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Sintesis y estudio de nuevos agentes antiprotozoarios
derivados de compuestos dicatidonicos para el
tratamiento de la Tripanosomiasis africana humana

Resumen de la tesis

La tripanosomiasis africana humana (TAH, o enfermedad del suefio) es una enfermedad
provocada por dos subespecies del parasito protozoario Tripanosoma brucei (T. b.
rhodesiense y T. b. gambiense) cuyo vector es la mosca tsetsé (género Glossina). La TAH,
que se encuentra presente en 36 paises del continente africano, puede manifestarse en
una forma croénica (infecciéon por la subespecie T. b. gambiense) o una forma aguda
(subespecie T. b. rhodesiense). En la fase temprana, o estado hemolinfatico, el parasito se
desarrolla dentro del sistema circulatorio mientras que en el estado tardio, o encefalico,
los parasitos han cruzado la barrera hematoencefalica (BHE) y se encuentran en el sistema
nervioso central (SNC) resultando dificil su erradicacién. Los cuatro fArmacos actualmente
registrados para tratar la TAH son téxicos, poco eficaces y requieren una administracién
parenteral. Por tal motivo, la busqueda de nuevos agentes tripanocidas se hace necesaria
para combatir la TAH.

Objetivos: En esta tesis nos planteamos seguir optimizando la actividad tripanocida de los
compuestos cabezas de serie de derivados bis(2-iminoimidazolidinio) (2 - 5) y
bisguanidinio (7 - 8) para conseguir compuestos activos en la fase tardia (cerebral) de la

TAH.

H C|I'| Ce
g o @N e OO .

H
X = NH (1); NHCO (2): NHCONH (3); CH,CH, (4) 5
S, c®
Cl X H N
NH NH, z NHz
ol Jé
H,NT N N~ NH, NHZ
H H
X = NH (8), NHCO (7): NHCONH (8); CH,CH (9) 10

Figura 1: Compuestos cabeza de serie.

Nuestra hipotesis de partida fue que dichos compuestos no llegaban a pasar la BHE por
difusién pasiva por estar cargados a pH fisiolégico, es decir, demasiado polares. Para

modular la polaridad de estos compuestos, se probaron dos aproximaciones basadas en:

xiii



1) La disminucién de la basicidad de la molécula mediante la introduccién de
sustituyentes N-alcoxilo sobre los nitrégenos N1 de los anillos de imidazolina y de las
guanidinas, o la introducciéon de dtomos electronegativos (F, Cl) en los anillos aromaticos

del espaciador.

2) La introducciéon de sustituyentes alquilo sobre los nitrégenos de las guanidinas para

aumentar su lipofilia

HN
X B
NH X /J\N R NH X Hn-R
(\A\\ |/ N : )\\ /)\
NTON Y OR H,N" N N~ "NH,
RO

R =H, alquilo R = alquilo, O-alquilo
X =NHCO (2), NHCONH (3), CH,CH5 (4); Y = nil X =NHCO (7), NHCONH (8)
X, Y =CH, (5)
X N H
o XN
X x | HNJ
sIeR
N =
N
N N
X=F,Cl

Figura 2: Series de derivados sintetizados para modular la basicidad y lipofilia de los compuestos cabeza de

serie.

Resultados: Se sintetizaron 18 derivados N-hidroxilos y N-alcoxilados (OMe, OEt, OBn,
OTHP, OH) de los compuestos cabezas de serie bis(2-aminoimidazolinio) 2 - 5 y 4
derivados de los compuestos cabezas de serie de derivados bisguanidinio 7 - 8. También
fueron sintetizados 5 derivados halogenados del compuesto cabeza de serie 2
introduciendo un atomo de flior o de cloro sobre los anillos aromaticos del esqueleto de
fenilbenzamida presente en esta molécula. Ademas, fueron sintetizados seis N-alquil

derivados (Me, Et, iPr) de los compuestos cabezas de serie 7 y 8.

Todos los compuestos se ensayaron in vitro e in vivo contra T. b. rhodesiense,
encontrandose actividades en el rango submicromolar para el derivado imidazolinico N-
hidroxilado 33e y nanomolar para los derivados de N-alquil (Et, iPr) guanidina 57a, 58a,
65a, y 66a. En los ensayos in vivo en modelos murinos de TAH, 33e fue el unico
compuesto que mostro actividad curativa en ambas fases de la enfermedad, siendo 100%
curativo en la fase temprana a la dosis de 20 mg/Kg (ip) y moderadamente activo en la
fase tardia a la dosis de 100 mg/Kg (ip). Por otra parte, los derivados de N-alquilguanidina

57a y 58a fueron 100% curativos en la fase temprana de la TAH a la dosis de 20 mg/Kg
(ip)-
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Se puso a punto una novedosa metodologia para medir el pK, de serie de compuestos por
espectroscopia UV mediante el uso de placas de 96 pocillos. Con ella se midieron los pK. de
todos los compuestos derivados bis(2-iminoimidazolidinas) sintetizados durante esta
tesis. Se comprobd que la introduccién de grupos alcoxilos sobre el nitrogeno N1 del anillo
de imidazolina disminuia la basicidad de estas moléculas en 2 unidades de pK,. Asimismo,
la introduccién de un atomo de fluor o cloro sobre uno de los anillos aromaticos del

espaciador disminuye el pK, de estos compuestos aunque de manera menos pronunciada.

Se llevaron a cabo ensayos complementarios con el compuesto mas prometedor 33e para
determinar su permeabilidad a través de la BHE humana, su unién a proteinas plasmaticas

y su posible metabolismo hepatico.

Por ultimo, se midi6 por SPR la afinidad por ADNs de secuencia “AT” de todos los
derivados sintetizados porque estos compuestos podrian actuar como ligandos del surco
estrecho del ADN. Los compuestos con esqueleto de fenilbenzamida, 33e en particular,
mostraron la mayor afinidad de unién por las secuencias AATT y (AT)s. Esta afinidad
demostré ser superior a la de su compuesto cabeza de serie 2. Puesto que el genoma
mitocondrial de T. brucei es muy rico en secuencias de bases A-T, existe la posibilidad de

que 33e esté actuando sobre T. brucei como ligando del surco estrecho del ADN.
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Synthesis and study of new dicationic compound
derivatives as antiprotozoal agents for the treatment of
human African trypanosomiasis

Abstract

Human African trypanosomiasis (HAT or sleeping sickness) is a disease caused by two
subspecies of the parasite Trypanosoma brucei (T. b. rhodesiense and T. b. gambiense) that
is transmitted to mammalian hosts by the byte of infected tsetse flies (genus Glossina).
HAT is found in 36 countries of the African continent. Two forms of the disease exist: the
chronic form (T. b. gambiense spp.) and the acute form (T. b. rhodesiense spp.). In the early
stage (hemolymphatic stage), the parasite is found in the circulatory system while in the
late stage (encephalitic stage), the parasite has crossed the blood-brain barrier (BBB) and
is found in the central nervous system (CNS). In this case, the parasite is hard to eradicate.
The four existing drugs to treat HAT are toxic, show little efficacy and require parenteral
administration. Hence, the search for new antitrypanosomal agents to fight HAT is highly

needed.
Aims: The objective of this doctoral thesis was to further optimize the activity of series of

bis(2-iminoimidazolidine) (2 - 5) and bisguanidine lead compounds (7 - 8) to get

compounds active in the late (cerebral) stage of HAT.
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Figure 1: Lead compounds taken as starting point for this PhD project.

Our working hypothesis was that these compounds are not able to cross the BBB by
passive diffusion because they are positively charged at physiological pH (ie, these
compounds are very polar). We envisaged two different ways to modulate the polarity of

these compounds by:
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1) Decreasing the basicity of the molecules by introducing different N-alkoxy groups on
the N1 nitrogen of the imidazoline ring, and on the guanidine group, or the introduction of

electronegative atoms (F, Cl) on the aromatic rings of the diphenyl linker.

2) The introduction of different alkyl substituents over the nitrogen’s of the guanidine’s

group to increase the lipophilicity in these molecules.
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Figure 2: Series of derivatives synthesized to modulate the basicity and lypophilicity of the lead compounds.

Results: We synthetized 18 N-alkoxy (OMe, OEt, OBn, OTHP, OH) derivatives of the bis(2-
iminoimidazolidine) leads 2 - 5 and 4 derivative of the bisguanidine lead compounds 7 -
8. In addition, we synthesized 5 halogenated derivatives of the lead compound 2
introducing fluorine atoms and chlorine atoms in the aromatic rings of the
phenylbenzamide scaffold present in these molecules. Moreover, 6 N-alkylguanidine

derivatives of the lead compounds 7 - 8 were prepared.

All the compounds were tested in vitro and in vivo against T. b. rhodesiense. We found
activities in the submicromolar range for the N-hydroxylated imidazoline derivative 33e
and nanomolar activities for the N-alkyl (Et, iPr) guanidines derivatives 57a, 58a, 65a and
66a. In the in vivo assays in murine models of HAT, 33e was the only curative compound
of the series in the early stage with doses of 20 mg/Kg by ip administration. This
compound presented moderate activity in the late stage disease at doses of 100 mg/Kg
(ip). On the other hand, N-alkylguanidines derivatives 57a and 58a were curative in the

early stage of HAT at doses of 20 mg/Kg ip.

We have developed a new methodology that enables for the rapid measurement of
ionization constants (pK.) of series of compounds by UV spectroscopy using 96 well

microtiter plates. We were able to measure the pK, of all the bis(2-iminoimidazoline)
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compounds synthesized during this thesis. We checked that the introduction of an alkoxy
group on the nitrogen N1 in the imidazoline ring decreased the basicity of the entire
molecules by 2 pK; units. Alike, the introduction of fluorine or chlorine atoms in one of the
aromatic ring of the diphenyl scaffold decreased the pK, of these compounds by 0-2 to 0-7

pK. units.

Complementary assays were carried out with the best compound 33e to determine its in
vitro permeability in the human BBB, its binding to plasma proteins and its possible

hepatic metabolism.

Finally, we measured by SPR the DNA affinity of all the derivatives to “AT” sequences as
they could act as DNA minor groove binders. The compounds with a phenylbenzamide
core, 33e in particular, showed the higher affinity for the AATT and (AT4) sequences. This
affinity proved to be higher than that of the lead compound 2. Since the mitochondrial
genome of T. brucei is rich in A-T sequences, we conclude that 33e may be acting over T.

brucei as kDNA minor groove ligand.
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1. Introduccion

1.1 Enfermedades Tropicales Desatendidas

Por definicion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades tropicales
desatendidas (ETD) son un grupo de enfermedades que afectan principalmente a las
regiones mas pobres del mundo. Estas se localizan en la zona tropical del planeta y
despiertan muy poco interés por parte de las empresas farmacéuticas, ya que muchas de
estas enfermedades practicamente no existen en las regiones mas ricas del mundo. Hoy en
dia cerca de un billén de personas, es decir, una sexta parte de la poblacién mundial, estan
afectadas por algunas de estas enfermedades, concentrandose la mayor parte en Africa y
Latinoamérical. La OMS llama desatendidas a estas enfermedades por las siguientes
razones: la primera son las consecuencias en la salud que producen sobre los millones de
personas que hoy en dia sufren alguna de estas enfermedades, consecuencias que pueden
causar grandes defectos fisicos y problemas sociales que conllevan un gran sufrimiento
humano e incluso discriminacién. La segunda razoén es su geolocalizacién; afectan las areas
tropicales en las zonas mas pobres del mundo, al no ser enfermedades contagiosas, no
llaman la atencién de los medios de comunicacién. El hecho también de que no afecten a
los paises ricos no contribuye a una mayor divulgacién sobre estas enfermedades; son
causantes de gran cantidad de muertes al nivel mundial y debido a la falta de recursos de
muchos de los paises afectados la poblaciéon posee poco acceso a la atencién sanitaria.
Muchas de estas enfermedades también estan asociadas con la falta de higiene en la
poblacioén, factor que a su vez esta asociado con la falta de educacién, algo muy comin en
las regiones mas pobres del mundo?l. Actualmente estan consideradas como ETD unas 17
enfermedades de las cuales muchas son muy poco conocidas. Se caracterizan por ser
endémicas y no son capaces de expandirse fueras de las regiones tropicales (Figura 1.1).
Dentro de estas enfermedades, las mas conocidas son:

- la enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, causada
por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Dicha enfermedad afecta exclusivamente a la
regién tropical latinoamericana.

- la Leishmaniasis, causada por diferentes especies parasitas del género Leishmania.

- la enfermedad del suefio, también conocida como tripanosomiasis africana humana
(TAH), causada por el parasito Trypanosoma brucei (T. brucei). Esta enfermedad es
endémica del continente africano.

En esta tesis nos enfocaremos en la busqueda de nuevos fAirmacos antiparasitarios, en

especial contra la enfermedad del suefio.
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Figura 1.1: Distribucién de las enfermedades tropicales desatendidas.

1.2 Enfermedad del suefio

La tripanosomiasis africana humana (TAH) es una enfermedad provocada por el parasito
protozoario Trypanosoma brucei (T. b.), especificamente por dos subespecies de este
género; T. b. rhodesiense y T. b. gambiense. Otra especie y subespecies de tripanosoma (Ej.
T. congolensis, T. b. brucei) son patdgenas para los animales y causan la tripanosomiasis en
especies silvestres y en el ganado (Ej. se conoce como nagana en Africa)23. La regién de
infeccién por estos parasitos esta restringida a la zona en donde vive la mosca tsetsé
(mosca del género Glossina), la cual es el vector responsable de la transmisiéon de estos
parasitos a los seres humanos y animales. Los animales pueden hospedar los parasitos T.
b. rhodesiense y T. b. gambiense por lo que representan un reservorio importante de dichos
parasitos humanos.

Actualmente, la TAH se encuentra presente en 36 paises del continente Africano. Por un
lado, la subespecie T. b. gambiense que esta presente en la parte Oeste y Central de Africa
representa mas del 95% de los casos informados y da lugar a una forma crénica de la
enfermedad. Por otro lado, la subespecie T. b. rhodesiense esta presente en el Este y el Sur
de este continente y provoca una forma aguda de la enfermedad (Figura 1.2). Segtin datos
de la OMS para el afio 2005, se estim6 unos 17.000 nuevos casos que sumados a los
reportados en afos anteriores sumaban entre 50.000 a 70.000 personas infectadas,
aunque para el afio 2009, el nimero de nuevos casos detectados disminuyé a menos de

10,000, siendo el nimero de casos reales estimado en 30.0002.
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Figura 1.2: Distribucién de casos de la TAH.

Es importante mencionar que el continente africano ha sufrido tres epidemias severas de
la enfermedad del suefio en el siglo XX. La primera que se reporta se remonta al afio 1896
finalizando esta epidemia en 1906, afectando principalmente a Uganda y Congo5. Segun
datos reportados se estima que entre 300.000 y 500.000 personas murieron durante esta
epidemiaé. Una segunda epidemia sucedi6 en 1920 afectando a varios paises mas y
terminando para finales de la década de los afios 402 5. Finalmente una tercera epidemia se
dio para mitad de la década de los afios 60 cuando muchos paises africanos declararon su
independencia y entraron en una inestabilidad politica que resulté en la ruina econémica
de estos paises y por lo tanto, los programas para la combatir la enfermedad de suefio
fueron abandonadoss. Esta fue la mas reciente de las epidemias que afect6 a paises como

Angola, Congo, Sudan del Sur y partes de Uganda5 7.

