ 0.15 1
VP1.62 Ph 4-OMePh  CH,COEt Br 1 0.78 £ 0.11 1
VP3.15 Ph Ph (CHy)2Morf 2Br 0 1.59+0.16 0
VP1.23 Ph Ph Ph - 0 3.52+0.42 0
VP2.3 Ph Ph (CH).0H  Cl 0 1.97 +0.29 0
VP2.12 Ph 4-NO2Ph CH>-3Py 2Br 1 0.84 £0.19 1
VP2.15 Ph 1-naftil CH,-3Py 2Br 1 0.87 £ 0.09 1
VP2.32  1-naftil Ph CH,-3Py 2Br 1 1.08 £ 0.15 1
VP2.33  1-naftil Ph (CH,),0OH Br 0 1.24 +0.12 1
VP2.64 Pent Ph CH,-3Py 2Br 0 2.80+0.17 0

(1) fue asignado al rango de actividad que incluye valores menores de 0.1 pM, (0) incluye actividades entre 0.1y 1 uM
and (-1) incluye valores por encima de 1.1 M.

A continuacion, en la Tabla 33 se muestran los porcentajes de clasificacion del

modelo NNE 3 en el conjunto de los compuestos identificados en el cribado virtual.
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Tabla 33. Andlisis de la clasificacion por categorias en el conjunto de compuestos

seleccionados.

Experimental
Activo Moderado
Activo 8/13 1/8
62% 12%
Predicho
5/13 5/8
Moderado
35% 62%

Tras el andlisis de los datos obtenidos, se aprecia un buen porcentaje de prediccion
de los valores experimentales (62%), por lo que el modelo de red neuronal NNE3
constituye una herramienta muy util en la identificacién de nuevos inhibidores de PDE7.
Ademéds, uno de los miembros de esta nueva familia de inhibidores de PDE?7, el
derivado VP1.15 ha mostrado al igual que el derivado de quinazolina 2 previamente
descrito en esta memoria, eficacia en un modelo de dafio medular (SCI, spinal cord
injury). Este estudio se llevd a cabo en el grupo del Prof. Salvatore Cuzzocrea en la
Universidad de Messina, provocando el dafio por lesion trauméatica entre las vértebras
tor4cicas T5-T8. Como se puede apreciar en la Figura 58, la administracion del nuevo
inhibidor de PDE7 provocé una mejora significativa de los sintomas motores respecto a

los animales dafiados que no recibieron tratamiento.

s . —4 scl +vehiculo
—-‘ SCI + VP1.15

Puntuacion
Motora

Dias

Figura 58. Efecto del inhibidor de PDE7 VP1.15 en la funcién motora.

De igual manera que la quinazolina 2, la administracion de VP1.15 mejora las
alteraciones histologicas observadas en los cortes de médula espinal de los animales
tratados con respecto al grupo no tratado y también, se ha podido comprobar que el
tratamiento de los animales con este inhibidor de PDE7 trae consigo una disminucion de

distintos marcadores de neuroinflamacion como TNFa, COX-2, IL-1 e iNOS (Figura 59).
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A) Sham SCI SCI + VP1.15

B) Sham SCl SCI + VP1.15

Figura 59. Alteraciones histoldgicas de la médula espinal en los animales (A). Efecto de
los inhibidores de PDE?7 en la expresion de marcadores inflamatorios (B).

Por lo tanto, se ha desarrollado un modelo de red neuronal que predice la inhibicion
de PDE7 de cualquier identidad quimica con una capacidad de prediccion del 74%. Este
modelo se estableci6 empleando el programa CODES® que define cada molécula a
partir de su representacion en 2D, de forma eficiente y facil. Por otra parte, gracias al
uso de este modelo de red neuronal durante un cribado virtual de la quimioteca de
nuestro grupo de investigacion, se han podido identificar una nueva familia de
inhibidores de PDE7 y demostrar su efecto antiinflamatorio en un modelo de dafio

medular®® 16°,
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3. ESTUDIO COMPUTACIONAL DE PDEY

3.1. ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LAS ISOFORMAS DE PDE7

Con el doble objetivo de conocer por un lado con mayor profundidad el modo de
unidn y las interacciones claves de los inhibidores preparados y por otro, de ser capaces
de disefiar inhibidores selectivos de PDE7 frente a otras PDEs, se propuso un estudio
computacional tanto de PDE7 como de los complejos con los ligandos preparados. El
desarrollo de inhibidores alostéricos permitiria la interaccién de una molécula con un
sitio de union diferente al dominio catalitico, provocando un cambio conformacional y
evitando asi, la unién del sustrato bioldgico en otra ubicacion diferente de la enzima. A
priori, este fendmeno otorgaria selectividad frente a otras proteinas similares.

Desde el punto de vista bioldgico, la interaccion entre diferentes biomoléculas como
proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos o lipidos juega un papel muy importante en
procesos tales como la transduccion de sefiales. Por tanto, para obtener una
interaccion favorable y selectiva que se traduzca en una respuesta efectiva, la
orientacion de las moléculas implicadas es crucial. Dentro del campo farmacéutico, el
conocimiento de la naturaleza de dicha interaccién asi como de su importancia biolégica
es fundamental para predecir la afinidad y la actividad de un candidato a farmaco con el
fin de modular e incluso, potenciar su accion terapéutica®*. De esta forma, el
acoplamiento molecular o docking es una aproximacién computacional que nos aporta
informacion bioldgica importante en el disefio racional de farmacos.

El docking es una técnica que permite modelizar el modo de unién de farmacos a
proteinas y se comenzé a utilizar a principios de la década de los 80%'°. El proceso de
docking (Figura 60) predice tanto la localizacion como la conformacion del inhibidor
dentro del sitio de unidon deseado. Asi, podemos identificar aquellas caracteristicas
moleculares responsables del reconocimiento molecular y predecir las modificaciones
estructurales que podrian mejorar la afinidad por la proteina.

Actualmente existen numerosos algoritmos y programas para llevar a cabo dicho
proceso. En los Ultimos afios, con el objetivo de mejorar los programas de docking, tales
como Autodock®%', DOCK®%*2 0 Gold®** se han desarrollado nuevos algoritmos como
EUDOC?**, SEED**®, SEEDS*° y MM?"'. Independientemente del algoritmo o programa
empleado, uno de los puntos clave en el proceso de docking es el tratamiento de la
conformacion de los ligandos. De igual modo, se debe tratar la flexibilidad del receptor,

aungue no siempre se lleva a cabo debido a que en algunos casos puede llegar a
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empeorar el resultado de los célculos de docking?®, ademéas de incrementar

considerablemente el tiempo de célculo.

4

Energia del complejo no unido

Energia libre
;7™ AG=-RTInK,

de Gibbs

Coordenadas
Figura 60. Aspectos tedricos del proceso de docking®®®. Estudio del complejo [E+I] bajo

condiciones de equilibrio.

El proceso de docking se puede resumir en las siguientes etapas™®:

- Determinacion de las poses

Cada molécula contiene un namero variable de grados de libertad, por ello, hay que
identificar aquellas conformaciones (poses) que sean las mas adecuadas para
adaptarse a la estructura de la proteina (Figura 61). Este proceso debe ser lo més

rapido posible para poder evaluar una gran cantidad de compuestos en un Unico estudio

de docking.
LY T, 5, .
"r% \;3 A, ,;} (2 F...{?i .
-2 5 £ £ LAY
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w2 W o R A
; Y = =y ‘
Ligando Vaalv: g gk Proteina
5 O % F
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Poses ﬂ
s /% Pose + Puntuacion

Figura 61. Analisis de las diferentes poses para una molécula en un proceso de

docking.
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- Funciones de puntuacion o scoring

Se encargan de establecer una jerarquia entre los modos de union predichos a través
de la evaluacion de las interacciones entre los compuestos y la proteina, basadas en
célculos que tienen en cuenta el volumen de las moléculas, las interacciones
electroestaticas y de van der Waals. Adicionalmente, se tienen en cuenta efectos
entalpicos, entropicos y de solvatacion.

A su vez, las funciones de puntuacion se pueden clasificar en tres categorias™®:

- Basadas en campos de fuerza. Emplea potenciales similares a los empleados en
mecénica molecular.

- Basadas en el conocimiento. Sus funciones derivan de los datos experimentales,
asi se obtiene informacién de los contactos entre atomos observados en las
estructuras para posteriormente, calcular energias de union.

- Basadas en regresiones empiricas. Util en la eliminacion de resultados falsos
positivos, mientras que mantiene un gran nimero de compuestos activos (por
ejemplo, el médulo Surflex-Dock®® de Sybyl®).

- Establecimiento de una jerarquia. En este caso, se estima la energia libre de
unién del complejo formado por la proteina y el ligando (cada una de las poses de
una misma molécula), otorgando una puntuacion que viene dada por las

interacciones mas o menos favorables presentes en dicho complejo.

3.1.1. Descripcion secuencial y estructural de PDE7

Debido a la existencia de diferentes tipos de PDEs en nuestro organismo, el disefio
de moduladores alostéricos podria suponer la obtencion de inhibidores selectivos frente
a PDE7 y por tanto, dicha aproximacion supondria una reduccion de efectos adversos
no deseados como resultado de la ausencia de interaccion con el resto de PDEs.

PDE7 muestra alrededor de un 50% de identidad en el dominio catalitico con el resto
de los miembros de la familia de fosfodiesterasas. En la Tabla 34 se muestra el
alineamiento de aquellos residuos mas conservados entre la familia de PDEs dentro del
dominio catalitico. Cabe destacar que el centro activo de todas las PDEs esta delimitado
por cuatro sitios bien definidos: el sitio Q que es donde se encuentra la glutamina
invariable, la regién H o hidrofdbica, la region L y el sitio M donde se encuentran los

metales de la enzima.
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Tabla 34. Alineamiento de secuencias en el sitio de unién del sustrato®.

*159 160 164 200 201 204 273 318 319 321 333 336 340 369 372

PDE1 Y F
PDE2 Y
PDES3 Y
PDE4 Y
PDES Y
PDEG6 Y
Y
Y
F
Y
Y

I
I
I
O
I
<
O
I
—

PDE7
PDES8
PDE9
PDE10
PDE11

I I T T T I T T T T
I I T T T I T T T T
I T T T T T T T T T
O 0O 000000 00
I I T T T I T T T T
r r s —rmrrrr
O 0O 0O 000 0o 0o oo
rmr-—<-rr-rr-r-7r
>nNnzZ2z2Z2»>Z200
>r>< >0N>»> 444>
< - —-—<< < — = =71
MM T<TTT T T T
OO000000000AL0
ST <T T TT T T T

*Los nimeros se refieren a la secuencia de aminoacidos de PDE4D.

3.1.2. Analisis secuencial de las isoformas de PDE7

El alineamiento secuencial es una herramienta Util en la comparacién de proteinas
basada en su secuencia que permite establecer equivalencias entre diferentes
secuencias aunque no presenten un alto grado de identidad, pudiéndose emplear
programas como Clustalw®, Seaview® o T-coffee®, entre otros. La subfamilia PDE7
esta codificada por 2 genes (PDE7A y PDE7B) que dan lugar a las distintas isoformas.
Asi, PDET7A da lugar a la isoforma Al que se distribuye mayoritariamente en el sistema
inmune y también en el pulmoén, la isoforma A2 que se encuentra principalmente en el
corazon, rifién y musculo esquelético y la isoforma A3 que aparece en los linfocitos T
después de su activacion®??# 222 224 Enp cuanto a PDE7B, existe Gnicamente en

humanos y se expresa mayoritariamente en cerebro®® *°

por lo que se le asocia un
papel importante en el proceso de memoria, aprendizaje y plasticidad sinaptica®’.
También puede encontrarse en otros tejidos como pancreas, corazén y musculo
esquelético®® %',

En la Figura 62 se muestra el alineamiento secuencial del dominio catalitico de las
isoformas 7A y 7B, junto con la estructura secundaria presentando un elevado grado de
identidad, alrededor del 70%°** #*°, conservandose los residuos claves tal y como se

puede observar.
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Figura 62. Alineamiento secuencial PDE7A y PDE7B en Clustalw® (H: a-hélices, T:

loops).

3.1.3. Evaluacioén estructural de las isoformas de PDE7

El alineamiento o superposicion estructural de proteinas permite establecer
similitudes entre diferentes estructuras tridimensionales, empleandose plataformas
como DALI®, Mammoth® o Pymol®, entre otros. Como resultado del alineamiento
estructural se obtiene tanto una superposicion de coordenadas atémicas como una
desviacion de las medidas (RMSD) entre las estructuras de las proteinas superpuestas.
En la actualidad, en el Protein Data Bank (PDB) se encuentra la estructura
cristalogréfica de la isoforma PDE7AL en presencia de dos inhibidores, IBMX® (1ZKL) y
el derivado de tioxoquinazolina 15%* (3G3N) resuelta mediante difraccion de rayos X
(Figura 63).
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Figura 63. Dominio catalitico de PDE7A1 con el inhibidor no selectivo IBMX (1ZKL)%.

La estructura cristalogréfica del dominio catalitico de PDE7A vy la quinazolina 15
resuelta por el Prof. Ke de la Universidad de Carolina del Norte puso de manifiesto el
modo de unién de este inhibidor de PDE7 que difiere del modelo de unién de IBMX®, ya
que a pesar de que el sitio de union de esta quinazolina esta rodeado por los mismos
residuos que en el caso del IBMX, no forma el enlace de hidrégeno con el residuo
GIn413 (Figura 64). Esto parece indicar que aunque la existencia del puente de
hidrégeno con este residuo es importante para la actividad, no es indispensable, ya que
el derivado 15 presenta una Clsy de 0.5 uM en comparacion con la presentada por el
inhibidor no selectivo IBMX (Clso de 8.1 uM frente a PDE7).

Figura 64. Complejo cristalogréafico del inhibidor 15-PDE7A® (distancias en A).
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A diferencia de PDETA, la estructura cristalogréfica de la isoforma PDE7B no ha sido
todavia resuelta. Actualmente, Unicamente se dispone de un modelo de homologia para
PDE7B (1LXW)?*®. De acuerdo al alineamiento estructural entre la estructura
cristalografica de PDE7A (1ZKL) y el modelo de homologia de PDE7B llevado a cabo en
Sybyl® (Figura 65), se observa que la conformacién y posicion del dominio catalitico
permanece practicamente invariable (sustitucion de Leu420 en PDE7A por 1le295 en
PDE7B). Por otra parte, las diferencias mas significativas se encuentran en los residuos
que forman parte de los loops (giros que unen a-hélices y 3 -laminas). De manera que
debido a la gran similitud entre ambas, el disefio de inhibidores selectivos frente a
PDE7B seria complicado. De acuerdo a estos resultados, en todos los estudios

computacionales posteriores se empled Unicamente PDE7A.

T1e295

Figura 65. Alineamiento estructural PDE7A y PDE7B en Sybyl®. Estructura secundaria
completa (A). Ampliacion del centro activo de PDE7A (azul) y PDE7B (verde) (B).

3.2. MODELO DE UNION TEORICO DE LOS INHIBIDORES DE PDE7

3.2.1. Estudios cinéticos de unién a PDE7

Con el objetivo de conocer el modo de union a PDE7 de los compuestos obtenidos
en esta memoria, se seleccionaron tanto los derivados del anillo de furano como los
derivados de tioxoquinazolina que presentaron una mayor actividad biologica frente a
PDE7 para llevar a cabo el estudio de su mecanismo de accion. Asi, se realizaron
estudios cinéticos en la Universidad de Santiago de Compostela. Para ello, se midi6 la
inhibicibn enzimatica empleando concentraciones variables de los inhibidores a una

concentracion determinada de AMPc. En el eje de abcisas de las graficas se representa

131



Estudio computacional de PDE7

la inversa de la concentracion de AMPc empleado, mientras que en el eje de las
ordenadas, se representa la inversa de la velocidad de formacién del complejo inhibidor-
enzima. Una vez realizados los estudios de inhibicién, se puede apreciar que en los
derivados 15y 45 se obtuvieron un conjunto de rectas cuyo origen comudn se encontraba
en el eje de ordenadas, es decir, la velocidad de formacién del complejo compuesto-
PDE7 permanece constante a concentraciones variables del inhibidor y por tanto,
presentaria un tipo de inhibicion competitiva. Es decir, el derivado compite con el AMPc
en la union al centro activo. Por otro lado, las quinazolinas 2 y 26 mostraron un tipo de
inhibicion mixta, ya que en este caso el origen comln no se encuentra ni en el eje de
ordenadas ni en el eje de abcisas. Este experimento muestra que existen otros sitios de

union a la enzima ademas del centro activo (Figura 66).
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Figura 66. Grafica de los estudios cinéticos realizados a concentraciones variables de

los derivados de tioxoquinazolina (2, 15, 26 y 45).

Paralelamente, también se llevaron a cabo estudios cinéticos con los derivados de
furano 87 y 69 que condujeron a la obtencion de un conjunto de rectas cuyo origen
comun se encontraba en el eje de ordenadas (Figura 67). Asi pues, estos inhibidores

inhiben la enzima de manera competitiva, uniéndose por tanto, al centro activo.
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Figura 67. Gréfica de los estudios cinéticos realizados a concentraciones variables de

los derivados del anillo de furano (87 y 69).

Dado que los resultados experimentales mostraron una inhibiciébn mixta en el caso de
las quinazolinas 2 y 26, los inhibidores debian unirse tanto al sitio del AMPc como a un
sitio alostérico. Ello llevé a plantear la busqueda de otros posibles sitios de union no
descritos hasta el momento a fin de racionalizar los resultados obtenidos. Por otra parte,
el disefio de inhibidores de PDE7 alostéricos permitiria la obtencion de moléculas

selectivas frente a dicha diana.

3.2.2. Analisis de la superficie de las PDEs

Con el fin de identificar cavidades que puedan considerarse como posibles sitios de
unién de moléculas pequefias en PDE7A, se analizé computacionalmente la superficie
tanto de PDE7 como de otras PDEs

3.2.2.1. Identificacién y analisis de las diferentes cavidades

Existen diferentes programas disefiados para la identificaciéon y el andlisis de
cavidades en superficies de proteinas que difieren en el tipo de algoritmo empleado.
Principalmente existen dos tipos de algoritmos: los basados en las relaciones de

estructura-actividad?®®®

y los evolutivos. Los primeros a su vez se dividen en energéticos
y geométricos®®. Los algoritmos basados en relaciones estructura-actividad tienen en
cuenta la geometria de la superficie de la proteina, identificando posibles cavidades. Los
del tipo evolutivo buscan proteinas con secuencia similar, con el objetivo de encontrar
cavidades conservadas que puedan ser empleadas como diana para el desarrollo de

nuevos farmacos. En nuestro caso, se han empleado algoritmos del tipo geométrico
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para poder determinar posibles cavidades alostéricas que permitan establecer un modo
teorico de union de los derivados activos frente a la diana descritos en esta memoria.

Para la identificacion de cavidades en PDE7, se han empleado dos aproximaciones
diferentes. La primera se llevd a cabo con los programas Fpocket®®*' y Hpocket®
basados en algoritmos geométricos. Y en la segunda aproximacion, se empled el
servidor MetaPocket® v.2.0 que utiliza diferentes algoritmos tanto energéticos como
geométricos.

A grandes rasgos, en el programa Fpocket® se genera una malla de puntos
alrededor de la proteina y se hace crecer esferas en cada punto de la malla hasta que
se encuentran contactos estéricos. A continuacion, se buscan vias de salida a la
superficie. Posteriormente, se identifican las cavidades y se puntdan en funcién de
diferentes propiedades (volumen, hidrofobia, superficie accesible al disolvente). Con
esta informacion se analizan los bolsillos, desechando aquellos que no presentan
propiedades adecuadas.

En nuestro caso, se identificaron cuatro cavidades en PDE7A. En primer lugar, segun
el estudio realizado en las dos estructuras cristalizadas (1ZKL y 3G3N) con Fpocket® y
Hpocket® se encontraron tres bolsillos conservados y con mejor puntuacién a lo largo
de la familia de PDE7A: centro activo (CA) y los bolsillos PA2 y PA3. Por otra parte, a
pesar de que el bolsillo PA4 Unicamente fue detectado en la estructura 3G3N por el
programa FPocket®, se encuentra muy conservado de acuerdo a los resultados del
programa Hpocket®.

El programa HPocket® lleva a cabo una busqueda de proteinas similares mediante
BLAST obteniendo una grafica con las cavidades mas conservadas coloreadas en rojo,
asi como las menos conservadas que se presentan en azul. Es importante resaltar que
el &rea azul no representa una ausencia de cavidad, sino una baja probabilidad de
encontrar una cavidad. Por el contrario, el area roja representa altas probabilidades de

encontrarla (Figura 68).

A continuacién, se empleé el programa MetaPocket® para estudiar los complejos
PDE7A-IBMX (cédigo PDB: 1ZKL) y PDE7A-inhibidor 15 (cddigo PDB: 3G3N) y asi,
comprobar si las predicciones realizadas con Fpocket® eran correctas. Para ello, el
programa MetaPocket® se sirve de diferentes algoritmos (LIGSITE***, PASS?®, Q-
SiteFinder?®® y SURFNET?%') para poder identificar posibles bolsillos. Posteriormente,
las cavidades encontradas se clasifican empleando una funcion de puntuacion (Figura
69).

134



Resultados y Discusion Capitulo 3

PA2

Vista frontal Vista posterior
Figura 68. Exploracion y consenso de las cavidades encontradas en PDE7A (1ZKL) en

HPocket®.

Figura 69. Representacion de las cavidades encontradas por Metapocket® en 1ZKL y
3G3N.
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Analizando los resultados obtenidos con los programas Fpocket® y Hpocket®, y tras
contrastarlos con Metapocket®, se encontraron e identificaron las mismas cuatro

cavidades presentes en PDE7A, ademas del centro activo, mostradas en la Figura 70.

Figura 70. Exploracion y consenso de las cavidades encontradas en PDE7A.

Una vez identificados los posibles sitios de union en PDE7, se realizé el mismo
estudio con las enzimas PDE3 y PDE4 para comprobar si los bolsillos identificados en
PDE7 también se encontraban en otras PDEs. Para ello, se emplearon todas las
estructuras cristalizadas tanto de PDE3 como de PDE4. Tras el estudio mediante
FPocket® de los diversos sitios de union a PDE7 (PA2, PA3, PA4), podemos establecer
diferencias en cuanto a los sitios de unién a la enzima encontrados en las diferentes
estructuras cristalograficas (Tabla 36).

El bolsillo PA2 también se encuentra conservado en PDE4D aunque con un tamafo
ligeramente menor que en PDE7A y esta ausente en PDE3B. La cavidad PA3 que se
encuentra en PDE7A, PDE3B y PDE4B, estd muy expuesta al exterior. Cabe mencionar
gue PA3 presenta un menor volumen y una menor accesibilidad en PDE3B que en el
resto de PDEs. Por otra parte, PDE4D carece de este sitio de unién. El bolsillo PA4 se
localiza en PDE4D y PDE3B, aunque su reducido volumen dificulta la unién de ligandos

en dicha zona. PDE4B carece de este bolsillo.
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Tabla 36. Identificacion de los posibles sitios de union en PDEs.

Enzima PDB CA PA2 PA3 PA4 Enzima PDB CA PA2 PA3 PA4
1ZKL X X X X PDE7B 1LXW X X X X

PDE7A
3G3N X X X X 1F0J X X X -
1MKD X X - X 1R06 X X X -
10YN X X - - 1RO9 X X X -
1PTW X X - X 1ROR X - X X
1Q9M X X - X 1TB5 X X X X
1TB7 X X X X IXLX X - X X
1TBB X X - X 1XLz X X X X
1XOM X X - X 1Xm4 X X X -
1XON X X X X 1XM6 X X X -
1X0Q X X X X 1XMU X X X X
1XOR X X X X IXMY X X X -
1Y2B X - X X 1XNO X X X X
1yaC X X - X 1XOS X X X -
1Y2D X X - X 1XOT X X X -
1Y2E X - - X 1Y2H X X X X

PDE4B

1Y2K X X - X 1Y2J X X X X
1ZKN X X - X 2CHM X X X -
2FMO X X - X 2QYL X - X -

PDEAD 2FM5 X X - X 3D3P X X X X
2PW3 X X - X 3FRG X - X -
2QYN X X X X 3G45 X - X X
3G4G X - X X 3GWT X - X -
3G4l X X - X 3HC8 X X X -
3G4K X X - X 3HDZ X X X -
3G4L X X - X 3HMV X - X X
3G58 X X - X 3KKT X X X -
3IAD X X - - 3LY2 X X X -
3IAK X - - - 300J X - X -
3K4S X - - X 3056 X X X -
3SL3 X X - X 3057 X - X X
3SL4 X X - - 1S02 X - X -

PDE3B

3SL5 X X - - 1S0J X - X X
3SL6 X X X X
3SL8 X X - X
3V9B X X - X
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3.2.2.2. Andlisis de los posibles sitios de union

La inspeccion conjunta de los resultados llevo a seleccionar aquellas cavidades (CA,
PA2, PA3 y PA4) predichas por todos los programas utilizados para su examen
posterior, recogiéndose dichas cavidades asi como sus residuos mas caracteristicos en
funcion de la PDE en estudio. Como cabria esperar, la primera cavidad encontrada por
FPocket® fue el centro activo tanto en el complejo PDE7-IBMX como en el complejo
PDE7-15 (Figura 71).

A)

B)
PDE7A His212 Asn365  Glu4l3  Phe384 Phe416
PDE3B His737 Gly940 Glugg8  Phe959 Phe991
PDE4D His160 Asn321  Glu369  Phe340 Phe372
PDE4B His234 Asn395  Glu443  Phe4l4 Phe446

CA

Figura 71. Sitio de unién CA de 1ZKL (A). Secuencia de aminoacidos del centro activo
en PDE7A, PDE3B, PDE4D y PDE4B.

La segunda cavidad (PA2) encontrada por Fpocket® se encuentra entre las a-hélices
9y 11 de PDE7A (1ZKL) con una puntuacion inferior a la obtenida para el sitio activo.
Sin embargo, la hidrofobia y el volumen son muy similares (Figura 72). El sitio de union
PA2 posee una geometria alargada y estrecha asi como la coexistencia de los
aminoacidos cargados, arginina y acido glutamico, formando un puente salino. De esta
forma, se encuentran favorecidas aquellas moléculas que puedan presentar

interacciones del tipo cation-1r o puentes de hidbigeno con los aminoacidos cargados
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presentes en este sitio de union. Ademas, el reducido volumen de este sitio de unién

favorece la interaccion selectiva de moléculas pequenas.

A)

i
l

o Leu293 |
I L

Glu3ll

B)

PDE7A  Leu293 Arg294 Phe299 Arg307 Met310 Glu3ll
PA2 | PDE4D Leu241 GIn242 Phe249 Arg257 Leu260 Arg261
PDE4B  Leu487 GIn488 Phed495 Arg503 Leu506 Arg507

Figura 72. Sitio de union PA2 de 1ZKL (A). Secuencia de aminoécidos del centro activo
en PDE7A, PDE3B, PDE4D y PDE4B.

El sitio de unién PA3 presenta un volumen mayor que el sitio de unién PA2 (Figura
73). Ademas, este bolsillo se encuentra de forma adyacente al sitio de union PA4
separados por un loop que soporta al residuo de His212 en 1ZKL. Este transfiere su
protén al residuo conservado de acido glutamico durante el proceso catalitico®®”. Su
hidrofobia es similar a la presentada por PA2. Sin embargo, dado que PA3 es una
cavidad mas expuesta al exterior, podria ser menos favorable para alojar ligandos.

Por otra parte, el sitio de union PA4 se encuentra muy conservado en las diferentes
PDEs aunque presenta un tamafio mas reducido (Figura 74). Ademas, cabe destacar
que dicho sitio en 1ZKL se encuentra espacialmente detras del residuo del Glu383 que
recibe el protén del residuo de His212 durante el proceso catalitico. Por lo tanto, cuando
un modulador alostérico interactuase con este sitio de union, cabria esperar que

afectase al mecanismo catalitico de la enzima, disminuyendo por tanto, su actividad.

A)
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Asn213

B)
PDE7A Aspl62 Glyl67 Serl69 Leul70 GIn202 Glu203 Ser207 Asn213 Ala214 Val215
PA3 | PDE3B Val685 Ser692 l1le695 Leu696 Glu728 Asn729 Asp733 Asn738 Arg739 lle740
PDE4B Alal84 Asnl89 Prol91 Leul92 Glu224 Asp225 Ser229 Asn235 Ser236 Leu237

Figura 73. Sitio de union PA3 de 1ZKL (A). Secuencia de aminoéacidos del centro activo
en PDE7A, PDE3B, PDE4D y PDE4B.

A)

PDE7A  Glu383 Asn209 Pro210 Tyr21l His212 His256 Gly258 Val259 His386
PA4 | PDE3B Glu958 1le734 Pro735 Tyr736 His737 His825 Gly827  Arg828 Glu96l
PDE4D Glu339 Vall57 Alal58 Tyrl59 His160 His204 Gly206 Val207 Arg342

Figura 74. Sitio de union PA4 de 1ZKL (A). Secuencia de aminoéacidos del centro activo
en PDE7A, PDE3B, PDE4D y PDE4B.
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Simultaneamente a la identificacion de los diferentes sitios de union es necesaria una
inspeccion visual de dichas cavidades. Estas deben tener un tamafio y forma adecuados
para alojar a los diferentes inhibidores asi como presentar un entorno capaz de
establecer interacciones electrostaticas e hidrofébicas favorables (complementariedad).

En resumen, se puede decir que tras el andlisis de la superficie de PDE7 con el
programa FPocket®, se han encontrado tres sitios de unién ademas del centro activo,

que podrian ser Utiles en el disefio de inhibidores alostéricos de PDE?7.

3.2.2.3. Validacion de los sitios de unidn: estudios de docking

Una vez identificados y analizados los posibles sitios alostéricos de PDE7A, se
propuso estudiar el modo de unién de dos de las familias de compuestos desarrolladas
a lo largo de esta memoria. En el caso de los derivados de tioxoquinazolina los sitios de
unién PA3 y PA4 no fueron tenidos en cuenta en el estudio de docking debido a la
mayor exposicion al exterior del primero y al menor volumen del segundo. Mientras que
en el caso de los derivados del anillo de furano, se tuvo en cuenta Unicamente el centro

activo ya que experimentalmente se habia demostrado que compiten con el AMPc.

Tabla 41. Resultados del estudio de docking preliminar para los inhibidores de PDE7A

seleccionados.

12 Solucién 22 Solucién Clso

Comp. Energiade union Poblacion bolsillo Energia de union Poblacion bolsillo (uM)  Tipo inh.

IBMX -6.36 18% CA -6.36 18% CA 8.1 competitivo
2 -6.91 1% PA2 -6.17 25% CA 4.6 mixto
15 -6.96 21% CA -6.96 21% CA 4.6 competitivo
26 -6.79 17% PA2 -6.45 23% CA 0.5 mixto
45 -6.93 3% CA -6.88 10% CA 0.1 competitivo
69 -8.29 14% CA -7.81 17% CA 5.1 competitivo
87 -8.14 1% CA -7.54 1% CA 3.2 competitivo

Con el fin de establecer y validar un protocolo de docking correcto para poder
estudiar el modo de unién de los inhibidores de PDE7A, se llevaron a cabo estudios
preliminares de docking tanto con la estructura de referencia 1ZKL como con un
conjunto representativo de inhibidores (aquellos derivados cuyos datos experimentales
del estudio cinético eran conocidos) para poder racionalizar las preferencias de unién a
las diferentes cavidades y su competitividad con el AMPc considerando como superficie

a estudiar (grid o malla) la proteina completa. Para ello, se empleé el programa
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Autodock®. Se analizaron todas las soluciones, recogiéndose en la Tabla 41 las dos

soluciones con mejor energia de uniéon y mayor porcentaje de poblacion.

En la Figura 75 se muestra la superposicion tridimensional de las estructuras
experimentales 1ZKL y 3G3N con las soluciones encontradas. En ambos casos, las dos
mejores soluciones encontradas para los inhibidores IBMX y el compuesto 15 se
localizan en el centro activo. En el caso de IBMX, la distancia media cuadratica minima
(RMSD) entre la estructura experimental y tedrica, es de 0.1 A lo que muestra una gran
similitud entre el modo de union experimental del inhibidor y el modo de unién teorico
establecido por el estudio. En el caso del complejo 3G3N en ambas soluciones el
inhibidor 15 se ubican en el centro activo, sin embargo, el RMSD presenta un valor de
3.0 A, ya que los estudios tedricos proponen un modo de unién analogo al del inhibidor
IBMX y, experimentalmente se ha comprobado que el modo de unién del compuesto 15
es diferente®’. De igual modo, estudios tedricos realizados en el grupo del Prof. Luque
de la Universidad de Barcelona también pusieron de manifiesto que el modo de union de
los derivados de tioxoquinazolina era similar al presentado por IBMX en la estructura

cristalogréafica 1ZKL®,

Ile323

Figura 75. Modo de union teérico (azul) en comparacion con el modo experimental
(verde) del estandar IBMX en 1ZKL (A). Comparacioén del modo de union experimental
(rosa) y propuesto (azul) del inhibidor 15 en 3G3N (B).

En base a los resultados obtenidos con ambos inhibidores de referencia y teniendo
en cuenta que estos resultados fueron obtenidos mediante un docking ciego, se podria
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concluir que empleando esta métodologia seria posible estudiar la preferencia de union
de los inhibidores desarrollados en esta memoria.

Respecto a los resultados del docking de los inhibidores estudiados (Tabla 41) se
observa concordancia entre los datos experimentales y teoricos. Asi, los derivados de
tioxoquinazolina 2 y 26 con inhibicion tipo mixta, mostraron dos soluciones posibles. La
primera se correspondia a la cavidad PA2 mientras que la segunda al sitio de union al
sustrato AMPc o centro activo. En la Figura 76 se muestra la orientaciéon del inhibidor 2
dentro del centro activo, en comparacion con el inhibidor no especifico IBMX y del sitio
de union PA2.