1.2.1 Ciclo de vida de T. brucei

El ciclo de vida de T. brucei consta de dos etapas; una primera dentro de la mosca tsetsé y
una segunda dentro del huésped mamifero (humanos o animales). El ciclo inicia cuando la
mosca tsetsé es infectada al alimentarse de sangre de animales o humanos que ya son
reservorios del parasito. Después de 21 dias de haberse infectado, esta mosca se convierte

en vector de T. brucei.
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El ciclo de vida del parasito dentro de la mosca sigue las siguientes etapas (Figura 1.3):

Cuando la mosca produce una herida y, a través de su saliva infectada traspasa los

tripomastigotes metaciclicos de T. brucei al mamifero, se desarrolla una lesién en el lugar

de la picadura después de 5 a 15 dias.

1-

2-

Los parasitos sufren otra transformacién a su forma tripanomastigote sanguinea y
se multiplican en el sistema hemolinfatico.

Es justo en esta etapa del ciclo cuando diagnosticarse la infecciéon por T. brucei.8
Este se multiplica por fusién binaria. Dentro del sistema circulatorio, el parasito es
llevado a diferentes sitios con fluidos corporales ademas de la sangre tales como el
fluido linfatico y espinal y después determinado tiempo cruza la barrera
hematoencefalica (BHE) alojandose asi en el cerebro, donde causa dafios en el
sistema nerviosos central (SNC) ocasionando los sintomas clasicos de la
enfermedad del suefio.

En este punto, el parasito se encuentra en el sistema circulatorio del infectado.

De este manera, la moscas tsetse se alimentarse de la sangre infectada con
tripanosomas.

El parasito se aloja en el intestino de la mosca en donde sufre cambios tanto
morfolégicos como bioquimicos, teniendo un aspecto delgado y alargado; esta
forma es conocida como tripomastigote prociclico.

Aqui sufre otro cambio morfoldgico a su forma epimastigoste, y se multiplica.

Sufre otra transformacién a la forma tripomastigote metaciclica, la cual es ya
infecciosa para seres humanos y animales, completandose asi la primera etapa del

ciclo.
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Figura 1.3: Ciclo de vida de T. brucei

1.2.2 Manifestacion clinica de la enfermedad del suefio

Esta enfermedad se desarrolla en dos etapas distintas. La fase temprana, o estado
hemolinfatico, se manifiesta a las semanas de la picadura; la persona presenta fiebre
prolongada con duracién de hasta 7 dias, dolores de cabeza, dolor en las articulaciones,
debilidad y pérdida de peso. Ademas de estos sintomas, el parasito puede llegar a invadir
diferentes 6rganos tales como el bazo, el higado, la piel, los ojos, el sistema cardiovascular
y el sistema endocrino. El estado tardio, o encefalico, se caracteriza porque T. brucei ha
cruzado la BHE. En el caso de la subespecie T. b. rhodesiense, esta etapa de la enfermedad
puede presentarse en semanas o meses. Si la infeccién es causada por la subespecie T. b.
gambiense, esta etapa de la enfermedad es mas lenta, pudiendo llegar a presentarse
después de meses e incluso afios de haber sufrido la picadura de la mosca infectadas. Los
sintomas neurolégicos causados por el dafio al SNC pueden agruparse en dafios motores,
psiquiatricos, anomalias sensoriales y trastornos del suefio. Ademas, pueden ir
acompafiados por otros sintomas mas sutiles tales como irritabilidad, agotamiento y
dolores de cabeza. Dentro de los trastornos psiquiatricos, los infectados puede sufrir
cambios de personalidad, alucinaciones, pueden tornarse violentos y llegar a tener

tendencias suicidas. En cuanto a los sintomas motores, pueden sufrir temblores en
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extremidades asi como contracciones involuntarias e incontrolables de las extremidades y
la lengua, hipertonia de las extremidades, ademas de cansancio, distraccién, y una
inversion del ciclo circadiano (es decir, somnolencia durante el dia e insomnio por las
noches). En los pacientes no tratados, los sintomas suelen progresar a convulsiones,

somnolencia severa, comay muerte.

1.2.3 Tratamiento quimioterapico actual de la TAH

El arsenal terapeutico para combatir esta enfermedad cuenta actualmente con cuatro
farmacos: la suramina, la pentamidina, el melarsoprol y la eflornitina. Algunos de estos
farmacos datan de la primera mitad del siglo XX y es bien conocido que, debido a sus
efectos secundarios no deseados, no podrian tener la categoria de medicamento con los
estdndares actuales®. La utilizacién y eficacia de estos farmacos depende tanto de la
subespecie que este infectando como del lugar en donde se localice el parasito; es decir,
diferentes farmacos seran utilizados segun se esté en la fase temprana (hemolinfatica) o la

fase tardia (encefalica) de la TAH.
1.2.3.1Fase Hemolinfatica

En el caso de la fase temprana, el tratamiento depende incluso de cual sea la especie que
cause la infeccion. La suramina, una naftilamida sulfonada usada por primera vez en 1922
(Figura 1.4)10, es efectiva cuando la enfermedad es causada por T. b. rhodesiense. Este
compuesto no es capaz de cruzar la BHE, razén por cual es sélo util en la fase
hemolinfatica de la TAH. Es administrada por via intravenosa y provoca efectos adversos
tales como: fallo renal, choque anafilactico y neurotoxicidad!l. Para evitar estos efectos
secundarios sobre los pacientes, el tratamiento con este fairmaco es complejo y largo

alcanzando los 30 dias.

El segundo farmaco efectivo en esta etapa de la enfermedad es la pentamidina, sélo
efectiva si la infeccién es causada por T. b. gambiense. Esta diamidina aromatica es usada
desde los afios 1930 (Figura 1.4)12 y es administrada por inyecciones intramusculares.
Tampoco es capaz de cruzar la BHE (al menos en cantidades terapéuticas) y presenta
varios efectos adversos tales como hipo e hiperglicemia asi como hipotensién, ademas de

su toxicidad.
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Figura 1.4: Estructura de los farmacos utilizados para tratar la fase hemolinfatica de la TAH gambiense
(pentamidina) y rodesiense (suramina).

1.2.3.2 Fase Encefalica

En la fase encefalica o tardia de la TAH, es necesario administrar otros fAirmacos cuyas
caracteristicas es su permeabilidad en la BHE. El melarsoprol (Figura 1.5), unos de los
farmacos mas utilizados en esta etapa de la enfermedad ya que es efectivo
independientemente del parasito que cause la infeccién, es un compuesto derivado de
arsénico trivalente desarrollado en los afios 194013. Fue el Unico tratamiento disponible
para la fase tardia hasta el afio 1990. Al ser un compuesto insoluble en agua, es necesario
administrarlo por via intravenosa en mezcla con propilenglicol; esto hace que el
tratamiento sea extremadamente doloroso debido a la destruccién de las venas del
paciente. Dicho fAirmaco posee una serie de efectos secundarios que pueden ser fatales en
los pacientes tratados (5% de los casos); produce fiebre, taquicardia, dolor retroesternal, y
también causa encefalopatia reactiva postratamiento (PTRE, por sus siglas en inglés),

siendo los efectos mas comunes las convulsiones y edemas cerebraless.

El otro fArmaco utilizado en la segunda fase de TAH, la eflornitina, es muy efectiva aunque
exclusivamente contra la subespecie T. b. gambiense. Posee menos efectos secundarios que
el melarsoprol pero debido a su poca biodisponibilidad, se debe administrar por via
intravenosa en tratamientos de 14 dias. Estas condiciones hacen muy complicado el uso

de dicho medicamento en las zonas rurales afectadas.
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Figura 1.5: Estructura del melarsoprol y la eflornitina, faArmacos usados en la fase tardia de la TAH.

Recientemente, se ha aprobado el uso combinado de la eflornitina intravenosa con
nifurtimox por via oral para el tratamiento de la infeccién causada por T. brucei gambiense.
Dicha combinacién (nifurtimox-eflornithine combination therapy, NECT) representa la
primera mejora de tratamiento para la fase encefalica de la TAH gambiense en 25 afios,

tanto por su coste y su seguridad como por su facilidad de administracion?4.

1.2.4 Nuevos candidatos a fairmacos investigados para el tratamiento de la TAH

A pesar del avance que representa el tratamiento NECT, la busqueda de nuevos farmacos
efectivos contra T. brucei sigue siendo una prioridad. Son necesarios nuevos
medicamentos que ayuden a paliar los efectos secundarios adversos a la salud de los
pacientes y la dificultad en su administracién que presentan los tratamientos existentes.
En particular, sigue sin haber farmacos efectivos y seguros contra la TAH rodesiense. En
los ultimos afios, varios candidatos a farmacos para el tratamiento de la TAH han sido
estudiados en fases clinicas. Unos de estos compuestos es el maleato de pafuramidina
(DB289) que funciona como un profarmaco de la furamidina (Figura 1.6)!5. La
pafuramidina es mucho menos activa in vitro que la furamidinalé pero resulta activa por
administracién oral!’. Debido a los buenos resultados obtenidos, DB289 lleg6 a fase clinica
[Il pero fue abandonado por que presentd toxicidad en higado y algunos pacientes
presentaron insuficiencia renal!8. Otro tipo de compuestos que han demostrado tener
actividad cuando fueron administrados por via oral fueron los compuestos derivados de
oxaborol 6-carboxamida (SCYX-6759 y SCYX-7158, Figura 1.6). Estos compuestos han
demostrado ser curativos tanto en la fase hemolinfatica como en la fase encefalica de la
TAH. En 2012, el compuesto SCYX-7158 pasé a ser investigado en fase clinica I en
humanos??. Otro nuevo farmaco que se encuentra en estudios clinicos es el fexinidazol
(Figura 1.6). Este compuesto result6 curativo contra la forma aguda y crénica de la TAH
cuando fue administrado por via oral2?. Se conoce que los metabolitos derivados de este

compuesto son los mayores responsables de la actividad pero resultaron ser mutagénicos,

10
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aunque por su buena biodisponibilidad oral este compuesto fue candidato para la fase

clinica Il en el ano 201221,

HeN pafuramidina NH, H,N furamidina NH,
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Figura 1.6: Candidatos farmaco estudiado en fases clinicas en humanos.

Sin duda, estos compuestos son candidatos a farmaco muy prometedores para el
tratamiento de ambas fases de la TAH. Sin embargo, cabe recordar que las posibilidades de
éxito de los farmacos que entran en fase clinica son bastante pequeias. El reciente ejemplo
de la pafuramidina, cuyo desarrollo como firmaco oral para la enfermedad del suefio se
detuvo después de llegar a la fase 111183, sirve para demostrar que la busqueda de nuevas
moléculas tripanocidas sigue siendo de actualidad.

Por tal motivo, nos planteamos en esta tesis la busqueda de nuevos farmacos
antiparasitarios que no posean estos efectos secundarios adversos a la salud y que sean

efectivos tanto en la primera como en la segunda fase de la TAH.

11
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Antecedentes y Objetivos

2. Antecedentes

2.1.1 Descubrimiento de moléculas dicatidnicas con actividad tripanocida

Hace unos afios, el cribado por parte del Instituto Tropical Suizo de una quimioteca de
compuestos sintetizados en nuestro grupo permitié encontrar una serie de moléculas
dicatidnicas derivados de bisguanidinio y bisimidazolinio (Figura 2.1) muy interesantes

por su actividad sobre T. brucei rhodesiense?.
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Figura 2.1: Estructura de los compuestos cabezas de serie derivados de bis-(2-iminoimidazolidinio) y

bisguanidinio.

Los compuestos cabeza de serie 1 - 10 destacaron por su actividad tanto in vitro como in
vivo frente al parasito T. b. rhodesiense causante de una forma aguda de TAH2. Los
primeros compuestos sintetizados, 1 y 6 (Figura 2.1), destacaron por su concentraciéon
inhibitoria 50 (Clso) en el rango nanomolar (69 y 22 nM, respectivamente) y su baja
citotoxicidad (indice de selectividad = 3072 para 1)!. Estudios posteriores en dos modelos
murinos de infeccién por T. b. brucei (cepa STIB795) y T. b. rhodesiense (cepa STIB900)
mostraron que dichos compuestos eran capaces, con un tratamiento estandar de 4 dias
por via intraperitoneal (ip), de curar el 100% de los ratones infectados a la dosis de 20
mg/kg/dia3. Dado los buenos resultados obtenidos, nuevas series con diferentes
espaciadores fueron sintetizadas y ensayadas contra T. brucei destacando especialmente la
actividad nanomolar in vitro de los compuestos 2 - 5y 7 - 10 (Figura 2.1)2. Ademas, se
comprobd que estos nuevos compuestos podian curar los ratones infectados con T. b.
rhodesiense a dosis bajas (5 - 10 mg/kg ip). Algunos fueron también curativos por
administracién oral a la dosis de 50 mg/kg (2, 7)2. Sin embargo, ninglin compuesto fue
capaz de curar la fase tardia de la enfermedad en el modelo murino de infeccién crénica
por T. b. brucei (cepa GVR35), posiblemente debido a su baja penetracién de la barrera

hematoencefalica (BHE). Tomando en cuenta que tanto los anillos de imidazolina como los
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grupos guanidinio estaran cargados positivamente a pH fisiol6gico debido a su alto pKa (Ej.
pKa = 9.9 para 1)4, estos compuestos estaran mayoritariamente en su forma dicatiénica in
vivo. Debido a esto es probable que dichos compuestos no sean capaces de cruzar la BHE
por difusion pasiva, explicando su falta de actividad en la fase neurolégica de la TAH. El
mismo inconveniente se ha observado con las diamidinas pentamidina y el diminaceno
(Figura 2.2), farmacos usados desde hace décadas como primer tratamiento en la fase

temprana de la tripanosomiasis gambiense y en la Nagana, respectivamentes.

H
o0 _{}._0 Ns N
@ 8 ® @ N ®
H2N NH; HoN NH,
NH2 NH; NH, NH,

Pentamidina Diminaceno

Figura 2.2: Estructura de diamidinas usadas clinicamente para el tratamiento de la fase temprana de la
tripanosomiasis gambiense y para la tripanosomiasis animal provocada por T. b. brucei (nagana).

2.1.2 Barrera hematoencefalica y fase tardia de la enfermedad del sueifio

La barrera hematoencefdlica es una barrera entre los vasos sanguineos y el fluido
extracelular cerebral en el sistema nervioso central (SNC). Estd formada por una red de
células endoteliales de los capilares cerebrales que se caracteriza por que cada célula esta
estrechamente unida a la siguiente, lo que le confiere una impermeabilidad a la pared
interna del capilar, formando una barrera entre los vasos sanguineos y el SNC. Su funcién
es la de impedir la entrada de toxinas de la sangre en el cerebro y mantener la
homeostasis. Sin embargo, esta barrera es también un obstaculo para la administracién
efectiva de farmacos en el SNC.

La fase tardia de la enfermedad del suefio se caracteriza por la invasién del SNC
por los parasitos. Los tripanosomas se multiplican en el cerebro lo que hace muy dificil su
eliminacién con fAirmacos quimioterdpicos convencionales que no suelen pasar la BHE.
Este es el caso, en particular, de la mayoria de los compuestos dicatiénicos como las
diamidinas o las bis(2-iminoimidazolidinas). Se sabe que la mayoria de las moléculas
activas sobre el SNC atraviesan las membranas lipidicas de la BHE bien por difusién pasiva
(Ej. moléculas pequenas y lipéfilas), bien con ayuda de transportadores especificos (E;.
glucosa, aminoacidos). Por otra parte, las macromoléculas (Ej. péptidos, proteinas)
traspasan la BHE por endocitosis, mediada por receptores o por interacciones
electrostaticas. Ademas, otros transportadores como la glicoproteina P (P-gp) promueven
la excrecién de sus sustratos del cerebro y de las células endoteliales de la BHE hacia la

sangre (Figura 2.3)s.
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Figura 2.3: Representacion esquematica de los mecanismos de transporte de moléculas enddgenas a través de
la BHE. A) Las moléculas pequefiias y liposolubles atravesan la BHE por difusion. Sin embargo, son sujetas a la
excrecion por transportadores como la P-gp. B) Las moléculas pequefias enddgenas, inluyendo los
aminoacidos, nucledsidos y la glucosa, son transportadas por transportadores especificos. C) Las moléculas
mas grandes, incluyendo la insulina y la transferrina, son reconocidas por receptores en la cara luminal del
endotelio y son transportadas a través de la célula para ser liberadas en el parénquima cerebral. D) Las
grandes proteinas plasmaticas enddgenas, incluyendo la albumina, son transportadas a través de la BHE por
endocitosis (adaptado a partir de Angew. Chem. Int. Ed. Engl 2011, 50, 7998-8014)6.

2.1.3 Estrategias profirmaco para mejorar la biodisponibilidad de amidinas y

guanidinas

Segin se ha descrito en la literatura, la derivatizaciéon del grupo amidina como una
amidoxima ha sido util para mejorar la biodisponibilidad oral de este tipo de farmacos. Las
amidoximas son profarmacos que tienen un pK, mas bajo y no estan cargadas a pH
fisiolégico lo que facilita su absorcién por las membranas bioldgicas. Las amidoximas son
metabolizadas a las amidinas activas a través de una secuencia de O-desmetilaciones
oxidativas llevadas a cabo por las isoformas 1A1, 1A2 y 1B1 del citocromo P450 y N-
deshidroxilaciones reductivas catalizadas por el citocromo b578. Midgley et al
demostraron que el compuesto (2,5-bis[4-(N-metoxiamidino)fenil]furano (Figura 2.4)
funciona como un profarmaco que mejora la eficacia oral y reduce la toxicidad de este tipo
de compuesto en modelos animales®. Este compuesto sufre entonces, una vez dentro del

organismo, una biotransformacién al compuesto activo.
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Figura 2.4: Via metabdlica de la biotransformacion del profirmaco pafuramidina (DB289) al farmaco
antiprotozoario furamidina (DB75).

Otras estrategias de profarmacos similares para mejorar la actividad oral de amidinas y
guanidinas se han reportado en la literatura (Ej, C,C’-bis(oxadiazolonas)alquilen N-
substituidas?0, N,N'-dihidroxiamidinas!t). Degardin et al® utilizan la metodologia de C,C"-
bis(oxadiazolonas)alquilen para mejorar la actividad oral de una diamidina dicatiénica
antimaldrica y proponen que mediante este método, se enmascara la carga positiva que
poseen este tipo de moléculas y mejoran su biodisponibilidad oral. Una vez pasen las
membranas biolégicas pertinentes, estos compuestos sufren una biotransformaciéon

formando nuevamente la bisamidina activa. (Figura 2.5).
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EDsp p.0. = 90 mg/Kg Q = Enmascarmiento de la carga positiva

Figura 2.5: Ejemplo de estrategia de enmascaramiento de la carga positiva de una bisamidina®.

Tomando en cuenta estos hallazgos, decidimos seguir una estrategia similar para

modificar las propiedades fisicoquimicas de nuestros derivados imidazolinicos y
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guanidinio (ie, disminuir su pK.,) a manera de intentar mejorar las propiedades
farmacocinéticas de los compuestos cabezas de serie, mas especificamente su

permeabilidad de la BHE.

2.1.4 Estrategias para mejorar la permeabilidad de la BHE de derivados de 2-

iminoimidazolidinio y guanidinio.

Nuestra idea para mejorar la permeabilidad de los cabezas de serie 1 — 10 estd basada en
la siguiente hipdtesis: dichos prototipos son moléculas pequefias que no llegan a pasar la
BHE por difusién pasiva por ser compuestos demasiado basicos, es decir, cargados a pH
fisiolégico. Mediante la alcoxilacién del nitrégeno de los grupos guanidina e imidazolina,
se deberia conseguir disminuir el pK, de las moléculas facilitando su paso de la BHE por
difusiéon. Dichos derivados N-alcoxilados podrian actuar bien como profdrmacos que son
metabolizados in vivo en el cerebro para generar las especies activas, o bien tener

actividad tripanocida intrinseca (Figura 2.6).
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Figura 2.6.: Hipotesis de partida sobre la mejora de permeabilidad en la BHE mediante la preparacion de
derivados N-alcoxilados de guanidina e imidazolina.

Aunque no se ha descrito el metabolismo in vivo de 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas, si
existen antecedentes sobre el metabolismo de N-hidroxiguanidinas a guanidinas!2. Debido
a la gran similitud tanto geométrica como electrénica de los grupos guanidina y 2-

iminoimidazolina (ie, se pueden considerar guanidinas ciclicas)!3, anticipamos que
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derivados de 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas podrian reducirse a las 2-

iminoimidazolidinas de partida mediante una ruta metabdlica parecida.

Para probar nuestra hipotesis, se preparé una primera serie N-alcoxilo derivados del
compuesto cabeza de serie 1. Para ello, se puso a punto una estrategia sintética “one pot”
basada en la reaccién de la bis(4-isotiocianatofenil)amina (obtenida a partir de la 4,4’-
diaminodifenilamina comercial) con N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-

nitrobencenosulfonamidas (Esquema 2.1)14.
Esquema 2.1
i) Gp NH H
O, T e O
13 S —
-GN L
R

ii) PhSH/K,CO4

soc, 11: R = NH, i | _ | |
H,O/E0 R s R =14 (OMe): 15 (OEt); 16 (OBn): 17 (OTHP): 18 (OH)

Se comprobé la capacidad de estos compuestos para atravesar la BHE mediante un ensayo
in vitro de permeabilidad a través de la linea celular de endotelio microvascular cerebral
humano hCMEC/D315. En este modelo de BHE, el N-hidroxi derivado 18 demostré tener
una permeabilidad 3 veces mayor en comparaciéon con el producto sin sustituir 116
demostrandose el potencial de dicha estrategia. Aunque el N-hidroxi compuesto 18
demostro ser activo in vitro contra T. b. rhodesiense con una Clso de 0.37 uM, resulté poco
activo in vivo en el modelo de fase aguda de la enfermedad del suefio (Ej. aumentando
ligeramente el tiempo medio de recaida de la parasitemia sin llegar a curar los ratones)?s.
En conjunto, estos estudios previos mostraron que la estrategia que consiste en
funcinalizar los nitrégenos N-1 de los anillos de imidazolina con grupos hidroxilos permite

mejorar la permeabilidad de los compuestos bis-2-iminoimidazolidinicos.

2.1.5 Unién a ADN y mecanismo de accion de los compuestos derivados de

bisguanidinio y bis-(2-iminoimidazolidinio).

Se ha estudiado en colaboracién con investigadores de la Universidad de Georgia (EEUU),
el posible mecanismo de accién de los compuestos bis-(2-iminoimidazolidinio) y
bisguanidinio, observandose, a semejanza de lo que ocurre con la pentamidina y otras
diamidinas, la interaccién de algunos de nuestros prototipos con modelos de ADN7.
Muchas diamidinas,!! bis(2-iminoimidazolidinas) y bisguanidinas aromaticasz 17 que
poseen actividad antiprotozoaria presentan una gran afinidad por el surco estrecho del

ADN rico en secuencias adenina-timina (AT)!8. El cinetoplasto de los tripanosomas (ie,
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masa de ADN circular extranuclear que contiene multiples copias del génoma mitocondrial
y se encuentra ubicada en una gran mitocondria) es rico en secuencias de bases AT por lo
que podria ser una diana de dichos compuestos. Las moléculas dicatiénicas podrian
inhibir la transcripcién y la actividad de otras enzimas ADN-dependientes!®. De hecho,
hemos observado cierta correlacién entre la actividad antitripanosoma in vitro de
nuestros compuestos derivados de bis(2-iminoimidazolidinio) y su afinidad por
secuencias AT de ADN. Estos resultados sugieren que el mecanismo de accién de dichos
compuestos podria deberse (al menos en parte) a la formaciéon de un complejo con el

ADNS3,
2.2 Objetivos

En esta tesis, nos planteamos seguir optimizando las propiedades farmacocinéticas de los
compuestos cabezas de serie bis(2-iminoimidazolidinicos) (2 - 5) y bisguanidinio (7 - 8),
mas especificamente su permeabilidad en la BHE, con el fin de conseguir moléculas activas
en la fase tardia (cerebral) de la TAH. Como hemos mencionado en el apartado 2.1.4,
nuestra hipoétesis es que dichos compuestos no llegan a pasar la BHE por difusion pasiva
por estar cargados a pH fisioldgico, es decir, demasiado polares. Para modular la polaridad

de estos compuestos, decidimos probar dos aproximaciones basadas en:
1) la disminucién de la basicidad de la molécula mediante:

(a) la introduccion de sustituyentes N-alcoxilo sobre los nitrégenos N1 de los anillos

de imidazolina o de las guanidinas.

(b) la introduccién de atomos electronegativos (F, Cl) en los anillos aromaticos del

espaciador difenilicos.

2) la introduccién de sustituyentes alquilo sobre los nitrégenos de las guanidinas para

aumentar su lipofilia (Figura 2.7).
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Figura 2.7: Series de derivados sintetizados para modular la basicidad y lipofilia de los compuestos cabeza de

serie.

Las aproximaciones propuestas (1a) y (2) se llevaron a cabo con diferentes moléculas
cabezas de serie, tanto imidazolinas (2, 3, 4, y 5) como guanidinas (7 y 8), mientras que la
aproximacioén (1b) se llevd a cabo utilizando el esqueleto N-fenilbenzamida de la molécula

(2), cuya molécula con este espaciador result6 ser el mas activo en los ensayos in vivo.

Un objetivo importante de este trabajo fue medir el pK. de las moléculas sintetizadas con
el fin de determinar el porcentaje de ionizaciéon a pH fisiolégico de dichos compuestos.
Para ello, nos planteamos desarrollar un nuevo método rapido de mediciéon de pK, por

espectroscopia de UV mediante el uso de placas de 96 pocillos.

Otro objetivo de este trabajo fue comprobar la actividad tripanocida de las nuevas
moléculas sintetizadas tanto in vitro contra T. brucei como in vivo en modelos murinos de
fase temprana y, para los mas efectivos, de fase neuroldgica de la TAH. Ademas, se planted
comprobar la bioactividad in vitro de estos compuestos contra otros protozoos parasitos

tales como Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani y Plasmodium falciparum.

Otro objetivo fue estudiar las propiedades farmacocinéticas de los mejores compuestos
utilizando ensayos in vitro de permeabilidad de la BHE humana, ensayo de unién a

proteinas plasmaticas, y ensayos de metabolismo con fracciones hepaticas humanas.

Finalmente, se plante6 la necesidad de medir la afinidad de unién a ADN de los nuevos
compuestos sintetizados. La interaccién de los compuestos cabeza de serie (de los que
derivan los compuestos sintetizados en esta tesis) o compuestos analogos con el surco
estrecho del ADN esta bien establecidaz-3. 18b. ¢, Por lo tanto, resultaba interesante estudiar

la interaccion de los nuevos analogos con ADN puesto que su actividad antiparasitaria
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podria deberse en parte a dicha interaccidén. Los estudios de interaccion con el ADN fueron
realizados mediante la técnica de resonancia de plasmén de superficie (SPR, por sus siglas

en inglés).
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3. Sintesis y estudio de la actividad tripanocida de derivados 1-alcoxi-2-

iminoimidazolidinicos
3.1 Antecedentes sobre la sintesis de 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas

El anillo de 2-iminoimidazolidina se encuentra presente en muchos fairmacos. La clonidina,
un medicamento utilizado para tratar la presion arterial alta y como antidepresivo, es un
ejemplo clasico de farmaco que posee este heterociclo (Figura 3.1)!. En el caso de la
clonidina, el anillo imidazolinico no se encuentra sustituido. La sustitucién del nitrégeno
N1 del anillo de imidazolina plantea un problema sintético a la hora de preparar N-alcoxi

derivados de este heterociclo.

cl H
N:< j
N
H
cl

Figura 3.1: Estructura de la clonidina.

En la literatura se encuentran descritas muchas rutas sintéticas para construir este
heterociclo2. En particular, una metodologia que consiste en hacer reaccionar una diamina
aromatica con N,N’-bis(terc-butoxicarbonil)imidazolidin-2-tiona en presencia de HgCl, y
un exceso de EtsN para dar lugar a la 2-iminoimidazolidina totalmente protegida con el
grupo terc-butoxicarbonilo (Boc), fue reportada anteriormente por nuestro grupo
(Esquema 3.1)3. Posteriormente, los grupos Boc se eliminan por tratamiento con acido
trifluoroacético (TFA) aislandose los compuestos imidazolodinicos y guanidinicos como
trifluoroacetatos. El tratamiento con resina basica de intercambio i6nico (Amberlita
IRA400, forma Cl-) permite regenerar las sales hidrocloradas de 2-iminoimidazolidinio

(Esquema 3.1).

Esquema 3.1
S
R\\ BooN//<NB R
| i) L_VEO¢ HgCL/ELN |\\ HII\I/> P
= - AL
NHz  §) TFAIDCM 7 H/O:H

iy Amberlita IRA400 (CI")/H,O/THF

En cambio, estadn descritas muy pocas rutas para obtener 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas.
La primera ruta (Esquema 3.2, A) se basa en la ciclacién intramolecular de una tiourea
intermedia (o su derivado de isotiouronio) obtenido por condensacién entre un

isotiocianato y una N-benciloxietilenodiamina protegida con el grupo ftalimido. En este
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caso, la desproteccion del grupo bencilo (R = Bn) seguida por la alquilacién del grupo 1-

hidroxilo (R = OH) genera las 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas (R = Me, Et)+.

Esquema 3.2
NCS
©/ ©\ NH,NH,.H,0 ©\ 2
—_—
N/\/NPht NJLN/\/NHZ
H %
PhtN _OR R R
\/\H R = Bn R = Bn
R =Bn
Mel A
R

o o nene N0 @Hj

|6 N |
R
R =Bn
—~s
J~p-OCH2Rz
N
(B) Ry “NH, >

R, = alquil, Ph O(CHz)nRz
R,=Ph, n=13

N® X

H,N _OR

S R NS T

(C) R—./ /)\ - T N/LN
H  or

(X=Cl, Br) R = H, Me, n-Pr, Bn

La estrategia de Alanine et al. consiste en hacer reaccionar sales de isotiouronio ciclicas,
previamente sintetizadas en 6 etapas, con un exceso de amina (Esquema 3.2, B)14. Dicha
estrategia funciona bien para aminas alifaticas y bencilicas. Sin embargo, segun nuestra
experiencia, las aminas aromaticas desactivadas suelen reaccionar mucho peor con las

sales de isotiouronio.

En la tercera aproximacion (Esquema 3.2, C), se hace reaccionar una
dihalometilendiamina, obtenido por halogenacién a baja temperatura del isonitrilo
precursor> o formanilidaé, con derivados de N-hidroxietilendiamina sintetizados

previamente (R = H7, Me¢, Et6, Bn4b.6) o sintetizados in situ (R = Me)4b.

31



Sintesis y estudio de derivados 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinicos

Con las rutas sintéticas A y C, las N-alcoxietilendiaminas de partida deben ser sintetizadas
previamente por métodos que no son siempre aplicables a diferentes grupos R (Ej,

funciona bien para R = Bn pero da bajos rendimientos para R = Mg, Et).

Debido a las limitaciones de las diferentes rutas sintéticas antes descritas, nuestro grupo
puso a punto una nueva metodologia convergente inspirada en la ruta A y basada en la
reaccion de isotiocianatos con N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-nitrobencenosulfonamidass. Asi
pues, la preparacion de nuestros derivados se realizé mediante esta metodologia usando
un procedimiento “one pot” en el que no se aislaron los productos intermedios. En algunos
casos, fue necesario aislar estos productos intermedios para mejorar el rendimiento de (o

simplemente para obtener) los productos finaless.