Figura 76. Modo de union teérico del derivado 2 (verde) en comparacion con el modo
de unién experimental de IBMX (azul) en 1ZKL (A). Modo de unién propuesto para el
compuesto 2 (B) en el sitio de unién PA2 mostrandose las interacciones mas relevantes

(distancias en angstroms).

A la vista de estos resultados, se observa que el compuesto 2 presenta el anillo de
quinazolina orientado de forma practicamente idéntica al anillo de purina del inhibidor no
selectivo IBMX. Asi, el inhibidor 2 establece interacciones similares al IBMX con los
residuos adyacentes. Por otra parte, el resto de compuestos con inhibicibn competitiva
mostraron Unicamente preferencia por el centro activo. En concreto, en la Figura 77 se
muestra la orientacion del modo de union teérico del derivado de anillo de furano 69 que

presenta en este caso, una inhibicién competitiva de PDE?7.

143



Estudio computacional de PDE7

Figura 77. Modo de unién teorico del derivado 69 (verde) en comparacion con el modo
de union experimental de IBMX (azul) en PDE7A 1ZKL.

Tal y como se observa en la Figura 77, el derivado de furano 69 presenta tanto el
anillo de fenilo unido al furano como éste ultimo orientados de forma paralela aunque no
idéntica al anillo de purina del inhibidor no selectivo IBMX. Esta orientacion permite que
el otro anillo aromatico del inhibidor 69 establezca interacciones con los residuos
hidrofobicos Phe384 e 11e323 de igual manera que la cadena lateral del IBMX.

Por lo tanto, como conclusibn se podria decir que los estudios de docking
preliminares mostraron una concordancia entre los resultados experimentales (estudios
cinéticos) y los predichos. Asi, dado que los estudios computacionales permitieron
explicar el modo de union experimental de estos derivados, se procedié a estudiar el
modo de unidn del resto de inhibidores de PDE7 de los que se desconocia si competian

o no con el AMPc, empleando los parametros validados anteriormente.
3.2.3. Estudios de docking de los inhibidores de PDE7
3.2.3.1. Docking global: estructura proteica completa

Una vez establecido el protocolo del estudio de docking con el conjunto
representativo de estructuras, se llevo a cabo el estudio con el resto de inhibidores cuyo
comportamiento de competitividad frente al AMPc era desconocido. Para ello, el estudio

de docking se realizé sobre la superficie completa de la enzima con el fin de determinar

las preferencias por las diferentes cavidades empleando Autodock®.
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a) Familia de los derivados de tioxoquinazolina

Del mismo modo, se analizaron los resultados para los derivados de tioxoquinazolina.
En este caso, los compuestos estudiados presentaron preferencia por el centro activo.
Sin embargo, algunos de ellos presentaron ademas, interacciones favorables en el sitio
de union PA2 (Tabla 42).

Tabla 42. Resultados del estudio de docking para los derivados de tioxoquinazolina.

1° Solucién 2° Solucién Clso
Comp. E.deunién Poblaciéon Bolsillo E.de union Poblacién  Bolsillo (uM)
4 -6.23 52% CA -6.23 52% PA2 7.0
7 -6.64 35% CA -6.79 10% CA 11.0
11 -6.28 23% CA -6.29 8% PA2 9.3
13 -7.09 18% CA -7.09 18% CA 2.0
16 -6.07 17% CA -6.12 12% PA2 87
20 -6.61 35% CA -6.61 35% CA 51
23 -6.66 17% CA -6.68 11% PA2 29.2
25 -7.23 18% CA -7.24 16% CA 1.6
27 -5.60 24% CA -6.18 18% PA2 0.4
30 -6.50 22% CA -6.50 22% CA 3.2
32 -7.10 25% CA -7.10 25% CA 5.3
33 -6.30 28% PA2 -6.43 13% PA2 6.1
34 -7.02 25% CA -7.02 25% CA 1.8
37 -5.36 57% CA -5.52 16% CA 15.2

A la vista de los resultados presentados en la tabla anterior, podemos establecer las

siguientes conclusiones:

Aquellos derivados de tioxoquinazolina con grupos S-metilo en su estructura (16, 20,
23, 25, 30 y 32), sufren un ligero aumento de tamafio en comparacion con los derivados
de tioxoquinazolina sin sustituyentes en el azufre que les impide alojarse correctamente
en PA2. Por ello, estas moléculas Unicamente podrian unirse al centro activo, actuando
como inhibidores competitivos. Por el contrario, aquellos derivados con el dtomo de
azufre sin alquilar y con sustituyentes poco voluminosos en los anillos aromaticos
presentan interacciones favorables en PA2. Ademas, éstos Ultimos mantienen su
capacidad de unién al centro activo, comportandose como inhibidores no competitivos
mixtos.

En el centro activo (sitio Q), generalmente se establecen interacciones hidrofobicas

entre el anillo de tioxoquinazolina y los residuos Phe416, Leud401 y Val380 debido
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fundamentalmente a la introduccion de sustituyentes en el anillo condensado que
provoca una reorientacion de la molécula (Figura 78A).

El sitio de unidon PA2, permite interacciones hidrofébicas entre el anillo aromatico
condensado y la cadena alifatica del residuo Arg294. Por otra parte, los anillos de
benceno se encuentran rodeados por los residuos Arg294 y Arg307 lo que facilita
interacciones de tipo cation-r (Figura 78B).

La puntuacion para el resto de bolsillos encontrados en PDE7A es menor, por lo que
en general, se unirian en menor proporcién debido posiblemente a su mayor exposiciéon

al disolvente.

A) B)

Figura 78. Interacciones més relevantes para los derivados de tioxoquinazolina en el

centro activo (A) y sitio de union PA2 (B).
b) Familia de los derivados de anillo del furano

Observando los resultados obtenidos, los derivados del anillo de furano mostraron
preferencia por el centro activo de la enzima, debido a que las grandes dimensiones de
estos inhibidores impiden su unién a otros bolsillos de menor tamafio. En la Tabla 43 se
encuentran recogidas tanto las energias de las poses mas pobladas como aquella pose
con menor energia.

Dentro de las diferentes cavidades del centro activo (bolsillo Q, bolsillo M y bolsillo
hidrofébico), los derivados del anillo de furano se localizan principalmente en el sitio Q,
donde se encuentra el residuo de glutamina invariable. Sin embargo, estos compuestos
se disponen muy préximos al bolsillo hidrofébico del centro activo. En la Figura 79 se
encuentran recogidas las interacciones mas relevantes de estos derivados en el sitio Q

del centro activo de PDE7Y.
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Tabla 43. Resultados del estudio de docking para los derivados del anillo de furano.

1° Solucion 2° Solucioén Clso
Comp. E.deunién Poblacion E. de unién Paoblacién (UM) bolsillo
65 -7.86 16% -7.86 16% 12.3 CA
70 -7.45 12% -7.93 % 2.6 CA
75 -8.63 7% -8.63 7% 7.3 CA
7 -7.95 12% -8.63 4% 14.1 CA
78 -7.99 16% -7.99 16% 90.9 CA

Tras el andlisis de las interacciones presentes en los complejos inhibidor-PDE7, se

observa que el anillo de furano presenta interacciones -1 muy favorables con el

residuo Phe4l16. Por otra parte, los grupos alquilo en el anillo de fenilo también

reorientan la molécula para evitar un posible impedimento estérico y establecer asi,

interacciones hidrofébicas favorables en este caso con los residuos 11e323 y Phe384.

Figura 79. Interacciones mas relevantes para los derivados del anillo de furano en el

centro activo.

c) Familia de los derivados de anillo del tiazol

A la vista de los resultados obtenidos, los derivados del anillo de tiazol mostraron

preferencia por el centro activo de PDE7 debido al mayor volumen que le proporcionan

los sustituyentes aroméaticos. En la Tabla 44 se encuentran recogidas tanto las energias

de las poses mas pobladas como aquella pose con menor energia.
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Tabla 44. Resultados del estudio de docking preliminar para los inhibidores de PDE7A

seleccionados.

1% Solucidn 22 Solucién
Comp. Energiade union Poblacién  Energia de unién Paoblacion  bolsillo 8,\;‘)’
91 -6.45 5% -6.45 5% CA -
105 -6.55 1% -5.63 3% CA 4.0
106 -6.46 1% -6.46 1% CA -
115 -6.51 2% -4.96 3% CA 5.5

Dentro del centro activo, los derivados del anillo de tiazol orientan los grupos
aromaticos dentro del bolsillo Q y muy proximos al bolsillo hidrofébico, de igual forma

gue sucedia en los derivados del anillo de furano.

3.2.3.2. Docking focalizado en los sitios de unién CA 'y PA2

Como se ha comentado anteriormente, teniendo en cuenta los resultados de los
estudios de docking preliminar y con el objetivo de conocer en profundidad el modo de
union asi como racionalizar las interacciones caracteristicas entre cada derivado y la
enzima, los estudios de docking se focalizaron en el bolsillo especifico para aquellos

compuestos mas relevantes empleando el modulo de Surflex-dock de Sybyl® vs 8.0.

a) Derivados de tioxoquinazolina

Como ejemplo representativo de un derivado de tioxoquinazolina con union
preferente al centro activo se seleccion6 el inhibidor 45. En comparacién con la
estructura cristalizada del complejo 3G3N, se puede observar que la cadena alifatica
dificulta el alojamiento correcto en el sitio Q de la enzima. Por ello, el inhibidor 45 se
podria situar en el sitio N (con un mayor volumen), forzando la reorientaciéon de su
cadena lateral hacia el bolsillo hidrofébico formado por los residuos Leud401, Leud420 e
[le323. Tanto estas interacciones como su disposicién que ocupa la mayor parte del sitio
de unioén, explican el aumento de actividad biolégica comparando con sus analogos con

el atomo de azufre sin sustituir (Figura 80).
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Figura 80. Modo de unién teérico del compuesto 45 en el centro activo de PDE7A

(distancias en angstroms).

Por otra parte, dado que algunos derivados también presentaron preferencia por el
sitio de unién PA2, se seleccioné el inhibidor 26 como ejemplo de una inhibiciébn no
competitiva mixta. A continuacion, se recogen los resultados obtenidos de los estudios

de docking focalizados en dicho bolsillo (Figura 81).

Figura 81. Modo de unién propuesto para el compuesto 26 en el sitio de union PA2,

mostrandose las interacciones mas relevantes (distancias en angstroms).

En concreto, este compuesto presenta interacciones hidrofébicas entre el anillo
aromético condensado y la cadena lateral del residuo Arg294; e interacciones tipo
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cation-r entre el anillo de benceno y los residuos Arg294 y Arg307. La actividad
inhibitoria frente a PDE7 podria explicarse por la distorsion del puente salino entre los
residuos Arg294 y Glu311 ocasionado por puente de hidrégeno entre el grupo NH del
inhibidor y el residuo Glu311, causando la desestabilizacion de la estructura secundaria

de la enzima.

b) Derivados del anillo de furano

Considerando el modo de inhibicién competitivo de los derivados de furano 87 y 69,
los estudios de docking se focalizaron en el centro activo. Cabe destacar que se
obtuvieron dos modos de unién diferentes. Por un lado, el primer modo de unién (A) se
caracterizaba por una interaccién hidrobdéfica entre el anillo de fenilo y el residuo Val380
asi como interacciones NH-1T con la GIn413. Por otro lado, el segundo modo de unién
(B) se caracterizaba por una reorientacion de la molécula, lo que le permite establecer
interacciones hidrofébicas con el residuo 11e323. En concreto, el inhibidor 69 se une al
centro activo de acuerdo al modo de unién A donde el anillo de furano contribuye a la
inhibicion mediante una interacciont -1 con el residuo Phe416. Ademas, el fragmento
3,4,5-trimetoxifenilo se encuentra favorecido por un puente de hidrégeno entre uno de
los grupos metoxilo y el He de la His256 asi como por una interaccion hidrofébica con el
residuo Phe384 (Figura 82).

Figura 82. Modo de union propuesto para el compuesto 69 en PDE7A, mostrandose las

interacciones mas relevantes (distancias en angstroms).
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Finalmente, cuando el grupo éster se sustituye por un grupo amida como es el caso
del inhibidor 87, se favorece el modo de union B. Esto es debido a una reorientacion de
la molécula que permite la formacion de un puente de hidrégeno intramolecular entre el
grupo NH y el oxigeno del anillo de furano. De esta forma, se favorecen interacciones

hidrofébicas entre el anillo de fenilo y el residuo Leu401 (Figura 83).

Figura 83. Modo de unidn propuesto para el compuesto 87 en PDE7A, mostrandose las

interacciones mas relevantes (distancias en angstroms).

En definitiva, el modo de unién tedrico obtenido en los estudios de docking para los
derivados 87 y 69 se encuentra en concordancia con los datos experimentales de
competicion con el AMPc. Ademas, los resultados obtenidos ponen de manifiesto las
caracteristicas estructurales fundamentales que pueden conducir a la optimizacion

biologica de esta familia de derivados®’’.

c) Derivados del anillo de tiazol

A fin de determinar las interacciones mas relevantes de los inhibidores de PDE7 tipo
tiazol, tomamos como ejemplo los derivados 91 y 105. Los resultados obtenidos
mostraron que el sustituyente bifenilo se encontraria situado en el bolsillo Q (Phe416,
Val380 y Leu401).

Asi, en el modo de union del derivado 91 se observa que el grupo bifenilo se dispone
entre los residuos Phe4l6 y Phe384, estableciéndose interacciones hidrofbicas

mientras que el anillo de tiazol se encuentra mas proximo del sitio M. Ademas, se
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estableceria un puente de hidrégeno entre el atomo de éxigeno del grupo éster y el
grupo NH del residuo GIn261 (d = 2.1 A). Resultados similares se observaron para el
derivado 105 (Figura 84). Asi, la actividad frente a PDE7 podria explicarse por la
presencia de interacciones hidrofébicas entre los anillos aromaticos y la cadena lateral
del residuo Val380.

Figura 84. Modo de unién propuesto para el compuesto 91 en PDE7A (A). Modo de

union propuesto para el compuesto 105 en PDE7A (B).

Los modos de union propuestos ponen de manifiesto que la presencia del grupo
bifenilo parece ser fundamental, ya que su sustituciéon por un grupo bencilo (derivados
92 y 104) conduce a la pérdida de la actividad frente a PDE7A.

Por lo tanto, tomando como ejemplo aquellos derivados de tioxoquinazolina que
mostraron inhibicion mixta (2 y 26), se ha podido explicar mediante estudios de docking
el modo de unién experimental a PDE7A. Esto permitiria el estudio de las relaciones
estructura-actividad de esta familia, a fin de disefiar inhibidores alostéricos tipo
tioxoquinazolina. Asimismo, estos estudios permitirian el disefio de nuevas moléculas
con inhibicion no competitiva de PDE7, puesto que se han identificado nuevos sitios de

unién a la enzima.
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Conclusiones

En esta memoria, se han obtenido diferentes inhibidores de PDE7A como agentes
farmacologicos  prometedores para el tratamiento de  enfermedades
neurodegenerativas. Para ello, se han desarrollado diferentes familias quimicamente
diversas que han mostrado actividad inhibitoria frente a PDE7A en el rango
micromolar, estudiando en cada caso su modo de unién a la enzima con estudios tanto
tedricos como experimentales. Ademas, de forma complementaria se han llevado a
cabo estudios farmacocinéticos, habiéndose obtenido candidatos a farmaco, que por
su capacidad inhibitoria de PDE7 y su buena biodisponibilidad oral, pueden proteger
frente al dafio celular producido por una neuroinflamacion. Por ello, los inhibidores de
PDE7 y en concreto, los derivados presentados en esta memoria, han mostrado su

potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Los temas mas relevantes de este trabajo se recogen a continuacion:

Se ha validado la enzima PDE7 como diana farmacoldgica, cuya inhibicion ha
mostrado un efecto terapéutico en procesos inflamatorios via AMPc, clave en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Asi, inhibidores de PDE7 tipo
quinazolina descritos anteriormente, han mostrado eficacia como agentes
farmacologicos en modelos animales de Alzheimer, Parkinson, dafio medular y

Esclerosis mdaltiple.

Se ha llevado a cabo una optimizacion de la sintesis de los derivados de
tioxoquinazolina mediante el empleo de MAOS, y que a su vez, ha permitido el disefio,
sintesis y evaluacién de nuevos derivados de tioxoquinazolina S-sustituidos, cuya

actividad frente a PDE7 se encuentra en el rango nanomolar.

A partir de un modelo de farmacoforo, se ha llevado a cabo el disefio, sintesis y
evaluacién de la familia de los derivados del anillo de furano, que han demostrado su
potencial terapéutico en un modelo animal de Esclerosis multiple. Asimismo, se ha
realizado el disefio, sintesis de la familia de los derivados del anillo de tiazol, cuyo

potencial terapéutico actualmente se encuentra en estudio.

Se ha desarrollado un modelo de Redes Neuronales Artificiales, capaz de predecir
la actividad inhibitoria frente a esta enzima de estructuras quimicas diversas. A partir
de este modelo, se han identificado nuevos cabezas de serie, cuyo desarrollo

permitiria la obtencion de nuevas familias de inhibidores de PDE?7.
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Por otra parte, el analisis computacional de la superficie de PDE7 ha permitido
elucidar diversos sitios de union alostéricos a la enzima que pueden ser modulados

farmacoldgicamente, lo cual permitiria el disefio de inhibidores selectivos de PDE?.
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1. PROCEDIMIENTOS QUIMICOS

1.1. Técnicas y aparatos

Los productos de partida comerciales fueron obtenidos de los proveedores
correspondientes Sigma-Aldrich, Alfa Aesar y Acros Organics. El dispositivo de
microondas utilizado en la optimizacion fue un equipo Initiator™ de Biotage®. Las
reacciones fueron seguidas por cromatografia en capa fina, utilizando placas de
cromatografia compuestas por gel de silice Merck tipo 60 F254 de un espesor de capa
0.2 mm. Los cromatofolios fueron revelados con luz ultravioleta de 254/365 nm y con
mezclas de acido fosfomoblidico en etanol. Los brutos de reaccion, en su mayoria, han
sido purificados mediante cromatografia en columna en gel de silice Merck tipo 60 (230-
400 mesh ASTM) o automaética en el dispositivo Isolera One™ de Biotage® en columnas
SF10-4g si 50 AX1368-8 de la casa comercial Agilent Technologies. El eluyente
empleado se especifica en cada caso y las proporciones de mezcla van siempre
indicadas en volumen. El aparato de HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion)
utilizado para cuantificar la pureza de los productos fue un Alliance Waters 2690 con un
detector de UV Photodiodo Array modelo Waters 2996 acoplado a un detector de MS
modelo MicromassZQ de Waters, cuyos valores se expresan en unidades de masa
(m/z). Se utilizé una columna SunFire™ C18, 3.5 ym, 4.6 nm x 50 nm y como eluyente
mezclas de CH3;CN/H,O en gradiente 10:100 en 5 minutos. Los puntos de fusion (P.f)
fueron medidos en un aparato Mettler Toledo MP70 y en un microscopio Reicher-Jung
Thermovar. Por otra parte, los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) han
sido realizados con los disolventes deuterados correspondientes. Los aparatos
utilizados para los espectros *H-RMN y *C-RMN fueron: Bruker AVANCE-300, Varian
INNOVA-300, Varian INNOVA-400, Varian MERCURY-400 y Varian-500. Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm (8), y son calculados con respecto el
disolvente empleado en cada caso. La multiplicidad de las sefiales (s: singlete, d:
doblete, dd: doble doblete, t: triplete, td: triplete de dobletes, c: cuadruplete, m:
multiplete). Los andlisis elementales de los compuestos se llevaron a cabo en un
analizador Heraeus CHN — O — rapid y Leco CHNS — 932 y estan en el rango de + 0.4
respecto de los valores tedricos calculados para las formulas moleculares. Todos los
andlisis y técnicas instrumentales han sido realizados en el Centro de Quimica Organica
“Manuel Lora Tamayo” (CENQUIOR-CSIC).
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1.2. Sintesis de los derivados de tioxoquinazolina

Método general

Sobre una disolucion del derivado del acido antranilico correspondiente (1
equivalente) en 4 mL del disolvente indicado se afiade el derivado del fenilisotiocianato
correspondiente (1.5 equivalentes). La mezcla de reaccion se agita a la temperatura y
durante el tiempo que se indica y finalmente, se enfria el bruto de reaccién. El sélido

obtenido se filtra y se purifica como se indica en cada caso.

3-Fenil-4-ox0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (2): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: antranilato de metilo (0.25 mL, 1.98 mmol),
fenilisotiocianato (0.30 mL, 2.97 mmol). Disolvente: tolueno. Condiciones de reaccion:
40 min bajo irradiacion microondas a 120 °C. Aislamiento por filtracion a vacio.
Purificacion: lavados con dietiléter. Rendimiento: sélido blanco (343 mg, 70%). P.f.: =
300-302 °C (Biblio.?** 305-306 °C). Pureza HPLC: 99%.

3-(2,6-Difluorofenil)-4-oxo0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (3): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: antranilato de metilo (0.30
mL, 2.27 mmol), 2,6-difluorofenilisotiocianato (0.45 mL, 3.40 mmol). Disolvente:
DMSO/H,0 (1:1). Condiciones de reaccién: 40 min bajo irradiacion microondas a 120
°C. Aislamiento por filtracién a vacio. Purificacion: lavados con dietiléter. Rendimiento:
sélido blanco (367 mg, 60%). P.f.: = 283-284 °C (Biblio.?! 262-263 °C). Pureza HPLC:
>99%.

3-(2-Bromofenil)-4-oxo0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (5): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: antranilato de metilo (0.25 mL, 1.98
mmol), 2-bromofenilisotiocianato (0.36 mL, 2.97 mmol). Disolvente: DMSO/H,O (1:1).
Condiciones de reaccién: 40 min bajo irradiacion microondas a 120 °C. Purificacion:
cromatografia en columna de gel de silice empleando como eluyente hexano/acetato de
etilo (9:1). Rendimiento: sélido blanco (410 mg, 60%) P.f.: = 252-254 °C (Biblio.*** 256-
258 °C). Pureza HPLC: 98%.

6-Bromo-3-(2,6-difluorofenil)-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (7): Se
obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 2-amino-5-
bromobenzoico (52 mg, 0.25 mmol), 2,6-difluorofenilisotiocianato (0.041 mL, 0.37 mmol).

Disolvente: DMSO/H,O (1:1). Condiciones de reaccion: 40 min bajo irradiacién
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microondas a 120 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (9:1). Rendimiento: sélido blanco (46 mg, 50%).
P.f.: = 252-253 °C (Biblio.®* 274-276 °C). Pureza HPLC: 98%.

3-(2-Bromofenil)-8-metil-4-o0x0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (13): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 2-amino-3-
metilbenzoico (0.100 g, 0.66 mmol), 2-bromofenilisotiocianato (0.12 mL, 0.99 mmol).
Disolvente: tolueno. Condiciones de reaccién: 40 min bajo irradiacion microondas a 120
°C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando como eluyente
hexano/acetato de etilo (9:1). Rendimiento: sélido blanco (68 mg, 30%). P.f.: = 209-210
°C (Biblio.®* 209-211 °C). Pureza HPLC: >99%.

8-Cloro-3-(2,6-difluorofenil)-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (33): Se
obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 2-amino-3-
clorobenzoico (140 mg, 0.81 mmol), 2,6-difluorofenilisotiocianato (0.156 mL, 1.21 mmol).
Disolvente: DMSO/H,O (1:1). Condiciones de reaccion: 40 min bajo irradiacion
microondas a 120 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (9:1). Rendimiento: sélido blanco (166 mg, 63%).
P.f.: 206.2-208.8 °C. Pureza HPLC: 98%. EM (m/z): 325 [M+H]".*H-RMN (300 MHz,
DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla A. **C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), los datos

se recogen en la Tabla B.

C14H7CIF2N2OS | %C %H %N %S

Tedrico 51.78 | 2.17 | 8.63 | 9.87

Hallado 5154 | 2.16 | 8.23 | 9.61

3-(2-Bromofenil)-8-cloro-4-oxo0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (34): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 2-amino-3-
clorobenzoico (300 mg, 1.66 mmol), 2-bromofenilisotiocianato (0.345 mL, 2.49 mmol).
Disolvente: DMSO/H,O (1:1). Condiciones de reaccién: 40 min bajo irradiacién
microondas a 120 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (9:1). Rendimiento: solido blanco (104 mg, 18%).
P.f.: 192.3-193.5 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 369 [M+H]*. *H-RMN (300 MHz,
CDCl,), los datos se recogen en la Tabla A. **C-RMN (75 MHz, CDCl), los datos se

recogen en la Tabla B.
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C14HgBIrCIN.OS | %C %H %N %S

Tebrico 4574 | 219 | 762 | 8.72

Hallado 4582 | 2.18 | 7.74 | 8.88

3-Fenil-4-ox0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirido[2,3-d]pirimidina (35): Se obtiene segun
el método general descrito anteriormente. Reactivos: 2-aminonicotinato de metilo (200
mg, 1.27 mmol), fenilisotiocianato (0.28 mL, 1.90 mmol). Disolvente: acetonitrilo.
Condiciones de reaccion: 30 min bajo irradiacion microondas a 150 °C. Purificacion:
lavados con acetonitrilo. Rendimiento: sélido blanco (18 mg, 5%). P.f.: 301.5-302.7 °C.
Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 256 [M+H]". *"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg), los datos se
recogen en la Tabla A. **C-RMN (75 MHz, DMSO-d;), los datos se recogen en la Tabla
B.

C13NgN30OS %C %H %N %S

Teobrico 61.16 | 3.55 |16.46| 12.56

Hallado 60.93 | 3.64 |16.65| 12.39

3-Fenil-4-ox0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirido[3,4-d]pirimidina (36): Se obtiene segun
el método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 3-aminonicotinico (150 mg,
1.03 mmol), fenilisotiocianato (0.18 mL, 1.54 mmol). Disolvente: acetonitrilo.
Condiciones de reaccién: 30 min bajo irradiacion microondas a 150 °C. Purificacion:
lavados con acetonitrilo. Rendimiento: sélido blanco (91 mg, 35%). P.f.: 280.6-281.5 °C.
Pureza HPLC: 98%. EM (m/z): 256 [M+H]"."H-RMN (300 MHz, DMSO-d;), los datos se
recogen en la Tabla A. *C-RMN (75 MHz, DMSO-d;), los datos se recogen en la Tabla
B.

C13NgN30OS %C %H %N %S

Tedrico 61.16 | 3.55 |16.46 | 12.56

Hallado 60.92 | 3.61 |16.73 | 12.42

1.3. Sintesis de los derivados de tioxoquinazolina S-alquilados

Método general

Sobre una disoluciéon de la 3-fenil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina
correspondiente (1 equivalente) en 5 mL de acetonitrilo se afiade el agente alquilante

(1.2 equivalentes) en presencia de una disolucion de carbonato (0.5 M). La mezcla de
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reaccion se agita a la temperatura y durante el tiempo que se indica y finalmente, se
elimina el disolvente evaporando a presion reducida. El residuo obtenido se purifica

como se indica en cada caso.

8-Cloro-3-(2,6-difluorofenil)-2-metiltio-4-0x0-3,4-dihidroquinazolina (37): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: 8-cloro-3-(2,6-difluorofenil)-
4-0x0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (33) (50 mg, 0.15 mmol), yoduro de metilo
(0.010 mL, 0.18 mmol), K,COs; (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 1 hora bajo
irradiacion microondas a 150 °C. Purificacién: cromatografia en columna de gel de silice
empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (9:1). Rendimiento: sélido amarillo
(15 mg, 30%). P.f.: 200.1-201.2 °C. Pureza HPLC: 98%. EM (m/z): 339 [M+H]". 'H-RMN
(300 MHz, CDCl,), los datos se recogen en la Tabla A. **C-RMN (75 MHz, CDCl;), los

datos se recogen en la Tabla B.

C1sHoCIF2N2OS | %C %H %N %S

Tebrico 53.18 | 2.68 | 8.27 | 9.47

Hallado 5298 | 2.71 | 8.16 | 9.31

2-Etiltio-3-fenil-4-o0x0-3,4-dihidroquinazolina (38): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: 3-fenil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidroquinazolina (2) (200 mg, 0.78 mmol), sulfato de dietilo (0.122 mL, 0.94 mmaol),
K>CO3 (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 1 hora bajo irradiacion microondas a 150 °C.
Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando como eluyente
hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sdlido blanco (94 mg, 43%). Pureza HPLC:
>99%. P.f.: 117.5-119.6 °C. (Biblio.?*®> 112-114 °C). EM (m/z): 283 [M+H]". *H-RMN (300
MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla C. **C-RMN (75 MHz, CDCl;), los datos

se recogen en la Tabla D.

C16H14N20S %C %H %N %S

Tedrico 68.06 | 5.00 | 9.92 | 11.36

Hallado 68.33 | 4.98 |10.05| 11.21

2-Etiltio-3-(2,6-difluorofenil)-4-ox0-3,4-dihidroguinazolina (39): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(2,6-difluorofenil)-4-oxo-2-tioxo-
1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (3) (88 mg, 0.28 mmol), sulfato de dietilo (0.04 mL, 0.33
mmol), K,CO3 (4.5 mg). Condiciones de reaccién: 1 hora bajo irradiacion microondas a

150 °C. Purificacién: cromatografia en columna de gel de silice empleando como
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eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (53 mg, 58%). P.f..
154.1-155.2 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES, m/z): 319 [M+H]". *H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla C. *C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los

datos se recogen en la Tabla D.

C16H12F2N20S | %C %H %N %S

Tedrico 60.37 | 3.80 | 8.80 | 10.07

Hallado 60.42 | 3.93 | 8.84 | 9.98

8-Cloro-2-etiltio-3-(2,6-difluorofenil)-4-oxo-3,4-dihidroquinazolina (40): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: 8-cloro-3-(2,6-difluorofenil)-
4-0x0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (33) (160 mg, 0.45 mmol), sulfato de dietilo
(0.07 mL, 0.54 mmol), K,CO3; (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 1 hora bajo irradiacién
microondas a 150 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (52 mg, 33%).
P.f.: 165.4-166.7 °C. Pureza HPLC: 97%. MS (ES) m/z: 353 [M+H]*. 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla C. *C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los

datos se recogen en la Tabla D.

C16H11CIF2N20S | %C %H %N %S

Tebrico 5447 | 3.14 | 7.94 | 9.09

Hallado 5419 | 2.89 | 8.06 | 8.79

2-Etiltio-3-(4-fluorofenil)-4-oxo0-3,4-dihidroquinazolina (41): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(4-fluorofenil)-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidroquinazolina®® (104 mg, 0.38 mmol), sulfato de dietilo (0.06 mL, 0.45 mmol),
K>CO3 (4.5 mg). Condiciones de reaccién: 1 hora bajo irradiacion microondas a 150 °C.
Purificacién: cromatografia en columna de gel de silice empleando como eluyente
hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (70 mg, 61%). P.f.: 130.7-
131.8 °C. HPLC pureza: >99%. MS (ES) m/z: 301 [M+H]*. *H-RMN (400 MHz, DMSO-
de), los datos se recogen en la Tabla C. ">*C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los datos se

recogen en la Tabla D.

C16H11CIF2N20S | %C %H %N %S

Tedrico 63.98 | 4.36 | 9.33 | 10.68

Hallado 63.75 | 4.26 | 9.29 | 10.47
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3-Fenil-2-isobutiltio-4-o0x0-3,4-dihidroquinazolina (42): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: 3-fenil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidroquinazolina (2) (200 mg, 0.78 mmol), bromuro de isobutilo (0.101 mL, 0.94
mmol), K,CO3 (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 1 hora bajo irradiacion microondas a
150 °C. Purificacién: cromatografia en columna de gel de silice empleando como
eluyente hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: sélido blanco (20 mg, 8%). P.f..
139.4-140.6 °C. Pureza HPLC: 96%. MS (ES) m/z: 311 [M+H]". 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla A. **C-RMN (75 MHz, DMSO-ds), los datos

se recogen en la Tabla B.

C18H18N20S %C %H %N %S

Tedrico 68.89 | 5.44 | 9.45 | 10.82

Hallado 68.73 | 5.41 | 9.36 | 10.73

2-Benciltio-3-fenil-4-oxo0-3,4-dihidroquinazolina (43): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: 3-fenil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidroquinazolina (2) (150 mg, 0.59 mmol), bromuro de bencilo (0.084 mL, 0.71
mmol), K,CO3 (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 1 hora bajo irradiacion microondas a
150 °C. Purificacién: cromatografia en columna de gel de silice empleando como
eluyente hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: sdélido blanco (61 mg, 30%). P.f..
175.0-176.0 °C. (Biblio.?" 176.5-177 °C). Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 345
[M+H]*. *H-RMN (300 MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla A.*C-RMN (75

MHz, CDCIy), los datos se recogen en la Tabla B.

C21H16N20S %C %H %N %S

Tedrico 72.70 | 4.27 | 8.48 | 9.70

Hallado 73.00 | 4.27 | 8.26 | 9.58

2-Butiltio-3-fenil-4-ox0-3,4-dihidroquinazolina (44): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: 3-fenil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidroquinazolina (2) (150 mg, 0.59 mmol), bromuro de butilo (0.077 mL, 0.71 mmol),
NaH (22 mg, 0.88 mmol). Condiciones de reaccién: 1 hora bajo irradiacion microondas a
150 °C. El sdlido obtenido se aisla por filtracion. Purificacién: lavados con acetonitrilo.
Rendimiento: sdlido blanco (137 mg, 75%). P.f.: 128.3-129.4 °C. Pureza HPLC: >99%.
MS (ES) m/z: 311 [M+H]"."H-RMN (400 MHz, DMSO-dg), los datos se recogen en la
Tabla A. *C-RMN (100 MHz, DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla B.
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C18H18N20S %C %H %N %S

Tedrico 69.65 | 5.84 | 9.02 | 10.33

Hallado 69.24 | 571 | 9.45 | 10.31

3-Fenil-2-neopentiltio-4-oxo0-3,4-dihidroquinazolina (45): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: 3-fenil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidroquinazolina (2) (150 mg, 0.59 mmol), bromuro de neopentilo (0.092 mL, 0.70
mmol), K,CO; (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 1 hora bajo irradiacion microondas a
150 °C. Purificacién: cromatografia en columna de gel de silice empleando como
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (84 mg, 44%). P.f..
161.0-162.1 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 325 [M+H]". 'H-RMN (300 MHz,
CDCl,), los datos se recogen en la Tabla C. **C-RMN (75 MHz, CDCl), los datos se

recogen en la Tabla D.

C1oH20N20S %C %H %N %S

Teobrico 70.34 | 6.21 | 8.63 | 9.88

Hallado 70.12 | 6.50 | 8.66 | 9.69

3-(3-Metoxifenil)-2-neopentiltio-4-oxo0-3,4-dihidroquinazolina (46): Se obtiene segun
el método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(3-metoxifenil)-4-o0xo-2-tioxo-

1,2,3,4-tetrahidroquinazolina®®

(100 mg, 0.35 mmol), bromuro de neopentilo (0.05 mL,
0.42 mmol), K,CO;z; (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 1 hora bajo irradiacion
microondas a 150 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (45 mg, 36%).
P.f.: 128.4-129.3 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 378 [M+Na]". *H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla C. **C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los

datos se recogen en la Tabla D.

C20H22N202S %C %H %N %S

Teobrico 67.77 | 6.26 | 7.90 | 9.05

Hallado 67.39 | 6.15 | 7.88 | 8.94

3-(4-Metoxifenil)-2-neopentiltio-4-oxo-3,4-dihidroquinazolina (47): Se obtiene segun
el método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(4-metoxifenil)-4-o0xo-2-tioxo-

1,2,3,4-tetrahidroquinazolina®*®

(150 mg, 0.53 mmol), bromuro de neopentilo (0.08 mL,
0.63 mmol), K,CO; (4.5 mg) Condiciones de reaccion: 1 hora bajo irradiacion

microondas a 150 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
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como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (115 mg, 62%).
P.f.: 139.7-140.2 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 378 [M+Na]*. *H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla C. *C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los

datos se recogen en la Tabla D.

C20H22N202S %C %H %N %S

Tedrico 67.77 | 6.26 | 7.90 | 9.05

Hallado 67.56 | 6.35 | 7.71 | 9.20

2-Ciclohexilmetiltio-3-fenil-4-oxo0-3,4-dihidroquinazolina (48): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-fenil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-
tetrahidroquinazolina (2) (150 mg, 0.59 mmol), bromuro de ciclohexilmetilo (0.099 mL,
0.70 mmol), K,CO;z (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 1 hora bajo irradiacion
microondas a 150 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (96 mg, 47%).
P.f.: 148.1-149.8 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 352 [M+H]". *H-RMN (300 MHz,
CDCl,), los datos se recogen en la Tabla C. **C-RMN (75 MHz, CDCl), los datos se

recogen en la Tabla D.

C21H22N20S %C %H %N %S

Teobrico 71.97 | 6.33 | 7.99 | 9.15

Hallado 7188 | 6.28 | 8.03 | 8.99

2-Ciclohexilmetiltio-3-(4-metoxifenil)-4-ox0-3,4-dihidroquinazolina (49): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(4-metoxifenil)-4-oxo-2-

tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina®*®

(100 mg, 0.35 mmol), bromuro de ciclohexilmetilo
(0.06 mL, 0.42 mmol), K,COs3 (4.5 mg). Condiciones de reaccién: 1 hora bajo irradiacion
microondas a 150 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (168 mg, 99%).
P.f.: 165.4-166.9 °C. Pureza HPLC: 96%. EM (m/z): 381 [M+H]". '"H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla C. **C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los

datos se recogen en la Tabla D.

C21H24N202S %C %H %N %S

Teobrico 69.44 | 6.36 | 7.36 | 8.43

Hallado 69.19 | 6.61 | 7.27 | 8.72
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2-Ciclopropilmetiltio-3-(3-metoxifenil)-4-ox0-3,4-dihidroquinazolina (50): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(3-metoxifenil)-4-oxo-2-

tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina®*®

(15 mg, 0.03 mmol), bromuro de ciclopropilmetilo
(0.003 mL, 0.04 mmol), K,CO3 (4.5 mg). Condiciones de reaccién: 1 hora bajo irradiacion
microondas a 150 °C. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (10 mg, 84%).
P.f.: 116.2-118.4 °C. Pureza HPLC: 95%. EM (m/z): 339 [M+H]". *H-RMN (300 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla C. **C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), los datos

se recogen en la Tabla D.

C19H18N202S %C %H %N %S

Tedrico 67.43 | 5.36 | 8.28 | 9.47

Hallado 67.28 | 5.31 | 8.04 | 9.19

3-(2,6-Difluorofenil)-8-metil-2-neopentiltio-4-ox0-3,4-dihidroquinazolina (53): Se
obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(2,6-difluorofenil)-
8-metil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (11) (97 mg, 0.32 mmol), bromuro de
neopentilo (0.048 mL, 0.38 mmol), K,CO3 (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 12 horas a
temperatura ambiente. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice
empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (51
mg, 42%). P.f.: 151.4-152.3 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 375 [M+H]". *H-RMN
(400 MHz, DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla C. *C-RMN (100 MHz, DMSO-

de), los datos se recogen en la Tabla D.

C20H20F2N20S | %C %H %N %S

Tedrico 64.15 | 5.38 | 7.48 | 8.56

Hallado 64.35 | 529 | 7.50 | 8.45

3-(2-Bromofenil)-2-ciclohexilmetiltio-4-0x0-3,4-dihidroquinazolina (54): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(2-bromofenil)-4-oxo-2-
tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (6) (100 mg, 0.30 mmol), bromuro de ciclohexilmetilo
(0.05 mL, 0.36 mmol), K,CO3 (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 12 horas a temperatura
ambiente. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice empleando como
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (100 mg, 77%). P.f.
129.5-132.0 °C. Pureza HPLC: 98%. EM (m/z): 429, 431 [M+H]". 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla C. *C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los

datos se recogen en la Tabla D.
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C21H21BrN2OS | %C %H %N %S

Teobrico 58.74 | 493 | 6.52 | 7.47

Hallado 50.01 | 5.18 | 6.43 | 7.70

3-(2-Bromofenil)-2-ciclopropilmetiltio-4-ox0-3,4-dihidroquinazolina (55): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(2-bromofenil)-4-oxo-2-
tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (6) (150 mg, 0.42 mmol), bromuro de ciclopropilmetilo
(0.050 mL, 0.50 mmol), K,COs; (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 12 horas a
temperatura ambiente. Purificacion: cromatografia en columna de gel de silice
empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco
(161 mg, 98%). P.f.: 110.8-113.5 °C. Pureza HPLC: 98%. EM (m/z): 389 [M+Na]*. *H-
RMN (400 MHz, DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla C. **C-RMN (100 MHz,

DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla D.

Ci1sH1sN2BrOS | %C %H %N %S

Tedrico 56.86 | 4.27 | 6.98 | 7.99

Hallado 56.48 | 3.89 | 7.21 | 8.05

2-Ciclopropilmetiltio-3-(2,6-difluorofenil)-8-metil-4-0x0-3,4-dihidroquinazolina (56):
Se obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: 3-(2,6-
difluorofenil)-8-metil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina (11) (97 mg, 0.32 mmol),
bromuro de ciclopropilmetilo (0.038 mL, 0.38 mmol), K,CO; (4.5 mg). Condiciones de
reaccion: 12 horas a temperatura ambiente. Purificacion: cromatografia en columna de
gel de silice empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento:
sélido blanco (145 mg, 99%). P.f.: 143.6-146.3 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 359
[M+H]". 'H-RMN (400 MHz, DMSO-de), los datos se recogen en la Tabla C. **C-RMN
(100 MHz, DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla D.

C19H16F2N20S | %C %H %N %S

Tedrico 63.67 | 450 | 7.82 | 8.95

Hallado 63.58 | 4.60 | 7.83 | 8.92

1.4. Sintesis de los derivados de 12-oxo-quinazolin[2,3-b]benzotiazol

Método general

Sobre wuna disolucion de la 3-fenil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina

correspondiente (1 equivalente) en 5 mL de acetonitrilo se afiade una disolucion
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carbonato potasico (0.5 M). La mezcla de reaccién se agita a la temperatura y durante el
tiempo que se indica y finalmente, se elimina el disolvente evaporando a presion
reducida. La purificaciéon se llevé a cabo mediante cromatografia en columna utilizando

el equipo Isolera® empleando los eluyentes indicados en cada caso.

10-Fluoro-4-metil-12-oxo-quinazolin[2,3-b]benzotiazol (51): Se obtiene segun el

método general descrito anteriormente. Reactivos: (2,6-

difluorofenil)-8-metil-4-oxo-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina

(11) (140 mg, 0.49 mmol), K,CO; (4.5 mg). Condiciones de

reaccion: 150 °C durante 1 hora bajo irradiacion microondas.

Purificacién:  eluyente  hexano/acetato de etilo (6:1).

Rendimiento: sélido blanco (20 mg, 15%). P.f.: 213.8-216.6 °C. Pureza HPLC: 98%. EM

(m/z): 285 [M+H]". *"H-RMN (300 MHz, CDCl;) &: 8.24 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-1), 7.62 (d,

1H, J = 7.2 Hz, H-3), 7.43-7.33 (m, 3H, H-6, H-ar), 7.27-7.22 (m, 1H, H-ar), 2.61 (s, 3H,

CHz). **C-RMN (75 MHz, CDCl;) &: 159.1 (CO), 154.9 (CS);,151.4 (d, J = 261.1 Hz, C-

ar), 145.7 (C-4a), 135.5 (C-3), 134.1 (C-ar), 128.0 (C-4), 127.9 (C-ar), 125.6 (C-1), 125.2
(C-2), 118.8 (C-1a), 117.6 (C-ar), 116.0 (C-ar), 115.8 (C-ar), 53.8 (CHs,).

C1sHgFN2OS %C %H %N %S

Teobrico 63.37 | 3.19 | 9.85 | 11.28

Hallado 63.18 | 2.85 |10.01| 11.44

4-Metil-12-oxo0-quinazolin[2,3-b]benzotiazol (52): Se obtiene segun el método general
descrito anteriormente. Reactivos: 3-(2-bromofenil)-8-metil-4-
0X0-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidroquinazolina  (13) (56 mg, 0.16
mmol), K,CO; (4.5 mg). Condiciones de reaccion: 150 °C
durante 1 hora bajo irradiacion microondas. Purificacion:
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido
blanco (20 mg, 46%). P.f.: 205.8-206.6 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 206 [M+H]".
'"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): 8 8.90 (dd, 1H, J = 8.3 Hz, H-1), 8.16 (d, 1H, J = 8.1 Hz,
H-ar), 8.00 (dd, 1H, J = 7.4, 1.1 Hz, H-ar), 7.76 (d, 1H, J = 7.2 Hz, H-2), 7.60-7.56 (m,
2H, H-7, H-ar), 7.44 (t, 1H, J = 7.5 Hz, H-ar), 2.57 (s, 3H, CH3). >*C-RMN (100 MHz,
DMSO-dg): 8 160.4 (CO), 156.1 (CS), 145.4 (C-1a), 135.8 (C-ar), 135.3 (C-3), 133.7 (C-
ar), 126.7 (C-4, C-ar), 125.3 (C-2), 124.3 (C-ar), 123.5 (C-2), 122.8 (C-ar), 118.28 (C-ar),
118.2 (C-4a), 17.2 (CHy).
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C15H10N20S %C %H %N %S

Teobrico 67.65 | 3.78 |10.52| 12.04

Hallado 67.91 | 3.60 |10.73| 11.89

1.5. Sintesis de los derivados del anillo de furano

1.5.1. Sintesis de productos de partida

5-(2,4-Diclorofenil)-2-furilmetanol (66): Sobre una suspension de LiAlH, (66 mg, 1.75
mmol) en THF anhidro (10 mL) se le afiade el acido 5-(2,4-diclorofenil)-
2-furoico (300 mg, 1.16 mmol), disuelto en THF (5 mL) a 0 °C. Tras
agitar a temperatura ambiente durante 15 minutos, a la mezcla de
reaccion se le aflade agua (2 ml) lentamente a 0 °C y se filtra sobre
celita. La mezcla de reaccion se extrae con acetato/agua (30 mL).

Rendimiento: sélido amarillo (72 mg, 61%). P.f.: 83.2 °C. Pureza HPLC: 98%. MS (ES)

m/z: 225, 227 [M+H]*. *H-RMN (300 MHz, CDCls) &: 7.81 (d, 1H, J = 8.7 Hz, H-ar), 7.45

(s, H-ar), 7.30 (d, 1H, J = 8.7 Hz, H-ar), 7.07 (d, 1H, J = 3.1 Hz, H-furil), 6.43 (d, 1H, J =

3.5 Hz, H-furil), 4.68 (s, 2H, CH,). **C-RMN (75 MHz, CDCls) &: 153.8 (C-furil), 149.3 (C-

furil), 133.1 (C-ar), 130.6 (C-ar), 130.4 (C-ar), 128.5 (C-ar), 128.3 (C-ar), 127.2 (C-ar),

112.0 (C-furil), 110.0 (C-furil), 57.6 (CHy).

1.5.2. Sintesis de los derivados de benzoato-5-fenil-2-furilmetilo

Método general

Sobre una disolucién del acido 3,4,5-trietoxibenzoico o 3,4,5-trimetoxibenzoico (1.2
equivalentes) en 10 mL de diclorometano se afiade el agente acoplante (1.2
equivalentes) junto con TEA (2 equivalentes) como base y se agita a temperatura
ambiente durante 1 hora. A continuacion, se afiade el derivado de 5-fenil-2-furilmetanol
correspondiente (1 equivalente) y se agita a temperatura ambiente durante el tiempo
gue se indica en cada caso. Finalmente, se elimina el disolvente evaporando a presion
reducida. El residuo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de

silice empleando los eluyentes que se indican en cada caso.

3,4,5-Trimetoxibenzoato de 5-(2,4-diclorofenil)-2-furilmetilo (60): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (99 mg,
0.46 mmol), PyBOP (241 mg, 0.46 mmol), derivado 66 (100 mg, 0.39 mmol), TEA (0.536
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mL, 3.88 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de
etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (23 mg, 14%). P. f.: 120.4 °C. Pureza HPLC:
96%. MS (ES) m/z: 438 [M+H]*. 'H-RMN (300 MHz, CDCl;), los datos se recogen en la
Tabla E. *C-RMN (75 MHz, CDCl,), los datos se recogen en la Tabla F.

C21H18Cl206 %C %H

Tedrico 57.68 | 4.15

Hallado 57.72 | 4.18

3,4,5-Trimetoxibenzoato de 5-(4-nitrofenil)-2-furilmetilo (61): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (500
mg, 2.33 mmol), PyBOP (1213 mg, 2.33 mmol), 5-(4-nitrofenil)-2-furiimetanol (438 mg,
1.94 mmol), TEA (0.536 mL, 3.88 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas. Purificacion:
eluyente hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: sdlido blanco (57 mg, 7%). P.f..
137.1 °C. Pureza HPLC: 93%. MS (ES) m/z: 371 [M+H]". 'H-RMN (300 MHz, CDCl5), los
datos se recogen en la Tabla E. *C-RMN (75 MHz, CDCl,), los datos se recogen en la
Tabla F.

C21H10NOg %C %H %N

Teobrico 61.02 | 4.63 | 3.39

Hallado 60.78 | 4.54 | 3.29

3,4,5-Trietoxibenzoato de 5-(2,4-diclorofenil)-2-furilmetilo (62): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 3,4,5-trietoxibenzoico (250 mg,
0.98 mmol), PyBOP (509 mg, 0.98 mmol), derivado 66 (200 mg, 0.82 mmol), TEA (0.226
mL, 1.64 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de
etilo (3:1). Rendimiento: sélido blanco (157 mg, 48%). P.f.: 83.3 °C. Pureza HPLC: 93%.
MS (ES) m/z: 394 [M+H]". *H-RMN (300 MHz, CDCl,), los datos se recogen en la Tabla
E. *C-RMN (75 MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla F.

C24H24CI20¢ %C %H

Tedrico 60.13 | 5.05

Hallado 59.90 | 5.27

3,4,5-Trietoxibenzoato de 5-(4-nitrofenil)-2-furilmetilo (63): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 3,4,5-trietoxibenzoico (100 mg,
0.39 mmol), DCC (132 mg, 0.43 mmol), 5-(4-nitrofenil)-2-furilmetanol (94 mg, 0.43
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mmol). Tiempo de reaccién: 24 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo
(6:1). Rendimiento: sélido amarillo (60 mg, 16%). P.f.: 118.8 °C. Pureza HPLC: >99%.
MS (ES) m/z: 456 [M+H]". *H- RMN (300 MHz CDCls), los datos se recogen en la Tabla
E. 3C-RMN (75 MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla F.

C24H25NOsg %C %H %N

Teobrico 63.29 | 5,53 | 3.08

Hallado 63.10 | 5.34 | 3.28

3,4,5-Trietoxibenzoato de 5-(4-metilfenil)-2-furilmetilo (64): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: 4cido 3,4,5-trietoxibenzoico (170 mg,
0.67 mmol), PyBOP (331 mg, 0.64 mmol), 5-(4-metilfenil)-2-furilimetanol (100 mg, 0.53
mmol), TEA (0.147 mL, 1.06 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas. Purificacion:
eluyente hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: sélido amarillo (162 mg, 57%). P.f..
75.6 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 181. *H-RMN (300 MHz, CDCl;) &: Tabla E.
3C_RMN (75 MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla F.

C2s5H2806 %C %H
Teobrico 70.74 | 6.65
Hallado 70.45 | 6.38

3,4,5-Trietoxibenzoato de 5-fenil-2-furilmetilo (65): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 3,4,5-trietoxibenzoico (175 mg, 0.68
mmol), PyBOP (358 mg, 0.68 mmol), 5-fenil-2-furilmetanol (100 mg, 0.57 mmol), TEA
(0.158 mL, 1.15 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: sélido amarillo (246 mg, 87%). P. f.: 71.1 °C.
Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 449 [M+K]*. *H-RMN (300 MHz, CDCl,), los datos se
recogen en la Tabla E. **C-RMN (75 MHz, CDCIs,), los datos se recogen en la Tabla F.

C25H2805 %C %H
Tedrico 70.23 | 6.38
Hallado 70.51 6.19

1.5.3. Sintesis de los derivados de 5-fenil-2-furoato de bencilo

Método general

Sobre una disolucion del derivado del acido 5-fenil-2-furoico correspondiente (1.2

equivalentes) en 10 mL de diclorometano se afiade el agente acoplante PyBOP (1.2
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equivalentes) junto con TEA (2 equivalentes) como base y se agita a temperatura
ambiente durante una hora. A continuacion, se afiade el alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico
o 3,4,5-trietoxibencilico (1 equivalente) y se agita a temperatura ambiente durante el
tiempo que se indica en cada caso. Finalmente, se elimina el disolvente evaporando a
presion reducida. El residuo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de

gel de silice empleando los eluyentes que se indican en cada caso.

2-Furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (67): Se obtiene segun el método general descrito
anteriormente. Reactivos: acido 2-furoico (300 mg, 2.62 mmol),
PyBOP (1360 mg, 2.62 mmol), alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico
(0.373 mL, 2.25 mmol) y TEA (0.622 mL, 4.50 mmol). Tiempo de
reaccion: 24 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo
(3:1). Rendimiento: solido blanco (173 mg, 27%). P.f.. 88.1 °C.
Pureza HPLC: 97%. MS (ES) m/z: 181. 'H-RMN (300 MHz, CDCl,) &: 7.56 (d, 1H, J =
1.7 Hz, H-furil), 7.19 (d, 1H, J = 3.4 Hz, H-furil), 6.65 (s, 2H, H-ar), 6.48 (d, 1H, J = 3.5
Hz, H-furil), 5.24 (s, 2H, O-CH.-ar), 3.84 (s, 6H, OCHz), 3.82 (s, 3H, OCHj). **C-RMN (75
MHz, CDCly) &: 158.9 (CO), 153.7 (C-ar, 2C), 146.9 (C-furil), 144.91 (C-furil), 138.5 (C-
ar), 131.9 (C-ar), 118.7 (C-furil), 112.3 (C-furil), 106.2 (C-ar, 2C), 67.2 (O-CH,-ar), 61.21
(OCHg), 56.4 (OCHs5).

C15H1606 %C %H
Tedrico 61.64 | 5.52
Hallado 61.50 | 5.30

5-Metil-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (68): Se obtiene segun el método general
descrito anteriormente. Reactivos: acido 5-metil-2-furoico (300
mg, 2.30 mmol), PyBOP (1200 mg, 2.30 mmoal), alcohol 3,4,5-
trimetoxibencilico (0.318 mL, 1.92 mmol) y TEA (0.533 mL, 3.84
mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: sélido blanco (117
mg, 20%). P.f.: 90.6 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 181. 'H NMR (400 MHz,
CDClg) 6: 7.11 (d, 1H, J = 3.2 Hz, H-furil), 6.66 (s, 2H, H-ar), 6.11 (d, 1H, J = 3.2 Hz, H-
furil), 5.24 (s, 2H, OCH,-ar), 3.86 (s, 6H, OCHzy), 3.84 (s, 3H, OCHs), 2.38 (s, 3H, CHy).
3C-RMN (100 MHz, CDCl;) &: 158.8 (CO), 157.7 (C-ar, 2C), 153.5 (C-furil), 143.1 (C-
furil), 138.2 (C-ar), 131.6 (C-ar), 120.0 (C-ar), 108.7 (C-furil), 105.9 (C-furil), 66.0 (OCH,-
ar), 61.1 (OCHs), 56.3 (OCHs), 14.2 (CHjy).
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C16H1806 %C %H
Teobrico 62.74 | 5.92
Hallado 62.62 | 5.84

5-Fenil-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (69): Se obtiene segun el método general
descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico (0.210 mL, 1.27
mmol), acido 5-fenil-2-furoico (200 mg, 1.03 mmol), PyBOP (639 mg, 1.23 mmol), TEA
(0.284 mL, 2.06 mmol). Tiempo de reaccion: 23 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: sélido blanco (90 mg, 24%). P.f.: 98.4 °C.
Pureza HPLC: 97%. MS (ES) m/z: 391 [M+Na]". *H-RMN (300 MHz, CDCl,), los datos se
recogen en la Tabla G. **C-RMN (75 MHz, CDCls,), los datos se recogen en la Tabla H.

C22H2206 %C %H
Tedrico 69.10 | 5.80
Hallado 68.89 9.18

5-(2-Trifluorometilfenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (70): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico
(0.129 mL, 0.65 mmol), acido 5-(2-trifluorometilfenil)-2-furoico (200 mg, 0.76 mmol),
PyBOP (393 mg, 0.76 mmol), TEA (0.174 mL, 1.26 mmol). Tiempo de reaccion: 12
horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco
(123 mg, 36%). P.f.: 89.8 °C. Pureza HPLC: 94%. MS (ES) m/z: 459 [M+Na]". *H-RMN
(300 MHz, CDCly), los datos se recogen en la Tabla G. **C- RMN (75 MHz, CDCls), los

datos se recogen en la Tabla H.

C22H19F306 %C %H

Teobrico 60.55 | 4.39

Hallado 60.37 | 4.31

5-(2-Clorofenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (71): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico (0.154 mL,
0.90 mmol), &cido 5-(2-clorofenil)-2-furoico (239 mg, 1.08 mmol), PyBOP (561 mg, 1.08
mmol), TEA (0.249 mL, 1.80 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion:
eluyente hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: solido blanco (118 mg, 33%). P.f..
124.6 °C. Pureza HPLC: 94%. MS (ES) m/z: 403 (M+H)*. 'H-RMN (400 MHz, CDCl;), los
datos se recogen en la Tabla G. **C-RMN (100 MHz, CDCls), los datos se recogen en la
Tabla H.
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C21H10ClO6 %C %H

Teobrico 62.61 | 4.75

Hallado 62.54 | 4.55

5-(2,4-Diclorofenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (72): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico
(0.159 mL, 0.93 mmol), acido 5-(2,4-diclorofenil)-2-furoico (200 mg, 0.78 mmol), PyBOP
(485 mg, 0.93 mmol), TEA (0.215 mL, 1.55 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas.
Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido amarillo (225
mg, 55%). P.f.: 125.4 °C. Pureza HPLC: 96%. MS (ES) m/z: 459 [M+Na]*. *H-RMN (300
MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla G. **C-RMN (75MHz, CDCl,), los datos

se recogen en la Tabla H.

C21H18Cl206 %C %H

Teobrico 57.68 | 4.15

Hallado 57.39 | 431

5-(2-Cloro-5-trifluorometilfenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (73): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-
trimetoxibencilico (0.141 mL, 0.83 mmol), acido 5-(2-cloro-5-trifluorometilfenil)-2-furoico
(200 mg, 0.99 mmol), PyBOP (516 mg, 0.99 mmol), TEA (0.228 mL, 1.65 mmol). Tiempo
de reaccion: 12 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento:
sélido blanco (100 mg, 26%). P.f.: 129.1 °C. Pureza HPLC: 94%. MS (ES) m/z: 181. 'H-
RMN (300 MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla G. **C-RMN (75 MHz, CDCly),

los datos se recogen en la Tabla H.

C22H18CIF306 %C %H

Tedrico 56.12 | 3.85

Hallado 55.92 | 3.87

5-(2-Nitro-4-metilfenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (74): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico
(0.112 mL, 0.66 mmol), acido 5-(2-nitro-4-metilfenil)-2-furoico (200 mg, 0.79 mmol),
PyBOP (412 mg, 0.79 mmol), TEA (0.182 mL, 1.32 mmol). Tiempo de reaccion: 12
horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: sélido blanco
(27 mg, 10%). P.f.: 148.3 °C. Pureza HPLC: 90%. MS (ES) m/z: 450 [M+Na]*. "H-RMN
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(300 MHz, CDCly), los datos se recogen en la Tabla G. **C- RMN (75 MHz, CDCls), los

datos se recogen en la Tabla H.

C22H21NOg %C %H %N

Teobrico 61.82 | 4.95 | 3.28

Hallado 61.81 | 4.82 | 3.44

5-(2-Nitro-4-clorofenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (75): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico
(0.101 mL, 0.61 mmol), &cido 5-(2-nitro-4-clorofenil)-2-furoico (200 mg, 0.71 mmol),
PyBOP (369 mg, 0.71 mmol), TEA (0.164 mL, 1.19 mmol). Tiempo de reaccion: 12
horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco
(130 mg, 38%). P.f.: 147.3 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 470 [M+Na]*. 'H-
RMN (300 MHz, CDCl5), los datos se recogen en la Tabla G. **C-RMN (75 MHz, CDCl5),

los datos se recogen en la Tabla H.

C25H2805 %C %H %N
Teobrico 56.32 | 4.05 | 3.18
Hallado 56.07 | 4.02 | 2.99

5-(3-Trifluorometilfenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (76): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico
(0.105 mL, 0.62 mmol), &cido 5-(3-trifluorometilfenil)-2-furoico (200 mg, 0.74 mmol),
PyBOP (405 mg, 0.78 mmol), TEA (0.171 mL, 1.24 mmol). Tiempo de reaccion: 12
horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco
(235 mg, 87%). P.f.: 107.7 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 181. *H-RMN (300
MHz, CDCl;), los datos se recogen en la Tabla G. **C- RMN (75 MHz, CDCl,), los datos

se recogen en la Tabla H.

C22 Hig F306 %C %H

Tedrico 60.55 | 4.39

Hallado 60.34 | 4.31

5-(4-Nitrofenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (77): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico (0.168 mL,
0.98 mmol), &cido 5-(4-nitrofenil)-2-furoico (200 mg, 0.82 mmol), PyBOP (509 mg, 0.98

mmol), TEA (0.227 mL, 1.64 mmol). Tiempo de reaccidén: 24 horas. Purificacion:
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eluyente hexano/acetato de etilo (4:1). Rendimiento: sélido blanco (34 mg, 10%). P.f..
161.2 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 436 [M+Na]*. *H-RMN (300 MHz, CDCls),
los datos se recogen en la Tabla G. **C-RMN (75 MHZ, CDCl;), los datos se recogen en
la Tabla H.

C21H19NOsg %C %H %N

Teobrico 61.02 | 4.63 | 3.39

Hallado 60.97 | 4.75 | 3.65

5-(4-Metoxifenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (78): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico
(0.126 mL, 0.74 mmol), &cido 5-(4-metoxifenil)-2-furoico (200 mg, 0.89 mmol), PyBOP
(462 mg, 0.89 mmol), TEA (0.205 mL, 1.48 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas.
Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: sélido blanco (205 mg,
70%). P.f.: 137.0 °C. Pureza HPLC: 97%. MS (ES) m/z: 421 [M+Na]". '"H-RMN (300
MHz, CDCl;), los datos se recogen en la Tabla G. **C- RMN (75 MHz, CDCl,), los datos

se recogen en la Tabla H.

C2oH2.07 %C %H
Teobrico 66.32 | 5.57
Hallado 66.03 | 5.57

5-(4-Metilfenil)-2-furoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (79): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trimetoxibencilico (0.196 mL,
1.15 mmol), acido 5-(4-metilfenil)-2-furoico (200 mg, 0.96 mmol), PyBOP (599 mg, 1.15
mmol), TEA (0.265 mL, 1.92 mmol). Tiempo de reaccion: 22 horas. Purificacion:
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (121 mg, 33%). P.f..
144.6 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 405 [M+Na]*. *H-RMN (300 MHz, CDCls),
los datos se recogen en la Tabla G. *>*C-RMN (75 MHz, CDCI,), los datos se recogen en
la Tabla H.

C22H2206 %C %H
Tedrico 69.10 | 5.80
Hallado 69.30 5.65

5-Fenil-2-furoato de 3,4,5-trietoxibencilo (80): Se obtiene segun el método general

descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trietoxibencilico (0.314 mL, 1.28 mmol),
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acido 5-fenil-2-furoico (300 mg, 1.55 mmol), PyBOP (998 mg, 1.92 mmol), TEA (0.354
mL, 2.56 mmol). Tiempo de reaccion: 18 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de
etilo (8:1). Rendimiento: solido blanco (196 mg, 38%). P.f.: 88.8 °C. Pureza HPLC: 98%.
MS (ES) m/z: 433 [M+Na]". *H-RMN (300 MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla
G. BC-RMN (75 MHz, CDCly), los datos se recogen en la Tabla H.

C24H2606 %C %H
Tedrico 70.23 | 6.38
Hallado 70.15 6.09

5-(2,4-Diclorofenil)-2-furoato de 3,4,5-trietoxibencilo (81): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trietoxibencilico (0.162
mL, 0.65 mmol), acido 5-(2,4-diclorofenil)-2-furoico (200 mg, 0.78 mmol), PyBOP (505
mg, 0.97 mmol), TEA (0.179 mL, 1.30 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas.
Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: sélido blanco (200 mg,
64%). P.f.: 92.4 °C. Pureza HPLC: 93%. MS (ES) m/z: 501 [M+Na]*. *H-RMN (300 MHz,
CDCl,), los datos se recogen en la Tabla G. **C-RMN (75 MHz, CDCls), los datos se

recogen en la Tabla H.

C24H24Cl>06 %C %H

Teobrico 60.13 | 5.05

Hallado 60.25 | 4.98

5-(4-Nitrofenil)-2-furoato de 3,4,5-trietoxibencilo (82): Se obtiene seguin el método
general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trietoxibencilico (0.171 mL, 0.69
mmol), acido 5-(4-nitrofenil)-2-furoico (200 mg, 0.82 mmol), PyBOP (530 mg, 1.02
mmol), TEA (0.189 mL, 1.37 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion:
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido amarillo pélido (110 mg,
35%). P.f.: 107.8 °C. Pureza HPLC: 97%. MS (ES) m/z: 223. *H-RMN (300 MHz, CDCls),
los datos se recogen en la Tabla G. **C-RMN (75 MHz, CDCls), los datos se recogen en
la Tabla H.

C24H25NOg %C %H %N

Teobrico 63.29 | 5,53 | 3.08

Hallado 63.01 | 5.60 | 3.38
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5-(4-Metilfenil)-2-furoato de 3,4,5-trietoxibencilo (83): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: alcohol 3,4,5-trietoxibencilico (0.197 mL, 0.79
mmol), acido 5-(4-metilfenil)-2-furoico (200 mg, 0.96 mmol), PyBOP (623 mg, 1.20
mmol), TEA (0.221 mL, 1.60 mmol). Tiempo de reaccién: 18 horas. Purificacion:
eluyente hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: solido blanco (77 mg, 10%). P.f..
99.7 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 447 [M+Na]". *H-RMN (300 MHz, CDCls),
los datos se recogen en la Tabla G. **C-RMN (75 MHz, CDCI,), los datos se recogen en
la Tabla H.

C25H2806 %C %H
Tedrico 70.44 | 6.65
Hallado 70.25 6.58

5-Fenil-2-furoato de 4-metoxibencilo (84): Se obtiene segun el método general
descrito anteriormente. Reactivos: &cido 5-fenil-2-furoico (495
mg, 2.63 mmol), alcohol 4-metoxibencilico (0.270 mL, 2.13
mmol), PyBOP (1360 mg, 2.63 mmol), TEA (0.589 mL, 4.26
mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: sélido blanco (589
mg, 90%). P.f.: 81.6 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 309 (M+H)*. *"H-RMN (400
MHz, CDCls) &: 7.78 (d, 2H, J = 7.1 Hz, H-ar), 7.43-7.39 (m, 4H, H-ar), 7.37-7.32 (m, 1H,
H-ar), 7.26 (d, 1H, J = 3.6 Hz, H-furil), 6.92 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H-ar), 6.72 (d, 1H, J = 3.6
Hz , H-furil), 5.30 (s, 2H, H-ar), 3.81 (s, 3H, OCHj). **C-RMN (100 MHz, CDCl;) &: 159.9
(CO), 158.9 (C-ar), 157.8 (C-furil), 143.8 (C-furil), 130.5 (C-ar), 129.7 (C-ar), 129.0 (C-
ar), 128.1 (C-ar), 125.4 (C-ar), 120.4 (C-furil), 114.2 (C-ar), 107.1 (C-furil), 66.5 (C-ar),
55.5 (OCHs).