3.2 Sintesis “one pot” de las bis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas) (35a, 35b, 36b-

d, 37a, 38a, y 38f)

El esquema 3.3 muestra la secuencia sintética general para la sintesis convergente de estos
derivados. En primer lugar, se prepararon las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-
nitrobenzensulfonamidas de partida (R = OMe, OEt, OBn, OTHP) que se hacen reaccionar
con los isotiocianatos para obtener las 1-[(2-(alcoxiamino)etil)]-3-ariltioureas protegidas.
A continuacion se desprotege la amina secundaria y mediante una adicién nucleéfila sobre
el tiocarbonilo, se da la ciclacién y formaciéon de las 2-iminoimidazolidinas finales

sustituidas con diferentes grupos alcoxilos8 (Esquema 3.3).

Esquema 3.3
N NCS Ns. OR iy -OF
T H H Hi H H
=
N
N S SO
* —  RyF —> Ri- —> Ry
\ S s “Ns J s (- H,S) -~ N
S
P:I RO
RO " "NH,

3.2.1 Sintesis de las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-nitrobencenosulfonamidas (19c-

22c¢)

La sintesis de estas etilendiaminas protegidas se llevd a cabo siguiendo el protocolo
previamente descrito por nuestro grupo de investigaciéns. Se inicia con la proteccion de
las alcoxiaminas comerciales 19 — 21 con el cloruro de 2-nitrobenzenosulfonilo (cloruro
de nosilo: 2-NsCl) en presencia de piridina y DCM anhidro como disolvente. De esta
manera se obtuvieron las diferentes N-alcoxiaminas protegidas 19a - 21a con buenos

rendimientos? (Esquema 3.4).
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Esquema 3.4

NO; o

B 3 (o)
I'—\_
2 Ni;@ N02 02
LR 2Nsel SR o S2 N
2 piridina/DCM H & o

K>COs/DMFt.a.

19) R = OMe 19a)R = OMe  (75%) 19b) R = OMe (92%)
20) R = OFt 20a)R = OEt  (76%) 20b) R = OEt (95%)
21)R = OBn 21a)R=0Bn (73%) 21b) R = OBn (97%)
22)R=OTHP 22a)R = OTHP (60%) 22b) R = THP (98%)

Para la obtencién de la O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)hidroxilamina 22, se sigui6 un
protocolo descrito por Martin et al.10. La reaccién de la N-hidroxiftalimida comercial con
3,4-dihidro-2H-pirano en presencia del acido p-toluenosulfénico y utilizando una mezcla
de DCM/dioxano como disolvente generd la N-hidroxiftalimida protegida con THP con
excelente rendimiento. La reaccién se llevo a cabo a temperatura ambiente durante una
noche. Se comprob6 la formacion del producto por cromatografia de capa fina (CCF). El

producto se purificé por precipitacién en metanol y simple filtracién (Esquema 3.5).

Esquema 3.5
o @ { APTS o
o o N H2N H2. Hzo o
N-OH N-0 EtOH/t a. H,N-O
DCM
o o 22 (70%)
(89%)

La desproteccién del grupo ftalamido se realizé utilizando NH;NH».H,O en etanol y a
temperatura ambiente. Se comprobd por CCF la culminacién de la reacciéon y la
alcoxiamina 22 fue purificada por destilacién a presion reducida (20 mm Hg). Se recolectd
el destilado a 80 °C obteniéndose asi la O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)hidroxilamina 22 con
buenos rendimientos (Esquema 3.5). El compuesto 22 fue protegido con el cloruro de 2-
nitrobencenosulfonilo en las mismas condiciones que las alcoxiaminas 19 - 21 para
obtener asi el compuesto 22a con 60% de rendimiento. Luego, las alcoxiaminas 19a- 22a
se hicieron reaccionar con la 2-bromoetilftalimida en medio basico a temperatura
ambiente utilizando DMF como disolvente. Terminada la reaccién, se purificaron por
precipitacion en agua y simple filtracion. De esta manera se obtuvieron las etilendiaminas
19b - 22b convenientemente protegidas con buenos rendimientosili2, Nuevamente la
desproteccion de la ftalimida se realizé utilizando la NH;NH2.H,O en etanol y a

temperatura ambiente obteniéndose las etilendiamina 19c¢ - 22c¢ (Esquema 3.6) con

33



Sintesis y estudio de derivados 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinicos

buenos rendimientos. El producto secundario de esta reaccion, la 2,3-dihidroftalamida-

1,4-diona, es un sélido blanco que se elimina por simple filtracion.

Esquema 3.6
[o) (o]
NO; o, NO: o, HN
S. N SNH~ H- S. NH
,},/\/ NH2NH2.H-0 ,},/\/ 2+ i
R o] EtOHtt.a. R
o]
19b) R = OMe 19¢) R =OMe (97%) 2 3 dihidroftalazin-1,4-diona
20b) R = OFt 20c) R=OEt (81%)
21b) R = OBn 21c)R=0Bn (76%)
22b) R = OTHP 22¢) R = OTHP (84%)

Debido a la presencia del grupo nitro en posicién 2 del fenilo en la sulfonamidas 19¢ -
22c, la amina primaria recién desprotegida puede atacar sobre esta posicion para dar una
reaccion de ciclaciéon intramolecular!3 (Esquema 3.7). Observamos que esta reaccion
ocurre inmediatamente después de la desproteccidn de la amina primaria y a temperatura
ambiente. Debido a esta reacciéon espontdnea se obtuvieron los diéxidos de 2,3,4,5-
tetrahidrobenzo[f][1,2,5]tiadiazepina 19d y 22d que fueron aislados y caracterizados
(Esquema 3.7). Es de mencionar que la formacion de dichas benzotiadiazepinas con los
sustituyentes etoxi y benciloxi (R = OEt, OBn) se observé por HPLC-MS [m/z = 243.07
(M+H) y 305.21 (M+H), respectivamente], pero estos subproductos no fueron purificados

ni caracterizados.

Esquema 3.7

NH H
) —Cl
-N s-N
0, R

s-N,
0, R

19¢) R = OMe 19d) R = OMe

20c) R = OFt 20d) R = OEt

21¢) R =O0Bn 21d) R = OBn

22¢) R = OTHP 22d) R = OTHP

Para evitar que las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-nitrobencenosulfonamidas sintetizadas
(19c¢ -22c¢) se degraden mediante este mecanismo de ciclacién intramolecular probamos
reemplazar el grupo protector 2-nitrobencenosulfonilo por el 4-nitrobencenosulfonilo (4-
Ns) obteniéndose asi el compuesto 23. En este caso, el grupo nitro queda lo
suficientemente alejado de la amina primaria para evitar la reaccion intramolecular que da
lugar a las benzotiadiazepinas. De esta manera, después de la desproteccién del grupo

nosilo se obtuvo la N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-4-nitrobencenosulfonamida 24 con buen
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rendimiento sin observarse la formaciéon del subproducto benzotiadiazepina (Esquema

3.8).

Esquema 3.8
o 0N NH,
0, h S No se forma el
S ~_N _ NHaNHH0 —# > subproducto de
N EtOH/t.a. s-N, benzotiadiazepina
R o) 0, R
O,N
23)R = OTHP 24) R = OTHP (54%)

Dicho reactivo reaccioné sin problemas con el 1,2-bis(4-isotiocianatofenil)etano para
formar la tiourea correspondiente con buen rendimiento (Esquema 3.9). Sin embargo, no
se consiguié en la etapa siguiente eliminar el grupo protector 4-Ns utilizando la
metodologia clasica probada para el grupo 2-Ns (PhSH/K>CO3)9. En esta reaccion, no se
observo en ningiin momento el producto de la desproteccién (la reaccion fue monitorizada
por HPLC-MS) sino el producto de la sustitucién del grupo nitro por el tiofenolato

(Esquema 3.9).

Esquema 3.9

‘o ;})\Q s $0,
2
N.
N)J\H/\/ R

PhSH H

N“ R

Por tal motivo se decidi6 seguir utilizando como grupo protector el 2-Ns a pesar de la
reaccion secundaria de formacién de las benzotiadiazepinas 19d - 22d. Para minimizar la
formacion de estos subproductos no deseados, se procedié a la utilizacién de las
etilendiaminas desprotegidas (19c - 22c) en el siguiente paso de reaccién, sin previa
purificacién. Procediendo de esta manera, solo se observé la formacién de 19d - 22d en
un 4 - 5%. Afortunadamente, dichos subproductos no interfieren en la sintesis y se pueden

separar por cromatografia una vez conseguidas las imidazolidinas finales.
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3.2.2 Sintesis de los isotiocianatos (29 - 32)

La sintesis de los isotiocianatos 29 - 32 se realizd segun el procedimiento antes reportado
por nuestro grupo de investigacién!4. Se hicieron reaccionar las diaminas 25 - 28 con un
ligero exceso de tiofosgeno (Esquema 3.10). Se utiliz6 una mezcla de Et,0/H20 en una
proporcion 3:1 como disolvente. La reaccién se realizé a temperatura ambiente durante
una noche. Los productos de la reaccién fueron purificados por precipitacién y simple
filtraciéon y lavados con agua y hexano, obteniéndose los isotiocianatos 29 - 32 con

buenos rendimientos (Esquema 3.10).

Esquema 3.10
HN EtZO/HZO
25) X = NHCO, 29) X =NHCO  (92%)
26) X = CH,CH, 30) X = CH,CH,  (84%)
27) X = NHCONH 31) X = NHCONH (78%)
NH» CIZCS NCS
O‘O EtzO/HzO O‘O
H,N SCN
28 2 (89%)

Las diaminas 27 y 28 no son comerciales y se obtuvieron mediante la reduccién de la 1,3-
bis(4-nitrofenil)urea y la 2,6-diamino-9,10-antraquinona, respectivamente. La diamina 27
se obtuvo por hidrogenacidn catalitica de la 1,3-bis(4-nitrofenil)urea comercial utilizando
paladio sobre carbono (Pd-C 5%) como catalizador. La diamina se purificO por

precipitacion en metanol obteniéndose buenos rendimientos (Esquema 3.11).

Esquema 3.11

e, e
o] . o
O.N No,  MeCH HoN NH

27 (79%)

2

La diamina 28 (Esquema 3.12) se obtuvo por reducciéon de la 2,6-diamino-9,10-
antraquinona comercial utilizando amoniaco (30% en agua) y Zn activado 15, La reaccién
se calent6 a 100 °C en un tubo sellado y 28 se obtuvo por extraccién con acetona con buen

rendimiento.
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Esquema 3.12

O Zn activado
NH3 en HQO

NH, NH;
0 e o
HoN HoN

Tubo sellado
@]

28 (88%)

3.2.3 Sintesis de las bis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas) 33a, 33b, 34b, 34d, 36a, y

36a por el método “one pot”

Una vez obtenidas las etilendiaminas 19c¢ - 22c¢ convenientemente desprotegidas, 2.5
equivalentes de estas se hicieron reaccionar con los isotiocianatos 29 - 32 (1
equivalente)!4. Estos fueron anadidos gota a gota a la disolucion en DMF de las
etilendiaminas en aproximadamente 15 minutos siguiendo un procedimiento previamente
descritol5. La mezcla de reacciéon cambié de un color naranja a un color marrén oscuro al
ir afiadiendo los isotiocianatos, indicando la formacién de las 1-(2-(alcoxiamino)etil)-3-
ariltioureas intermedias correspondientes. La formacién de estos compuestos intermedios
fue comprobada mediante HPLC-MS. A continuacién, se procedié a la eliminacién de los
grupos nosilo en el mismo matraz. Para ello, se afiadié un exceso de 10 equivalentes de
tiofenol y 20 equivalentes de K;COz; (Esquema 3.13) a la mezcla de reaccién. Las
reacciones se dejaron en agitacién a temperatura ambiente. Se comprobé por HPLC-MS la
completa desproteccién de la amina secundaria. A continuacion, la mezcla de reaccién se
diluye afiadiendo mas DMF se calent6 a 60°C para favorecer la reaccién de ciclacion
mediante una adicién nucleofilica al tiocarbonilo de la tiourea y eliminacién de “SH-,
dandose la formacién del anillo 2-iminoimidazolidinico como se muestra en el Esquema
3.13. Lasreacciones se dejaron en agitacion entre 10 y 22 dias. Se comprobé por HPLC-MS
la completa formacion del producto. De esta manera, mediante la metodologia “one pot” se

obtuvieron los compuestos 33a-b, 34b-d, 35a y 36a (Esquema 3.13).
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Esquema 3.13
- N R.
STeRvls
Condiciones de reaccion "one pot" N)\\N N//l\H
_ X = NHCO: 33a (75%), 33b (5%) a=OMe
i) R. o NH; X = NHCONH: 34b (24%), 34c (11%), 34d (11%) 7~ OFL
Ns X = CH,CH,: 35a (87%) 4= OBn

29-32 >
19¢: R = OMe
20c: R = OEt <
21¢c: R=0Bn
22c: R = OTHP /©i :©/ \r\)

ii) PhSH (10 equiv.)
K,COj3 (20 equiv.)

o

\R

36a: X = CH, (72%)

Los crudos de reaccion fueron purificados por cromatografia sobre silice con DCM/MeOH
+0.1% de EtsN (100:0 - 90:10) obteniéndose los productos con rendimientos entre bajos
a moderados. Es de mencionar que el el compuesto 36a se obtuvo como una mezcla con el
compuesto 36f (~ 20%). Este compuesto se identifico por HPLC-MS (t = 3.37 min, m/z =
407.32 para 36a y t. = 3.50 min, m/z = 405.36 para 36f) y RMN. En RMN de !H, es
caracteristica la sefial a 3.82 ppm (s, 4H, CH:) para los protones del metileno en posicién
9,10 del dihidroantraceno mientras que el resto de sefiales solapa con las del compuesto
insaturado 36a. Dicho subproducto proviene posiblemente de la reaccién competitiva de
oxidacién del dihidroantraceno a antraceno durante las etapas de desproteccion-ciclacion
en presencia de derivados de azufrelé. La mezcla de estos dos compuestos no se logré
separar. También es de mencionar que estos crudos de reaccién presentaron un perfil
cromatografico complicado haciendo dificil su purificacién. Debido a esto, por medio de
este procedimiento no fue posible la obtencién de los productos con sustituyentes OTHP y
OBn, que ademas presentaron problemas en la etapa de ciclacién intramolecular. En este
caso, se observéd mediante HPLC-MS la formacién de las 1-(2-(alcoxiamino)etil)-3-
ariltioureas intermedias, pero después de calentar las reacciones a 60°C para favorecer la
ciclacion, ya no fue posible observar los productos finales. En resumen, utilizando este
procedimiento “one pot” se obtuvieron crudos de reacciones muy complejos y dificiles de
purificar por cromatografia. Algunos de los productos finales resultaron ser inestables en
la columna cromatografica. Debido a esto, se procedié a repetir las reacciones, en este

caso, aislando y purificando las tioureas intermedias.
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3.3 Preparacion de las bis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas) 33c, 33e, 34a, 34e, 34c,

34e, 38a,b, 35¢, 35e, 36b, 36¢, y 36e.

La reaccién de los isotiocianatos 29 - 32 con las etilendiaminas 19¢, 20c y 22¢ permitid
obtener las 1-[(2-(alcoxiamino)etil)]-3-ariltioureas 37 - 43 con rendimientos moderados

(Esquema 3.14).