C19H1604 %C %H
Teobrico 74.01 | 5.23
Hallado 7412 | 5.20

5-(4-Cloro-2-nitrofenil)-2-furoato de 4-metoxibencilo (85): Se obtiene segin el
meétodo general descrito anteriormente. Reactivos: 4cido 5-(4-
cloro-2-nitrofenil)-2-furoico (399 mg, 1.42 mmol), alcohol 4-
metoxibencilico (0.147 mL, 1.18 mmol), PyBOP (738 mag,
1.42 mmol), TEA (0.326 mL, 2.36 mmol). Tiempo de reaccion:
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24 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: sdlido
amarillo (112 mg, 25%). P.f.: 138.7 °C. Pureza HPLC: 96%. MS (ES) m/z: 410 (M+Na)".
'H-RMN (400 MHz, CDCl,) &: 7.78 (d,1H, J = 8.5 Hz, H-ar), 7.76 (d,1H, J = 2.0 Hz, H-ar),
7.60 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H-ar), 7.38 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Har), 7.23 (d, 1H, J = 3.6 Hz, H-
furil), 6.91 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H-ar), 6.68 (d, 1H, J = 3.6 Hz, H-furil), 5.29 (s, 2H, CH,-ar),
3.81 (s, 3H, OCH5)."*C-RMN (100 MHz, CDCl;) &: 160.0 (CO), 158.3 (C-ar), 150.6 (C-
ar), 148.1 (C-furil), 145.5 (C-furil), 135.7 (C-ar), 132.6 (C-ar), 131.0 (C-ar), 130.5 (C-
ar),127.7 (C-ar), 124.5 (C-ar), 121.8 (C-ar), 119.8 (C-furil), 114.2 (C-ar), 112.0 (C-furil),
66.9 (CH,-ar), 55.5 (OCHs).

C19H14CINOs %C %H %N

Teobrico 58.85 | 3.64 | 3.61

Hallado 58.57 | 3.59 | 3.60

1.5.4. Sintesis de derivados de N-(3,4,5-trimetoxibencil)-5-fenil-2-furamida

Método general

Sobre una disolucion del derivado del acido 5-fenil-2-furoico correspondiente (1.2
equivalentes) en 10 mL de diclorometano se afade el agente acoplante PyBOP (1.2
equivalentes) junto con TEA (2 equivalentes) como base y se agita a temperatura
ambiente durante una hora. A continuacion, se afiade la 3,4,5-trimetoxibencilamina (1
equivalente) y se agita a temperatura ambiente durante el tiempo indicado en cada
caso. Finalmente, se elimina el disolvente evaporando a presion reducida. El residuo
obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice empleando los

eluyentes indicados en cada caso.

N-(3,4,5-trimetoxibencil)-5-(2-trifluorometilfenil)-2-furamida (86): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: 3,4,5-trimetoxibencilamina (0.166
mL, 0.97 mmol), acido 5-(2-trifluorometilfenil)-2-furoico (300 mg, 1.14 mmol), PyBOP
(590 mg, 1.14 mmol), TEA (0.314 mL, 2.27 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas.
Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (400 mg,
94%). P.f.: 123.7 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 458 [M+Na]". *H-RMN (300
MHz, CDCly), los datos se recogen en la Tabla G. **C- RMN (75 MHz, CDCl,), los datos

se recogen en la Tabla H.
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C22H20F3NOs %C %H %N

Teobrico 60.69 | 4.63 | 3.22

Hallado 60.48 | 457 | 3.24

N-(3,4,5-trimetoxibencil)-5-(2-nitro-4-metilfenil)-2-furamida (87): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: 3,4,5-trimetoxibencilamina (0.173
mL, 0.99 mmol), &cido 5-(2-nitro-4-metilfenil)-2-furoico (300 mg, 1.19 mmol), PyBOP
(618 mg, 1.19 mmol), TEA (0.274 mL, 1.98 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas.
Purificacién: eluyente hexano/acetato de etilo (3:1). Rendimiento: sélido amarillo palido
(56 mg, 14%). P.f.: 114.2 °C. Pureza HPLC: 93%. MS (ES) m/z: 427 [M+H]". 'H-RMN
(300 MHz, CDCl,), los datos se recogen en la Tabla G. *C-RMN (75 MHz, CDCls), los

datos se recogen en la Tabla H.

C22H22N207 %C %H %N

Teobrico 61.97 | 5.20 | 6.57

Hallado 61.68 | 5.28 | 6.84

N-(3,4,5-trimetoxibencil)-5-(2-nitro-4-clorofenil)-2-furamida (88): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: 3,4,5-trimetoxibencilamina (0.104
mL, 0.59 mmoal), acido 5-(2-nitro-4-clorofenil)-2-furoico (200 mg, 0.71 mmol), PyBOP
(369 mg, 0.71 mmol), TEA (0.164 mL, 1.18 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas.
Purificacién: eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sdélido amarillo (299
mg, 94%). P.f.: 142.4 °C. Pureza HPLC: 96%. MS (ES) m/z: 447, 449 [M+H]*. 'H-RMN
(300 MHz, CDCl,), los datos se recogen en la Tabla G. *C-RMN (75 MHz, CDCly), los

datos se recogen en la Tabla H.

C21H19CIN2O7 %C %H %N

Teobrico 56.45 | 4.29 | 6.27

Hallado 56.56 | 4.04 | 8.28

1.5.5. Sintesis de los derivados del anillo de tiofeno

5-Bromo-2-tiofenocarboxilato de 3,4,5-trimetoxibencilo (89): Sobre una disolucion
del &cido 5-bromo-2-tiofenocarboxilico (300 mg, 1.40 mmol) en
10 mL de diclorometano se afiade el agente acoplante PyBOP
(730 mg, 1.40 mmol) junto con TEA (0.332 mL, 2.40 mmol)
como base y se agita a temperatura ambiente durante una

hora. A continuaciéon, se afade el alcohol 3,4,5-
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trimetoxibencilico (0.239 mL, 1.20 mmol) y se agita a temperatura ambiente durante 12
horas. Finalmente, se elimina el disolvente evaporando a presion reducida. El residuo
obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice empleando
como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (378 mg, 81%).
P.f: 113.5 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES) m/z: 388 [M+H]". *H-RMN (300 MHz,
CDClg) 6: 7.57 (d, 1H, J = 3.9 Hz, H-tienilo), 7.06 (d, 1H, J = 3.9 Hz, H-tienilo), 6.63 (s,
2H, H-ar), 5.23 (s, 2H, OCH,-ar), 3.87 (s, 6H, OCH,), 3.84 (s, 3H, OCHjs)."*C-RMN (75
MHz, CDCl5) &: 161.3 (CO), 153.7 (2C, C-ar), 138.5 (C-ar), 134.3 (C-tienilo), 133.7 (C-
tienilo), 131.5 (C-tienilo), 131.4 (C-ar), 120.9 (C-tienilo), 105.9 (2C, C-ar), 67.6 (OCH,-
ar), 61.3 (OCHs), 56.6 (2C, OCHy).

C15H15BrSOs %C %H

Teobrico 46.52 | 3.90

Hallado 46.27 | 3.81

5-Fenil-2-tiofenocarboxilato de 3,4,5-trimetoxibencilo (90): en un vial de microondas
se afiaden el derivado 89 (100 mg, 0.26 mmol), acido
fenilborénico (32 mg, 0.26 mmol), tetrakis(trifenilfosfina)
paladio (0) (11 mg, 0.01 mmol) y Cs,CO; (17 mg, 0.05
mmol) como base. A continuacién se afiade 2 ml de una
disolucion Dioxano/H,O (6:1) y se agita a 90 °C bajo
irradiacion microondas durante dos horas. Finalmente, se elimina el disolvente
evaporando a presion reducida. El residuo obtenido se purifica mediante cromatografia
en columna de gel de silice empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1).
Rendimiento: sélido blanco (45 mg, 45%). P.f.: 109.4 °C. Pureza HPLC: >99%. MS (ES)
m/z: 181. 'H-RMN (300 MHz, CDCl;) &: 7.80 (d, 1H, J = 3.9 Hz, H-tienilo), 7.64 (dd, 2H,
J = 8.3, 1.6 Hz, H-ar), 7.41-7.35 (m, 3H, H-ar), 7.30 (d, 1H, J = 3.94 Hz, H-tienilo), 6.68
(s, 2H, H-ar), 5.28 (s, 2H, OCH,-ar), 3.89 (s, 6H, OCHjs), 3.86 (s, 3H, OCHs). *C-RMN
(75 MHz, CDCls;) &: 162.4 (CO), 153.8 (2C, C-ar), 152.0 (C-tienilo), 131.8 (C-ar), 129.5
(2C, C-ar), 129.3 (C-tienilo), 126.6 (2C, C-ar), 124.1 (C-tienilo), 105.9 (2C, C-ar), 67.4
(OCHj,-ar), 61.3 (OCHzy), 56.6 (2C, OCHy).

C21H2005S %C %H

Teobrico 65.61 | 5.24

Hallado 65.33 | 5.14
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1.6. Sintesis de los derivados del anillo de tiazol

1.6.1. Sintesis de los productos de partida

1.6.1.1. Derivados del acetato de bencilo

Método general

Sobre una disolucidon del acido carboxilico correspondiente (1.2 equivalentes) en 10
ml de diclorometano se afiade PyBOP (1.2 equivalentes) junto con TEA (2 equivalentes)
como base vy se agita durante 1 hora. A continuacion, se afiade el derivado del
aminoacetato o hidroxiacetato de bencilo (1 equivalente) y se agita a temperatura
ambiente durante el tiempo que se indica en cada caso. Finalmente, se elimina el
disolvente evaporando a presion reducida. El residuo obtenido se purifica mediante
cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® con los eluyentes que se indican

en cada caso.

2-(2,2-Difenilacetamido)acetato de bencilo (97): Se obtiene segun el método general
descrito anteriormente. Reactivos: &cido 2,2-difenilacético (500 mg, 2.33 mmol), PyBOP
(1210 mg, 2.33 mmol), 2-aminoacetato de bencilo (391 mg, 1.94 mmol) y TEA (0.536
mL, 3.88 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato
etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (188 mg, 28%). P.f.: 111.4-113.5 °C. Pureza
HPLC: >99%. EM (m/z): 360 (M+H)". H-RMN (300 MHz, DMSO-d;), los datos se
recogen en la Tabla N. **C-RMN (75 MHz, DMSO-d;), los datos se recogen en la Tabla
0.

2-(3,3-Difenilpropionamido)acetato de bencilo (98): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 3,3-difenilpropiénico (407 mg, 1.78
mmol), PyBOP (925 mg, 1.78 mmol), 2-aminoacetato de bencilo (300 mg, 1.49 mmol) y
TEA (0.412 mL, 2.98 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (272 mg, 49%). P.f.: 103.0-
105.9 °C Pureza HPLC: 95%. EM (m/z): 374 (M+H)". "H-RMN (400 MHz, DMSO-d), los
datos se recogen en la Tabla N. **C-RMN (100 MHz, DMSO-ds), los datos se recogen

en la Tabla O.

2-(2,2-Difenilacetoxi)acetato de bencilo (99): Se obtiene segun el método general

descrito anteriormente. Reactivos: acido 2,2-difenilacético (597 mg, 2.79 mmol), PyBOP
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(1450 mg, 2.79 mmol), 2-hidroxiacetato de bencilo (0.341 mL, 2.33 mmol) y TEA (0.646
mL, 4.67 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato
etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (543 mg, 65%). P.f.: 51.5-52.7 °C. Pureza HPLC:
>99%. EM (m/z): 213. *H-RMN (500 MHz, Acetona-dg), los datos se recogen en la Tabla
N. *C-RMN (125 MHz, Acetona-ds), los datos se recogen en la Tabla O.

2-(2-Benzamidoacetoxi)acetato de bencilo (118): Se obtiene segin el método general
descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-benzamidoacético (216 mg, 1.20 mmol),
PyBOP (626 mg, 1.20 mmol), 2-hidroxiacetato de bencilo (0.141 mL, 1 mmol), TEA (0.33
mL, 2.40 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de
etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (209 mg, 64%). P.f.: 98.8-101.3 °C. Pureza HPLC:
>99%. EM (m/z): 350 (M+Na)*."H-RMN (400 MHz, Acetona-d), los datos se recogen en
la Tabla N.**C-RMN (100 MHz, Acetona-dg), los datos se recogen en la Tabla O.

2-[2-(2-Fenilacetamido)acetoxi]acetato de bencilo (119): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-(2-fenilacetamido)acético (1170 mg,
6.08 mmol), PyBOP (3160 mg, 6.08 mmol), 2-hidroxiacetato de bencilo (0.742 mL, 5.07
mmol), TEA (1.40 mL, 10.14 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion:
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (580 mg, 28%). P.f.:
80.9-82.2 °C. Pureza HPLC: 95%. EM (m/z): 213. 'H-RMN (400 MHz, Acetona-ds), los
datos se recogen en la Tabla N. **C-RMN (100 MHz, Acetona-dg), los datos se recogen

en la Tabla O.

1.6.1.2. Derivados del acido acético

Método general

Sobre un disolucion del derivado de acetato de bencilo correspondiente (1
equivalente) en 15 mL de THF/MeOH (1:2) a 0 °C, afiadimos lentamente el catalizador
Pd/C (10% p/p). A continuacion, pasamos una corriente de H, y mantenemos la reaccién
a la presion y durante el tiempo indicado en cada caso. Finalmente, se elimina los restos
del catalizador empleando un filtro de 0.45 uM. El residuo obtenido se purifica mediante
cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® con los eluyentes que se indican

en cada caso.

Acido 2-(2,2,-difenilacetamido)acético (100): Se obtiene segin el método general

descrito anteriormente. Reactivos: derivado 97 (123 mg, 0.34 mmol), Pd/C (12 mg, 10%

191



Parte experimental

p/p). Condiciones de reaccién: 17 psi durante 3 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: sélido blanco (78 mg, 84%). P.f.: 133.7-
136.0 °C. Pureza HPLC: 96%. EM (m/z): 270 (M+H)*. *H-RMN (500 MHz, Acetona-ds),
los datos se recogen en la Tabla N. **C-RMN (125 MHz, Acetona-dg), los datos se

recogen en la Tabla O.

Acido 2-(3,3-difenilpropionamido]acético (101): Se obtiene segin el método general
descrito anteriormente. Reactivos: derivado 98 (200 mg, 0.50 mmol), Pd/C (20 mg, 10%
p/p). Condiciones de reaccibn 20 psi durante 3 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo. (8:1). Rendimiento: solido blanco (144 mg, 99%). P.f.. 126.5-
128.7 °C. Pureza HPLC: 95%. EM (m/z): 282 (M+H)". *H-RMN (500 MHz, Acetona-ds),
los datos se recogen en la Tabla N. **C-RMN (125 MHz, Acetona-dg), los datos se

recogen en la Tabla O.

Acido 2-(2,2-difenilacetoxi)acético (102): Se obtiene segun el método general descrito
anteriormente. Reactivos: derivado 99 (543 mg, 1.31 mmol), Pd/C (54 mg, 10% p/p).
Condiciones de reaccién: 17 psi durante 5 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato
de etilo. (8:1). Rendimiento: sélido blanco (327 mg, 93%). P.f.: 113.0-114.4 °C. Pureza
HPLC: >99%. EM (m/z): 213. *H-RMN (500 MHz, Acetona-ds), los datos se recogen en
la Tabla N. *C-RMN (125 MHz, Acetona-ds), los datos se recogen en la Tabla O.

Acido 2-(2-benzamidoacetoxi)acético (120): Se obtiene segun el método general
descrito anteriormente. Reactivos: derivado 118 (152 mg, 0.46 mmol), Pd/C (15 mg,
10% p/p). Condiciones de reaccion: 20 psi durante 3 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: solido blanco (82 mg, 75%). P.f.: 160.1-
163.8 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 238 (M+H)*.'"H-RMN (400 MHz, CH;0D), los
datos se recogen en la Tabla N. **C-RMN (100 MHz, CH;0D), los datos se recogen en
la Tabla O.

Acido 2-[2-(2-fenilacetamido)acetoxi]acético (121): Se obtiene segin el método
general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 119 (546 mg, 1.12 mmol), Pd/C (52
mg, 10% p/p). Condiciones de reaccion: 17 psi durante 5 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (8:1). Rendimiento: solido blanco (205 mg, 73%). P.f.: 95.6-97.0
°C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 251 (M+H)". *H-RMN (400 MHz, CH;0D), los datos
se recogen en la Tabla N. **C-RMN (100 MHz, CH;OD), los datos se recogen en la
Tabla O.
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1.6.2. Sintesis de los derivados de anillo de tiazol con un conector de un enlace

Método general

Sobre una disolucion del acido carboxilico correspondiente (1.2 equivalentes) en 10
ml de diclorometano se afiade PyBOP (1.2 equivalentes) junto con TEA (2 equivalentes)
como base y se agita durante 1 hora. A continuacion, se afiade el derivado del 2-
aminotiazol correspondiente (1 equivalente) y se agita a temperatura ambiente durante
el tiempo que se indica en cada caso. Finalmente, se elimina el disolvente evaporando a
presion reducida. El residuo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna

utilizando el equipo Isolera® con los eluyentes que se indican en cada caso.

2-(2,2-Difenilacetamido)-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (91): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2,2-difenilacético (238 mg, 1.12
mmol), PyBOP (586 mg, 1.12 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (200
mg, 0.94 mmol), TEA (0.217 mL, 1.57 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas.
Purificacién: eluyente hexano/acetato de etilo (1:1). Rendimiento: solido blanco (214 mg,
60%). P.f.: 161.5-163.7 °C. Pureza HPLC: 97%. EM (m/z): 380 (M+H)*. *H-RMN (300
MHz, CDCly), los datos se recogen en la Tabla I. **C-RMN (75 MHz, Acetona-ds), los

datos se recogen en la Tabla J.

C2oH21NO3S %C %H %N %S

Tedrico 66.29 | 5.30 | 7.36 | 8.43

Hallado 66.07 | 5.53 | 7.33 | 8.78

2-[2-(3-Clorofenilacetamido)]-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (92): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: acido (3-clorofenil)acético
(100 mg, 0.57 mmol), PyBOP (296 mg, 0.57 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-carboxilato
de etilo (91 mg, 0.47 mmol), TEA (0.131 mL, 0.91 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas.
Purificacién: eluyente hexano/acetato de etilo (1:1). Rendimiento: sélido blanco (63 mg,
33%). P.f.: 149.7-150.6 °C. Pureza HPLC: 97%. EM (m/z): 339 (M+H)*. *H-RMN (400
MHz, DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla I. *C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), los

datos se recogen en la Tabla J.

C15H15CIN2O3S | %C %H %N %S

Teobrico 53.17 | 4.46 | 8.27 | 9.46

Hallado 52.89 | 471 | 8.16 | 9.25
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2-(2-Metoxibenzamido)-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (93): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-metoxibenzoico (200 mg,
1.30 mmol), PyBOP (683 mg, 1.30 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo
(197 mg, 1.06 mmol), TEA (0.303 mL, 2.18 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas.
Purificacion: eluyente hexano/ acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (114
mg, 33%). P.f.: 151.6-153.2 °C. Pureza HPLC: 95%. EM (m/z): 321 (M+H)". *H-RMN
(300 MHz, CDCl,), los datos se recogen en la Tabla I. *C-RMN (75 MHz, Acetona-ds),

los datos se recogen en la Tabla J.

C16H18N204S %C %H %N %S

Tebrico 56.24 | 5.03 | 8.74 |10.01
Hallado 56.60 | 5.59 | 8.47 | 9.98

N-(benzotiazol-2-il)-2,2-difenilacetamida (94): Se obtiene segun el método general
descrito anteriormente. Reactivos: acido 2,2-difenilacético (238 mg, 1.12 mmol), PyBOP
(586 mg, 1.12 mmol), 2-aminobenzotiazol (141 mg, 0.94 mmol), TEA (0.260 mL, 1.88
mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion: extraccion CH,Cl,/H,O. Rendimiento:
sélido blanco (161 mg, 50%). P.f.: 142.4-146.1 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 345
(M+H)". "H-RMN (300 MHz, DMSO-de), los datos se recogen en la Tabla I. **C-RMN (75
MHz, DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla J.

C21H16N20S %C %H %N %S

Tebrico 73.23 | 468 | 8.13 | 9.31
Hallado 73.20 | 4.65 | 8.20 | 9.40

N-(benzotiazol-2-il)-2-(3-clorofenil)acetamida (95): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: &cido (3-clorofenil)acético (272 mg, 1.55
mmol), PyBOP (807 mg, 1.55 mmol), 2-aminobenzotiazol (200 mg, 1.29 mmol), TEA
(0.357 mL, 2.58 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion: eluyente
hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (256 mg, 66%). P.f.: 175-6-
177.5 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 303 (M+H)*. *H-RMN (300 MHz, CDCls), los
datos se recogen en la Tabla I. **C-RMN (75 MHz, CDCls), los datos se recogen en la
Tabla J.

C1sH11CIN2OS | %C %H | %N %S

Tebrico 59.50 | 3.66 | 9.25 |10.59
Hallado 59.36 | 3.78 | 8.98 |10.33
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N-(benzotiazol-2-il)-2-metoxibenzamida (96): Se obtiene segin el método general
descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-metoxibenzoico (239 mg, 1.57 mmol), PyBOP
(817 mg, 1.57 mmol), 2-aminobenzotiazol (196 mg, 1.31 mmol), TEA (0.364 mL, 2.63
mmol). Tiempo de reaccidén: 24 horas. Purificacion: eluyente hexano/acetato de etilo
(6:1). Rendimiento: solido blanco (204 mg, 55%). P.f.: 159.0-160.2 °C. Pureza HPLC:
95%. EM (m/z): 285 (M+H)*. "H-RMN (500 MHz, DMSO-d), los datos se recogen en la
Tabla I. *C-RMN (125 MHz, DMSO-dy), los datos se recogen en la Tabla J.

C16H14N202S %C %H %N %S

Tebrico 63.36 | 4.25 | 9.85 |11.28
Hallado 63.60 | 4.42 | 9.93 |11.27

1.6.3. Sintesis de derivados de anillo de tiazol con un conector de dos enlaces

Método general

Sobre una disolucion del &cido carboxilico correspondiente (1.2 equivalentes) en 10
ml de diclorometano se afiade el agente acoplante (1.2 equivalentes) junto con TEA (2
equivalentes) como base y se agita durante 1 hora. A continuacion, se afiade el
derivado del 2-aminotiazol correspondiente (1 equivalente) y se agita a temperatura
ambiente durante el tiempo que se indica en cada caso. Finalmente, se elimina el
disolvente evaporando a presion reducida. El residuo obtenido se purifica mediante el

método indicado en cada caso.

2-(2-Benzamidoacetamido)-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (103): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-benzamidoacético
(100 mg, 0.56 mmol), PyBOP (290 mg, 0.56 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-carboxilato
de etilo (86 mg, 0.46 mmol), TEA (0.128 mL, 0.93 mmol). Tiempo de reaccién: 24 horas.
Purificacién: cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como
eluyente hexano/acetato de etilo (2:1). Rendimiento: sélido blanco (70 mg, 36%). P.f..
217.8-218.4 °C. Pureza HPLC: 93%. EM (m/z): 348 (M+H)". "H-RMN (300 MHz, DMSO-
de), los datos se recogen en la Tabla K. *C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), los datos se

recogen en la Tabla L.

C16H17N304S %C %H %N %S

Tebrico 55.32 | 4.93 | 12.10 | 9.23
Hallado 55.27 | 455 |11.82 | 8.81
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2-[2-(2-Fenilacetamido)acetamido]-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (104): Se
obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-(2-
fenilacetamido)acético (39 mg, 0.332 mmol), EDC (246 mg, 1.29 mmol), 2-amino-4-
metiltiazol-5-carboxilato de etilo (207 mg, 1.07 mmol), DMAP (39 mg, 0.332 mmol).
Tiempo de reaccion: 12 horas. Aislamiento: filtracion del sélido en suspension y lavados
con CH,Cl,. Rendimiento: solido blanco (73 mg, 20%). P.f.: 158.8-159.0 °C. Pureza
HPLC: 98%. EM (m/z): 362 (M+H)". "H-RMN (300 MHz, CDCl;), los datos se recogen en
la Tabla K. *C-RMN (75 MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla L.

C17H19N304S %C %H %N %S

Tebrico 56.50 | 5.30 | 11.63 | 8.87
Hallado 56.54 | 5.26 | 11.27 | 8.78

2-[2-(2,2-Difenilacetamido)acetamido]-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (105): Se
obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 100 (60
mg, 0.22 mmol), PyBOP (115 mg, 0.22 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-carboxilato de
etilo (36 mg, 0.18 mmol), TEA (0.052 mL, 0.37 mmol). Tiempo de reaccién: 24 horas.
Purificacién: cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (53 mg, 65%). P.f.
161.2-162.5 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 439 (M+H)*. 'H-RMN (300 MHz,
CDCl,), los datos se recogen en la Tabla K. **C-RMN (75 MHz, CDCl), los datos se

recogen en la Tabla L.

C23H23N304S %C %H %N %S

Tebrico 56.50 | 5.30 | 11.63 | 8.87
Hallado 56.34 | 5.09 | 11.50 | 8.77

2-[2-(3,3-Difenilpropionamido)acetamido]-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (106):
Se obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 101
(119 mg, 0.43 mmol), PyBOP (187 mg, 0.36 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-carboxilato
de etilo (68 mg, 0.36 mmol), TEA (0.098 mL, 0.71 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas.
Purificaciéon: cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (78 mg, 47%). P.f.
199.1-201.2 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 452 (M+H)*. 'H-RMN (500 MHz,
Acetona-dg), los datos se recogen en la Tabla K. **C-RMN (125 MHz, Acetona-dg), los

datos se recogen en la Tabla L.
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C24H25N304S %C %H | %N %S

Tedrico 63.84 | 558 | 9.31 | 7.10

Hallado 63.71 | 5.68 | 9.41 | 7.32

N-(benzotiazol-2-il)-2-(benzamido)acetamida (107): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: &cido 2-benzamidoacético (200 mg, 1.09
mmol), PyBOP (568 mg, 1.09 mmol), 2-aminobenzotiazol (140 mg, 0.91 mmol), TEA
(252 mL, 1.82 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacién: cromatografia en
columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente hexano/acetato de etilo
(6:1). Rendimiento: sélido blanco (260 mg, 91%). P.f.: 267.6-268.4 °C (Biblio.**® 262-264
°C). Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 312 (M+H)". *H-RMN (400 MHz, DMSO-dg), los
datos se recogen en la Tabla K. *C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los datos se recogen en
la Tabla L.

C16H13N302S %C %H %N %S

Tedrico 61.72 | 4.21 | 13.50 | 10.30

Hallado 61.45 | 4.04 | 13.70 | 10.28

N-(benzotiazol-2-il)-2-(2-fenilacetamido)acetamida (108): Se obtiene segun el método
general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-(2-fenilacetamido)acético (305 mg,
1.55 mmol), EDC (296 mg, 1.55 mmol), 2-aminobenzotiazol (200 mg, 1.29 mmol), DMAP
(58 mg, 0.46 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas. Aislamiento: filtracién del sélido en
suspension y lavados con CH,Cl,. Rendimiento: sélido blanco (327 mg, 78%). P.f.
247.2-249.9 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 326 (M+H)*. 'H-RMN (300 MHz,
CDCl,), los datos se recogen en la Tabla K. **C-RMN (75 MHz, CDCl), los datos se

recogen en la Tabla L.

C17H15N302S %C %H %N %S

Tebrico 62.75 | 4.65 | 12.91 | 9.85
Hallado 62.47 | 4.58 | 12.67 | 9.57

N-(benzotiazol-2-il)-2-(2,2-difenilacetamido)acetamida (109): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 100 (150 mg, 0.55 mmol),
PyBOP (288 mg, 0.55 mmol), 2-aminobenzotiazol (72 mg, 0.46 mmol), TEA (0.153 mL,
1.11 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacién: cromatografia en columna
utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1).
Rendimiento: sélido blanco (18 mg, 10%). P.f.: 208.2-209.0 °C. Pureza HPLC: 98%. EM
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(m/z): 402 (M+H)" .*H-RMN (300 MHz, CDCls), los datos se recogen en la Tabla K. **C-
RMN (75 MHz, CDCly), los datos se recogen en la Tabla L.

C23H19N302S %C %H %N %S

Tedrico 68.81 | 4.77 | 10.47 | 7.99

Hallado 68.53 | 4.48 | 10.71 | 7.86

N-(benzotiazol-2-il)-2-(3,3-difenilpropionamido)acetamida (110): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 101 (59 mg, 0.20 mmol),
PyBOP (104 mg, 0.20 mmol), 2-aminobenzotiazol (26 mg, 0.17 mmol), TEA (0.047 mL,
0.34 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Aislamiento: filtracion del solido en
suspension, y lavados con CH,Cl,. Rendimiento: sélido blanco (33 mg, 46%). P.f.
216.9-217.7 °C. Pureza HPLC: 98%. EM (m/z): 416 (M+Na)*. 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla K. *C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los

datos se recogen en la Tabla L.

C24H21N302S %C %H %N %S

Tebrico 69.37 | 5.09 | 10.11 | 7.72

Hallado 69.13 | 4.96 | 10.40 | 7.83

N-(4-fenil-5-metiltiazol-2-il)-2-(benzamido)acetamida (111): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-benzamidoacético (200 mg,
1.09 mmol), PyBOP (568 mg, 1.09 mmol), 2-amino-4-fenil-5-metiltiazol (168 mg, 0.88
mmol), TEA (0.244 mL, 1.76 mmol). Tiempo de reaccidén: 24 horas. Purificacion:
cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente
hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (117 mg, 43%). P.f.: 225.8-
227.0 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 352 (M+H)*. *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds),
los datos se recogen en la Tabla K. >*C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los datos se

recogen en la Tabla L.

C19H17N302S | %C %H %N %S

Tebrico 64.94 | 4.88 | 11.96 | 9.12

Hallado 64.80 | 490 | 11.95| 9.24

N-(4-fenil-5-metiltiazol-2-il)-2-(2-fenilacetamido)acetamida (112): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-(2-fenilacetamido)acético
(241 mg, 1.22 mmol), EDC (233 mg, 1.22 mmol), 2-amino-5-metil-4-feniltiazol (200 mg,
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1.02 mmol), DMAP (38 mg, 0.306 mmol). Tiempo de reaccién: 20 horas. Purificacion:
cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente
hexano/acetato (6:1). Rendimiento: sélido blanco (128 mg, 35%). P.f.: 199.5-201.8 °C.
Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 366 (M+H)". *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds), los datos
se recogen en la Tabla K. *C-RMN (100 MHz, DMSO-dg), los datos se recogen en la
Tabla L.

C20H19N302S %C %H %N %S

Tebrico 65.73 | 5.24 | 11.50 | 8.77
Hallado 65.88 | 5.07 | 11.38 | 8.59

N-(4-fenil-5-metiltiazol-2-il)-2-(2,2-difenilacetamido)acetamida (113): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 100 (92 mg, 0.34
mmol), PyBOP (176 mg, 0.34 mmol), 2-amino-4-fenil-5-metiltiazol (54 mg, 0.28 mmol),
TEA (0.078 mL, 0.56 mmol). Tiempo de reaccién: 24 horas. Purificacion: cromatografia
en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente hexano/acetato de
etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (20 mg, 20%). P.f.: 197.6-198.3 °C. Pureza HPLC:
98%. EM (m/z): 442 (M+H)*. "H-RMN (300 MHz, DMSO-d), los datos se recogen en la
Tabla K. **C-RMN (75 MHz, DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla L.

C26H23N302S %C %H %N %S

Tebrico 70.72 | 5.25 | 9.52 | 7.26
Hallado 71.02 | 5.42 | 9.67 | 7.40

N-(4-fenil-5-metiltiazol-2-il)-2-(3,3-difenilpropionamido)acetamida (114): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 101 (30 mg, 0.11
mmol), PyBOP (55 mg, 0.11 mmol), 2-amino-4-fenil-5-metiltiazol (17 mg, 0.088 mmol),
TEA (0.030 mL, 0.212 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion: cromatografia
en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente hexano/acetato de
etilo (3:1). Rendimiento: sélido blanco (28 mg, 70%). P.f.: 226.3-228.4 °C. Pureza HPLC:
98%. EM (m/z): 456 (M+H)*. "H-RMN (300 MHz, DMSO-d), los datos se recogen en la
Tabla K. **C-RMN (75 MHz, DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla L.

C27H25N302S %C %H %N %S

Tebrico 71.18 | 5,53 | 9.22 | 7.04
Hallado 7094 | 5.47 | 8.99 | 7.22
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2-[2-(2,2-Difenilacetoxi)acetamido]-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (115): Se
obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 102 (200
mg, 0.74 mmol), PyBOP (384 mg, 0.74 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-carboxilato de
etilo (114 mg, 0.61 mmol), TEA (0.170 mL, 1.23 mmol). Tiempo de reaccién: 12 horas.
Purificacion: cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como
eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (228 mg, 84%). P.f..
68.4-70.0 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 439 (M+H)*. 'H-RMN (300 MHz, DMSO-
de), los datos se recogen en la Tabla K. ">*C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), los datos se

recogen en la Tabla L.

C23H22N205S %C %H %N %S

Tebrico 63.00 | 5.06 | 6.39 | 7.31

Hallado 63.01 | 5.22 | 6.41 | 7.09

N-(benzotiazol-2-il)-2-(2,2-difenilacetoxi)acetamida (116): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 102 (180 mg, 0.66 mmol),
PyBOP (343 mg, 0.66 mmol), 2-aminobenzotiazol (85 mg, 0.55 mmol), TEA (0.152 mL,
1.10 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion: cromatografia en columna
utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1).
Rendimiento: sélido blanco (161 mg, 73%). P.f.: 109.6-110.7 °C. Pureza HPLC: >99%.
EM (m/z): 403 (M+H)*. '"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla
K. *C-RMN (75 MHz, DMSO-dy), los datos se recogen en la Tabla L.

C23H18N203S %C %H | %N %S

Tebrico 68.64 | 451 | 6.96 | 7.97

Hallado 68.61 | 4.48 | 7.02 | 7.69

N-(4-fenil-5-metiltiazol-2-il)-2-(2,2-difenilacetoxi)acetamida (117): Se obtiene seguln
el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 102 (200 mg, 0.74 mmol),
PyBOP (385 mg, 0.74 mmol), 2-amino-4-fenil-5-metiltiazol (117 mg, 0.61 mmol), TEA
(0.170 mL, 1.23 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacién: cromatografia en
columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente hexano/acetato de etilo
(6:1). Rendimiento: sélido blanco (200 mg, 73%). P.f..; 72.4-74.8 °C. Pureza HPLC:
>99%. EM (m/z): 443 (M+H)". "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds), los datos se recogen en la
Tabla K. **C-RMN (75 MHz, DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla L.
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C26H22N203S %C %H | %N %S

Tedrico 70.57 | 5.01 | 6.33 | 7.25

Hallado 70.44 | 5.22 | 6.43 | 7.00

1.6.4.Sintesis de derivados del anillo de tiazol con un conector de tres enlaces

Método general

Sobre una disolucién del acido carboxilico correspondiente (1.2 equivalentes) en 10
ml de diclorometano se afiade PyBOP (1 equivalente) junto con TEA (2 equivalentes)
como base y se agita durante 1 hora. A continuacion, se afiade el derivado del 2-
aminotiazol correspondiente (1 equivalente) y se agita a temperatura ambiente durante
el tiempo que se indica en cada caso. Finalmente, se elimina el disolvente evaporando a
presion reducida. El residuo obtenido se purifica mediante el empleo de la técnica

indicada en cada caso.

2-[2-(2-Benzamidoacetoxi)acetamido]-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (122): Se
obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 120 (94
mg, 0.39 mmol), PyBOP (205 mg, 0.39 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-carboxilato de
etilo (61 mg, 0.33 mmol), TEA (0.092 mL, 0.66 mmol). Tiempo de reaccién: 24 horas.
Purificacion: recristalizacion del solido obtenido de MeOH/H,O. Rendimiento: sdlido
blanco (38 mg, 28%). P.f.: 190.6-192.5 °C. EM (m/z): 406 (M+H)". 'H-RMN (400 MHz,
Acetona-dg), los datos se recogen en la Tabla M. *C-RMN (100 MHz, Acetona-dg), los

datos se recogen en la Tabla N.

C18H19N306S %C %H | %N %S

Tedrico 53.32 | 4.72 | 10.36 | 7.91
Hallado 5298 | 4.81 | 10.28 | 8.02

2-[2-(2-(2-fenilacetamido)acetoxi)acetamido]-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo
(123): Se obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado
121 (125 mg, 0.49 mmol), PyBOP (259 mg, 0.49 mmol), 2-amino-4-metiltiazol-5-
carboxilato de etilo (77 mg, 0.41 mmol), TEA (0.115 mL, 0.83 mmol). Tiempo de
reaccion: 12 horas. Purificacion: cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera®
empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco
(131 mg, 75%). P.f.: 189.6-191.2 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 420 (M+H)". H-
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RMN (400 MHz, DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla M. **C-RMN (100 MHz,

DMSO-ds), los datos se recogen en la Tabla N.

C10H21N306S %C %H %N %S

Tedrico 54.41 | 5.05 | 10.02 | 7.64

Hallado 54.01 | 489 | 9.78 | 7.78

N-(benzotiazol-2-il)-2-(2-benzamidoacetoxi)acetamida (124): Se obtiene segun el
método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 120 (92 mg, 0.39 mmol),
PyBOP (203 mg, 0.39 mmol), 2-aminobenzotiazol (49 mg, 0.32 mmol), TEA (0.090 mL,
0.65 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion: recristalizacion del solido
obtenido de MeOH/H,0. Rendimiento: sélido blanco (34 mg, 28%). P.f.: 216.7-217.7 °C.
EM (m/z): 369 (M+H)*. 'H-RMN (400 MHz, Acetona-ds), los datos se recogen en la
Tabla M. *C-RMN (100 MHz, Acetona-dg), los datos se recogen en la Tabla N.

C18H15N304S %C %H %N %S

Tedrico 58.53 | 4.09 | 11.38 | 8.68

Hallado 58.28 | 3.99 | 11.21 | 8.50

N-(benzotiazol-2-il)-2-[2-(2-fenilacetamido)acetoxi]lacetamida (125): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 121 (59 mg, 0.22
mmol), PyBOP (114 mg, 0.22 mmol), 2-aminobenzotiazol (30 mg, 0.19 mmol), TEA
(0.055 mL, 0.39 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion: cromatografia en
columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente hexano/acetato de etilo
(6:1). Rendimiento: sdlido blanco (30 mg, 40%). P.f.: 175.0-176.3 °C. Pureza HPLC:
>99%. EM (m/z): 385 (M+H)". *"H-RMN (400 MHz, Acetona-dg), los datos se recogen en
la Tabla M. *C-RMN (100 MHz, Acetona-ds), los datos se recogen en la Tabla N.

C10H17N304S %C %H %N %S

Tebrico 59.52 | 4.47 | 10.96 | 8.36
Hallado 59.28 | 4.25 | 10.77 | 8.09

N-(4-fenil-5-metiltiazol-2-il)-2-(2-benzamidoacetoxi)acetamida (126): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 120 (96 mg, 0.40
mmol), PyBOP (212 mg, 0.40 mmol), 2-amino-4-fenil-5-metiltiazol (64 mg, 0.34 mmol),
TEA (0.94 mL, 0.68 mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacion: cromatografia en

columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente hexano/acetato de etilo
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(6:1). Rendimiento: sélido blanco (22 mg, 16%). P.f.: 174.7-176.4 °C. Pureza HPLC:
95%. EM (m/z): 410 (M+H)*. *H-RMN (400 MHz, Acetona-ds), los datos se recogen en la
Tabla M. *C-RMN (100 MHz, Acetona-dg), los datos se recogen en la Tabla N.

C21H19N304S %C %H %N %S

Tedrico 61.60 | 4.68 | 10.26 | 7.83
Hallado 61.22 | 4.24 | 10.24 | 7.44

N-(4-fenil-5-metiltiazol-2-il)-2-[2-(2-fenilacetamido)acetoxilacetamida  (127): Se
obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: derivado 121 (158
mg, 0.63 mmol), PyBOP (328 mg, 0.63 mmol), 2-amino-4-fenil-5-metiltiazol (100 mg,
0.53 mmol), TEA (0.145 mL, 1.05 mmol). Tiempo de reaccion: 12 horas. Purificacion:
cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera® empleando como eluyente
hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: sélido blanco (74 mg, 3%). P.f.: 168.5-169.9
°C. Pureza HPLC: 92%. EM (m/z): 425 (M+H)*. *H-RMN (300 MHz, CDCl,), los datos se
recogen en la Tabla M. **C-RMN (75 MHz, CDCl5), los datos se recogen en la Tabla N.

C22H21N304S %C %H %N %S

Tebrico 62.40 | 5.00 | 9.92 | 7.57
Hallado 62.24 | 4.96 | 10.01 | 7.48

2-[2-(2-Benzamidoacetamido)acetamido]-4-metiltiazole-5-carboxilato de etilo (128):
Se obtiene segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-(2-
benzamidoacetamido)acético (304 mg, 1.29 mmol), PyBOP (559 mg, 1.07 mmol), 2-
amino-4-metiltiazol-5-carboxilato de etilo (200 mg, 1.07 mmol), TEA (0.297 mL, 2.15
mmol). Tiempo de reaccion: 24 horas. Purificacién: recristalizaciéon de MeOH del sélido
obtenido. Rendimiento: solido blanco (169 mg, 38%). P.f.: 248.6-249.6 °C. Pureza
HPLC: >99%. EM (m/z): 405 (M+H)*. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg), los datos se
recogen en la Tabla M. **C-RMN (100 MHz, DMSO-d), los datos se recogen en la Tabla
N.

C18H20N405S %C %H %N %S

Tedrico 53.45 | 498 | 13.85 | 7.93

Hallado 53.41 | 490 | 1355 | 7.50

N-(benzotiazol-2-il)-2-(2-benzamidoacetamido)acetamida (129): Se obtiene segun el

método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-(2-
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benzamidoacetamido)acético (304 mg, 1.29 mmol), PyBOP (670 mg, 1.29 mmol), 2-
aminobenzotiazol (166 mg, 1.07 mmol), TEA (0.296 mL, 2.14 mmol). Tiempo de
reaccion: 12 horas. Purificacién: cromatografia en columna utilizando el equipo Isolera®
empleando como eluyente hexano/acetato de etilo (6:1). Rendimiento: solido blanco (38
mg, 10%). P.f.: 249.8-250.6 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 369 (M+H)*. *H-RMN
(300 MHz, DMSO-d), los datos se recogen en la Tabla M. **C-RMN (75 MHz, DMSO-

de), los datos se recogen en la Tabla N.

C18H16N4O3S %C %H %N %S

Tebrico 58.68 | 4.38 | 15.21 | 8.70

Hallado 58.92 | 4.62 | 15.00 | 8.56

N-(4-fenil-5-metiltiazol-2-il)-2-(2-benzamidoacetamido)acetamida (130): Se obtiene
segun el método general descrito anteriormente. Reactivos: acido 2-(2-
benzamidoacetamido)acético (293 mg, 1.22 mmol), PyBOP (634 mg, 1.22 mmol), 2-
amino-5-metil-4-feniltiazol (200 mg, 1.02 mmol), TEA (0.282 mL, 2.04 mmol). Tiempo de
reaccion: 12 horas. Aislamiento: filtracion del sélido en suspensién y posterior extracion
en acetato de etilo/ NaHCO; acuoso saturado. Rendimiento: solido blanco (89 mg, 21%).
P.f.: 199.1-201.9 °C. Pureza HPLC: >99%. EM (m/z): 409 (M+H)". *"H-RMN (300 MHz,
DMSO-dg), los datos se recogen en la Tabla M. **C-RMN (75 MHz, DMSO-dg), los datos

se recogen en la Tabla N.

C21H20N403S %C %H %N %S

Tebrico 61.75 | 4.94 | 13.72 | 7.85
Hallado 62.00 | 4.85 | 13.65 | 7.75
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2. PROCEDIMIENTOS BIOLOGICOS

2.1. Capacidad de penetracion en el Sistema Nervioso Central (SNC)

En el método PAMPA-BBB'* se utilizaron como patrones compuestos comerciales
con permeabilidad en cerebro conocida.

- Materiales:
Compuestos comerciales de Sigma Aldrich y Fluka. Lipido de cerebro porcino (PBL) de
Avanti Polar Lipids, Inc (n° catalogo 141101) disuelto en dodecano (20 mg/ mL).
Solucién tampoén: EtOH 30% v/v en tampoén fosfato salino (PBS) a pH = 7.4. Placa
aceptora: placa de 96 pocillos (Multiscreen®, n° catalogo MAIPN4550, membrana
PVDF, tamafio de poro: 0.45 uM) de Millipore. Placa donadora: placa de 96 pocillos de
“lagrima” de plON. Placa de 96 pocillos para UV (COSTAR®) de plON.

- Instrumentacion:
Espectrofotometro de UV de placas de 96 pocillos (Multiskan spectrum de
Thermoscientific).

- Procedimiento

Se determinaron las longitudes de ondas del espectro de absorcién de cada
derivado, cuyos niveles de absorbancia estaban situados entre 1-0.8 para
posteriormente medir cada permeabilidad, utilizando una disoluciéon de cada compuesto
(2 mg en 5 mL de PBS/EtOH 70:30). Con estas disoluciones madre se miden los niveles
de absorbancia inicial a las longitudes de onda determinadas anteriormente. Estos
valores seran comparados con los niveles obtenidos en la placa aceptora al final del
ensayo. A las longitudes de onda seleccionadas se miden los niveles de absorbancia al
final del ensayo. Para ello, se afiade 180 uL de cada disolucion (1 mg de compuesto en
5 mL de PBS/EtOH 70:30) a cada pocillo de la placa donadora. La membrana artificial
se cubre con 4 pL de una solucién de PBL en dodecano 20 mg/mL. A la placa aceptora
se le afiade 180 pL de la solucion tampdn. A continuacién formamos un sistema tipo
sandwich de manera que la placa donadora queda encima de la placa aceptora a través
de la membrana artificial. Este sistema se incuba durante 4 h sin agitacién a
temperatura ambiente. Los niveles de absorbancia de la placa aceptora se miden
utilizando un espectrofotometro de UV en una placa de 96 pocillos con 130 pL en cada
uno. Los resultados se expresan como el valor medio de tres ensayos independientes

conteniendo cada uno tres repeticiones de cada compuesto.
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2.2. Medida del efecto antiinflamatorio por produccién de nitritos

- Cultivo primario de neuronas de cortex cerebral de embriones de ratas de 18 dias.

Los cultivos primarios de neuronas se obtuvieron a partir del mesencéfalo ventral de
embriones de rata de 18 dias de edad. Tras el sacrificio de las madres gestantes, se
extrajeron los sacos embrionarios, aislandose el mesencéfalo ventral. Las células
obtenidas se sembraron en medio MEM suplementado con 10% FBS, 10% HS, 1g/l de
glucosa, glutamina 2mM, piruvato sédico 1mM, aminoacidos no esenciales 100 uM,
penicilina 50U/mL y estreptomicina 50 ug/mL y se mantuvieron en condiciones estandar

durante una semana (95% humedas, 37 °C y 5% CO,).

- Cultivo primario de microglia y astrocitos: partimos de cortex cerebral de ratas de
dos dias de edad postnatal (P2).

Tras el sacrificio de los animales, se extrajo el cerebro y se aislé la corteza cerebral.
Las células obtenidas fueron sembradas en DMEM con 10% de suero fetal bovino, 10%
de suero de caballo y 1% de penicilina/estreptomicina y se mantuvieron en condiciones
estandar durante una semana (95% de humedad, 37°C de temperatura y 5% de CO,). A
continuacién, los cultivos se mantuvieron en agitacion durante 4 h, permitiendo asi
separar la microglia no adherente del resto de tipos celulares (astrocitos y
oligodendrocitos). Con el fin de separarlos, los cultivos celulares se mantuvieron en

agitacion durante toda la noche a 260 rpm a 37°C.

Determinacion de la produccién de nitritos

Las células se tratan con LPS (10 pug/ml) en ausencia y presencia de los diferentes
inhibidores de PDE7 en la produccién de NO (6xido nitrico) por la INOS como indicador
de inflamacion. Los inhibidores de PDE7 se afiaden 1h antes que el estimulo
inflamatorio. Para ello, después de 24 h de incubacién se determina la cantidad de
nitritos, uno de los productos de oxidacién del NO. Para ello, se utiliza el método basado
en la reaccion de Griess: 100 ul de sobrenadante de los cultivos se mezclan con 100 pl
de reactivo de Griess en una placa de 96 pocillos incubandose durante 15 min a
temperatura ambiente. A continuacién, se mide la absorbancia a 540 nm en un lector de
microplacas. La cantidad de nitritos producido se determina utilizando una curva patrén

de nitrito sédico.
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3. PROCEDIMIENTOS COMPUTACIONALES

3.1. Desarrollo de los modelos de Redes Neuronales Artificiales

Las estructuras seleccionadas para los modelos tedricos se obtuvieron de la
bibliografia mediante la busqueda en bases de datos como PubMed o ISI web of
Knowledge. Sélo se eligieron aquellas estructuras en las que la actividad biolégica se
expresaba en concentracion inhibitoria 50 (Cls). La representacion de las estructuras
se ha llevado a cabo con el programa ChemDraw® vs. 8.0. Las moléculas se han
representado sin tener en cuenta sus hidrégenos de acuerdo con la filosofia de
CODES® y se han especificado los enlaces aroméaticos en los anillos de benceno. En la
representacion de los compuestos I-12, 1-13 se ha tenido en cuenta la disposicién
espacial de los centros esteroisomeros.

Una vez dibujadas las estructuras, el cédigo SMILES se obtiene con el programa
ChemDraw® vs. 8.0. La obtencién de la matriz dinAmica de cada molécula se llevé a
cabo con el programa CODES® vs. 1.0.

Cada matriz dinamica obtenida se redujo a 4 parametros mediante una red de
retropropagacion de error con conexiones hacia delante tipo ReNDeR con el programa
TSAR® v3.3. Los valores de los parametros que ofrece el programa por defecto han
sido respetados excepto los sefialados a continuacion:

Error de convergencia (RMS): 0.005

Numero de ciclos: 500

Numero de iteraciones por ciclo: 6000

Porcentaje de datos excluidos para la validacién interna: 0%

Se considera que el proceso de reduccién finaliza cuando el valor del error de
convergencia para los valores utilizados en el proceso de aprendizaje (Best RMS)
presenta un valor constante. El error de convergencia es la diferencia entre los valores
de entrada y de salida de la red considerandose una reduccion aceptable aquella cuyo
error es inferior a 0.02 unidades.

Se siguieron dos estrategias:

- Modelos individuales de Redes Neuronales. Cada modelo individual fue
sometido a entrenamientos sucesivos de dos tipos para estudiar la capacidad
predictiva.

Reentreno sucesivo tipo 1 o sin porcentaje de exclusion: con el modelo inicial se

aplicd un porcentaje de exclusion y seguidamente se reentrend. Posteriormente, los

compuestos excluidos pasaron al conjunto de test y seguidamente, se volvié a

reentrenar sin excluir compuestos. Este proceso se repitio cinco veces.
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Reentreno sucesivo tipo 2 o con porcentaje de exclusion: con el modelo inicial, se
aplicé un porcentaje de exclusion y seguidamente se reentrend. Posteriormente, los
compuestos excluidos pasaron al conjunto de test y seguidamente, se volvio a
reentrenar excluyendo compuestos. Este proceso se repitioé cinco veces.

- Conjunto de Redes Neuronales o NNE (Neural Network Emsembled)®® que
permite capturar complejas relaciones no lineales entre las estructuras y la
propiedad a estudiar aproximandose a una regresion multilineal.

El objetivo de la estrategia de Conjunto de Redes Neuronales es construir multiples
modelos que sean capaces de hacer una buena prediccion cambiando el conjunto de
entrenamiento o el método de construccion de la red y posteriormente, unir todos los
modelos en uno Unico mediante promedio (regresion). Se estudié la capacidad
predictiva en funcién del nimero de redes de cada modelo NNE. Dentro de esta
estrategia se obtuvieron dos tipos de NNE, donde se variaron solo pardmetros (NNEA) y
en otros casos se variaron tanto parametros como velocidad de aprendizaje (NNEB).

El entrenamiento de las redes predictivas se ha realizado con el programa TSAR®
v3.3 y el tipo de red empleado es una red de retropropagacion del error con conexiones
hacia delante. Se han respetado los valores de los parametros establecidos por defecto,
excepto los siguientes:

Error de convergencia (RMS): 0.01

Numero de ciclos: 200-300

Numero de iteraciones por ciclo: 1000-2000

Porcentaje de datos excluidos para la validacion interna: 30-50%

Analisis estadistico

El anélisis estadistico se llevé a cabo por medio de los datos de regresion s, ry rg,.
Asi s y r son la desviacion estandar y el coeficiente de correlacién del proceso
respectivamente. El coeficiente r%, es el coeficiente de validacion cruzada y sirve para
validar la capacidad predictiva del modelo.

La técnica empleada es conocida como “deja un grupo fuera” (leave group out) y es
una variante del “deja uno fuera” (leave one out). En el caso del primer método (leave
group out), el conjunto de compuestos empleado en la construccion del modelo es
dividido en diferentes grupos de manera que a lo largo del entrenamiento se van
excluyendo uno a uno. La ecuacion de regresion obtenida se emplea para predecir el
valor experimental de los grupos que se hayan ido excluyendo en el proceso

obteniéndose asi el valor de r?.
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Validacion interna

La validacién interna también se utilizé para evaluar la robustez del modelo. Mediante
este procedimiento, la red elimina de forma aleatoria un numero reducido de
compuestos, los cuales no van a ser tenidos en cuenta en el proceso de aprendizaje
sino que la red va a predecir su valor de salida a medida que transcurre dicho
entrenamiento.

Validacién externa

Es el paso clave para evaluar la capacidad predictiva del modelo. Consistio en utilizar
un conjunto con nuevas estructuras (conjunto de validacion o prediccion) desconocidas
por la red a fin de predecir sus actividades bioldgicas.

indices estadisticos

Se utilizé el indice FC (Fraccion correcta) que representa el porcentaje de casos
correctamente clasificados, el indice FAR (indice de Falsa alarma) que constituye el
porcentaje de compuestos inactivos mal clasificados y el indice POD (Probabilidad de
deteccién) que representa la fraccion de casos activos bien clasificados. Para obtener

estos indices se aplican las siguientes formulas:

(TA+TM+TD g

FC = ———— 100
WW=Toral
FAR = Fa x 100
T TA+TM+TD
(TA+TM)
POD = 100

.. - %
\TA+TM+ FI)

Donde TA (true actives) es el numero de compuestos activos correctamente
clasificados, TM (true moderates) es el numero de compuestos moderados
correctamente clasificados, Tl (true inactives) es el nimero de compuestos inactivos
correctamente clasificados, FA (false actives) es el nUmero de compuestos activos mal
clasificados y FI (false inactives) es el nimero de compuestos inactivos mal

clasificados®.

209



Parte experimental

3.2. Cribado virtual. Identificacion de nuevos inhibidores de PDE7

Las estructuras quimicas fueron seleccionadas de la quimioteca de nuestro grupo de
investigacion. La representacion de las estructuras se ha llevado a cabo con el
programa ChemDraw® vs. 12.0. Una vez dibujadas las estructuras, se obtiene el cédigo
SMILES.

Con el fin de conocer la biodisponibilidad de un posible farmaco de forma teérica, se
calcularon los descriptores definidos en las reglas de Lipinski (PM, logP y atomos
dadores y aceptores de hidrogeno) para cada uno de los compuestos de la quimioteca.
Para la obtencion de los distintos parametros fisicoquimicos, se empleé la plataforma
bioinformatica  online  Molinspiration  (http://www.molinspiration.com/).  Aquellos
compuestos quimicos que no cumplieron la “regla de los cinco”, se descartaron para la
siguiente etapa. Asi, fueron seleccionados 648 compuestos. De éstos, solo 220
derivados atravesarian a priori la BHE tras el calculo te6rico del parametro LogBB
(Anexo 3). A partir del codigo SMILES, se obtuvieron las matrices numéricas mediante
el programa CODES® v1.0. Las matrices numéricas obtenidas fueron reducidas a 4
parametros, empleando los mismos valores utilizados para la reduccion de dimensiones
del training de la red neuronal NNE3.

Aquellos derivados que mostraron actividad predicha de caracter activo (Anexo 4),

fueron seleccionados para su evaluacion biologica.

3.3. Determinacion de cavidades en la superficie de PDE7

El programa Fpocket® se encuentra disponible en http://fpocket.sourceforge.net con
el fin de encontrar los posibles sitios de unidon en PDE7A. Los resultados obtenidos
fueron contrastados con otros programas de busqueda de cavidades (Metapocket® vs.
2.0, Hpocket®), observandose similares resultados. Las estructuras cristalograficas
utilizadas para el estudio tedrico se obtuvieron de Protein Data Bank (www.pdb.org).
Asi, se emplearon Unicamente aquellas estructuras cristalizadas existentes en el
momento del estudio:

PDE7: PDE7A (1ZKL y 3G3N) y PDE7B (modelo de homologia).

PDE4: PDE4B (1F0J,1R06, 1R0O9, 1ROR, 1TB5,1XLX, 1XLZ, 1XM4, 1XM6, 1XMU,
1XMY, 1XNO, 1XOS, 1XOT, 1Y2H, 1Y2J, 2CHM, 2QYL, 3D3P, 3FRG, 3G45, 3GWT,
3HC8, 3HDZ, 3HMV, 3KKT, 3LY2, 300J, 3056 y 3057), PDE4D (1MKD, 10YN, 1PTW,
1Q9M, 1TB7, 1TBB, 1XOM, 1XON, 1X0OQ, 1XOR, 1Y2B, 1Y2B, 1Y2C, 1Y2D, 1Y2E,
1Y2K, 1ZKN, 2FMO0, 2FM5, 2PW3, 2QYN, 3G4G, 3G4l, 3G4K, 3G4L, 3G58, 3IAD, 3IAK,
3K4S, 3SL3, 3SL4, 3SL5, 3SL6,3SL8 Y 3VIB).
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PDE3B: 1SO2y 1S0J.

Tanto los ligandos presentes en la estructura cristalizada de la enzima como las
moléculas de agua fueron eliminados utilizando el programa Pymol®, mientras que se
mantuvieron las aguas de coordinacién y los metales (Zn y Mg) presentes en la
estructura. Como datos de entrada se emplearon los ficheros de PDB modificados. Tras
el andlisis con Fpocket®, éste devuelve un conjunto de esferas encontradas para cada
estructura. Todas las estructuras fueron analizadas visualmente con el objetivo de
determinar aquellas cavidades comunes en todas las estructuras de PDEs. Estos
resultados se confirmaron al usar la aplicacion Metapocket® y Hpocket®.
Posteriormente, las estructuras cristalinas se superpusieron con los resultados

obtenidos en Fpocket.

3.4. Estudios de docking

En el modelo de unién a PDE7A se empleé Unicamente la cadena A de la proteina
gue fue minimizada mediante el programa Sybyl® vs 8.0. La estructura proteica
empleada fue modificada mediante la adiccion de hidrégenos (minimizados mediante
campos de fuerza MMFF94 hasta alcanzar el gradiente 0.01 Kcal/mol) y posterior
adiccion de residuos neutros en el dominio terminal. Asi mismo, los ligandos fueron
también minimizados utilizando el campo de fuerza MMFF94 hasta alcanzar el gradiente
0.01 Kcal/mol. El estudio de docking global fue llevado a cabo empleando Autodock®
vs. 4.2, usando los parametros que vienen por defecto, excepto en los sefialados a
continuacion:

Tamafio de poblacion: 100

Numero maximo de evaluaciones: 3.000.000

Numero de GA runs: 100

La malla con un tamafio de 126 x 126 x 126 y con un espaciado de 0.475 A se
establecié en el centro de la proteina. Por otra parte, el estudio de docking focalizado
fue llevado a cabo mediante el modulo Surflex-Dock de Sybyl® vs 8.0, generandose un
protomol automatico y empleandose hasta 20 conformaciones distintas de los ligandos
para generar mayor flexibilidad. So6lo se seleccionaron aquellas soluciones que

mediante examinacion visual, guardaran una buena relacién estructura-actividad.

3.5. Analisis secuencial y estructural de PDE7

Las diferentes secuencias de PDEs utilizadas fueron obtenidas de la plataforma

Swiss Prot (web www.expasy.org). El alineamiento secuencial fue llevado a cabo
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Parte experimental

mediante el empleo del programa Clustalx® (formato Fasta), y los ajustes manuales de
los alineamientos se realizaron mediante el programa Seaview. El alineamiento
estructural fue realizado en Sybyl® en la plataforma Silicon Graphics. Las diferentes
estructuras cristalograficas (1ZKL, 20UP, 1ZKN, 1Y2H) utilizadas en el alineamiento se
obtuvieron del PDB y fueron estudiadas mediante visualizacion empleando el programa
PyMol.
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TABLAS






Tabla A. Desplazamientos quimicos (ppm) de "H-RMN de los derivados de quinazolina 33-36.

Compuesto H-5 H-6 H-7 H-8 H-ar
33 X=CH Y=CH R'=8-Cl RP=26-dF | | 1'3?4 zy | 766756 () | 1373 o) - 7.33 (t, J= 8.2 Hz), 7.40 (t, J= 7.8 H2),
34 X=CH Y=CH R'=8.CI R%=28r | (o ;070 [730728@0 | (o 3 D0% ) | - TG Tehe 13 (o i8]
35 X=CH Y=N R'=H R’zH . J8;374_'7 H2) . Ji'ﬁ H2) - 7.50-7.29 (m)
36 X=N Y=CH R'sH R%H . 37551.1 | 8820 i " 8% ) 7.42-7.40 (m)

Tabla B. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados de quinazolina 33-36.

Compuesto C-2 C4 |C5 |C6 |C7 |C-8 C-ar
33 X=CH Y=CH R'=8-Cl R°=2,6-diF | 176.0 [158.7 [126.4 [120.0 [137.6 [127.8 160.2 (d, 3 =250.5 Hz),llf;.g (8a),_132.5 (t J=10.0Hz), 117.6 (4a),
.3 (d,J=22.8 Hz)
34 X=CH Y=CH R'=8-Cl R*=2-Br 175.9 |158.8 |128.2 |125.4 |135.8 |119.2 | 138.0, 136.1 (8a), 134.1, 131.1, 130.6, 129.2, 123.0, 117.7 (4a)
35 X=CH Y=N R'=H R°zH 177.8 |160.4 [112.3 [155.6 [154.3 | - 151.0, 139.5, 137.3, 129.3, 128.5, 120.7
36 X=N Y=CH R'=H R’=H 177.2 ]159.4 |119.7 [144.5 139.3 135.2,129.3, 129.2, 128.6, 122.1




Tabla C. Desplazamientos quimicos (ppm) de "H-RMN de los derivados de quinazolina 38-56.

Compuesto R® R® H-5 H-6 H-7 H-8 H-ar
R'=8-Cl 8.18 7.83 7.13(d, J=8.5Hz), 7.34
37 R?-2 6.diF Me 2.66 (s, CHy) (d, J = 8.1 H2) (d, J = 7.8 H2) - (d, J = 8.1 Hz), 7.56-7.55 (m)
12 3.21(d, J = 7.2 Hz, SCH2CHs), 8.28 ]
38 R'=R"=H Et 1.39 (d.J= 7.4 Hz, SCH,CHy) | (d, J = 7.9 H) 7.80-7.34 (m)
R=H 3.18(d, J = 7.3 Hz, SCH,CHb), 8.10 7.89 7.65
39 R2p 6.diF Et 129 (d, J=7.3Hz, SCH,CHs)  |(d, J =7.9 Hz) (tJ=7.2Hz) | (d,d=7.1Hz) | 779772 (m) 7.53-7.44 (m)
R=8-Cl 3.23(d, J = 7.3 Hz, SCH.CHs), 8.07 8.05
40 R2_5 6. diF Et 134 (d, J= 7.3 Hz, SCH,CHs) | (d, J = 7.8 Hz) (d, J = 7.5 Hz) - 7.76-7.43 (m)
41 R=H £t 3.10 (d, J = 7.3 Hz, SCH.CHs), 8.04 7.60-7.36 (M),
R*=4-F 1.36 (d, J = 7.3Hz, SCH,CH3)  |(d, J=7.9 H2) 7.75-7.85 (m)
3.05 (d, J = 6.7 Hz, SCH,CH(CHz3)) 8.05 781
42 R=R%=H iBu 1.93-1.97 (m, SCH:CH(CHa)2), 092 | (4 1279 ) 3 oar 7.60-7.52 (m), 7.47-7.42 (m)
(d, J = 6.1 Hz, SCH,CH(CHs),) : : ’ :
12 8.28 7.80 7.72
43 R'=R’=H Bn 4.42 (s, CHz-Ph) .= 7.9 H2) (t.J=82H2)| (dJ=82Ha) 7.57-7.33 (M)
3.12 (t, J = 7.3 Hz, SCH2(CH>)2CH3), 8.06 781
44 R:=R%=H Bu 163-131 (m, SCHA(CHz):CHy), 0.87 (4 5279 ) LA 7.59-7.52 (m), 7.47-7.41 (m)
(t, J = 7.4 Hz, SCH2(CH2),CHs) ’ : : :
45 R'=R?=H | CH2-C(CHa)s| 3.24 (s, SCHy), 1.06 (s, C(CHs)s) (d, J i‘% H2) 7.75-7.30 (m)
a R'=H 8.06 7.61 7.82 7.50-7.44 (m),
46" p2_3 ome |CH2"C(CH3)s | 3.22(s, SCHz), 0.94 (s, C(CHs)s) |y 5=7 9 Hy) (t,J=81Hz) | (t,J=8.7Hz) 7.14-6.99 (m)
b R=H 8.06 7.45 7.81 7.60 7.36-7.33 (M),
47" Re—g.ome |CHzC(CHs)s | 3.20(s, SCH2), 0.94 (s, C(CHs)s) |4 3=7.9Hz)| (1, 3=9.8H2) | (t I=9.8Hz) | (t,J=7.6H2) 7.11-7.07 (m)
48 R=R’= H CHa- 3.08 (d, J = 6.7 Hz, SCH,),1.24-0.93 8.23 7.73 7.61 7.52-7.50 (m), 7.36
T ciclohexilo | (m, chexilo), 1.85-1.60 (m, chexilo) |(d, J=7.9 Hz) (t,J=8.2Hz) | (d,J=8.2Hz) | (t,J=8.0Hz), 7.32-7.28 (m)
49° R=H CHa- 3.05 (d J = 6.7 Hz, SCHy), 1.76-1.56 8.06 7.45 7.81 7.59 7.35-7.33 (M),
R?=4-OMe | ciclohexilo (m, chexilo), 1.18-0.93 (m, chexilo) [(d,J=7.9H2z)|(t,J=8.1Hz) | (t,J=7.2Hz)| (d,J=7.9H2) 7.09-7.07 (m)
st R=H CHa- 3.12(d, J = 7.2 Hz, SCH,), 1.14-1.08 8.07 7.83 7.61 7.51-7.44 (m),
R?=3-OMe ciclopropilo | (m, cpropilo), 0.52-0.28 (m, cpropilo) |(d, J =7.8 Hz) (t,J=7.1Hz)| (d,J=8.1H2z) 7.14-7.00 (m)
e R'=8-Me 7.94 7.49-7.40 (m),
53" Ri_pggip |CHzC(CHs)s | 3.34(S, SCH2), 0.95(s, C(CH3)s) |y 5=7.9Hp) 7.81-7.73 (m)

*0CHj;' 3.79 (s), "OCH5 3.85 (s), °OCH5 3.84 (s), “OCH5' 3.80 (s), °CH3' 2.60 (s)




Tabla C cont. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H-RMN de los derivados de quinazolina 38-56.