Esquema 3.14

X
P 1o
X H,N Ns N N
2 \/\N, R/ \/\N N N N/\/ \R
| H H H H
SCN NCS

R
o 19¢: R = OMe 37.X=NHCO  :R=O0OTHP (49%)
2% x=NHco 20c: R = OEt 38: X = CH)CH, R=OEt (90%)
L X2 CHaCH, 22¢: R = OTHP 39: X = CH)CH, :R=OTHP (52%)
31: X'= NHCONH : 40: X = NHCONH ; R =OMe (30%)
DMF#t a. 41: X = NHCONH : R = OTHP (32%)

NCS H H A
Ns s e ~ON
SCN N '] s Ns
32 R/ \/\H H

42 R=OEt (32%)
43: R = OTHP (35%)

La purificacién de los compuestos 37, 41 - 43 se realiz6 por cromatografia flash sobre
silice con un gradiente de hexano/AcOEt (80:20 — 0:100). Se observé durante la
purificacién, que los productos precipitaban en la columna debido a su poca solubilidad en
el eluyente utilizado. Por este motivo, la purificacién del compuesto 38 se realizé por
precipitacién en metanol, mientras que los compuesto 39 - 40 fueron purificados por
precipitacion en DCM frio. Siguiendo el mismo procedimiento de desproteccién del grupo
nosilo usado en la sintesis “one pot” (PhSH/K.COs3), las 1-(2-(alcoxiamino)etil)-3-
ariltioureas 37 - 43 fueron redisueltas en DMF anhidra. Una vez afiadidos los reactivos de
desproteccion y para evitar la descomposicion de estos compuestos, las reacciones se
dejaron a temperatura ambiente y en agitacién entre 7 y 14 dias. El cambio en la
metodologia de la sintesis de estos compuestos, nos permitié obtener las 1-alcoxi-2-
arilimidazolidinas 33c, 34a, 34c, 35b, 35c, 36b y 36¢ (Esquema 3.15) con rendimientos

moderados y bajos.
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Esquema 3.15
a4 X
(\NH HN/>
)\\ //k
/ N N \
R R
33¢c: X =NHCO :R=0THP (46%)

(

34a: X =NHCONH ;R=0OMe (11%)

PhSH 34¢c: X =NHCONH ;R =OTHP (5.6%)
(2
(

37-43 4’< 35b: X = CH,CH, R = OFt

7%
K,CO4/DMF 6)

35c: X = CH,CH, ;R =OTHP (33%)

H
Qe OO 5
R

\_ 36b: R=OEt (11%)
36c: R = OTHP (44%)

En el caso del compuesto 34c, se observo por HPLC-MS que después de la desproteccion
del grupo nosilo, no se daba la reaccién de ciclacién intramolecular. La reaccién se calentd
entonces a 40°C. Después de un dia de reaccién a esta temperatura, solo se siguid
observando el compuesto intermedio 44 (Esquema 3.16). Para aumentar la electrofilia del
carbono tiocarbonilico y asf favorecer la reaccién de ciclacion, se decidié metilar la tiourea
intermedia 44 para general la sal de isotiouronio tal como se muestra en el esquema
3.1611. El compuesto intermedio 44a se detect6 por HPLC-MS. La reacciéon se dejo
entonces en agitacion a temperatura ambiente durante una noche, observandose la

formacion del compuesto 34c¢ (Esquema 3.16).

T %
””1HiH©”zr”© e u@o @
) : lt_a_,m'
O O

La metodologia usada para la purificacién de estos compuestos fue la cromatografia en

columna. En el caso de los compuestos 33c, 34a, 35c y 36¢ se utiliz6 una columna flash
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sobre silice y como eluyente un gradiente de DCM/MeOH (100:0 — 90:10). Para el
compuesto 34c se utiliz6 alimina neutra para evitar la posible degradacién del mismo. La
desproteccion del grupo THP de los compuestos 33c, 34c, 35c y 36c¢ se realiz6 utilizando
una disolucién de dioxano saturado con HCl). Terminada la desproteccion, el disolvente
fue eliminado a presién reducida. Estos compuestos fueron purificados por precipitacion
en MeOH obteniendo los diclorhidratos de los compuestos 33e - 36e (Esquema 3.17) con

buenos rendimientos.

Esquema 3.17
X
oL

. o
R R .2HCI

dioxano sat. HCI 33e: X=NHCO ;R =O0H (97%)

33c, 34c, 35¢, 36¢ 9 34e: X = NHCONH; R = OH (84%)

MeOH 35e: X = CH,CH, : R =OH (64%)

H

N
LY ',
X N . 2HCI
N™ N R
R
36e: R = OH (70%)

34 Determinacién por RMN de 13C de la forma tautomérica predominante en los

derivados bis(2-iminoimidazolidinicos).

Debido a la presencia del nitrégeno unido a la posicién 2 del anillo de imidazolidina, este
tipo de heterociclo presenta un equilibrio tautomérico (Figura 3.2). Distinguir cual es el
tautémero predominante en disolucion resulta posible utilizando la RMN de 13C puesto
que el carbono cuaternario C2 de la imidazolina tendrd un desplazamiento quimico

distinto si se encuentra como tautémero imino (~ 160 ppm) o amino (~ 130 ppm)

X X
TS — D
NN NN
R H R
imidazolidin-2-imina 2-aminoimidazolina

Tautémero "imino" Tautémero "amino"

Figura 3.2: Equilibrio tautomérico del grupo 2-iminoimidazolidina.

Gémez-San Juan et al. determinaron que para el compuesto N-bencil-N-(4,5-dihidro-1H-
imidazol-2-il)-4,5-dihidro-1H-imidazol-2-amina (A) cuyo tautémero obligado es el amino,

la sefial del carbono C2 aparece a 127.7 ppm (Tabla 3.1)2a. En cambio, para los
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compuestos 1-[(2-(4-metoxifenilimino)imidazolidin-1-il]etan-1-ona (B) 'y  N-
benzilimidazolidin-2-imina (C) cuya forma tautomérica predominante es el “imino”, la
sefial del carbono C2 del anillo de imidazolina se encuentra entre 160.0 ppm y 162.0
ppm2a. En otro estudio, Isobe et al prepararon varias 2-iminoimidazolidinas 1,3-
disustituidas (D) en las que el Unico tautémero posible es el “imino”, observandose
sefiales para el carbono C2 del anillo de imidazolina en el rango 157.0 -162.0 ppm (Tabla
3.1)17. Jackman et al. hicieron un estudio por RMN de 'H y 13C para identificar la forma
tautomérica predominante en amidinas ciclicas, guanidinas e imidazolinas!8. Compararon
los espectros de RMN de la N-(2,6-diclorofenil)-1,3-dimetilimidazolidin-2-imina (E), en
donde el anillo de imidazolina esta disustituido permitiendo solo la forma “imino”, con
una serie de analogos en donde el anillo de imidazolina se encuentra sin sustituir o mono
sustituido permitiendo el equilibrio tautomérico!8 (Tabla 3.1). Los compuestos en donde
si puede existir el equilibrio tautomérico amino/imino, la sefial de C2 se encuentra entre
156.2 - 158.4 ppm, lo cual es mas consistente con la forma tautomérica “imina” como lo

mencionan Jackman et al.18.

Tabla 3.1: Desplazamiento quimico de la sefial del carbono C2 de diferente derivados de
2-iminoimidazolidinicos22 por RMN de 13C en CDCl3

Desplazamiento quimico del carbono C2
Cmpto Estructura del anillo de imidazolina Ref.

. 8 (ppm)
L)

N 2
A H 127.7 2a
/*NH

N

B Ny 160.0 2a
AT W

2a
C N H 162.0
R.
|
D Me\N/kN—Me 157.0-162.0 26
R R
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Continuacion: Tabla 3.1:

Cl N
E @[N:%Nj 155.1 18
Cl /
Cl \N
F C[N— Nj 155.9 18
H
Cl
cl H
G C[N:ﬁ“j 157.8 18
H
Cl
H
N
H N=<Nj 156.2 18
H
H
N

I N= ] 158.4 18
O

En el caso de nuestros compuestos, las sefiales del carbono C2 se encuentran en el rango
158.0 - 160.0 ppm. A continuacién, se comparan los valores de desplazamiento quimico
de RMN de 13C de dos tipos de compuestos bis-(2-iminoimidazolidinicos) sintetizados en
esta tesis: 1) la serie con el espaciador amida (X = NHCO), moléculas no simétricas en
donde se observan dos sefiales para el carbono C2 del anillo de imidazolina; 2) la serie
con espaciador etilénico (X = CH2CHz), moléculas simétricas en donde se observa una sola

sefial para este mismo carbono. Los resultados se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Desplazamientos quimicos de las sefiales del carbono C2 de los derivados 2-
iminoimidazolinicos 33a - 33e y 35a - 35e por RMN de 13C en disolucién en CDCl3¢ y

DMSO?,
X
Jeaer
ﬁ%\N N//ZQ
R R
Compuesto X R Desplazamiento quimico del carbono C2
8 (ppm)

33a¢ OMe 158.7 y 158.0
33b« OEt 159.0y 158.4
33ca NHCO OTHP 159.6 y 159.1
33e? OH 160.1y 159.5
35az OMe 158.8
35b« OEt 159.1
35¢a CH2CHz | oryp 159.6
35e? OH 159.9
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En el caso de estos compuestos, el carbono C2 muestra una sefial de RMN de 13C en el
rango 158.0 - 160.1 ppm, lo que concuerda con lo reportado en la literatura para el
tautémero imino (ie, 6 > 150.0 ppm). Por lo tanto, en el caso de los compuestos
imidazolidinicos sintetizados en esta tesis, podemos concluir que el tautémero
predominante en disolucién tanto en CDCI; (33a -c, 35a - ¢) como en DMSO (33e, 35e)

es el “imino”.
3.5 Ensayos biologicos

3.5.1 Ensayos in vitro con cepas silvestres y resistentes de T. brucei de las bis(1-

alcoxi-2-iminoimidazolidinas)
3.5.1.1 Actividad in vitro contra T. b. rhodesiense

Los compuestos 33a-e, 34a-e, 35a-e y 36a-e se ensayaron in vitro contra T. brucei
utilizando un ensayo de viabilidad con un indicador metabélico de la funcién celular: la sal
sodica de resazurina también conocida como “Alamar Blue”. En este ensayo, el colorante
se afiade al medio de cultivo de los parasitos que contiene el compuesto a ensayar para
determinar la sensibilidad de los tripanosomas a dicho compuesto?®. Si el compuesto
ensayado no tiene efecto, los parasitos vivos metabolizan la resazurina (azul) a resorufina
(violeta) lo que permite medir el efecto del compuesto ensayado bien por fluorimetria
bien por colorimetria (Figura 3.3). La intensidad de la sefial es proporcional al nimero de
parasitos vivos en el medio de cultivo por lo que se puede cuantificar el efecto inhibitorio

del compuesto ensayado.

Compuesto inactivo

r\.a® Oe O. O
- O
N

Resorufina

Resazurina

.

Resazurina

Células muertas

Figura 3.3: Ejemplo de cambio de color de la resazurina (azul) a resorufina (rojo) en un ensayo in vitro de
viabilidad celular
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Con el mismo ensayo, se evalu6 también la citotoxicidad de los compuestos sobre células
de mamifero (células-L6 de rata) para poder determinar el indice de selectividad hacia el
parasito: IS = (Clso células L6) / (Clso parasito)!9. Los resultados de estos ensayos se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.3: Actividad in vitro de los cabezas de serie 2-5 y de sus derivados bis(1-alcoxi-2-
iminoimidazolidiicos) contra T. b. rhodesiense y citotoxicidad sobre células L6

R

X N _N
GOy OO0
R R R "DHA"

Compuesto X R T. b. rhodesiensea Citotoxicidad L6? [Se
Clso (nM)4
2 NHCO H 0.025¢ 193e 7720
33a NHCO OMe 18.5 75.6 4
33b NHCO OEt 11.6 101.9 8.8
33c NHCO OTHP 16.7 26.1 1.5
33e NHCO OH 0.888 >213 >240
3 NHCONH H 0.122¢ 104e 852
34a NHCONH OMe 149.6 112.7 0.7
34b NHCONH OEt 45.9 >192 >4
34c NHCONH OTHP 19.5 23.2 1.2
34d NHCONH OBn 2.4 30.9 12.8
34e NHCONH OH 7.9 >206 >26
4 CH.CH: H 0.054-¢ 34.9e 646
35a CH.CH: OMe 10.9 77.7 7
35b CH.CH: OEt 3.55 35.9 10
35c CH.CH: OTHP 2.72 7.6 2.8
35e CH.CH: OH 5.36 88.4 16.5
5 DHA H 0.060¢ 37.2¢ 620
36¢ DHA OTHP 3.49 19.1 5.4

a T. brucei rhodesiense STIB900 tripomastigotes. Control: melarsoprol, ICso = 0.005 pM.> Células L-6 de mioblastos
esqueléticos de rata. Control: podofilotoxina, ICso = 0.012 pM; ¢ Indice de Selectividad = [Clso (catutas L) / Clso (7. b ry]. @
Concentracién inhibitoria 50 = concentracién necesaria para inhibir el creciemiento del 50% de los parasitos. ¢ Datos
publicados previamente20.

Los resultados de este ensayo muestran que la mayoria de los nuevos compuestos
presentan una actividad moderada contra T. b. rhodesiense en el rango micromolar bajo
(ClIso < 50 uM). Tan solo el compuesto 34a es totalmente inactivo con una Clso por encima

de este valor. Se observa cierta influencia de la naturaleza del sustituyente N-OR sobre la

45



Sintesis y estudio de derivados 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinicos

actividad tripanocida. Asi pues, el orden de actividad decreciente dependiendo del

sustituyente es: OH = OTHP ~ OBn > OEt > OMe.

En comparaciéon con los compuestos cabeza de serie 2 - 5, todos los N-alcoxi derivados
presentaron actividad del orden de 20 a 160 veces menor contra T. brucei. Esta pérdida de
actividad era esperada ya que dichos compuestos fueron preparados como posibles
profairmacos que necesitarian una bioactivaciéon in vivo para generar los compuestos
activos?l Sin embargo, cabe destacar la actividad tripanocida del compuesto 33e (Clso <1
uM) que a su vez presentd el menor valor de citotoxicidad teniendo un indice de
selectividad mayor a 200 frente a células de mioblastos esqueléticos de rata. Es de
destacar también que los compuestos que poseen sustituyentes N-hidroxilos (33e - 36e)
son menos citotoxicos que los compuestos sin sustituir (i.e. cabezas de serie 2-5). Esto se

traduce en unos indices de selectividad mas altos para dichos compuestos.
3.5.1.2 Actividad in vitro sobre cepas resistentes de T. brucei

El fenémeno de resistencia cruzada es un problema que se observa a menudo entre los
farmacos tripanocidas existentes (pentamidina, melarsoprol) y los compuestos
dicatidnicos de tipo diamidina. Las diamidinas son sustratos del transportador de
aminopurinas TbAT1/P222 y de los transportadores de pentamidina de alta y baja afinidad
(HAPT y LAPT, respectivamente) del parasito T. brucei?3. La ausencia de uno o mas de
estos transportadores en el parasito es responsable de la resistencia cruzada entre los
farmacos arsenicales y las diamidinas24. Puesto que la estructura de nuestros compuestos
se parece a la de las diamidinas, y que poseen el farmacéforo reconocido por el
transportador P2, decidimos ensayar la actividad de nuestras moléculas con diferentes
cepas resistentes de tripanosomas (TbAT1-KO y B48). Asi pues, para establecer su perfil
de resistencia, el derivado mas activo (33e) y el compuesto cabeza de serie
correspondiente (2) se ensayaron sobre la cepa silvestre (WT) de T. b. brucei y las cepas
resistentes a farmacos (TbAT1-KO y B48). El compuesto 2 fue aproximadamente 5 veces
mas activo contra la cepa silvestre de T. b. brucei en comparacion con cualquiera de las dos
cepas resistentes con factores de resistencia de 4.5 y 5.2 para las cepas TbhAT1-KO y B48,
respectivamente (Tabla 2). Estos resultados indican que la captaciéon celular del
compuesto cabeza de serie 2 (sin sustituir) depende en parte del transportador TbAT1
(comparar WT vs TbAT1-KO), mientras que la expresién de HAPT1 no parece influir en la
sensibilidad de este compuesto (comparar TbAT1-KO vs B48). En contraste, el derivado
33e mostr6 actividades similares sobre las tres cepas de T. brucei indicando que estos

transportadores no son esenciales para la absorcion de esta molécula en el parasito.