Compuesto R? R® H-5 H-6 H-7 H-8 H-ar
54 R;: H CH,- 3.16 (d, J = 6.7 Hz, SCH,), 1.74-1.52 8.05 7.85-7.79 (M), 7.64-7.54 (m),
R°=2-Br ciclohexilo (m, chexilo), 1.14-0.89 (m, chexilo) |[(d,J=7.7 Hz) 7.50-7.43 (m)
55 R;: H CH,- 3.10 (d, J = 7.4 Hz, SCH,), 1.13-1.05 8.06 7.86-7.80 (M), 7.65-7.56 (m),
R°=2-Br ciclopropilo | (m, cpropilo), 0.48-0.25 (m, cpropilo) |(d, J=7.9 Hz) 7.51-7.43 (m)
56 R:= 8-Me CHy- 3.21(d, J= 7.3 Hz, SCHy), 1.29-1.19 7.94 ] 7.80-7.73 (m),
R°=2,6-diF | ciclopropilo | (m, cpropilo), 0.56-0.29 (m, cpropilo) |(d, J =7.9 Hz) 7.48-7.40 (m)

'CH5 2.58 (s).




Tabla D. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados de quinazolina 38-56.

Compuesto R’ R’ C2 |[ca|cs5]ce|C7]Cc8] Cc8al| C4a C-ar
R'=8-CI 159.7 (dd, J = 2.52.7, 3.8Hz),133.7 (t, J =
37 R gudiF Me 14.1 (CHs) 159.1 |158.5|125.9|135.8|129.8(143.3| 147.5 | 127.0 | 47 Hz). 119.8, 113.0 (dd, J = 19.5, 3.3 Hz)
38 R'=R’=H Et 27.4 (SCH,CH3),14.2 (SCH,CHs) | 157.8 [162.3]127.6]126.6]134.9|126.6| 148.4 | 1155 136.5, 130.3, 130.0, 129.6
1_
39 22;2'6_ diF Et 26.6(SCH2CHs),14.6 (SCH2CHs) 157.5 |160.1|127.4|127.1|136.6|134.1| 147.8 | 113.6 160.4 (d, J = 246.8 Hz), 118.9, 113.4
R'=8-Cl, 163.1 (d, J = 246.8 Hz), 132.5,
40 o o i Et 26.9 (SCH2CHs),14.3 (SCH,CHs) | 158.0 |161.5(127.2|126.5[135.5|125.7| 148.0 | 117.1 120.2.116.9
R'=H 163.1 (d, J = 246.8 Hz), 132.5, 125.7,
41 o, e Et 26.9 (SCH2CHs),14.5 (SCH,CHs) | 158.0 |161.5(133.0|127.2(135.5/126.5| 148.0 | 116.9 120.9. 1171
130.1 (SCH>CH(CHa),), 28.2
42 R'=R%*=H iBu (SCH2CH(CHa)2), 22.5 157.8 |161.1]126.9(/126.4|135.2|126.2| 147.6 | 119.9 136.4, 129.7
(SCH>CH(CHa),)
o2l 136.8, 136.2, 130.3, 130.1, 129.8,
43 R'=R%*=H Bn 37.5 (SCH2-Ph) 157.5 |162.2[127.9|126.6|135.0|126.3| 148.2 | 120.4 1206, 128.0 127.7
31.0 (SCH2(CH2).CHs), 30.3
1_p2_ (SCHz(CHz)zCH3), 21.4
44 R'=R%*=H Bu (SCHACH),CHy, 13.5 157.4 |160.8|126.0|129.7|134.9|125.8| 147.3 | 119.5 136.1,129.4, 126.5
(SCH2(CH2)2CHs).
45 R'=R’=H CH2-C(CHa)s | 46.2 (SCHy), 32.3 (C(CHs)3), 29.3 | 158.3 [162.4[127.2[126.1[134.9|125.6] 148.1 | 116.2 136.6, 129.7, 129.6, 129.2,
aR™=H, 45.3 (SCH>), 32.3 (C(CH3)a), 158.1, 137.8, 130.8,
46" Do_3 Oye | CH2C(CHa)s 29.3 (C(CH2)2) 160.6 |161.4|127.2|126.6(135.5|126.5| 147.7 | 115.9 1291,1202 115.8
b R'=H, 45.4 (SCHy), 32.1 (C(CHa)a),
47" Ro_g ome | CH2C(CHa)s 29. (C(CH) 160.6 |161.7|127.2|126.6|135.4 |126.4| 147.6 | 120.1 158.8, 131.2, 129.2, 115.4
CHo- 39.5 (SCHy), 37.2 (chexilo), 32.7
48 R'=R*=H Ciclohéxilo (chexilo), 25.9 (chexilo), 26.3 157.9 |161.9]127.2|126.2[134.5 |125.6| 147.8 | 119.6 136.1, 129.8, 129.6, 129.2 ,
(chexilo)
Rl= H 39.2 (SCHy), 37.3 (chexilo), 32.7
49° R’—4-OMe |[CHz-ciclohexilo (chexilo), 26.1 (chexilo), 26.3 160.5 |161.5|127.2|126.6(135.4 |126.3| 147.9 | 115.2 158.8, 131.2, 129.1, 120.2
1_ (chexilo) .
50¢ R,=H, _ CHz 38.3 (SCH), 9.8 (cpropilo), 160.4 |160.9|126.8|126.3|135.3|126.2| 147.7 | 1156 137.6, 130.5, 126.8, 121.8, 119.8
R°=3-OMe ciclopropilo 6.2 (cpropilo)

30CH5 56.1, "OCH5 56.1, “OCH5 38.8, “OCHs: 55.9




Tabla D cont. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados de quinazolina 38-56.

1_ -
53¢ R M | chy-c(CHy)s e ik | 156,01 160.7|126.9]135.11136.9 | 125.1| 1459 | 113.6 | 158.8 (d, I = 2522 Ha), 134.1, 118.8, 113.4
. 375 (SCH,), 32.7 (chexilo), 32.6
54 Rooit |CHociclohexilo | (chexio), 26.1 (chexilo), 26.4 | 157.5 |160.6(129.7|127.3[135.7 |126.7| 147.9| 119.8 135.9,134.0, 132.6, 123.8
- (chexilo)
I_ -
55 Reoa [CHa-ciclopropilo 38'1(Sggzi’céf’dg”(g)pmp”o)' 157.6 |160.2|127.3|126.7(135.9|123.8| 147.9 | 117.3 | 136.9,135.7, 134.0, 132.3, 129.7, 119.8,
IR'= 8-Me . . 38.3 (SCH,), 10.5 (cpropilo), 158.8 (d, J = 252.5 H2), 134.5,
56' Re_y g CHz-ciclopropilo ot leprenic] 156.2 |160.3|126.5/135.2|136.8|125.6| 146.2 | 133.6 iBo At

®CHs 17.6, "CH3: 17.6.




Tabla E. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H-RMN de los derivados del anillo de furano 60-65.

Compuesto R'= OCH,CHjs R'=OCH4 CH; H-furil H-ar

2o gt ] - - 7.82(d, J=8.6 Hz), 7.46 (d, J = 2.1 Hz),
60 R?=2,4-diCl 3.90 (s) [5.36 (s)| 7.11(d, J = 3.4 Hz), 6.62 (d, J = 3.4 Hz) 7:31.7.20 (m). 7.28 (d, J = 2.1 Hy)

8.18 (d, J = 8.8 Hz), 7.75 (d, J = 9.0 Hz),

2_4. - = =
61 R’=4-NO, 3.83(s) |5.31 (s)| 6.80 (d, J=3.4 Hz), 6.58 (d, J = 3.4 H2) 7.20-7.18 (m)
62 R°=2,4-diCl [4.24-4.15 (m, CH5),1.48-1.40 (M, CHg)] - [5.49(s)| 6.87 (d, J = 3.4 Hz), 6.60 (d, J = 3.4 H2) 8.10 (d, J = 8.4 Hz), 7.58-7.41 (m)
63 R?=4-NO, |+13:404(m, CHz)1.36 (1, J=6.9 Hz, - |533(s)| 6.84(d, =34 Hz), 6.61(d, J=34Hz) | 823(dI=90H2) 778 (d, J=9.0Hz),

CH3),1.28 (t, J = 7.0 Hz, CHy)

7.25-7.22 (m)
64 R*=4-CHs 4'16'(‘:‘#3 gf(:'%:lff S’ZJ afs';) Mz |532(s)| 6.56 (d, J= 3.3 Hz), 6.54 (d, J = 3.3 Hz) |7.58 (d, J = 8.3 Hz), 7.28, 7.19 (d, J = 8.5 Hz)
4.15-4.10 (m, CHy), 143 (1, J = 7.0 Hz,

65 R%=H CHy),1.35 (1, J = 7.0 Hz, CHa) - 5.33 (s)| 6.64 (d, J=3.3 Hz), 6.56 (d, J = 3.3 Hz) 7.70-7.29 (m)

& CHa: 2.36 (s)

Tabla F. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados del anillo de furano 60-65.

Compuesto R'= OCH,CHs R'=0OCHsz | CH, | CO C-furil C-ar

60 R°=2,4-diCl - 61.3 59.0 | 166.3|150.3, 142.8, 11355, 12,5 | 234 149.8,1338, 1132211 11?(’)(;'3' 129.1,127.9, 1277,
61 R°=4-NO, - 61.3,56.7 | 58.9 [166.2|152.6, 151.7, 113.9, 110.2 |153.4, 147.0, 142.9, 136.4, 125.0, 124.7, 124.5, 107.4
62 R°=2,4-diCl| 69.7, 65.1 (CH,), 16.1, 15.2 (CHa) - 60.4 |165.9(153.1, 144.8, 109.6, 109.0 | 153.6, 143.9, 129.3, 129.2, 125.2, 120.9, 119.2, 108.8
63 R°=4-NO; | 69.4, 65.3 (CH,), 15.9, 15.2 (CHa3) - 58.8 [166.3[152.5, 151.9, 113.8, 110.2 153.1, 147.1, 136.5, 130.2, 124.7, 109.1

64 R°=4-CHs; | 69.4, 65.2 (CHy), 15.9, 15.3 (CH3) - 59.2 [166.5[155.2, 149.1, 109.1, 105.6 153.0, 137.9, 130.1, 129.7, 125.0, 113.6

65 R°=H 69.4, 65.2 (CHy), 16.0, 15.2 (CHs) - 59.2 |166.5[153.0, 149.1, 108.8, 106.3 149.5, 129.2, 125.7, 124.3, 124.4, 113.7

% CHas: 31.3



Tabla G. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H-RMN de los derivados del anillo de furano 69-88.

Compuesto R'= OCH,CHjs R'= OCH3 CH> H-furil H-ar
69 )ng:OH - 393(5),385(5) | 52908) | & ((‘(’j"J;‘;'_% ':fz)) 7.79 (d, J = 6.9 Hz), 7.45-7.35 (m)
e | omme [swe | (B | TG e
n e | om0 (s | LBl sa | T i R
2 foptac - 387(9.3626) | 55760) | g(i s | 791 (da )= 56,2 Ho) 666 ()
o | T s R
74? 52:2"\‘02'4'(3”3 - 3.89(s),3.85(s) | 5.27(s) | 6.66 (d, J = 3.6 H2) . 42'?; (Jd':J7f97|fz)f'27)_'277'_§(_’2(55)(’m)’
75 )ng:OZ'NOZ""C' i 3.88 (s), 3.84 (s) | 5.27 (s) 66_7606(31"%::33'_66'1'22))' 7.78-7.25 (m)

- - -

76 )R(’:—S-CFg ] 3.90 (s), 3.86 (s) | 5.31 (s) Zs'.?é% ((((jj,’:]J—:?é.% E'zz)) 8.02,7.96 (d, J -6%? g;) 7.62-7.53 (m),
R, - sor09m00 | 50 | 7L I=38H | TREEIZ90W), 703 1=50Rs
g o : 389(9.385(5) | 585) | g0 i 1= 55 1) S e at i
79° )Ffo‘"CHS - 3.92 (s), 3.85 (s) | 5.50 (s) 7.67 (d, J = 8.2 Hz), 7.29-7.21 (m), 6.69 (s)
80 )FéizH 4'05'C3|'j’3’§r_‘;'3c(:"23’:1'74fg o ajs')o Hz, . 526(s) | 2 8: 3230 :3 7.76 (d, 3= 7.0 Hz), 7.44-7.35 (m), 6.64 (s)

2 CHa: 2.47 (s), : OCH3: 3.85 (s),  CHa: 2.35 (s)




Tabla G cont. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H-RMN de los derivados del anillo de furano 69-88.

Compuesto R'= OCH,CHjs R'= OCH3 CH> H-furil H-ar
o1 R=24-diCl 4.07-3.98 (M, CHy), 1.43 (t, J= 7.0 Hz, ] 5.26(s) | 28(=37Hz), | 7.83(d,I=6.6Ha), 7.48 (d, 1= 2.0 Ha),
X=0 CHs),1.35 (t, J = 7.0 Hz, CHa) : 7.20 (d, J = 3.7 Hz) 7.33(d, J = 8.6, 2.1 Hz), 6.65 (s)
R%=4-NO, 4.45-4.38 (M, CHy), 144 (t, J = 7.1 Hz, 7.32 (d, J = 3.6 Ha), B -
g2 R T80 (LY7o v o) - 5.42(5) | 605 (4,1 = 3.6 11g) |30 (0 I=8.9 H2), 7.94(d, J=9.0 Hz), 6.67 (5)
5 R%=4-CHs 4.16-4.03 (M, CHy), 1.46 (t, J = 7.0 Hz, 7.22 (d, J = 3.6 Ha), B
g3 R S YT o e - 5.25(5) | a6 (4.0 Sip i) | 767 (0, =82 H2), 7.257.21 (), 6.66 (5)
R?=3-CFs 729 (d, =35 Hz), | 7.83(d, J=7.8Hz), 7.73 (d, J= 7.8 Hz), 7.64
86 y_NH - 3.87(s),389(s)| 460(S) | §380(d, J=35Hz) | (tJ=7.8Hz),7.53 (t.J= 7.4 Hz), 6.61 (5)
e R°=2-N0O,4-CHs 7.15 (d, J = 3.6 Hz), _ _
87 Ko - 381(5). 375 (9)| 448(5) | (e (d )< .6 rim) |749 (. I=8.9H2), 7.34 (d, J= 8.4 H2), 651 (5)
gg R aNO24Cl : 387(5),383(9)| 455(5) | oo 4 0 ap b | 773 (dI=8.1H2), 7.717.60 (m), 6.57 (5)

% CHa: 2.38 (s), ® CHa: 2.39 ()




Tabla H. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados del anillo de furano 69-88.

Compuesto R'= OCH,CHs | R'=OCHs | CH, CO C-furil C-ar
6o R : 612,566 | 671 | 1590 | 1582,1439,1207,1073 | o371 143D L85 L5 A 298,429
700 RE2CFs : 613,565 | 672 | 1588 | 15451448,12021124 | T8 0823 TOLO AT L IES
7 R=2C : 610,564 | 66.9 | 158.7 | 154.1,138.3,120.1,112.7 e o e s or e iy
72 RE24-dic : 616,566 | 67.3 | 158.8 | 15338, 143.9,120.3 113.1 | 153.3,132.0,1352, 131.0, 130.0, 127.9, 106.2
73 REZCISCR : 61.3,56.6 | 67.4 | 158.7 | 153.8 138.5,120.3, 114.1 e o156 ). 1520, 1060
740 R=2NO24-CHy : 612,566 | 672 | 1586 | 1538,1450,1202,1113 | 19217834472, 13RS5 1553 1315,
75 R=2NO24-Cl : 613,566 | 674 | 1585 | 151.1,1456,1202,1122 | O35 1780 L85 TE0L 1oz R SoL 4
760 R3CFs : 612,566 | 67.3 | 1588 | 156.4,1446,1206,1085 | 130 1300 1980 122.0 0 3o 280k, 106.1
77 RE4NO: : 613,566 | 67.5 | 1586 | 1554,147.9,1206,1105 | °3& 14961982 1855, 1314, 4257,
780 R4-OCH: : 61.3,56.6 | 66.9 | 160.7 | 158.4,143.3,122.0,105.8 1 oS e ey 12
79 R=4-CHa : 61.2,56.5 | 67.0 | 159.0 | 158.5,143.5,120.8, 106.6 B S e Toe g 2%
o R eseaony| - 69.3 | 159.0 | 158.1,143.9,120.7, 107.7 B e ey 1oy 2o

% CFy: 124.1 (d, J = 273.4 Hz), : CFy: 125.7 (d, J = 272.5 Hz), % CHa: 21.5, ¢ CFy: 123.9 (d, J = 272.5 Hz), ©: OCHg: 55.8, ; CHy: 21.8




Tabla H cont. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados del anillo de furano 69-88.

Compuesto R'= OCH,CHs | R'=0OCHs | CH, CO C-furil C-ar
R°=2,4-diCl 67.4, 65.1 (CHy), 153.2, 138.5, 135.2, 132.0, 131.0, 130.0,
81 .5 15.6.14.9 (CHY) - 69.3 | 158.8 | 153.4,144.0,120.2,113.1 127.9 127.0, 107.7
R’=4-NO, 67.6, 65.2 (CHy), 153.5, 147.9, 138.7, 135.4, 130.8,
82 g 16.0,15.4 (CH.) - 69.2 | 158.7 | 155.3,145.7,125.7,110.6 124.7.107.9. 102.0
R°=4-CH 67.0, 65.1 (CHy) 153.4, 139.5, 138.4, 131.3, 129.9
9 3 ) 2), _ ) ) , , )
83 1.5 16.0,15.3 (CH.) 69.2 | 159.1 | 152.5,143.6,120.8, 107.6 125.0. 106.6
h R°=3-CF3 153.9, 137.0, 134.0, 132.4, 130.8, 129.4,
86" N - 61.3,56.5 | 43.9 | 1585 | 152.7,148.2,116.4,112.2 128.9 (c, J = 17.5 H2), 105.7
i R°=2-NO,4-CH3 150.6, 148.4, 141.1, 137.3, 133.9, 133.2,
87 _NH - 61.3,56.6 | 43.8 | 158.2 | 153.9,148.2,120.7,111.5 125.2. 124.8. 116.6, 105.1
R°=2-NO,,4-Cl 149.3, 148.2, 137.8, 135.8, 133.8, 132.7,
88 1 _\H - 61.3,56.6 | 43.9 | 158.0 | 154.0,148.8,121.8,112.4 130.7. 124.6, 116.6, 105.1

9 CHa: 21.8, ™ CF3: 127.2 (d, J = 273.5 Hz), : CH3: 21.5




Tabla |. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H-RMN de los derivados de tiazol 91-96.

Compuesto A B H-ar
4.23-4.16 (m, OCH,CHs), 2.50 (s, CHa), ] ]
91 (A1, B5) 1.28 (t, J = 7.1 Hz, OCH,CH) 5.32 (s, CH-ar) 7.37-7.23 (m)
4.19 (c, J = 14.2, 7.1 Hz, OCH,CHa),
92 (AL B2) | 51 (s CHs), 1.23 (t, J = 7.0 Hz, OCH,CH) 380 (s, CHy) 7.87-1.25 (m)
4.32(c, J = 14.4, 7.2 Hz, OCH,CHa), - - - -
93 (AL B3) | 0 Chy. 252.2.50 (OCHCHy  |717 (49 =6.9H2), 4.11 (s, OCHy)| 831(d, J=7.8Hz), 7.59 (1, 1= 6.6 H2), 7.08 (d, I = 8.4 Ho)
94 (A2, Bb) 5.41 (s) 7.98 (d,J = 7.8 Hz), 7.74 (d, J = 7.9 Hz), 7.46-7.27 (m)
7.84(d, J=7.8Hz), 7.74(d, J=8.1 Hz), 7.45 (t, J = 7.9 Hz),
9%  (A2,B2) 3.79 (s, CHy) 7.37-7.31 (m), 7.29-7.08 (m)
8.00 (d, J = 7.9 Hz), 7.77-7.75 (m), 7.58 (t, J = 8.4 Hz),
9 (A2, B3) 3.94 (s, OCHy) 7.44 (t, J = 8.3 Hz), 7.22 (t, J = 8.5 Hz,), 7.10 (t, J = 8.4 H)

Tabla J. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados de tiazol 91-96.

Compuesto A CO B

91 (A1, B5) 170.9, 156.6 (CO,),60.5 (OCH,CHj3), 16.5 (CHs3), 13.8 (OCH2CHs) 162.5 139.1, 128.9, 128.7, 127.4, 57.5 (CH-ar)

92 (A1,B2) | 162.0, 159.6 (COy), 114.6, 60.6 (OCH,CH3),17.2 (CHs), 14.2 (OCH2CHs) 169.7 156.3, 136.9, 132.9, 130.6, 129.5, 128.2, 126.9, 41.3 (CHy-ar)
93 (A1,B3) 162.5, 158.3 (CO2),60.6 (OCH,CHs), 16.6 (CH3), 13.9 (OCH2CHs) 162.5 156.7,135.2, 132.1, 121.6, 119.2, 115.7, 112.6,56.3 (OCH5)
94 (A2, B5) 158.1,148.8,131.8, 126.5, 122.1, 120.9 171.3 139.1, 128.9, 127.5, 56.7 (CH-ar)

95 (A2,B2) 159.3,148.1, 135.1, 126.9, 124.7,122.1, 120.9 169.1 135.5, 132.4, 130.7, 129.9, 128.5, 127.8, 43.3 (CHy-ar)

96 (A2, B3) 157.8, 148.9, 134.3, 131.9, 130.8, 126.5, 122.3, 121.9, 121.0 165.3 158.4,134.3,130.8, 124.5, 121.4, 112.4, 56.7 (OCHs)




Tabla K. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H-RMN de los derivados de tiazol 103-117.

Compuesto A CH>-X B H-ar

103 §<A:1|\]E g 4'23_14_ 2156 ((tr,nj S?%Zﬁz”,%éﬁfc‘;;f“” 7.88-7.86 (m), 7.55-7.46 (m)

104 géll\'“_B'“) 431‘{"_'??2 ((tr'“j Sg%ﬁg%éﬁ?é;s)cm)’ 418 (d, J=5.7 Hz) 3.69 (s, CHy) 7.35-7.31 (m)

105 g(Ale HB5) 4-36-11.-;; ((th Sg_ﬂfﬁ;‘% éﬁgc(is )CHs% 4.22 (d, J = 5.5 Hz) 7.40-7.33 ()

oo 0 S TIOR3 -se | S5 TOR D 2700

107 S 4.23(0,3=56 H2) e A

108 0" 4.05(d, =57 Ho) 351 (s, CHo) 772 (002 S HE) Tk Do 4 He). 7.8008.19 (m)
109 §<A=21\'1HBS) 4.19 (d, J = 5.6 Hz) 2.12 (s, CHy) 7.87(d,J= 7';'_;'02_)%;';%‘;' J=8.6Hz),

110 §20 3940 0=55H) | Jon 03T T ot ) 772 (00 e 50 ey Tn ke d o Y4 ). T.80.9.12 (m)
111 g(Aj\'“fl) 2.48 (s, CHa) 4.16 (d, J = 5.8 Hz) 7.91(d, J = 7.3 Hz), 7.64 (d, J = 7.2 Hz), 7.55-7.34 (m)
112 §<A:31\'154) 2.45 (s, CHa) 4.00 (d, J = 5.7 Hz) 3.52 (s, CHy) 8'4;_2’;&: J5':77F_'Z),L|Zf§'_%_‘;_i§ k?n;'Z)’

113 g(A:?’,\'HES) 251 (s, CHa) 4.26 (d, J = 5.5 Hz) 5.18 (s, CH-Ph) 7.66 (d, J = 7.6 Hz), 7.43-7.22 (m)

14 {0 2.46 (5, CHy) 3900 0=58H0) | P G TTONE G | 74400072 b 36 25 (o), 7.49-7 15 (m)
115 g(Azl(') BS5) 2_5;"(25? éCF'I ;]):112‘;%732: gzl 3?,%332)@3) 4.88 (s) 5.37 (s, CHy) 7.37-7.23 (m)

116 §<A:20' B5) 4.92 (s) 5.38 (s, CH,) 7.97 (d, J = 8.4 Hz), 7.75 (d, J = 8.0 Hz), 7.46-7.26 (m)
117 (A3 BS) 2.46 (s, CHs) 4.86 (s) 5.37 (s, CH,) 7.63 (d, J = 7.6 Hz), 7.46-7.25 (m)

X=0




Tabla L. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados de tiazol 103-117.

Compuesto A Ca CH,-X| Cb B

103 % B 162.6, 160'212(%0(2Hﬁ;i'f_’sl(lggﬁféi)(og'*zcHS)' 169.7 | 435 | 167.3 134.2,132.1, 128.9, 128.0

104 §<A:1,\'“f'|4) 162.7, 158'glﬁo(zc)'Hlsiif_'?)l(gi'cifglhos)(ogHzcH3)' 1728 | 434 | 1677 134.0, 129.6, 129.3, 127.7, 43.6 (CH,)
105 §<A:1,\'“55) 169.4 (Cﬁ":)% (1533:1171_673'?621F'ISQ(S§H2CH3)' 1739 | 413 | 163.0 138.9, 129.4, 129.3, 128.0, 59.2 (CH)

106 §<A:1NHB6) 168.3, 161-%%0(& i;i-g;;gggﬁ&i;ogwcHS)' 171.2 | 4256 | 1715 | 144.4,128.2, 127.6, 126.0, 47.0 (CH-Ph), 41.6 (CH,)
107 g(A:ZI\'lf"l) 158.3, 149.2, 132.2, 126.6, 124.2, 122.4, 121.1 169.8 | 433 | 167.7 134.3, 132.1, 129.0, 128.0

108 g(A:2N|54) 158.9, 158.4, 136.7, 127.1, 124.2, 122.3 1715 | 426 | 169.8 149.1,129.8, 128.8, 126.7, 42.9

109 g(Af,\'IHBP’) 148.5,137.9, 132.6, 126.8, 124.6, 121.9, 121.2 170.8 | 401 | 158.4 147.5,129.5, 129.3, 128.4, 59.4 (CH)

110 g(A:ZI\'IEG) 158.1, 149.0, 131.8, 126.7, 124.0, 122.2, 121.2 1715 | 428 | 169.3 | 144.8,129.0, 128.2, 126.6, 56.8 (CH,), 41.4 (CH)
111 §<A:3r\]51) 153.7, 144.1,133.7, 128.3, 127.3, 127.2, 121.0, 11.9 (CH) | 168.1 | 425 | 166.6 134.8, 131.4, 127.9, 127.9

112 g(Aj\'IHB“) 154.4,144.7, 135.5, 128.8, 128.6, 127.0 121.7,12.5 (CHs) | 171.4 | 42.6 | 168.7 136.8, 129.7, 129.0, 127.9, 40.2 (CH,)
113 g(Aj\'”f'f) 153.7, 144.6, 135.5, 128.4, 128.3, 127.3, 121.7, 11.5 (CHz) | 167.9 | 42.4 | 172.2 140.4, 129.1, 128.5, 127.4, 57.4 (CH-ar)
114 g(A:?’,\'”f'f) 152.3, 128.7, 127.5, 126.4, 121.8, 12.2 (CHs) 1711 | 423 | 1683 | 144.9,128.7, 128.3, 127.6, 46.8 (CH), 42.2 (CH,)
115 §<A:lo' B5) 1623 (COz)1,71.E:'>39(-é,H i;‘i-f_’glgggﬁféi)(og*zcHS)' 166.8 | 60.8 | 171.9 139.0, 128.9, 128.8, 127.5, 55.7 (CH-Ph)
116 g(A:Z(')BES) 157.6, 148.8, 131.5, 126.5, 123.8, 122.0, 120.7 166.2 | 63.7 | 171.9 138.5, 128.9, 128.8, 127.8, 55.6 (CH-Ph)
117 (A3, BS) 153.6, 144.6, 128.7, 127.6, 127.5, 12.1 (CHs) 1658 | 62.4 | 172.9 139.2, 128.9, 128.8, 128.3, 55.7 (CH-Ph)

X=0




Tabla M. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H-RMN de los derivados de tiazol 122-130.

Compuesto A CH,-X CH>-NH B H-ar
(AL, B1) | 4.33-4.25 (m, OCH:CHz), 2.58 (5, CHa). ] ]
122 0% At A T 4.98 (s) 8.03-7.99 (M), 7.59-7.46 (m)
(AL, B4) [4.20 (c, J=7.1 Hz, OCHCH3), 2.51 (s, CHa), 3.98 ] ]
123 0 Lot ST He oetheny 4819) | (g 3oeg ) | 347 CHPH) 7.26-7.15 (m)
(A2, BL) 434 8.04-7.94 (M), 7.77 (d, 1 = 8.0 Hz), 7.58-7.43 (m),
124 v-0 501(5) | (4, 3=58H2) 7.33 (t, J = 8.0 Hz)
(A2, B4) 416 7.96 (d, J= 7.4 Hz), 7.76 (d, J = 8.1 Ha),
125 v-o 496(S) | (4,9=58Hz) 7.46 (t, J = 8.3 Hz), 7.39-7.20
126 % B 2.53 (s, CHs) 4960 | (4 1= ) 8.03 (d, J = 8.4 Hz), 7.70 (d, J = 7.0 Hz), 7.55-7.31 (m)
127 §<A:?6 B4) 2.53 (s, CHa) 4749 | (g 3 i Hz) | 368 (CH-P) 7.61-7.26 (m)
(AL, B1) 423 (c,J=14.2, 7.1 Hz, OCH,CHa), 3.94 4.02 ~ ]
128 NH 253 (s, CHa), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, OCH,CHs) | (d, J=5.9 H2)| (d, J = 5.7 Hz) 7.89 (d, J = 7.9 Hz), 7.55-7.46 (m)
129 (A2, BI) 4.09 3.97 8.83 (d, J = 8.4 Hz), 8.40 (d, J = 9.5 Hz),8.007.75 (m), 7.42-7.34
X=NH (d, J=5.6 Hz)| (d,J=5.5Hz) (m), 7.31 (t, J = 7.0 Hz)
(A3, B1) 3.88 3.04 N 3 ]
130 58 2.40 (s, CHa) A1 os k| (@128 6 H 7.90 (d, J = 6.7 Hz), 7.61 (d, J = 7.1 Hz), 7.52-7.25 (m)




Tabla N. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados de tiazol 122-130.

Compuesto A Ca | CH>-X| Cb CH>-NH Cc B

122 (A B 1614, 1155*_3{33(&2)):i%?isgggﬁzgé)”zcm)' 1688 | 615 | 167.0 | 409 | 1655 133.0,131.1,127.8,126.8

123 §<A:10’B4) 162.5 ((13%)’(1(:535’ﬁ?éz(géﬁzg'%”zc'ﬁ)' 171.4| 626 | 1704 | 411 | 1595 | 136.6,129.7, 128.7, 42.5 (CH-Ph)
124 %% 8D 152.4,151.5, 128.9, 125.1, 122.6, 122.3 1718 | 636 | 1706 | 427 | 1675 132.8,129.7,128.6,127.4

125 (A2 B4 157.3,136.4,126.3,124.1,121.6,121.2 1712 | 62.8 | 169.6 | 406 | 166.1 |132.2,129.4,128.4,126.7, 42.6 (CH,-Ph)
126 %380 155.5,144.3,133.3,128.9,128.7,128.6, 12.8 1709 | 638 | 166.9 | 430 | 160.0 134.8,133.2,129.9,129.7

127 {354 143.6,143.5,132.1,129.1,128.7,127.8,122.9, 12.7  |172.8| 62.8 | 168.8 | 41.7 | 166.9 |134.7,129.9,129.4,128.8, 43.8 (CH-Ph)
128 (L0 162.1 (C021)'71833'41§61'iji%%:iﬂgjgmcm)' 169.7 | 42.1 | 169.0 | 425 | 1665 133.9,131.2, 128.3,127.4

129 {20 157.9, 148.8, 131.7, 126.5, 123.9, 12.0, 120.7 169.9 | 425 | 1693 | 429 | 166.8 134.2,131.7,128.5,127.6

130 A3.Bl 144.3,136.5,131.8,128.8,128.0,120.1, 12.8 (CHs)  |169.6 | 435 | 167.4 | 43.8 | 158.8 134.8,131.9,128.9,128.6

X=NH




Tabla N. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H-RMN de los derivados intermedios 97-102 y 118-121.

Compuesto R CH,-X B H-ar
R=Bn 3.0 B
97 (B5) yony | S12(CHePR) | Tt 5.05 (d, J = 6.2 Hz, CH,) 7.34-7.28 (m)
R=Bn 3.80 448 (t, J = 7.9 Hz, CH,-Ph),
98  (B6) y_ny | B06(s,CHPh) | (4 3 581y 2.91(d, J = 7.8 Hz, CH,) 7.35-7.11 (m)
99  (B5) '§<::BS 5.19 (s, CHo-Ph) 477 (s) 5.25 (s, CHy-Ph) 7.37-7.21 (m)
R=H 3.88
100 (B5) S @12 e6H) 5.00 (s, CH-Ph) 7.30-7.10 (m)
R=H 3.84 4.60 (t, J = 7.8 Hz, CH-Ph),
101 (B6) 'y —nw (d, J =5.6 Hz) 3.04 (d, J = 7.8 Hz, CH,) 7.35-7.13 (m)
102 (B5) )R(’i”o 4.62 (s) 5.11 (s, CH-Ph) 7.31-7.14 (m)
R=Bn ] ~ ] 7.50-7.47 (m), 7.42-7.32, (m)
118 (B1) .0 | 5.21(s CHPh) 479 (s) 4.27(d, 3= 58 Hz, CHoNH) | 5 g, (05T () LA r 3 O )
119 84) SO | 520(s, CHPh) 473(s) %95%(?5‘ %ﬂfz'\éth 7.41-7.22 (m)
R=H ~ ] 7.87-7.85 (M), 7.57 (t J = 7.4 Ha),
120 @) S 470 (s) 4.25 (d, J = 5.8 Hz, CHa-NH) 7.40.7.46 (m)
121 (B4) )FE::% 4.65 (s) 4.06 (CH,-NH), 3.58 (CH,-Ph) 7.33-7.28 (M), 7.25-7.22 (m)




Tabla O. Desplazamientos quimicos (ppm) de **C-RMN de los derivados intermedios 97-102 y 118-121.