46



Sintesis y estudio de derivados 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinicos

Tabla 3.4: Actividad in vitro del compuesto cabeza de serie 2 y su N-hidroxi derivado
33e sobre cepas silvestres y resistentes a farmacos de T. brucei.

Clso (uM)
Compuesto WTa n TbAT1-KOb n FRe B484 n FR
2 5.70£0.96 3 25.5%£3.5 3 4.5 29.6%3.6 3 5.2
33e 15.5%2.0 3 17.1+1.9 3 1.1 18.6%2.1 3 1.2

a Cepa silvestre: tripomastigotes de T. b. brucei s427; » T. b. brucei knockout: cepa que no posee un transportador P2
funcional y es resistente a diminaceno; ¢ Factor de resistencia en comparacién con la cepa silvestre; 4 La cepa B48 es un
mutante derivado de la cepa TbAT1-KO que no posee un transportador HAPT funcional. Dicha cepa es resistente al
diminaceno, la pentamidina y los melaminofenil arsenicales.

3.5.2 Ensayos in vivo en modelos murino de enfermedad del suefio

Después de los ensayos in vitro, se llevaron a cabo ensayos in vivo en modelos murinos de
la enfermedad del sueio con todos los derivados N-alcoxilados sintetizados,
independientemente de su actividad intrinseca in vitro. En efecto, dichos compuestos
fueron disefiados como potenciales profarmacos que requieren metabolizarse in vivo para
generar las especies activas por lo que dichos ensayos eran necesarios para comprobar

nuestra hipotesis.
3.5.2.1 Actividad in vivo en la fase temprana (fase hemolinfatica) de la TAH.

Los compuestos cabeza de serie 2 - 5 y los compuestos 33a-b, 33e, 34a-b, 34d-e, 35a-b,
35d, 36a, y 36e fueron ensayados in vivo en la primera fase de la enfermedad de suefio
utilizando el modelo murino STIB90025. En este ensayo, los ratones son infectados con el
parasito T. b. rhodesiense por lo que desarrollan una infeccién hemolinfatica aguda (ie, sin
infeccion del SNC). Este modelo de infeccion por T. b. rhodesiense tiene la caracteristica de
ser dificil de curar. De hecho, los farmacos de referencia como la pentamidina y el
diminaceno no son capaces de curar este modelo de TAH. Para este ensayo, grupos de 4
ratones infectados por T. b. rhodesiense fueron tratados con los diferentes compuestos
durante 4 dias consecutivos (dia 1, 2, 3, y 4 post-infeccién), bien por administracion
intraperitoneal (ip) o bien por via oral (po). Se calculé para cada grupo el tiempo medio
de recaida en la parasitemia (i.e. reapariciéon de parasitos en la sangre) y el nimero de
ratones curados, en este caso, los ratones supervivientes y libres de parasitos después de

60 dias. Los resultados de este ensayo se muestran en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5: Actividad in vivo de los compuestos cabeza de series 2 - 5 y de sus derivados
bis-(1-alcoxi-2-iminoimidazolidinicos) en modelos murino de la infeccién por T. b.
rhodesiense. El modelo STIB900 de infeccion aguda reproduce la fase temprana
(hemolinfatica) de la TAH.

R

X NN
ROy (OO
R R R "DHA"

Tiempo medio

. . .
Cmpto X R .Vl.a de c s dosis Curado?/ de recaida
administraciéne (mg/Kg) Infectado .
(dias)e
Control - - 0/4 7d
ip 4x20 4/4 > 60
2 H ip 4 x10 4/4 > 60
ip 4x5 4/4 > 60
po 4 x50 4/4 > 60
ip 4 x50 0/4 8
33a OMe po 4x100 0/4 10.5
NHCO ip 4x10 0/4 7
33b OEt Do 4 x 50 0/4 7
ip 4 x50 4/4 > 60
ip 4x20 4/4 > 60
33e OH ip 4 x10 1/4 >31
ip 4x5 0/4 20.5
po 4 x50 0/4 10.5
ip 4x20 4/4 > 60
3 H ip 4 x10 2/4 60
ip 4x5 3/4 60
po 4 x50 0/4 9.5
ip 4x10 T T
34a | Nheonm | OMe po 4 x40 0/4 7
ip 4 x50 T T
34b OEt po 4 x100 0/4 7
ip 4 x50 0/4 7
34d OBn po 4 x100 0/4 7
34e OH ip 4 x40 0/4 12.75
ip 4x20 4/4 > 60
4 H ip 4 x10 1/4 46.75
ip 4x5 0/4 15.75
po 4 x50 0/4 7
25a CHzCH; oMo ip 4x50 0/4 To
po 4 x100 0/4 7
ip 4 x30 0/4 7
35b OEt Do 4 x50 0/4 7.75
35e OH ip 4 x50 0/4 14
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Continucacion Tabla 3.5

ip 4% 20 4/4° > 60
ip 4x10 3/4 > 60
. ’ ip 4x5 0/4 25.5
po 4 x50 0/4 13
DHA po 4%20 0/4 8
po 4 x10 0/4 9.25
ip 4% 50 0/4 7
36a OMe Do 4 x50 0/4 7
ip 4% 20 0/4 18.25
36e OH po 4 x50 0/4 7

a ip = intraperitoneal, po = via oral. » Nimero de ratones que sobrevivieron y fueron libres de parastitos
durante 60 dias. c Promedio de dias de recaida en la parasitemia. ¢ Los ratones controles son siempre positivos
(ie, con parasitemia) y son sacrificados el séptimo dia del experimento. ¢ Datos previamente reportados en la
referencia [2°]. fT6xico después de la primera adiministracion. 9 Subtdxico: 2 ratones murieron (dia 5) durante
el tratamiento.

Los compuestos cabeza de serie 2-5 fueron muy efectivos en este modelo de fase
temprana de la TAH, siendo capaces de curar los ratones a dosis bajas (5 mg/Kg para2y 3
y 10 mg/Kg para 4 y 5) cuando fueron administrados por via intraperitoneal. Ademas, hay
que destacar que el compuesto cabeza de serie 2 fue también curativo por administracién
oral a la dosis de 50 mg/Kg. Sin embargo, ninguno de los nuevos N-alcoxi derivados
ensayados mostro actividad destacable cuando fue administrado por via oral. De hecho,
los compuestos con sustituyentes 1-metoxi (33a-36a), 1-etoxi (33b-35b), y 1-benciloxi
(34d) resultaron inactivos tanto por via oral como por via intraperitoneal. Ademas, los
derivados 1-metoxi (34a, 35a) y 1-etoxi (34b) mostraron toxicidad por via ip a la dosis
ensayada. Dicha toxicidad no se observé cuando fueron administrados por via oral.

En cambio, los compuestos con sustituyentes N-hidroxilo (33e, 35e, 34e y 36e) fueron
capaces de aumentar el tiempo medio de recaida en la parasitemia a la dosis de 5, 40, 50, y
20 mg/Kg/dia (ip), respectivamente. El resultado mas destacado proviene del derivado
33e (X =NHCO, R = 0OH) que lleg6 a ser curativo en 4/4 ratones por via intraperitoneal a la
dosis de 20 mg/Kg (Tabla 3.5). Sin embargo, dicho compuesto resulté escasamente

efectivo cuando fue administrado por via oral a la dosis de 50 mg/Kg.

En resumen, en estas series la introduccién de sustituyentes alcoxilo sobre el nitrégeno N1
de los anillos de imidazolidina resulta en una disminucién de la actividad in vitro y una
total pérdida de la actividad in vivo. Es de mencionar que los compuestos 33a y 33e
presentaron actividad débil por administracién oral. Por el contrario, la introduccién de
sustituyentes hidroxilo sobre el nitrégeno N1 de los anillos de imidazolidina genera
compuestos que conservan cierta actividad in vivo en este ensayo de fase temprana de la
TAH. En particular, el N-hidroxi derivado 33e (X = NHCO, R = OH) resulté6 muy activo

(100% curativo) sobre la fase temprana de la enfermedad del suefio en el modelo murino
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STIB900. Por lo tanto, se decidié probar su actividad en el modelo murino GVR35 de fase

tardia (neurolégica) de la TAH.

3.5.2.2 Actividad in vivo en la fase tardia (fase neurolégica) de la TAH

La fase neuroldgica de la TAH se caracteriza por que T. brucei ha cruzado la BHE y se
localiza en el cerebro y en el liquido cefalorraquideo. Por tal motivo, los fArmacos utiles en
esta fase tienen que ser capaces de cruzar la BHE. Debido a los buenos resultados
obtenidos en el ensayo in vivo en la fase hemolinfatica, se decidié probar el compuesto 33e
en el modelo murino de infeccién créonica GVR35. Dicho modelo reproduce la fase tardia de
la enfermedad del suefio. En este ensayo, los ratones fueron infectados por T. b. brucei
(cepa GVR35) hasta observar el desarrollo de la fase neurolégica de la TAH. Esta ocurre
aproximadamente 14 dias post-infeccion. El aceturato de diminaceno se us6 como farmaco
control. Cuando se administra pronto después de la infeccion (ie, antes de la infeccién del
SNC), el diminaceno elimina los parasitos de la sangre y previene la aparicién de la forma
neurolégica de la enfermedad en ratones2é. Cuando se administra 21 dias post-infeccidn, el
diminaceno solo elimina los parasitos del sistema sanguineo periférico. Puesto que lo
ratones ya han desarrollado la fase neuroldgica de la enfermedad, se observa la
reapariciéon de la parasitemia en la sangre después de algunos dias (ie, los parasitos

migran desde el SNC hacia el sistema sanguineo y linfatico).

Asi pues, tres grupos de ratones fueron tratados diariamente durante 5 dias (dias 14 - 18
post-infeccién) con los compuestos 2, 33e, y aceturato de diminaceno, respectivamente.
Luego, los ratones fueron monitorizados durante 180 dias mediante deteccion del parasito
en sangre. Para cada compuesto se calcul6 el “tiempo medio de supervivencia libre de
parasitos” (Ts). Pasados 180 dias sin detectar en parasito en la sangre, el ratén es

considerado curado. Los resultados del ensayo se presentan en la tabla 3.6.
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Tabla 3.6: Actividad in vivo del compuesto cabeza de serie 2 y de su derivado bis(1-
hidroxi-2-iminoimidazolidinico) 33e en el modelo murino de infeccién crénica por T. b.
brucei. El modelo GVR35 de infecciéon crénica reproduce la fase tardia (neurolégica) de la
TAH.

R
o N\\(“"
(\NH /@J\H/@/ HN\)
v
R

Tiempo medio

. . . Ts
b

Compuesto R Vl:_:l Dosis Curado?/ t1emp,o de (% del

admin.a (mg/kg) Infectado recaida
. control)d

(dias)c

aceturato de ip 1x 40 0/5 47 100%

diminaceno
2 H ip 5x50 Te Te

ip 5x20 0/5 51 108%

33e 0 ip 4 x40 1/4 78.7f 171%

H ip 5 %1009 0/4 52.3h 143%

a ip = intraperitoneal. » Nimero de ratones que sobreviven y estan libres de parasitos durante 180 dias. ¢
Tiempo medio de recaida de la parasitemia (en dias). ¢ Ts, Tiempo de supervivencia libre de parasitos;
calculado como 100 x (tiempo medio de recaida para los ratones tratados con el compuesto / tiempo medio de
recaida para los ratones control tratados con aceturato de diminaceno). ¢ Todos los ratones murieron después
del cuarto tratamiento. f 3 ratones recayeron en los dias 39, 46 y 50, un ratén sobrevivié sin parasitos
detectados por 180 dias. fEn este experimento, el tiempo medio de recaida para el ratdn control es 46 dias (n
=4).9 Compuesto administrado b.i.d. " Ratones control de este experimento = 36 dias (n = 6 ratones).

El compuesto cabeza de serie 2 no presenté actividad en la fase neurolégica de TAH a las
dosis probadas como anteriormente se habia comprobado. En cambio, el compuesto 33e
resultd parcialmente curativo en este modelo de fase neuroldgica de la TAH aumentando
el tiempo de supervivencia libre de parasitos, Ts, en 171% en comparacién con el control
(Tabla 3.6). Cuando se administr6 a una dosis de 100 mg/Kg b.i.d., 33e aument6 el Ts en
un 143% del control. Estos datos indican que el derivado N-hidroxilo 33e es mas activo
sobre la infeccién cerebral por tripanosomas que el compuesto sin sustituir 2. Ademas,
hay que destacar que 33e resulta mas seguro que el compuesto cabeza de serie 2 pues se
pudo administrar a una dosis bastante alta (100 mg/Kg) sin que se observasen signos de

toxicidad mientras que 2 resulté téxico a la dosis de 50 mg/Kg ip.
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Es sabido que los compuestos dicatiénicos suelen tener actividad antiprotozoaria no solo

sobre T. brucei sino también sobre otros parasitos relacionados ademas de P. falciparum.

Por lo tanto, todos los compuestos 1-alcoxilo también fueron cribados in vitro contra los

parasitos causante de la tripanosomiasis americana (T. cruzi), la leishmaniasis (L.

donovani) y la malaria (P. falciparum). Los resultados de estos ensayos se presentan en la

Tabla 3.7.

Tabla 3.7: Actividad in vitro de los compuestos cabezas de serie 2-4 y de sus derivados
bis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidina) contra T. cruzi, L. donovani, y P. falciparum.

R

X |
SSOR OIS IO
R R RI "DHA"

Cmpto X R T.cruzia L. donovani® P. falciparum K1¢ CitOti)éi;idad
2 NHCO H nde nd 0.0287 193
33a NHCO OMe 152.3 41.7 1.0 75.6
33b NHCO  OEt 130.6 45.9 1.3 101.9
33c NHCO OTHP 37.7 92.0 2.2 26.1
33e NHCO OH 161.0 >213 1.73 >213
3 NHCONH H nd nd 0.028f 104/
34a NHCONH OMe >228 170.6 5.131 112.7
34b NHCONH OEt >192 96.3 6.3 >192
34c NHCONH OTHP  130.8 88.3 1.9 23.2
34d NHCONH OBn 13.7 1.0 4.6 30.9
34e NHCONH OH 107.8 >206 2.8 >206
4 CH2CH: H nd nd 0.01¢/ 34.9f
35a CHCH2 OMe 319 137.6 1.1 77.7
35b CH.CH2 OEt 42.4 >176 0.778 35.9
35¢  CH:CH; OTHP 8.5 87.5 0.935 7.6
35e CH:CH. OH 111.4 178.7 0.642 88.4
5 DHA H nd nd 0.0186/ 37.2
36¢ DHA  OTHP 26.0 45.6 0.60 19.1
“ Amastigotes de la cepa Tulahuen C2C4; control: benznidazol, Clsy = 1.35 uM. ’ Amastigotes axénicos de la cepa

MHOM/ET/67/L82; control: miltefosina, Clso = 0.528 uM. © Estadio eritrocitario de la cepa KI resistente a cloroquina y
pirimetamina; control: cloroquina, CIsy = 0.132 pM ¢ Células L6: mioblastos esqueléticos de rata; control: podofilotoxina, Clsy =
0.012 pM. nd: “no determinado.
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En el caso de T. cruzi, los compuesto no presentaron actividad significativa, salvo en el
caso del compuesto 35c cuya Clso estd por debajo de 10 uM. Sin embargo, dicho
compuesto no es selectivo por el parasito. Frente a L. donovani tan solo el compuesto 34d
presentd una actividad interesante (Clso = 1 uM) con una selectividad frente a células de
mamifero destacable (IS = 30). Los mejores resultados se obtuvieron frente al parasito P.
falciparum. Todos los compuestos presentaron actividad moderada contra este parasito
con Clsp en el rango 0.642 - 6.3 uM. Estos datos corresponden a una pérdida de actividad
in vitro > 30 veces para los 1-alcoxi derivados 35-36a-e en comparacién con los
compuestos cabeza de serie sin sustituir 2-5. Sin embargo, estos resultados sugieren que
las bis(1-alcoxiimidazolidinas) podrian ser buenos candidatos en la busqueda de nuevos

farmacos contra la malaria.

3.6 Determinacion del pK, y del porcentaje de ionizacién a pH fisiolégico de los

derivados bis(2-iminoimidazolidinicos)

Utilizando la metodologia puesta a punto en esta tesis (Véase capitulo 6) hemos medido el
pK. de los compuestos cabeza de serie 2 - 5 y de los derivados 33a-b,e, 34a-b, 35a-b,e y
36a (Tabla 3.8). Para cada molécula, se calculé también el porcentaje de ionizacién a pH

fisiologico (pH 7.4) con la ecuacion siguiente:

100

% ionizacion
1 + 10®PH -~ pKa)

Para los compuestos cabeza de serie 2 - 5 se midieron pK.s superiores a 9.3
confirmandose la alta basicidad que presentan estos compuestos. Asi pues, estos
compuestos se encontraran protonados a pH fisiolégico (pH = 7.4) en una proporcién >
98%, confiriéndoles un caracter muy polar. Esto concuerda con la falta de actividad de
dichos compuestos cabeza de serie en la fase neuroldgica de la enfermedad del suefio ya

que al estar completamente ionizados no podran cruzar la BHE por difusién pasiva.

La introduccién de un grupo hidroxilo o alcoxilo sobre el nitrégeno N1 del anillo de 2-
iminoimidazolidina tiene por efecto la disminucién de la basicidad de dichos derivados en
aproximadamente 2 unidades de pK. (33a-e, 34a-b, 35a-e, 36a). No se observaron apenas
diferencias en el pK, de las moléculas al cambiar un hidroxilo por un metoxilo o etoxilo
(comparar 33e con 33a-b, y 35e con 35a-b). En estas series, destacan los derivados
33a,b,e con valores de pK, proximos a 7.4. Dichos compuestos solo estaran ionizados al

50% en el medio fisiologico lo que deberia mejorar su permeabilidad a través de las
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membranas biolégicas. En el caso del compuesto 33e, estos resultados concuerdan con la

actividad observada in vivo en el modelo murino de infeccién cerebral.

Tabla 3.8: Medidas experimentales de pK, y porcentaje de ionizacién a pH fisiolégico de
las bis(2-iminoimidazolidinas) y sus N-alcéxi derivados.

X
T
R R

%
Cmpto« X R A (nm)? pKa.+SD¢ Ionizacion
apH7.4
2 H 258/308 9.29+0.07¢ 98.7
33a OMe 258/312 7.27 £0.09 42.6
NHCO
33b OEt 258/308 7.34+£0.03 46.6
33e OH  258/298 7.43 £0.10 51.7
3 H 260/292 10.34+0.04 99.9
34a NHCONH OMe 240/270 7.95 +0.05 78.0
34b OEt 258/296 8.27 £0.07 88.1
4 H 260/310 10.71+0.10 99.9
35a OMe 236/262 8.01+0.12 82.3
CH:CH:
35b OEt 238/262 8.01+0.21 82.3
35e OH 238/264 797 £0.13 78.8
R
5 NN H 272/288 9.82+0.26 99.6
NH A
G T
36a R AT OMe 272/290 7.53+0.14 87.4

aEl compuesto fue redisuelto en DMSO (solucion madre) y diluido con el correspondiente buffer para alcanzar
una concentraciéon de 0.2 mM en cada pocillo (2% DMSO v/v).). b Longitud de onda analitica. ¢ pKa de los
grupos iminoimidazolinicos; solamente pudo ser calculado un valor de pK. para ambos grupos
iminoidazolinicos. ¢El valor del pKa fue calculado del promedio de al menos 3 medidas.

54



Sintesis y estudio de derivados 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinicos

3.7 Estudios de permeabilidad en la BHE, unién a proteinas plasmaticas y

metabolismo hepatico del derivado N-hidroxilado 33e.

3.7.1 Evaluacion in vitro de la capacidad de los compuestos para cruzar la barrera

hematoencefalica

Con el fin de corroborar los buenos resultados obtenidos con el compuesto 33e en el
modelo murino de fase tardia de la TAH, nos propusimos medir in vitro la capacidad de
dicho compuesto (y del correspondiente cabeza de serie 2) para atravesar la BHE.
Sabemos que para obtener actividad en la segunda fase de esta enfermedad es necesario
que los compuestos crucen esta barrera fisiolégica. Para simular la misma, se han utilizado
células endoteliales microvasculares inmortalizadas de cerebro humano (hCMEC/D3)
cuya utilidad como modelo in vitro de BHE esta bien establecida?’. A manera de referencia,
fue utilizado como farmaco control la pentamidina cuya permeabilidad en la BHE es baja,
resultando incapaz de curar la infecciéon cerebral por T. brucei?8. Como referencia de
transporte pasivo paracelular a través de las uniones celulares fue utilizado el compuesto
fluorescente hidrofilico “Lucifer yellow” (LY); la difusién paracelular del LY a través de la
BHE esta fuertemente restringida por la presencia de uniones estrechas entre las células
endoteliales. Por lo tanto, una baja permeabilidad del LY en este ensayo nos indica que las

células endoteliales estdn sumamente unidas simulando de muy buena manera la BHE.

H o H 9 o @
N _N. SO
HN" YN 8
O~ (o]
o
HoN NH2
NH,
Q
Pentamidina Lucifer yellow

Figura 3.4: Estructura de la Pentamidina y del Lucifer Yellow (LY).

Este tipo de ensayo tiene la capacidad de discriminar compuestos con baja, mediana y alta
permeabilidad. En este ensayo, las células endoteliales cerebrales fueron cultivadas en
placas tipo Boyden delimitandose dos compartimentos: los compartimentos luminal
(arriba) y abluminal (abajo) que representan los compartimentos sanguineo y cerebral,
respectivamente (Figura 3.5). Para iniciar el ensayo, los compuestos fueron colocados en
el compartimiento luminal. A diferentes tiempos (10, 25 y 45 min), cada inserto de cultivo
(con y sin células) se transfirié a un nuevo compartimento inferior conteniendo tampén de

transporte fresco.
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Q- vy
= R;\W\)

- Compuesto p—

Cémara luminal

Células endoteliales

||’||l” m Membrana permeable

Cémara abluminal

Figura 3.5: Esquema de una camara de Boyden con inserto utilizada en el ensayo in vitro de paso de BHE. La
superficie del inserto (ie, filtro con membrana permeable) esta precubierta con colageno y una monocapa de
células endoteliales hCMEC/D3.

Al final del ensayo, la cantidad de cada compuesto en los compartimentos inferiores a
diferentes tiempos, en el compartimento superior al final del experimento, y en la
disoluciéon de trabajo se cuantific6 por HPLC. Los coeficientes de permeabilidad se
calcularon mediante el “principio de aclaramiento”, es decir a partir de la pendiente del
volumen de farmaco aclarado desde el compartimento luminal al abluminal en funcién del
tiempo (véase los detalles en la parte experimental). Ante de iniciar el ensayo, se evalué la
calidad del modelo de BHE midiendo la permeabilidad del LY. El valor de permeabilidad
del LY (P. = 1.63 +/- 0.09 x 10-3 cm/min), que corresponde a una baja permeabilidad, se
normaliz6 a un valor de 100%. A continuacion, se determiné la concentracién de trabajo a
la cual los compuestos ensayados no afectaban la monocapa de células endoteliales. Esto
se consiguié midiendo la permeabilidad del LY en presencia de dichos compuestos. En el
caso de los compuestos 2 y 33e, la concentracién de trabajo fue de 100 uM. Los resultados

obtenidos se muestran en la siguiente grafica.
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Grafica 3.1: Valores de permeabilidad in vitro sobre la linea celular endotelial de cerebro

humano (hCMEC/D3) de la pentamidina, 2, y 33e comparados con el LY.

Permeabilidad
2001
150+
1004 —E
50-
0
LY Pent. 2 33e

La pentamidina mostré un valor de permeabilidad similiar al LY (Grafica 3.1, 91% vs
100%), lo que corresponde a una baja permeabilidad en este modelo in vitro. El
compuesto cabeza de serie 2 mostré un valor de permeabilidad ligeramente superior al LY
(133%), aunque sigue siendo una permeabilidad baja en este ensayo si se compara con
otros compuestos como la fenitoina y el diazepam que poseen una permeabilidad
intermedia y alta en la BHE272. De modo sorprendente, el compuesto 33e mostré un valor
de permeabilidad ain mas bajo (74%) que el compuesto cabeza de serie 2. Se descarto
que el compuesto pudiera ser metabolizado por las células endoteliales ya que el balance
de masa de los compuestos fue alrededor del 100% en todos los experimentos. Debido a
que el compuesto 33e fue el compuesto mas activo in vivo en el modelo de fase
neurolégica de la TAH (Tabla 3.6), es posible que penetre en el cerebro utilizando otra via
diferente a la de la difusién pasiva a través de la BHE. Para comprobar si nuestro ensayo
era capaz de detectar el paso del compuesto 33e a pesar de su baja permeabilidad, se
realiz6 un experimento adicional aplicando un choque osmético a las células endoteliales.
Dicho tratamiento induce una destruccién temporal de las uniones estrechas de las células
endoteliales permitiendo la libre difusién paracelular de los compuestos ensayados. Asi
pues, se midié la permeabilidad de 33e y del LY después de someter las células a un
choque hiperosmotico con una disolucién 1.4 M de manitol. Como se observa en la grafica
3.2, las permeabilidades del LY y de 33e aumentaron ampliamente: 692% vs 100% para

LY solo,y 217% vs 49% para 33e solo.
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Grafica 3.2: Valores de permeabilidad in vitro sobre la linea celular hCMEC/D3 de 35e en
ausencia y presencia de manitol y albumina de suero humano (BSA), respectivamente.
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Este ensayo confirmé que era posible aumentar la permeabilidad de 33e cuando las
uniones estrechas de las células endoteliales estan alteradas. Por lo tanto, es posible que
33e pueda alcanzar el cerebro de los ratones por rutas distintas a la via paracelular o la
difusién libre a través de ambas membranas plasmaticas endoteliales. Asi, 33e podria
pasar por transcitosis o ser transportado activamente hacia el cerebro a través de las
células endoteliales cerebrales. Durante los estudios de permeabilidad, se anadi6 albimina
de suero bovino (BSA) en el buffer del ensayo con la finalidad de facilitar la transcitosis.
Sin embargo, la presencia del BSA no aument6 la permeabilidad del compuesto 33e
(Figura 3.2, 28% vs 49% para 33e solo) indicando bien una baja afinidad por esta
proteina, o bien que la transcitosis no es la ruta principal de entrada en el cerebro. Para
confirmar estos datos, se estudi6 la unién a albumina de suero humano (HSA) de estos
compuestos utilizando la técnica de resonancia de plasmén de superficie. Los detalles de
este ensayo se recogen en el capitulo 7 de esta tesis. Cabe destacar que en estos ensayos, el
compuesto cabeza de serie 2 mostré una unién intermedia a la HSA mientras que 33e
mostré poca unién a dicha proteina, confirmando los resultados observados en los
ensayos de permeabilidad. Es importante resaltar que ese bajo nivel de unién a la proteina
plasmatica HSA deberia influir positivamente sobre la actividad de este compuesto

mediante el aumento de su concentracién libre en la sangre.
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3.7.2 Ensayo in vitro de metabolismo hepatico del derivado N-hidroxilado 33e

Nuestra hipoétesis de trabajo al sintetizar derivados N-alcoxilados de los cabezas de serie
fue que dichos compuestos podrian actuar como profdrmacos de las especies activas sin
sustituir (2 - 5). Esta hipoétesis se basaba en trabajos descritos en la literatura con
derivados de amidina y guanidina parecidos aunque no iguales2°. El metabolismo hepatico
de N-hidroxiamidinas (Ej. benzamidoxima) y N-hidroxiguanidinas (Ej. N-
hidroxidebrisoquina) con microsomas, fracciones mitocondriales y hepatocitos ha sido
estudiado ampliamente (Figura 3.6). Clement et al caracterizaron el “complejo
mitocondrial de reduccién de amidoximas” (mARC, por sus siglas en inglés)29. 30 como el
responsable de la reduccién de las amidoximas y N-hidroxiguanidinas a amidina y

guanidina, respectivamente29b.

oH mARC
N~ cyt bs NH
Amidoximas: | cytbsR
NH, NH,
NADH
benzamidoxima benzamidina
N-hidroxiguanidinas: ©i)\| N - ©i)\| NH
P oH T
NH, NH>
N-hidroxidebrisoquina debrisoquina
¢ H T H NH
NS
N - = g
N-hidroxiamidinohidrazonas: N/NYN\OH N \|//
NH, cl NH;
Cl
guanoxabenz guanabenz

Figura 3.6: Metabolismo de N-hidroxiamidinas y N-hidroxiguanidinas por el complejo mARC2%

Para comprobar si el compuesto N-hidroxilado 33e podria metabolizarse con el complejo
mARC, se llevaron a cabo estudios in vitro de metabolismo de 33e con microsomas y
fracciones mitocondriales humanos siguiendo el protocolo descrito por Clement et al2%
Dichos estudios fueron realizados por el Dr. Tomas Herraiz del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos y Nutriciéon (ICTAN) del CSIC. En estos ensayos, los metabolitos
se analizaron y cuantificaron por HPLC usando los compuestos de partida y metabolitos

esperados como patrones internos.
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En primer lugar, se puso a punto el ensayo y se validé estudiando la reduccién de la
benzamidoxima a benzamidina (ambos productos comerciales, Figura 3.6), obteniéndose
resultados similares a los descritos en la literatura3l. Una vez validado el ensayo, se llev6 a
cabo el ensayo con el compuesto 33e tomando el compuesto 2 como metabolito final
esperado en dicha reaccién (Figura 3.7). Después de 50 minutos de incubacién con
microsomas humanos en presencia de NADH en una concentraciéon de 1.2 mM no se
detecté ninglin metabolito y solo se detectd el producto de partida 33e. Estos resultados
indican que el complejo mARC no metaboliza la 1-hidroxi-2-iminoimidazolidina 33e in
vitro, por lo que dicho compuesto posiblemente no se active por esa via metabdlica (o por

ninguna) in vivo, aunque otras vias metabdlicas no se puedan descartar.

OH H
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Figura 37: Hipotesis de partida sobre el metabolismo de 35e por el complejo mARC.