Compuesto R CH,-X Ca Cb B

R=Bn 139.9, 128.8, 128.6, 128.3,

97 (B5) X =NH 66.3 (CH,-Ph) 414 | 1716 | 173.8 140.5, 128.9, 128.7, 127.2, 127.0, 56.62 (CH-Ph)
R=Bn 135.9,128.4, 127.9, 127.5,

98 (B6) X =NH 65.7 (CH,-Ph) 40.6 | 169.7 | 170.7 128.3,128.0, 126.1, 46.4 (CHy), 40.1 (CH-Ph)
R=Bn 138.8,128.7, 128.4, 127.1,

99 (B5) X =0 56.2 (CH-Ph) 61.2 | 167.4 | 171.1 135.6, 128.5, 128.2, 128.1, 66.5 (CH»-Ph)
R=X 141.3, (140.2, 129.6, 129.4, 129.1, 128.9, 127.6,

100 (B5) X =NH 415 | 171.3 | 1735 127.4, 57.2 (CH-Ph)

101 (B6) |§(=|=_|NH 416 | 171.4 | 171.5 145.7,129.4, 128.6, 127.1, 47.9 (CH-Ph), 42.5 (CHy)

102 (B5) 5(’::% 60.7 | 168.1 | 171.4 138.7,128.7, 128.4, 127.2, 56.0 (CH-Ph)
R=Bn 133.8,131.2, 128.4, 128.3,

118 (B1) X =0 40.7 (CH,-NH) 60.8 | 166.7 | 169.3 167.3 (CO), 135.6,128.2, 128.2, 127.1, 66.0 (CH2-Ph)
R=Bn 135.6, 128.2, 128.1, 128.0,

119 (B4) X =0 42.1 (CHa-ar), 40.4 (CH,-NH) 60.6 | 167.1 | 169.4 170.2 (CO), 135.7, 129.2, 128.4, 126.5, 66.1 (CH»-Ph)

120 (B1) )R(’::% 619 | 1709 | 171.1 170.5 (CO), 134.9, 132.9, 129.6, 128.4, 41.9 (CH>-NH)
R=H 169.4 (CO), 135.2, 128.6, 127.9, 126.5,

121 (B4) X =0 60.5 | 169.9 | 178.1 42.1 (CH,-Ph), 40.4 (CH,-NH)







ANEXOS









Anexo 1. Inhibidores de PDE7 seleccionados para el desarrollo del modelo de RNAs.

Comp. R Cdédigo SMILES

1-1'% - CC1=C(C(OCC)=0)SC(NC2=NC(NCc3ccc(OC)c(OC)c3)=C4C(N=CN4CC)=N2)=N1

1-2% - Cclcec([N+]([0-])=0)cc1S(N(C)C)(=0)=0

-39 - CC1=C(C(OCC)=0)SC(NC2=NC(NCc3ccc(S(N)(=0)=0)cc3)=C4C(N=CN4CC)=N2)=N1
[-4239: 240 Me Clclec(C(c2cc(c3cec(0OC)ce3)c(NS(cdcec(C)ecd)(=0)=0)cc2)=NCC5)c5ccl
[-57% 240 OCF3 Clelec(C(c2ce(c3cec(OC)ec3)c(NS(cacec(OC(F)(F)F)ced)(=0)=0)cc2)=NCC5)c5ccl

-6 4-H Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2cccl

1718 3-Fenil Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2cc(caccceed)cl

1-g® 1H-Benzo[d]imidazol 0=C(NC12CCCCC2)Nc3clce(cace5c(NC=N5)ccd)cc3Cl

|-9'te R'=4-Cl; R*zH Clelecc(C(S/2)=NN(C)C2=N/C3CCCCC3)ccl

I-10™° R?=4-Cl; R°=3-COOH Clelece(C(S/2)=NN(C)C2=N/c3ccec(C(0)=0)c3)ccl

l-11° R'=N-(Morfolinmetil)acetil R>=H O=C(NCN1CCOCC1)c2ccc(C(S/3)=NN(C)C3=N/C4CCCCC4)cc2

1224 R°=3-OH (R,R); R? =4-CONH, 0=C(N)cleccc(C(S/2)=NN(C)C2=N/[C@ @H]3C[C@H](0)CCC3)ccl

l-13%4 R?=3-OH(R,R); R* =4-SO,Me O[C@@H]1C[C@@H](/N=C2SC(c3ccc(S(=0)(C)=0)cc3)=NN/2C)CCC1

I-14242 - 0O=S(clcec(N(C(c2cc(C)e(OC)cc2)=C3)C4=C3CC(N5CCN(C)CC5)CC4)ccl)(NC6=NC(C)=CC(C)=N6)=0

1-15%4 - 0=C(OCC)C(S1)=C(C)N=CINC2=NC(NCc3cc(OC)c(OC)c(OC)c3)=CC(C4CCC(N(C)C)CC4)=N2

1-16%4 - 0=C(OCC)C(S1)=C(C)N=C1INC2=NC(C3CCC(0)CC3)=CC(C4CCC(O)CC4)=N2

17243 - 0=C1N(C2=NC(C3=CC=CS3)=NS2)N=C(c4cc(Cl)c(OC)cc4)C5CC=CCC51

l-18% - S=C(clccec(C)cIN2)N(c3ccceec3)C2=S

1-19M8 CH2CH,0H Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2¢(OCCO)ccl

1-20™® CH,-5-CO,-Et-furan-2-il Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2c(0OCC4=C(C(OCC)=0)C=CO04)ccl

12118 CH,-1H-tetrazol-5il 0=C1NC2=C(Cl)C=CC(OCC3=NN=NN3)=C2C4(CCCCC4)N1

l-22M8 CH,-5-OH-[1.2.4]oxadiazol-3-il 0=C1NC2=C(Cl)C=CC(OCC3=NOC(0)=N3)=C2C4(CCCCC4)N1

-238 CHa-5-CO,H-furan-2-il Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2¢(0CC4=C(C(0)=0)C=CO4)ccl

2418 CH,CH,CH, SOsH Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2¢(OCCCS(=0)(0)=0)ccl

-258 CH,CH,-4-morfolina 0=C1NC2=C(Cl)C=CC(OCCN3CCOCC3)=C2C4(CCCCC4)N1

1-26™8 CH2CH2NHMe Cle1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2c(OCCNC)cel




Comp. R Cédigo SMILES
278 CH2CH2NMe; Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2c(OCCN(C)C)cel
|-2818 CH>CH20CH; CH2NH, Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2c(OCCOCCN)cel
1-29™M8 CH.CHOH CH,NHMe Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2c(OCC(CNC)O)ccl
1-30"8 CH>CHOHCHzNMe; Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2c(OCC(CN(C)C)O)cel
1-31™M8 CH2CHzNHCH,CO,H Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2c(OCCNCC(0)=0)ccl
132118 4-Me Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2¢(C)ccl
1-33™M8 4-OMe Clc1c(NC(NC23CCCCC3)=0)c2¢(OC)ccl
|-34118: 120, 121, 124 8-F O=C(NC12CCCCC2)Nc3clcecc3F
|-35120, 121 124 8-Br 0=C(NC12CCCCC2)Nc3clcecc3Br
36120 121 124 8-CHs O=C(NC12CCCCC2)Nc3clcece3C
|-37120 121 124 6-Ph 0O=C(NC12CCCCC1)Nc3c2cc(C4=CC=CC=C4)cc3
38120 121 124 5-Cl 0=C(NC12CCCCC1)Nc3c2¢(Cl)cce3
|-39t20: 121,124 5.6-diCl 0=C(NC12CCCCC1)Nc3c2¢(Clc(Clee3
[-4Q120 121 124 6.8-diCl 0=C(NC12CCCCC1)Nc3c2cc(Cl)ce3Cl
[-41 120 121, 124 6-Me-8-Cl 0=C(NC12CCCCC1)Nc3c2cc(C)ec3Cl
42120 121 124 6-OMe-8-Cl 0=C(NC12CCCCC1)Nc3c2cc(OC)ce3Cl
|-43t20. 121, 124 4-Metilespirociclohexil 0=C(NC12CCC(C)CC2)Nc3clccce3Br
44120 121 124 p-CeHs-CO,H 0=C(NC12CCCCC2)Nc3clec(cacee(C(0)=0)ccd)cc3Cl
|-45t20: 121, 124 M-CsH4-CO,H 0=C(NC12CCCCC2)Nc3clec(cdccec(C(0)=0)c4)cc3Cl
|-46120 121 124 p-CeHs-CONH, 0=C(NC12CCCCC2)Nc3clce(cacee(C(N)=0)ccd)ce3Cl
|-47t20 121, 124 p-CeHs-CONH-(CHz).-NMe; 0=C(NC12CCCCC2)Nc3clce(cdccc(C(NCCN(C)C)=0)ccd)cc3Cl
|-4g120 121 124 M-CsH4-CONH-(CH,)>-NMe, 0=C(NC12CCCCC2)Nc3clcc(caccec(C(NCCN(C)C)=0)cd)ce3Cl
|-4Qt20: 121,124 p-CeHs-CONH-(CHz)s-NMe; 0=C(NC12CCCCC2)Nc3clec(c4ccc(C(NCCCN(C)C)=0)ced)cc3Cl




Comp.

R

Cddigo SMILES

120, 121, 124
1-50

120, 121, 124
I-51

120, 121, 124
I-52

|_53117
1547
|_55117

|_56117

1577
1-58"'
1-59™7
I-60™'
161"’
62"
163"
I-64'°
|_65116
|_66116
|_67116
|_68116
|_69116
|_70116
|_71116
|_72116
|_73116

M-CeH4-CONH-(CH,)s-NMe;
p-CsH4-CO-N-Metilpiperazina
m-Cg¢H4-CO-N-Metilpiperazina

R'=4-SO,Me; R°=H
R'=3-CN; R’*=H
R’=H; R'=4-CO(4-metil-piperazin-1-il)
R?*=3-OH trans

R'=4-CONH(2-hdroxi-1,1-dimetiletil)
R?=3-OH trans R'=4-NHCOMe

R’=3-OH trans R'=4-SO,Me
2- OH cis
4-OH trans
3-OH cis
3-OH trans
3-OH (R,R)
Biciclo[2,2,1] hept-2-il
2-Hidroxi-1,1-dimetiletil
Fenil
3-OH
3-(2H-tetrazol-5-il)
3-CONH;,
4-OH
4-F
2-OH, 5-COOH
2-OH, 3-COOH

0O=C(NC12CCCCC2)Nc3clcc(cdcccc(C(NCCCN(C)C)=0)c4)cce3Cl
O=C(NC12CCCCC2)Nc3clcc(cdccc(C(NSCCN(C)CCh)=0)cc4)cc3Cl
0O=C(NC12CCCCC2)Nc3clcc(caccecc(C(NSCCN(C)CC5)=0)c4)cc3Cl
CN(N=C(clccceel)S/2)C2=N\c3cc(C(0)=0)c(S(=0)(C)=0)cc3
CN(N=C(clccceecl)S/2)C2=N\c3cc(C(0)=0)cc(C#N)c3
CN1IN=C(c2ccc(C(N3CCN(C)CC3)=0)cc2)S/C1=N/C4CCCCC4

CN1N=C(c2ccc(C(NC(C)(C)CO)=0)ce2)S/CL=N/[C@H]3CCCC(0)C3

CN1N=C(c2ccc(NC(C)=0)cc2)S/C1=N/[C@H]3CCCC(0)C3
CN1N=C(c2ccc(S(C)(=0)=0)cc2)S/C1=N/[C@H]3CCCC(O)C3
CN1/C(SC(c2ccc(C(N)=0)cc2)=N1)=N/[C@H]3CCCCC30
CN1/C(SC(c2ccc(C(N)=0)cc2)=N1)=N\C3CCC(O)CC3
CN1/C(SC(c2ccc(C(N)=0)cc2)=N1)=N/[C@H]3CCCC(0)C3
CN1/C(SC(c2ccc(C(N)=0)cc2)=N1)=N\[C@H]3CC(O)CCC3
CN1/C(SC(c2ccc(C(N)=0)cc2)=N1)=N/[C@H]3CCC[C@@H](0)C3
Clclcec(C(S/2)=NN(C)C2=N/C3C(C4)CCC4C3)ccl
Clclcee(C(S/2)=NN(C)C2=N\C(C)(C)CO)ccl
Clclcec(C(S/2)=NN(C)C2=N\C3=CC=CC=C3)ccl
Clclcec(C(S/2)=NN(C)C2=N\c3cc(O)cce3)ccl
Clclcec(C(S/2)=NN(C)C2=N\c3cc(C4=NNN=N4)ccc3)ccl
Clclcec(C(S/2)=NN(C)C2=N\c3cc(C(N)=0)ccc3)ccl
Clclcec(C(S/2)=NN(C)C2=N\c3ccc(0)ce3)ccl
Clclcec(C(S/2)=NN(C)C2=N\c3ccc(F)cc3)ccl
Clclcec(C(S/2)=NN(C)C2=N\c3c(O)ccc(C(0)=0)c3)ccl
Clclcee(C(S/2)=NN(C)C2=N\c3c(O)c(C(0)=0)ccc3)ccl




Comp. R Cédigo SMILES

|-74M18 3-COOH, 4-F Clcleec(C(S/2)=NN(C)C2=N\c3cc(C(0)=0)c(F)ce3)cel
[-75° 4,7-Dimetil quinazolina CN(N=C(C1=CC=C(C(C)=NC=N2)C2=C1)S/3)C3=N\C4CCCCC4
I-76%¢ 2-Cl CNL/C(SC(c2¢(Cl)ccec2)=N1)=N/C3CCCCC3

[-77%° 3-OH CN1/C(SC(c2cc(O)cce2)=N1)=N/C3CCCCC3

|-78%8 3-Cl CN1/C(SC(c2cc(Cl)cec2)=N1)=N/C3CCCCC3

[-79%® 3-SO,NH, CN1/C(SC(c2cc(S(=0)(N)=0)ccc2)=N1)=N/C3CCCCC3
I-80™® 3-CONH, CN1/C(SC(c2cc(C(N)=0)ccc2)=N1)=N/C3CCCCC3
-1 3-COOH CN1/C(SC(c2cc(C(0)=0)cce2)=N1)=N/C3CCCCC3
|-82%1e 4-OH CN1/C(SC(c2ccc(0)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3

|-83'° 4-COOMe CN1/C(SC(c2cce(C(OC)=0)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3
I-84¢ 4-Cl CNL/C(SC(c2cce(Cl)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3

|-85° 4-COOH CN1/C(SC(c2cce(C(0)=0)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3
I-86¢ 4-NH, CN1/C(SC(c2cce(N)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3

-7 3-Me, 4-CONH, CN1/C(SC(c2ce(C)c(C(N)=0)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3
|-8g™® 3-OMe, 4-CONH; CN1/C(SC(c2cc(OC)c(C(N)=0)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3
I-89™° 3-SO,NH,.4-Cl CN1/C(SC(c2cc(S(N)(=0)=0)c(Cl)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3
1-90*® 3-SO,NHEt, 4-Cl CN1/C(SC(c2cc(S(NCC)(=0)=0)c(Cl)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3
1-91™® 4-CONHCH,CHa-N-morfolinil CN1/C(SC(c2ccc(C(NCCN3CCOCC3)=0)cc2)=N1)=N/C4CCCCC4
1-92%1e 4-CONHCH;N(CHj), CN1/C(SC(c2cce(C(NCCN(C)C)=0)cc2)=N1)=N/C3CCCCC3




Anexo 2. Variables de entrada para la red neuronal, obtenidas tras la reduccion de

dimensiones.

Comp. A B C D
I-1 0.824805 0.02059 0.027546 0.020005
I-2 0.987969 0.040606 0.031817 0.992433
I-3 0.025064 0.018587 0.871014 0.025251
I-4 0.907033 0.026002 0.009621 0.023997
I-5 0.883312 0.031732 0.028993 0.033764
I-6 0.915279  0.99687 0.986983 0.960851
I-7 0.697131 0.750226 0.995709 0.997673
-8 0.076401 0.937887 0.000907 0.007127
1-9 0.412103 0.895437 0.903391 0.255357
1-10 0.093917 0.997256 0.89745 0.961969
I-11 0.904289 0.046262 0.027739 0.050401
1-12 0.084001 0.690593 0.116325 0.049928
1-13 0.785893 0.003162 0.064435 0.008843
I-14 0.777262 0.004367 0.006458 0.021562
1-15 0.010845 0.00676 0.006454 0.809156
1-16 0.026129 0.921301 0.023752 0.022828
1-17 0.314084 0.071012 0.068357 0.262474
1-18 0.994101 0.980303 0.990388 0.98975
1-19 0.358922 0.962927 0.889166 0.104338
1-20 0.869406 0.027862 0.010168 0.030562
1-21 0.415963 0.569516 0.98084 0.741146
1-22 0.415963 0.569516 0.98084 0.741146
1-23 0.929689 0.005872 0.017627 0.038603
1-24 0.674565 0.000232 0.00257 0.039804
1-25 0.001904 0.004098 0.895127 0.041666
1-26 0.97251 0.965634 0.339512 0.996595
1-27 0.922049 0.884639 0.244723 0.59938
1-28 0.205381 0.884517 0.624457 0.510516
1-29 0.977827 0.937339 0.317506 0.619464
1-30 0.014395 0.337643 0.134946 0.483521
1-31 0.002671 0.751227 0.203597 0.003908
1-32 0.036175 0.500084 0.277307 0.675212
1-33 0.11241 0.26918 0.738229 0.577431
1-34 0.205862 0.904151 0.244813 0.892184
1-35 0.863481 0.952994 0.96858 0.956333
1-36 0.324064 0.328639 0.309182 0.766063
1-37 0.576614 0.825674 0.725045 0.943223
1-38 0.977764 0.983828 0.970171 0.182014
1-39 0.942604 0.878549 0.998111 0.995413
1-40 0.947401 0.999983 0.858211 0.062039
1-41 0.813252 0.945594 0.096404 0.934502
1-42 0.741634 0.066536 0.130777 0.795944
1-43 0.741634 0.066536 0.130777 0.795944
1-44 0.069645 0.000483 0.000462 0.931533
1-45 0.935083 0.111989 9.2e-005 0.027029
1-46 0.931749 0.000223 0.000394 0.04961
1-47 0.02554  0.017693 0.021401 0.924596
1-48 0.872382 0.028165 0.022261 0.032033
1-49 0.917655 0.021888 0.015164 0.018502
1-50 0.03575 0.030505 0.793042 0.008289
I-51 0.04695 0.828941 0.014169 0.01704
I-52 0.018492 0.020606 0.015912 0.928709
I-53 0.903026 0.032933 0.001079 0.001201
I-54 0.990421 0.710036 0.114675 0.869108
I-55 0.841383 0.048273 0.064642 0.005665
I-56 0.035568 0.0494 0.035207 0.797716
I-57 0.004051 0.083507 0.002876 0.735232




Comp. A B C D
I-58 0.014364 0.008668 0.15499 0.687601
1-59 0.989786 0.447801 0.992606 0.982077
1-60 0.923775 0.997781 0.916581 0.996271
1-61 0.156536 0.991634 0.982831 0.848269
1-62 0.003846 0.790941 0.101716 0.01472
1-63 0.927896 0.000554 0.009228 0.189424
1-64 0.966081 0.973558 0.941785 0.396351
1-65 0.972448 0.905577 0.803425 0.99066
1-66 0.958872 0.994647 0.99674 0.680187
1-67 0.996775  0.59624  0.996873 0.625385
1-68 0.005805 0.002796 0.836009 0.191127
1-69 0.967967 0.062628 0.99622 0.899858
I-70 0.980339 0.805035 0.998617 0.539458
I-71 0.972624 0.380912 0.994297 0.859654
I-72 0.02755 0.105842 0.065059 0.738752
I-73 0.002131 0.039907 0.708103 0.200532
I-74 0.01536  0.162492 0.006681 0.54921
I-75 0.052292 0.749734 0.9909 0.918103
I-76 0.667457 0.539127 0.536442 0.356475
I-77 0.762825 0.179308 0.144207 0.940531
1-78 0.334175 0.264264 0.5376  0.830523
I-79 0.92284  0.723142 0.738779 0.093847
1-80 0.940884  0.20657 0.159968 0.95938
1-81 0.935618 0.156566 0.318913 0.927962
1-82 0.490779 0.31032 0.969575 0.317776
1-83 0.999557 0.996463 0.981316 0.930724
1-84 0.892315 0.161231 0.777029 0.259727
1-85 0.476255 0.600632 0.846401 0.358308
1-86 0.978523 0.992109 0.987195 0.585795
1-87 0.988915 0.553073 0.963968 0.989638
1-88 0.992063 0.942551 0.989754 0.772288
1-89 0.316334 0.013032 0.112718 0.002728
1-90 0.009368 0.920609 0.004644 0.028857
1-91 0.023512 0.00926 0.913369 0.01728
1-92 0.074753 0.405584 0.050186 0.066867




Anexo 3. 220 Estructuras quimicas seleccionadas que cumplen las reglas de Lipinski y que a priori atraviesan la BHE.

Comp. SMILE LogP Mw NnON nOHNH nviol nrotb LogBB
AMO003 C1CCc2c(CL)c(c(s2)N)CHN 206 17826 2 2 0 0 0.06
AMO019 N1=C(C=C(N(CCc2ccccc2)S1(=0)=0)clcccccl)cleccecl 4.73 388.49 4 0 0 5 0.73
AMO032 nlcnc2c(c1SC(=0)Cclccececl)nen2C(=0)Cclcccccl 3.98 388.45 6 0 0 6 -0.02
CGO056 c1(ce(c(c(c1)C(=0)OC)N)CICI 2.98 22006 3 2 0 2 -0.02
AMO047 C1CCc2c(Cl)c(nn2clsc2c(nl)ccec2)C 4.04 269.37 3 0 0 1 1.04
AM048 C1CCC2=C(C1)[C@H](N(N2)c1sc2c(nl)ccec2)C 453 27139 3 1 0 1 1.53
AMO048 C1CCC2=C(C1)[C@@H](N(N2)clsc2c(nl)ccec2)C 453 27139 3 1 0 1 153
AM049 [C@H]1(C=CNN1clsc2c(nl)ccec2)C 273 21730 3 1 0 1 -0.27
AMO052 N1=NC2=C([C@H]1C)CCC2 1.61 122.17 2 0 0 0 -0.39
AMO053 C1(=NN=C(C10)clcccccl)clecceccl 2.57 236.27 3 1 0 2 -0.43
AMO054 N1=NC2=C([C@H]1C)CCC2 1.61 122.17 2 0 0 0 -0.39
AMO054 N1=NC2=C([C@@H]1C)CCC2 1.61 122.17 2 0 0 0 -0.39
AMO56 N1=NC2=C([C@H]1C)CCC2 1.61 122.17 2 0 0 0 -0.39
AMO056 N1=NC2=C([C@@H]1C)CCC2 1.61 122.17 2 0 0 0 -0.39
AMO57 N1=NC2=C([C@H]1C)CCC2 1.61 122.17 2 0 0 0 -0.39
AMO080 clcce(c(c1)O)/C=N/clcccecl 341 197.24 2 1 0 2 1.41
AC004 clenc(ccl)NC(=S)NCclcececl 2.49 243.34 3 2 0 5 -0.52
ACO010 clcec(ccl)NC(=S)NCC 1.73 180.28 2 2 0 4 -0.28
ACO012 clccc2c(cl)o/c(=N\CC)[nH]2 2.26 162.19 3 1 0 1 0.26
ACO014 clenc(ccl)/N=cl\scc(n1C)C 2.86 205.29 3 0 0 1 -0.14
ACO016 clenc(ccl)/N=cl\n(c(nsl)clcccccl)C 4.22 268.35 4 0 0 2 0.22
AC023 clccc2c(cl)sc(n2)NCC 2.73 178.26 2 1 0 2 0.73
ACO027 c1(ccc(cn1)CI)NC(=O)NCclccececl 2.79 225.42 4 2 0 3 -0.21
CG106 C1CCc2c(Cl)c(c(s2)N)C(=0)OCC 252 22531 3 2 0 3 -0.48




Comp. SMILE LogP Mw nON nOHNH nviol nrotb LogBB

CG108 clcecc2c(cl)c(c(s2)C(=0)OC)N 239  207.25 3 2 0 2 -0.61
ACO033 clcnc2c(cl)[nH]/c(=N\CC)s2 276 17925 3 1 0 1 -0.24
ACO044 clnc(cccl)NC(=S)SC 1.83 184.29 2 1 0 3 -0.17
AC052 clcee2c(cl)N[C@@H](S2)[NH3] 154 15323 2 4 0 0 -0.46
ACO061 clcecc2ce(cl)sc(n2)N 1.98 150.21 2 2 0 0 -0.02
ACO068 C1CC(CCC1)/N=c1/n(c(=0)n(s1)C(C)C)CC 404 26941 4 0 0 3 0.04
AC092 clenc(ccl)/N=cl/n(c(nsl)clccceccl)CC 4.60 282.37 0.60
AC093 clenc(ccl)/N=cl/n(c(ns1)CC)Cclcccccl 4.36 296.40 4 0 0 4 0.36
AC098 clcce(ncl)/N=cl/n(c(=0)n(s1)C1CCCCC1L)CC 410  304.42 5 0 0 3 0.10
AC105 clcce(cel)/N=c1/n(c(=0)n(s1)C(C)C)CC 3.83 26337 4 0 0 3 -0.17
CG008 N1=C(c2c(N(Cc3cccec3)S1(=0)=0)cccc2)OCclecc(ccl)Cl 4.75 412.90 5 0 0 5 -0.25
CG013 c12c(ccccl)N(Celeee(cel)Cl)S(=0)(=0O)N(C2=0)Cclccc(ccl)Cl 4.79 447.34 5 0 0 4 -0.21
CG015 cl2c(ccccl)N(CeleeecclCl)S(=0)(=0O)N(C2=0)Cclc(ccecl)Cl 4.70 447.34 5 0 0 4 -0.30
CG019 N1(C(=0)c2c(N(Cc3cceec3Cl)S1(=0)=0)ccec2)Celeccecl 4.07 412.90 5 0 0 4 0.07
CG026 N1(C(=0)c2c(N(Cc3cc(cece3)Cl)S1(=0)=0)cccc2)Celec(cecl)Cl 4.75 447.34 5 0 0 4 0.75
CG035 N1(C(=0)c2c(N(Cc3cce(cec3)OC)S1(=0)=0)cccc2)Cclceec(ccl)OC 3.55 438.51 7 0 0 6 -0.45
CG036 N1(C(=0)c2c(N(Cc3ccc(ce3)C(F)(F)F)S1(=0)=0)cccc2)Celeccccl 4.33 446.45 5 0 0 5 0.33
CG059 N1(C(=0)c2c(N(Cc3cc(c(cc3)CI)CI)S1(=0)=0)ccs2)Cclcecceccl 4.60 453.37 5 0 0 4 -0.40
CG060 nl(c(=S)n(c2c(c1=0)cccc2)Ceclcec(ccl)Cl)Celeccecl 4.97 392.91 3 0 0 4 1.97
CG062 nl(c(=S)n(c2c(c1=0)cccc2)Ccleec(ccl)C(F)(F)F)Cclcccecl 5.19 426.46 3 0 1 5 2.19
CG067 N1(C(=0)c2c(N(Cc3ccecac3cccc4)S1(=0)=0)cccc2)Celecceccl 4.60 428.51 5 0 0 4 -0.40
CG069 nl(c(=0)n(c2c(c1=0)cccc2)Cclcec(ccl)Cl)Celeeccecl 4.63 376.84 4 0 0 4 0.63
CG072 nl(c(=S)[nH]c2c(c1=0)cccc2)Celcccccl 2.63 268.34 3 1 0 2 -0.37
CG073 N1(C(=0)c2c(N(Cc3cce(c(c3)Cl)C)S1(=0)=0)ccecc2)CC(C)C 445 41333 5 0 0 4 -0.55
CG074 N1=C(c2c(N(Cc3ccc(c(c3)Cl)Cl)S1(=0)=0)cccc2)OCC(C)C 489  413.33 5 0 0 5 -0.12
CG086 N1(C(=0)c2c(N(CC(=0)c3cce(ce3)Cl)S1(=0)=0)ccec2)Celeccecl 3.87 440.91 6 0 0 5 -0.14
CG088 N1=C(c2c(N(Cc3ccc(cc3)Cl)S1(=0)=0)cccc2)OCC 3.53  350.83 5 0 0 4 -0.47




Comp. SMILE LogP Mw nON nOHNH nviol nrotb LogBB

CG090 N1=C(c2c(N(Cc3ccc(c(c3)Cl)Cl)S1(=0)=0)cccc2)OCC 414  385.27 5 0 0 4 0.14
CG093 N1(C(=0)c2c(N(Cc3cce(ce3)Cl)S1(=0)=0)cccc2) CCC 360 36485 5 0 0 4 -0.40
CG099 c1(ccc(cc1)CCOCCI)OC 275  200.67 2 0 0 5 0.75
CG101 clcee(ccl)CCOCCI 2.69 170.64 1 0 0 4 1.69
AE009 c1(sc(cc1C(=0)OCC)clcececcl)N 326  247.32 3 2 0 4 0.26
AEOQ10 C1CCCc2c(C1)cn[nH]2 2.00 136.20 2 1 0 0 0.00
AE084 c1(sc(c(c1)N)C(=0)OC)clcceccl 3.00 233.29 3 2 0 3 0.00
EF016 clcee(cc1)NC(=S)NC1CCINH](CC1)Celceccel 301 32649 3 3 0 6 0.00
EFO17 C1C(CC[NH](C1)Cclcceecl)CCNC(=S)Neleceeel 3.84 35454 3 3 0 8 0.84
EF019 clccc2ce(cl)sc(n2)NC1CC[NH](CC1)Cclcccecl 4.01 324.47 3 2 0 4 1.01
AMO094 C1CCC2=C(C1)C(=NON2)C 213  152.20 3 1 0 0 -0.88
AMO096 c1(c(cc2c(c1)ncn2C)C)C 230 160.22 2 0 0 0 0.30
AMO0101 cl(c(c(c(ol)clcececcl)clececccl)C#N)N 3.89 260.30 3 2 0 2 1.89
AM106 N1=C(C=C(NO1)clcccccl)cleccecl 4.07 236.27 3 1 0 2 1.07
TC2.30 c1(ccc2c(c1)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clcceecl)Br 3.10 333.21 3 1 0 1 0.10
TC2.41 clcec2ce(cl)e(=0)n(c(n2)SC)cle(c(c(ccl)F)F)F 3.80 322.31 3 0 0 2 0.80
TC2.42 clc2c(scl)c(=0)n(c(n2)SC)clcccecl 3.00 274.37 3 0 0 2 0.00
TC2.43 clcec2ce(cl)e(=0)n(c(n2)SC)clc(cceclF)F 3.90 304.32 3 0 0 2 0.90
TC2.44 clccc2ce(cl)sclc2ne(n(c1=0)clc(cccclF)F)SC 4.97 360.41 3 0 0 2 1.97
TC2.45 clccc2ce(cl)e(=S)n(c(=S)[nH]2)clc(c(c(ccl)F)F)F 3.21 324.35 2 1 0 1 1.21
TC2.47 clcc2c(s1)c(=0)n(c(n2)SC)clc(ccecclF)F 3.66 310.35 3 0 0 2 0.66
TC2.51 clcec2ce(cl)e(=S)n(c(n2)SC)clc(c(c(ccl)F)F)F 4.15 338.38 2 0 0 2 2.15
TC3.1 clccc2ce(cl)e(=S)n(c(n2)SC)clc(cceclF)F 4.24 320.39 2 0 0 2 2.24
TC3.9 clccc2ce(cl)e(=S)n(c(n2)SC)clceeccl 3.59 284.41 2 0 0 2 1.59
TC3.13 clccc2ce(cl)c(=S)n(c(n2)SC)clc(ccecl)Br 4.56 363.31 2 0 0 2 2.56
TC3.14 clcc(c2c(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(cceel)Br)C 3.69 347.24 3 1 0 1 0.69
TC3.16 clcc(c2c(c1)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(ccecclF)F)C 3.37 304.32 3 1 0 1 0.37




Comp. SMILE LogP Mw nON nOHNH nviol nrotb LogBB

TC3.17 clcc(c2c(c1)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(c(c(ccl)F)F)F)C 3.27 322.31 3 1 0 1 0.27
TC3.22 clcc(c2c(cl)c(=0)n(c(n2)SC)clc(ceecl)Br)C 4.62 361.26 3 0 0 2 1.62
TC3.23 clece(c2c(cl)c(=0)n(c(n2)SC)clc(cccclF)F)C 4.30 318.35 3 0 0 2 1.30
TC3.24 clcc(c2c(cl)c(=0)n(c(n2)SC)cle(c(c(ccl)F)F)F)C 4.20 336.34 3 0 0 2 1.20
TC3.28 c1(ccc2c(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(ccecl)Br)Br 4.07 412.11 3 1 0 1 1.07
TC3.29 cl(ccc2c(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(cccclF)F)Br 3.75 369.19 3 1 0 1 0.75
TC3.30 c1(ccc2c(c1)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(c(c(ccl)F)F)F)Br 3.66 387.18 3 1 0 1 0.66
TC3.32 cl(ccc2e(cl)c(=0)n(c(n2)SC)cle(c(c(ccl)F)F)F)Br 4.59 401.21 3 0 0 2 1.59
TC3.36 cl(ccc2c(cl)c(=0)n(c(n2)SC)cle(ccecclF)F)Br 4.68 383.22 3 0 0 2 1.68
TC3.47 c1(ccc2ce(cl)c(=0)n(c(n2)SC)clccceccl)Br 4.03 347.24 3 0 0 2 1.03
S016 clccc2e(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clcce(ccl)C(F)(F)F 3.21 322.31 3 1 0 2 0.21
S015 clccc2ce(cl)e(=0)n(c(=S)[nH]2)clcce(ccl)C 2.76 268.34 3 1 0 1 -0.24
S022 clccc2e(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clcce(ccl)Cl 2.99 288.76 3 1 0 1 -0.01
S023 clcec2e(cl)e(=0)n(c(=S)[nH]2)clcec(ccl)F 2.48 272.30 3 1 0 1 -0.52
S025 clccc2e(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clcc(c(c(cl)F)F)F 3.08 308.28 3 1 0 1 0.08
S026 clccc2ce(cl)e(=0)n(c(=S)[nH]2)clccc(ccl)Br 3.12 333.21 3 1 0 1 0.12
S027 clccc2e(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clcc(cccl)Br 3.31 333.21 3 1 0 1 0.31
S028 clcec2ce(cl)e(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(cceecl)Br 3.29 333.21 3 1 0 1 0.29
S029 clccc2e(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(cc(cecl)Br)F 3.43 351.20 3 1 0 1 0.43
S033 clccc2ce(cl)e(=0)n(c(=S)[nH]2)clccecc2cleccc?2 3.68 304.37 3 1 0 1 0.68
S035 clccc2e(cl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)CCclccececl 2.84 282.37 3 1 0 3 -0.16
S037 clcec2ce(cl)c(=0)n(c(n2)SC)clcceccl 3.25 268.34 3 0 0 2 0.25
S038 clccc2ce(cl)e(=0)n(c(n2)SC)clc(ccecl)Br 4.22 347.24 3 0 0 2 2.22
S041 clcc2ce(sl)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(cc(ccl)Br)F 3.19 357.23 3 1 0 1 0.19
S043 clcc2c(s1)c(=0)n(c(=S)[nH]2)clc(c(c(ccl)F)F)F 2.63 314.31 3 1 0 1 -0.37
S045 c12c(c3c(s1)c(=0)n(c(=S)[nH]3)clcceecl)ceec2 3.38 310.40 3 1 0 1 0.38
S047 c12c¢(c3c(s1)c(=0)n(c(=S)[nH]3)clc(cc(ccl)Br)F)ceec2 4.49 407.29 3 1 0 1 1.49




Comp. SMILE LogP Mw nON nOHNH nviol nrotb LogBB

S048 c12¢(c3c(s1)c(=0)n(c(=S)[nH]3)clc(cceclF)F)ceec2 4.03 346.38 3 1 0 1 1.03

S049 c12c(c3c(s1)c(=0)n(c(=S)[nH]3)clc(c(c(ccl)F)F)F)cecee2 3.94 364.37 3 1 0 1 0.94
VPO0.1 C1[C@H](Cc2c(C1)c(c(s2)NC(=0)CCCCI)C(=0)OCCC)C 434  357.90 4 1 0 8 0.34
SC003 C1CCc2c(C1)c(cs2)OC[C@H](CNC(C)C)O 257 26941 3 2 0 6 -0.43
SC004a cl(c(c(csl)ChClhC@@H]([C@@H](C)N)CI 282 24457 1 2 0 2 1.82
SC004b cl(c(c(cs1)ChChC@@H](C@H](C)N)CI 2.82 24457 1 2 0 2 1.82
SC004c cl(c(c(cs1)ChCl[C@H]([C@@H](C)N)CI 282 24457 1 2 0 2 1.82
SC004d c1(c(c(cs1)CHCHC@H]([C@H](C)N)CI 2.82 24457 1 2 0 2 1.82
SC005 c1(nn(c(n1)CCCl)clcccecl)cleececl 3.74 283.76 3 0 0 4 0.74
SC006 cl(ccc2c(cl)cle(n2NC(=0)c2cceec2)ccccl)Cl 4.98 320.78 3 1 0 2 1.98
SC007a clc(sc(clCl[C@@H]([C@H](C)CN)CI)CI 3.36  258.60 1 2 0 3 1.36
SC007b clc(sc(clChC@@H]([C@@H](C)CN)CI)Cl 336 25860 1 2 0 3 2.36
SC007c clc(sc(clCl[C@H]([C@H](C)CN)CI)CI 3.36  258.60 1 2 0 3 2.36
SC007d clc(sc(clCh[C@H]([C@@H](C)CN)CI)CI 336 25860 1 2 0 3 2.36
SC008 clcecee(c1)N(C(=0)C)NC(=O)clcceccl 219  254.29 4 1 0 3 -0.81
SC009 clccec(c1)N(NC(=O)clceccccl)C 2.83 226.28 3 1 0 3 -0.17
SC013 clccc2e(cl)n([nH]c(nc2=0)clcccecl)cleccecl 4.24 313.36 4 1 0 2 0.24
SC013 clccc2ce(cl)n(nc([nH]c2=0)clcceecl)cleccecl 4.24 313.36 4 1 0 2 0.24
SC015a cl(c(ccsl)Br)[C@@H](CNC(C)(C)C)O 273  278.22 2 2 0 4 0.73
SCO015b c1(c(ces1)Br)[C@H](CNC(C)(C)C)O 273 27822 2 2 0 4 0.73
SC016 c12c(cec(cl)Cl)Sclc(N2CCNN2CCN(CC2)C)ccccl 441 37494 4 1 0 4 0.41
SC018 clccc2ce(cl)cle(n2N=0)ccccl 3.33 196.21 3 0 0 1 0.33
SC019 clccc2c(cl)clc(n2N)c(cecl)Cl 3.55 216.67 2 2 0 0 1.55
SC109a Cl[C@@H]1CCCN1CC(=0)O 3.55 216.67 2 2 0 0 0.55
SC109b CI[C@H]1CCCN1CC(=0)0O 3,55  216.67 2 2 0 0 0.55
SC023 nl(c(nc(nl)clccececl)SC)cleccecl 3.77 267.36 3 0 0 3 0.77
SC024 c1(NNC(=0)c2ccccc2)cecccl 2.59 212.25 3 2 0 3 -0.41




Comp. SMILE LogP Mw nON nOHNH nviol nrotb LogBB

SC025 c1(N(NC(=0O)c2ccccec2)c2cccec2)ceccecl 4.53 288.35 3 1 0 4 1.53
SC027a clcsc(c1Cl)C[C@@H](CCI)CN 240 22416 1 2 0 4 1.40
SC027b clesc(c1Cl)C[C@H](CCI)CN 240 224.16 1 2 0 4 1.40

SCO030 c12c(ccecl)Sclec(N2CCNN2CCN(CC2)C)ececl 3.76 340.50 4 1 0 4 -0.24

SC031 cl2c(cceec1)Scle(N2CCNN(C)C)eeeel 3.87  285.42 3 1 0 4 0.87

SC034 c12¢(N(c3¢(S1)ceec3)NC(=0)CN1CCCCCl)cec(c2)Cl 475 37391 4 1 0 3 0.75

SC035 c12c(N(c3c(S1)cccec3)NC(=0)CN1CCCC1)cc(cc2)Cl 425  359.88 4 1 0 3 0.25

SC036 c12¢(N(c3c(S1)ccce3)NC(=0)CCN(C)C)cec(c2)Cl 411 34787 4 1 0 4 0.11

SC037 c12c(N(c3c(S1)ccee3)NC(=0)CN(CC)CC)ec(cc2)Cl 460 361.90 4 1 0 5 0.60

SC038 c12¢(N(c3c(S1)ccce3)NC(=0)C)ceec2 320 25633 3 1 0 1 0.20

SC039 ¢12c(N(c3c(S1)ccee3)NC(=0)CN1CCCC1l)ceec2 359 32544 4 1 0 3 0.59

SC040 c12¢(N(c3c(S1)cece3)NC(=0)C)ce(cc2)Cl 385 290.78 3 1 0 1 0.85

SCo41 c12c(N(c3c(S1)ccee3)NC(=0)CN(C)C)ce(ce2)Cl 3.84 33384 4 1 0 3 -0.16

SC042 c12¢(N(c3c(S1)ceece3)CC=0)cc(cc2)Cl 455 27576 2 0 0 2 2.55

SC043 ¢12c(N(c3c(S1)ccee3)NC(=0)CN1CCCCCl)ce(cc2)Cl 475 37391 4 1 0 3 0.75

SC044 c12¢(N(c3¢(S1)cecc3)NC(=0)CN1CCCCCl)cece?2 410 33946 4 1 0 3 0.10

SC045 c12c(N(c3c(S1)ccee3)NC(=0)CN(C)C)cee(c2)Cl 3.84 33384 4 1 0 3 -0.16

VP116 O=C(OCC)C/N=C1SN(C2=CC=CC=C2)C(C3=CC=CC=C3)=N\1.Br 494 33940 5 0 0 6 -0.06

SC046 c12¢(N(c3¢(S1)cece3)NC(=0)CN1CCCCl)cec(c2)Cl 425 35988 4 1 0 3 0.25

SCo47 c12c(N(c3c(S1)ccce3)CCNN1CCCCCl)ccec2 478  325.48 3 1 0 4 1.78

SC048 c12¢(N(c3¢(S1)cecc3)NC(=0)CN1CCCCCl)c(cce2)Cl 473 37391 4 1 0 3 0.73

SC049 c12c(N(c3c(S1)ccce3)NC(=0)CN1CCCC1)cc(cc2)Cl 425  359.88 4 1 0 3 0.25

SC050 c12¢(N(c3¢(S1)ceecc3)NC(=0)CN1CCCCCl)c(cce2)Cl 473 37391 4 1 0 3 0.73

SC051 c12c(N(c3c(S1)cccec3)NC(=0)CN1CCCC1l)cec(c2)Cl 425  359.88 4 1 0 3 0.25

SC052 ¢12c(N(c3c(S1)ccee3)N)ceee2 3.46 214.29 2 2 0 0 1.46

SC054 ¢12c(N(c3c(S1)ccee3)NC(=0)CN1CCCCCl)cee(c2)Cl 475 37391 4 1 0 3 0.75

SC055 c12¢(N(c3¢(S1)ceecc3)NC(=0)CN1CCCCCl)cc(ce2)Cl 475 37391 4 1 0 3 0.75




Comp. SMILE LogP Mw nON nOHNH nviol nrotb LogBB

SC056 c12c(N(c3c(S1)ccee3)NC(=0)CN(C)C)cee(c2)Cl 3.84 33384 4 1 0 3 -0.16
SC057 c12¢(N(c3c(S1)cece3)NC(=0)C)cee(c2)Cl 385 290.78 3 1 0 1 0.85
SC059 S1c2c(N=Nc3clccce3)cec(c2)Cl 4.43 246.72 2 0 0 0 2.43
SC070 c1(ccc(c(cl)Sclc(cececl)[N](=O)O)N)CI 3.90 280.74 4 2 0 3 -0.10
SC074 clecc(ce(cl)Scle(cceccl)NNC(=0)CNICCCCCL)Cl 439  375.93 4 2 0 6 0.39
SC083a c1(c(cc(s1)ClC[C@H](N)C)CI 251 21013 1 2 0 2 151
SC083b cl(c(cc(s1)ClhC[C@@H](N)C)CI 251  210.13 1 2 0 2 151
SC084 c1(cc(c(s1)Br)Br)l 447 36783 0 0 0 0 4.47
SC086 c1(c(c(c(s1)Br)Br)Cl)Br 481  355.28 0 0 0 0 4.81
SC089a cl(cces1)C[C@@H](C)N 122 14124 1 2 0 2 0.22
SC089b cl(cces1)C[C@H](C)N 122 14124 1 2 0 2 0.22
SC090a cl(c(ce(s1)ChClC[C@@H](C)N 263 21013 1 2 0 2 1.63
SC090b cl(c(cc(s1)ChCHC[C@H](C)N 263 210.13 1 2 0 2 1.63
SCo091a c1(cc(cs1)CHC[C@@H](C)N 1.83 17568 1 2 0 2 0.83
SC091b cl1(cc(cs1)Cl)C[C@H](C)N 1.83 175.68 1 2 0 2 0.83
SC093a c1(c(ccs1)CHC[C@H](CCI)N 209 21013 1 2 0 3 1.09
SC093b cl(c(ccs1)Cl)C[C@@H](CCI)N 209 210.13 1 2 0 3 1.09
SC09%4a c1(cc(c(s1)ClCI)C[C@H](CCI)N 2.890 24457 1 2 0 3 1.89
SC094b cl(cc(c(s1)ClClhC[C@@H](CCI)N 289 24457 1 2 0 3 1.89
SC096 c1(c(c(cs1)ClCI)C[C@H](CCI)N 270 24457 1 2 0 3 1.70
SC103 c1(cce(cc1)Cl)/C(=C/[N](=0)0)C 266  197.62 3 0 0 2 -0.34
SC113 clc(ce(c(cl)Sclc(cececcl)[N](=O)O)N)CI 3.90 280.74 4 2 0 3 -0.10
SC114 clcce(c(cl)Sclc(ceecl)[N](=0)0)Br 4.58 310.17 3 0 0 3 1.58
SC115 c1(c(c(c(s1)CI)C)0)C(=0)0C 279 227.07 3 1 0 2 -0.22
SC116 clccec(cl)Ncleececl 3.93 169.23 1 1 0 2 2.93
SC118 clcce(c(cl)Scle(cecccl)NNC(=0)C)Br 3.60 337.24 3 2 0 4 0.60
SC119 s1c2c¢([n]([n](c3clcccec3)C(=0)C)C(=0)C)ccec2 4.45 298.37 4 0 0 0 0.45




Comp. SMILE LogP Mw nON nOHNH nviol nrotb LogBB

SC120 clc(sc(c10)C(=0)OC)cleccecl 330 234.28 3 1 0 3 0.30
CO1101 c12c(cceccl)ne(n2Cclscecl)clscecl 4.89 296.42 8 5 0 0 2.89
C01102 c12c(ccccl)[nH]c([nH]2)clccesl 3.34 201.27 9 4 0 2 1.34
C01103 c12c(ccecel)ne([nH]2)cleee(s1)C 3.55 214.29 2 1 0 1 1.55
C01104 c12c(ccccl)[nH]c(n2)clcccecl 3.55 194.24 7 4 0 0 1.55
CO1105 c12c(ccccl)[nH]c(n2)clesccl 3.31 200.27 7 4 0 1 1.31
C01106 cl2c(cceccl)ne(n2Cclescel)clescecl 4.38 296.42 7 4 0 1 2.38
C02103 c12c(ccccl)ne(c(n2)clscecl)clscecl 4.65 294.40 2 0 0 2 2.65
C02106 cl2c(ccccl)ne(c(n2)clocecl)clocecl 3.36 262.27 4 0 0 2 1.36
C02107 [C@H]12[C@@H](CCCC1)N=C(C(=N2)clcceecl)cleceeel 462 28839 2 0 0 2 2.62
C02109 c12¢(CCCC1)nc(c(n2)clccecccl)clcecccl 4.82 286.38 2 0 0 2 2.82
C02110 [C@@H]12[C@H](CCCC1)N=C(C(=N2)clcceecl)cleceeel 462 28839 2 0 0 2 2.62
C02301 nlc(c(nc2clnccc2)clcecccl)cleccecl 4.18 283.33 3 0 0 2 1.18
C02302 nlc(c(nc2clencc2)clececcl)cleccecl 3.98 283.33 3 0 0 2 0.98
C04002 cl(cen([n]1C)Cl)C 169  237.06 2 0 0 1 0.69

SC122 ¢12¢(sc(c10)C(=0)OCC)CCC2 241 21227 3 1 0 3 -0.59

SC126 c1(csc(c10)C(=0)OC)clcccecl 3.10 234.28 3 1 0 3 0.10

SC132 c1c(sc(c10)C(=0)OCC)clceceecl 3.67 24830 3 1 0 4 0.67

SC130 clc(sc(c10)C(=0)OC)cleccecl 3.30 234.28 3 1 0 3 0.30

Sc127 c1(csc(c10)C(=0)OC)clceeccl 3.10 23428 3 1 0 3 0.10

SC133 cl(c(scclOC[C@@H](CNC(C)(C)C)O)CI)C 3.09 277.82 3 2 0 6 0.09

SC134 sicce2cele(c(s2)C(=0)OC)OC[C@H]1CO1 255 27033 4 0 0 5 -0.45

SC138 c1(cc(sc1C(=0)OC)clceecccl)O 3.30 234.28 3 1 0 3 0.30

SC139 c1(csc(c10)C(=0)OC)Scleccecl 327 26634 3 1 0 4 0.27

SC140 clcsc2clsc(c20)C(=0)0C 244 21427 3 1 0 2 -0.56

sc141 c1(c(sc(c10)C(=0)CC)Scleccecl)C 458 27840 2 1 0 4 2.58

SC142 c1(c(sc(c10)C(=0)OC)CI)Cl 279  227.07 3 1 0 2 -0.22




Comp. SMILE LogP MW nON nOHNH nviol nrotb LogBB

SC143 c1(c(sc(c10)C(=0)0C)Clyclceceel 390 26872 3 1 0 3 0.90
SCc145 c1(c(sc(c10C)C(=0)0C)0C)cLeceeel 356 27833 4 0 0 5  -0.44
SC154 c1(c(sc(c10C)C(=0)0C)C)Cl 248 22068 3 0 0 3 -052
SC155 c1(c(scc1OC[C@@H](CNC(C)(C)C)O)ChC 3.00 27782 3 2 0 6 0.09
SC156 s1cc(OC[C@@H](CNC(C)(C)C)O)c2clces2 298 28543 3 2 0 6  -0.02
SC159 c1(c(sc(c10)C(=0)OC)CI)C 256  206.65 3 1 0 2 -0.44
SV047 CICN=C(NC1)SClI 1.66 25611 2 1 0 2 -0.34










Anexo 4. Prediccion de la actividad inhibitoria frente a PDE7 de las 220 estructuras
guimicas seleccionadas.

CODES INPUT OUTPUT
CODE P1 P2 P3 P4 NNE3A
AMO003 0.646981 0.50407 0.993123 0.433044 Moderado
AMO019 0.075575 0.030073 0.056933 0.579541 Moderado
AMO032 0.039968 0.02834 0.080709 0.646056 Moderado
CGO056 0.360127 0.761412 0.786028 0.277918 Inactivo
AMO047 0.954122 0.231238 0.096872 0.722267 Activo
AMO048 0.069716 0.449017 0.477391 0.889873 Moderado
AMO048 0.069716 0.449017 0.477391 0.889873 Moderado
AMO049 0.992739 0.901818 0.968266 0.187912 Inactivo
AMO052 0.973953 0.951481 0.840147 0.990882 Inactivo
AMO053 0.181515 0.201039 0.220135 0.687929 Inactivo
AMO054 0.973953 0.951481 0.840147 0.990882 Inactivo
AMO054 0.973953 0.951481 0.840147 0.990882 Inactivo
AMO056 0.973953 0.951481 0.840147 0.990882 Inactivo
AMO056 0.973953 0.951481 0.840147 0.990882 Inactivo
AMO57 0.973953 0.951481 0.840147 0.990882 Inactivo
AMO080 0.29542 0.312935 0.357 0.962855 Inactivo
AC004 0.98703 0.855442 0.994864 0.879907 Moderado
ACO010 0.957765 0.954347 0.92282 0.955923 Moderado
ACO012 0.968477 0.972872 0.960112 0.800413 Moderado
ACO014 0.864613 0.988576 0.948761 0.969593 Moderado
ACO016 0.015888 0.495793 0.602327 0.564297 Moderado
AC023 0.959196 0.923104 0.784099 0.968428 Inactivo
ACO027 0.987427 0.941515 0.860259 0.982507 Inactivo
CG106 0.22051 0.482973 0.265691 0.963187 Inactivo
CG108 0.850859 0.796238 0.949868 0.956023 Moderado
ACO033 0.976578 0.979627 0.974184 0.767305 Inactivo
AC044 0.795491 0.618753 0.528143 0.930132 Inactivo
AC052 0.812415 0.970408 0.975954 0.959967 Moderado
AC061 0.384145 0.317166 0.996089 0.618574 Activo
ACO068 0.720327 0.061557 0.613571 0.47946 Inactivo
AC092 0.625804 0.830321 0.17809 0.32794 Moderado
AC093 0.071158 0.685921 0.939931 0.434535 Moderado
ACO098 0.129303 0.051769 0.90818 0.982267 Moderado
AC105 0.154034 0.448104 0.845114 0.574054 Activo
CG008 0.042355 0.046759 0.733485 0.036279 Activo
CGO013 0.018732 0.034463 0.896256 0.014484 Activo
CGO015 0.028916 0.887116 0.036391 0.028687 Activo
CGO019 0.019219 0.015416 0.044378 0.823456 Moderado
CG026 0.931867 0.020498 0.009128 0.031542 Activo
CGO035 0.020549 0.020641 0.772693 0.031912 Activo
CGO036 0.034542 0.042274 0.676817 0.020171 Activo
CGO059 0.92735 0.027111 0.04786 0.013748 Activo




CODE P1 P2 P3 P4 NNE3A
CG060 0.740186 0.008658 0.004119 0.080253 Activo
CG062 0.01724 0.027607 0.83982  0.0232 Activo
CG067 0.081005 0.846374 0.013299 0.022367 Activo
CG069 0.018708 0.779637 0.037718 0.026537 Activo
CG072 0.11462 0.740787 0.069565 0.752178 Moderado
CGO073 0.017942 0.804116 0.008505 0.058193 Moderado
CG074 0.036371 0.004972 0.827688 0.08324 Activo
CG086 0.856686 0.029058 0.027358 0.021996 Activo
CG088 0.999013 0.907471 0.994804 0.815858 Moderado
CG090 0.874682 0.228732 0.002806 0.001513 Moderado
CG093 0.054696 0.052219 0.597347 0.053933 Activo
CG099 0.92136 0.929339 0.228564 0.026661 Activo
CG101 0.776965 0.951308 0.956743 0.932058 Moderado
AEO009 0.948169 0.786233 0.985223 0.012486 Moderado
AE010 0.951684 0.523389 0.484239 0.873251 Inactivo
AEO084 0.979397 0.96467 0.854025 0.016546 Moderado
EF016 0.647869 0.976075 0.985607 0.735824 Moderado
EF017 0.252488 0.016913 0.0174 0.036694 Activo
EF019 0.993096 0.831279 0.949672 0.551415 Inactivo
AMO094 0.698238 0.783135 0.587045 0.982615 Moderado
AMO096 0.994103 0.968392 0.987458 0.756826  Inactivo
AMO0101 0.387532 0.2381 0.466592 0.514519 Moderado
AM106 0.983981 0.055363 0.982152 0.011205 Moderado
TC2.30 0.252344 0.784158 0.162189 0.638304 Moderado
TC2.41  0.940325 0.732683 0.98625 0.986903 Moderado
TC2.42  0.994182 0.976292 0.967515 0.121537 Moderado
TC2.43 0.94305 0.976532 0.667627 0.972141 Moderado
TC2.44 0.97079 0.084121 0.824111 0.772783 Moderado
TC2.45  0.943329 0.992825 0.805749 0.95616 Moderado
TC2.47  0.958718 0.989111 0.757928 0.99801 Moderado
TC2.51  0.988615 0.918291 0.826508 0.849174 Inactivo
TC3.1 0.632092 0.899358 0.742268 0.995395 Moderado
TC3.9 0.945494 0.955056 0.9949 0.999908 Moderado
TC3.13  0.998352 0.993675 0.9649 0.998837 Moderado
TC3.14  0.899312 0.955049 0.999132 0.144836 Moderado
TC3.16  0.815661 0.989187 0.99608 0.725864 Moderado
TC3.17 0.96266 0.640989 0.973966 0.996762 Moderado
TC3.22  0.933247 0.990717 0.655515 0.694386 Moderado
TC3.23  0.958243 0.724496 0.824042 0.700614 Inactivo
TC3.24  0.999257 0.927163 0.989845 0.930332 Moderado
TC3.28  0.912148 0.860432 0.872921 0.956881 Moderado
TC3.29  0.892964 0.993092 0.920857 0.960428 Moderado
TC3.30 0.997316 0.584151 0.616186 0.991131 Inactivo
TC3.32  0.957181 0.847148 0.576076 0.996173 Moderado
TC3.36  0.718472 0.489575 0.998227 0.988654 Moderado




CODE P1 P2 P3 P4 NNE3A
TC3.47  0.792155 0.86635 0.965556 0.977626 Moderado
S016 0.995007 0.995483 0.983526 0.819976 Moderado
S015 0.091647 0.141366 0.670239 0.935058 Inactivo
S022 0.82943 0.401508 0.34919 0.20511 Moderado
S023 0.81734 0.849885 0.891995 0.906192 Moderado
S025 0.9934 0.966413 0.981011 0.64557 Inactivo
S026 0.920309 0.226057 0.815886 0.304833 Inactivo
S027 0.895419 0.961495 0.956591 0.966145 Moderado
S028 0.131616 0.818974 0.06542 0.668761 Moderado
S029 0.50798 0.988891 0.99259 0.77189 Moderado
S033 0.942765 0.915024 0.26918 0.126082 Activo
S035 0.812543 0.54843 0.937858 0.418083 Inactivo
S037 0.131658 0.841031 0.352617 0.385105 Moderado
S038 0.7339  0.962824 0.636369 0.994711 Moderado
S041 0.996458 0.992694 0.769943 0.863159 Moderado
S043 0.487171 0.884561 0.98331 0.964499 Activo
S045 0.916335 0.970672 0.989132 0.96047 Moderado
S047 0.983357 0.838205 0.994765 0.782272 Moderado
S048 0.990416 0.922879 0.997135 0.960594 Moderado
S049 0.926405 0.774995 0.798642 0.129012 Inactivo
VP01 0.703623 0.027812 0.004  0.107048 Activo
SC003 0.994097 0.968727 0.90412 0.775071 Inactivo
SC004a  0.983341 0.820646 0.736874 0.910604 Inactivo
SCO004b  0.983341 0.820646 0.736874 0.910604 Moderado
SC004c  0.983341 0.820646 0.736874 0.910604 Moderado
SC004d  0.983341 0.820646 0.736874 0.910604 Moderado
SC005 0.865749 0.185696 0.097944 0.779632 Activo
SCO006 0.750098 0.567481 0.831145 0.154949 Inactivo
SC007a  0.385744 0.992295 0.038351 0.011149 Activo
SCO007b  0.923743 0.983726 0.882052 0.965654 Moderado
SC007c  0.018269 0.000221 0.517114 0.007859 Activo
SC007d  0.018269 0.000221 0.517114 0.007859 Activo
SC008 0.865749 0.185696 0.097944 0.779632 Activo
SC009 0.750098 0.567481 0.831145 0.154949 Inactivo
SCO013 0.385744 0.992295 0.038351 0.011149 Activo
SC013 0.385744 0.992295 0.038351 0.011149 Moderado
SC015a  0.923743 0.983726 0.882052 0.965654 Moderado
SCO015b  0.923743 0.983726 0.882052 0.965654 Moderado
SCO016 0.018269 0.000221 0.517114 0.007859 Activo
SC018 0.942095 0.968073 0.944532 0.859359 Moderado
SCO019 0.843217 0.914222 0.987228 0.945192 Moderado
SC109a 0.975144 0.959479 0.960841 0.980686 Moderado
SC109b 0.975144 0.959479 0.960841 0.980686 Moderado
SC023 0.621918 0.697046 0.972368 0.737418 Activo
SC024 0.98822 0.852607 0.135973 0.062941 Activo




CODE P1 P2 P3 P4 NNE3A
SC025 0.629357 0.964304 0.874849 0.187881 Inactivo
SC027a  0.916217 0.432778 0.131367 0.473901 Moderado
SC027b  0.916217 0.432778 0.131367 0.473901 Moderado

SCO030 0.053888 0.02107 0.455218 0.009373 Activo
SCO031 0.902784 0.891084 0.736955 0.532509 Inactivo
SC034 0.475867 0.005765 0.003716 0.019339 Activo
SCO035 0.602799 0.035635 0.051793 0.129587 Moderado
SC036 0.995584 0.984071 0.988153 0.993025 Moderado
SC037 0.136507 0.101676 0.749694 0.021657 Activo
SC038 0.996162 0.984482 0.964425 0.96959 Moderado
SCO039 0.967461 0.951828 0.911369 0.760654 Inactivo
SC040 0.648571 0.833029 0.09525 0.903295 Moderado
SC041 0.826721 0.86411 0.992027 0.865264 Moderado
SC042 0.994695 0.920104 0.959523 0.982524 Moderado
SC043 0.152471 0.00729 0.546227 0.000841 Activo
SC044 0.839709 0.649083 0.354361 0.933078 Inactivo
SC045 0.960413 0.521084 0.898102 0.998129 Inactivo
VP116 0.009814 0.798164 0.145732 0.003521 Activo
SC046 0.11147 0.056888 0.058049 0.659519 Moderado
SC047 0.778927 0.892843 0.881091 0.99175 Moderado
SC048 0.05953  0.60935 0.029967 0.032362 Moderado
SC049 0.602799 0.035635 0.051793 0.129587 Moderado
SCO050 0.05953 0.60935 0.029967 0.032362 Moderado
SCO051 0.11147 0.056888 0.058049 0.659519 Moderado
SC052 0.386625 0.953441 0.288397 0.947091 Moderado
SC054 0.475867 0.005765 0.003716 0.019339 Activo
SCO055 0.152471 0.00729 0.546227 0.000841 Activo
SC056 0.960413 0.521084 0.898102 0.998129 Inactivo
SCO057 0.562126 0.349673 0.087205 0.820645 Inactivo
SC059 0.897659 0.409392 0.994277 0.984534  Inactivo
SCO070 0.993678 0.998652 0.99696 0.983607 Moderado
SCO074 0.705914 0.004215 0.17499 0.003067 Moderado
SC083a  0.163234 0.791742 0.128304 0.946791 Moderado
SC083b  0.589843 0.63512 0.977338 0.931913 Activo
SC084 0.475595 0.994351 0.600943 0.73035 Moderado
SC086 0.475595 0.994351 0.600943 0.73035 Moderado
SC089a 0.976649 0.969413 0.966917 0.867704 Moderado
SC089b  0.976649 0.969413 0.966917 0.867704 Moderado
SC090a 0.103711 0.93235 0.235906 0.596884 Moderado
SC090b  0.103711 0.93235 0.235906 0.596884 Moderado
SC09la 0.993096 0.939206 0.986876 0.879903 Moderado
SC091b  0.993096 0.939206 0.986876 0.879903 Moderado
SC093a  0.892427 0.442443 0.756128 0.18351 Inactivo
SC093b  0.892427 0.442443 0.756128 0.18351 Inactivo
SC094a 0.207088 0.638318 0.07177 0.939913 Moderado




CODE P1 P2 P3 P4 NNE3A
SC094b  0.207088 0.638318 0.07177 0.939913 Moderado
SC096 0.565474 0.437244 0.072731 0.94398 Moderado
SC103 0.462694 0.701835 0.135976 0.931421 Inactivo
SC113 0.201281 0.764014 0.737779 0.49553 Moderado
SC114 0.988207 0.971045 0.945724 0.159186 Inactivo
SC115 0.953313 0.909668 0.956284 0.942964 Moderado
SC116 0.901485 0.588961 0.701257 0.553794  Inactivo
SC118 0.809545 0.130194 0.243296 0.455275 Moderado
SC119 0.006865 0.21455 0.570236 0.03064 Activo
SC120 0.194914 0.481644 0.925033 0.270904 Moderado
CO1101 0.960446 0.879399 0.907751 0.978067 Moderado
CO1102 0.989246 0.983634 0.93894 0.811026 Inactivo
CO1103 0.990117 0.936669 0.854229 0.989988 Inactivo
CO1104 0.837912 0.945261 0.972918 0.959639 Moderado
CO1105 0.953594 0.939595 0.871896 0.964808 Moderado
CO1106 0.992762 0.964211 0.942656 0.996925 Moderado
C02103 0.110622 0.258619 0.698966 0.824974 Moderado
C0O2106  0.148093 0.732172 0.224327 0.741617 Moderado
C02107 0.052539 0.984946 0.001294 0.003892 Activo
C0O2109 0.234712 0.181612 0.116858 0.872373  Inactivo
C0O2110 0.950512 0.061935 0.001056 0.000506 Activo
C0O2301 0.020459 0.892987 0.039398 0.824574 Moderado
C02302 0.965779 0.932472 0.976835 0.953736 Moderado
C0O4002 0.965779 0.932472 0.976835 0.953736 Moderado
SC122 0.941895 0.887017 0.925845 0.952871 Moderado
SC126 0.270483 0.951403 0.895671 0.07501 Activo
SC132 0.712161 0.082149 0.432934 0.946884 Inactivo
SC130 0.194914 0.481644 0.925033 0.270904 Moderado
SC127 0.270483 0.951403 0.895671 0.07501 Moderado
SC133 0.111566 0.882579 0.630823 0.230165 Inactivo
SC134 0.999757 0.654171 0.841588 0.998497  Inactivo
SC138 0.859402 0.175321 0.278504 0.959012 Inactivo
SC139 0.988597 0.179453 0.120231 0.828116 Activo
SC140 0.912975 0.980572 0.97316 0.850134 Moderado
SC141 0.131606 0.082863 0.656117 0.718082 Moderado
SC142 0.110833 0.820911 0.415595 0.980798 Moderado
SC143 0.160825 0.074056 0.95419 0.888182 Moderado
SC145 0.036413 0.039982 0.672389 0.901072 Inactivo
SC154 0.45842 0.972553 0.143912 0.89637 Moderado
SC155 0.111566 0.882579 0.630823 0.230165 Inactivo
SC156 0.788695 0.990721 0.997533 0.804252 Moderado
SC159 0.955765 0.972385 0.804334 0.987875 Inactivo
SV047 0.989768 0.848763 0.941183 0.964177 Moderado
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