En conclusion, parece que el derivado 33e no se metaboliza (al menos por el mecanismo
propuesto como hipétesis en esta tesis) al compuesto cabeza de serie 2, sugiriendo que su
actividad in vivo en los modelos murinos de TAH se debe a su actividad antiparasitaria
intrinseca nada desdenable (i.e., Clso = 0.888 uM contra T. b. rhodesiense). Para corroborar
estos datos, el compuesto 33e fue enviado al Instituto Tropical Suizo para realizar un
ensayo de farmacocinética en ratones con el fin de determinar su metabolismo in vivo.
Dicho ensayo no habia concluido en el momento de escribir esta memoria por lo que

seguimos pendientes de analizar estos resultados.
3.8 Discusion de los resultados

Se han sintetizados una nuevas series de derivados 1-alcoxilados de las bis(2-
iminoimidazolidinas) cabezas de serie 2 - 5 fueron sintetizadas con el fin de mejorar su
actividad in vivo en la segunda fase de la enfermedad del suefio. Para combatir esta fase de
la enfermedad, que se caracteriza por la presencia de parasitos en el cerebro y en el fluido
cerebroespinal, se hacen necesarios fArmacos capaces de cruzar la BHE. Sabemos que las
bisimidazolidinas son compuestos dicatiénicos que estaran protonados a pH fisiolégico;
por consiguiente, su permeabilidad en la BHE se ve comprometida. En esta tesis, hemos
demostrado que los derivados N-alcoxilados poseen un valor de pK. hasta 2 unidades

menor en comparacion con los compuestos cabezas de serie sin sustituir. Por lo tanto,
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estos nuevos derivados estaran menos ionizados a pH fisiol6gico, lo cual puede traducirse
en una mayor biodisponibilidad en el SNC en los ensayos in vivo. Hemos observado cierta
correlaciéon entre el pK. de nuestros compuestos y su actividad in vivo en el modelo
murino de fase tardia de la enfermedad del suefio, lo que era lo esperado segun la
hipétesis planteada en esta tesis. Asi, el compuesto 33e, el cual tiene solo un 50% de
ionizacién a pH 7.4, fue el compuesto mas activo de la serie en dicho ensayo. Aunque los
compuestos 33a-c poseen valores de pK, similares al compuesto 33e resultaron inactivos
in vivo probablemente debido al conjunto de dos factores: una ausencia de bioactivacién

metabdlica y una baja actividad intrinseca (Clso > 10 pM).

Es interesante resaltar que los compuestos mas activos sobre T. brucei, tanto in vitro como
in vivo, fueron los derivados N-hidroxilados 33e - 36e. Dichos derivados consiguieron
aumentar el tiempo de recaida en la parasitemia en el modelo STIB900 de TAH mientras
que el compuesto 33e fue curativo en dicho ensayo. Por este buen resultado, este
compuesto fue ensayado in vivo en el modelo murino de la fase tardia de la enfermedad.
En este modelo el compuesto 33e aumento el tiempo de recaida de la parasitemia en 143 -
171%, a diferencia del compuesto cabeza de serie 2 que no presentd actividad en esta fase

de la enfermedad.

Dado los resultados del compuesto 33e en los ensayos in vivo y los resultados de la medida
de pK. que indican un menor porcentaje de ionizacién a pH fisiolégico, se decidié medir la
permeabilidad de este compuesto, del cabeza de serie 2 y de la pentamidina (como
farmaco de referencia) en un modelo in vitro de BHE humana: el modelo hCMEC/D327b. El
valor de permeabilidad medido para la pentamidina (P. = 1.48 x10-3 cm/min) resulté
consistente con los datos in vivo descritos en la literatura; Sanderson et al. mostraron que
la pentamidina es capaz de atravesar la BHE hasta cierto punto aunque parte del farmaco
queda atrapado en el interior de las células endoteliales capilares. Ademas, dicho fArmaco
es también sustrato de las P-gp y la proteina asociada a resistencia multiple de fArmacos
(MRP)28. La permeabilidad medida para el compuesto cabeza de serie 2 (P. = 2.17x10-3
cm/min) fue ligeramente superior a la de la pentamidina; sin embargo, esta permeabilidad
sigue siendo baja lo que se traduce por una ausencia de actividad in vivo a nivel del SNC
(i.e., en el modelo murino GVR35). Estos datos confirman que los compuestos cabeza de
serie dicatiénicos (tanto 2 como la pentamidina) tienen escasa permeabilidad en la BHE y
que no se alcanza la dosis curativa en el cerebro de los animales infectados, explicando la
recaida en la parasitemia de los animales tratados con estos firmacos. Al igual que la
pentamidina, la participacién de transportadores de entrada (Ej. “human organic cation

transporter”, hOCT1)28 o excrecién (P-gp; MRP) podria ser responsable de la distribucién
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de estos compuestos en el SNC. En el presente caso, el uso de una dosis mas elevada in vivo
para superar la baja biodistribuciéon en el SNC no fue posible debido a problemas de
toxicidad que podrian estar relacionados con la interaccién de los compuestos con los

hOCTs, como ya se observé con diamidinas relacionadas3z.

Sorprendentemente, el compuesto 33e, que posee actividad en la fase neuroldgica de la
enfermedad del suefio, posee un valor de permeabilidad in vitro mas bajo que el
compuesto cabeza de serie 2 en el modelo hCMEC/D3 de BHE humana. En dicho modelo,
los valores mas altos de permeabilidad se midieron con los compuestos mas basicos que
estan > 98% ionizados a pH fisiologico. En cambio, el compuesto 33e (ionizado al 50% a
pH 7.4) mostré una permeabilidad menor con dicho modelo de BHE. Estos datos
aparentemente contradictorios podrian explicarse por la expresion diferenciada de
transportadores y enzimas metabolicas de la BHE en ratones (i.e. modelos murinos de
TAH) y humanos (modelo hCMEC/D3 de BHE humana). Por lo tanto, las diferencias entre
especies podrian ser responsables de las diferencias observadas entre los resultados in
vitro e in vivo. Podria ocurrir que 33e penetre en el cerebro por un transportador
especifico que se expresa en ratones pero no en la linea celular hCMEC/D3 utilizada en el
ensayo de permeabilidad3s. De hecho, se han observado leves diferencias con respecto a la
expresion de transportadores ABC (“ATP-binding cassette”) entre dicha linea celular y
microcapilares aislados de cerebro humano34. Por otra parte, el hecho de que 33e apenas
se una a la HSA (<10%, por SPR), y posiblemente a las proteinas de tejido (Ej. cerebro
humano), deberia dar lugar a una “concentracién plasmatica libre” del compuesto mas
alta, lo que a su vez daria lugar a una mayor actividad in vivo en el modelo CNS de la

enfermedad del suefio.

Por ultimo, los ensayos in vitro sobre cepas resistentes de T. brucei que no expresan los
transportadores TbAT1/P2 y HAPT (cepas TbAT1-KO y B48, respectivamente) mostraron
que el derivado 33e no depende de transportadores especificos para penetrar en el
parasito mientras que la captacion celular del cabeza de serie 2 depende en parte del
transportador de aminopurinas TbAT1/P2. Estos datos implican que 2 es propenso a la
resistencia cruzada con otros farmacos tripanocidas que utilizan este transportador (Ej.
melarsoprol, diminaceno) a diferencia del derivado N-hidroxilado 33e que no presenta

esta limitacion.
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3.9 Conclusiones

El objetivo de este capitulo era optimizar las propiedades farmacocinéticas de los
compuestos cabeza de serie bis(2-iminomidazolidinicos) (2 - 5), mas especificamente su
permeabilidad en la BHE, con el fin de conseguir moléculas activas en la fase tardia
(cerebral) de la TAH. Nuestra hipotesis de partida fue que dichos compuestos no llegaban
a pasar la BHE por difusién pasiva por estar cargados a pH fisioldgico. Para modular la
polaridad de estos compuestos, probamos disminuir la basicidad de las moléculas
mediante la introduccién de sustituyentes N-alcoxilo sobre el nitrégeno N1 de los anillos
de imidazolidina. Por lo tanto, se sintetizaron 18 derivados N-alcoxilados de las bis(2-
iminoimidazolidinas) cabeza de serie 2 - 5. Siete de estos compuestos fueron sintetizados
mediante un método “one pot” (33a-b, 34b,d, 352 y 36a,f) y los restantes 11 compuestos
fueron sintetizados siguiendo la misma ruta pero aislando las tioureas intermedias (37 -
43) para luego realizar la ciclacién intramolecular. De esta manera se obtuvieron los
compuestos 33c, 34a,c, 35b-c y 36b-c; Los compuestos 33e-36e fueron obtenidos por

hidroélisis acida del grupo THP presente en los compuestos 33c¢ - 36c¢.

Se midieron los pKa.s de los compuestos cabezas de serie y sus derivados N-hidroxilo y N-
alcoxilos (33a-b, 34a-b y 35a-b,e) comprobandose que la introduccién de sustituyentes
alcoxilos (-OR, R = H, Me, Et) sobre el nitr6geno N1 de los anillos de imidazolidina reducia
la basicidad de estas moléculas en aproximadamente 2 unidades de pK.. Los compuestos
cabeza de series poseen un pK, en el rango 9.3 - 10.7 lo que supone un porcentaje de
ionizacion a pH fisiologico superior al 99%. Nuestros derivados N-alcoxilados poseen un
pKa en el rango 7.3 - 8.3 lo que supone un menor porcentaje de ionizacion a pH fisiolégico

(en el rango 42 - 88%).

Entre todos estos compuestos, Uinicamente los 1-hidroxi derivados 33e - 36e mostraron
eficacia in vivo en la fase temprana de la enfermedad en ratones, logrando aumentar el
tiempo de recaida en la parasitemia cuando fueron administrados intraperitonealmente.
El derivado 33e es el unico que fue curativo para los ratones infectados cuando fue
administrado a una dosis de 20 mg/Kg (ip). Debido este buen resultado, dicho compuesto
fue ensayado en un modelo murino de la fase neurolégica de la enfermedad del suefio. En
este caso el compuesto 33e fue capaz de aumentar el tiempo de recaida en la parasitemia
aunque no llegé a ser curativo. En comparacion, el compuesto cabeza de serie 2 no
presentd actividad en esta fase de la enfermedad. Por lo tanto, podemos concluir que la

sustitucion del nitrégeno N1 del anillo de imidazolidina con grupos hidroxilo reduce la
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basicidad de estas moléculas y a su vez mejora la actividad in vivo (ie, la

biodisponibilidad cerebral) en la fase neurolégica de la enfermedad del suefio.

Otra propiedad interesante de estos compuestos N-hidroxilados es su baja citotoxicidad en
comparacion con los compuestos cabeza de serie, que se traduce por un mayor indice

terapéutico y menos toxicidad in vivo.

Por ultimo, hemos comprobado que el derivado mas activo sintetizado en este capitulo
(33e) no se metabolizaba in vitro por el complejo mARC tal como lo habiamos supuesto.
Por lo tanto, parece que dicho compuesto no actiia como profarmaco sino como farmaco
gracias a su actividad intrinseca sobre T. brucei (Clso = 0.888 uM). Aunque todavia estan
pendientes los resultados del estudio in vivo de farmacocinética de 33e, estos datos
preliminares sugieren que los derivados N-hidroxilados de imidazolidina son una nueva
clase de moléculas tripanocidas con un interesante potencial para la fase neurolégica de la

TAH.
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4. Sintesis y estudio de la actividad tripanocida de derivados de N-alcoxi

y N-alquilguanidinas
4.1 Antecedentes sobre la sintesis de N-alcoxi y N-alquilguanidinas

El potencial antiparasitario de los derivados de guanidina ha sido descrito en numerosas
ocasiones desde hace mas de 60 afios!. Dichos compuestos, al igual que los derivados 2-
aminoimidazolinicos descritos en la capitulo 3 de esta tesis, son compuestos muy basicos
que estaran protonados a pH fisiolégico2. De la misma manera, la N-aquilacién o N-
alcoxilacién del grupo guanidina deberia modular la basicidad de estos compuestos asi
como su lipofilia. Segin nuestra hip6tesis, estas modificaciones deberian tener un efecto
positivo sobre la actividad tripanocida de estos derivados en la fase cerebral de la TAH.
Por lo tanto, decidimos preparar dos series de derivados N-alcoxilo y N-alquilo de los

compuestos cabeza de serie 7 y 8 para probar esta hipétesis.

R. X R
H.N” N N~ “NH;
H H

7: X = NHCO, R = H
8: X = NHCONH, R=H

. 57-63. X = NHCO, R = alquilo, O-alquilo, OH
Nuevos derivados { 64-66: X = NHCONH, R = alquilo, OH

Cabezas de serie {

Figura 4.1: Estructuras de los compuestos cabeza de serie 7- 8 y sus nuevos derivados.

En la literatura se han descrito diferentes rutas para la sintesis de guanidinas N-
sustituidas. En su mayoria, las rutas sintéticas empiezan con la formacién de una tiourea
1,3-disustituida obtenida a partir de la reaccion de una amina primaria con un
isotiocianato (Esquema 4.1, a). A continuacién, la tiourea se puede activar de diferentes
maneras (b-e) para reaccionar con aminas primarias dando lugar a las guanidina di- o
trisustituidas. Linton et al preparan la tiourea protegida como carbamato (a, b), para
luego hacerla reaccionar con diferentes tipos de aminas, formando asi la guanidina
protegida que tras una desproteccién conduce a la guanidina disustituida3. Sambrok et al
activan la tiourea como sal de isotiouronio (c) la cual reacciona luego con una amina
primaria (alifatica o aromatica) o una alcoxiamina, obteniéndose las N-alquil y N-
alcoxiguanidinas trisustituidas (Esquema 4.1)4. Otras alternativas consisten en formar una
carbodiimida mediante desulfuraciéon de la tiourea (e), o preparar derivados de 1-
cloroformamidina (d) que luego se hacen reaccionar con una amina primaria para obtener
la guanidina correspondienteS. Es de mencionar que estas rutas conllevan a la formacién

de guanidinas trisustituidas. Barvian et al preparan en su sintesis guanidinas
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trisustituidas a partir de la carbodiimida en donde uno de los grupos R es un grupo
protector y una amina (f). En este caso, el ultimo paso de la sintesis es una reaccién de
desproteccion que da lugar a la guanidina disustituidadé. Por el contrario Dangate et al
hacen reaccionar la carbodiimida obtenida a partir de la tiourea con amoniaco para

obtener asi la guanidina disustituida (g)’.

NH,

Esquema 4.1
R
hy
R. .
N ON-CP
H H
~
R-NH, |(b) ® S
EDAC/DIPEA/EtzN Ff‘N/ N/Gp
"H H
R-NH,
Mel
© R R
NCS $ ) i
. S R\NJ\ _Gp R NJ\N/GP R NJL
R 2 (a) H H )DIAP/PPh; H H H
Gp = Grupo protector HC]
(d) R. f
N R-NH,
|
)\ -Gp
EDAC/DIPEA/ELN cr N
DIAP/PPhy | (®
i) R-NH,
i)y desproteccion
(9) NH4
R-N=C=N-R

4.2 Sintesis de las N-alquil y N-alcoxiguanidinas (52 - 61).

La sintesis de las N-alquil y N-alcoxiguanidinas disustituidas se llevé a cabo siguiendo la
metodologia de Linton et al3 (Esquema 4.2). El primer paso consiste en la formacion de
una  etoxicarboniltiourea  por reaccibn entre una amina primaria y
etoxicarbonilisotiocianato. Luego, la tiourea puede reaccionar con diferentes alquil- y
alquiloxiaminas en presencia de clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N™-
etilcarbodiimida (EDAC) dando lugar a las guanidinas correspondientes. A continuacion, la
desproteccion de la guanidina se puede llevar a cabo en medio basico (KOH) o acido (i.e.,

acido de Lewis)td,

73



Sintesis y estudio de N-alcoxi y N-alquilguanidinas

Esquema 4.2
o _NH;, o s o NH, NR
L es R L I r R |
P R 1.
0" °N o NN ~ H,N™ N
H H i) desproteccién H

4.2.1 Sintesis de las bis-(etoxicarboniltioureas) (45 - 46)

Las diaminas 25 y 27 se hicieron reaccionar con un exceso (2.2 equiv.) de isotiocianato de
etoxicarbonilo comprobandose la formacién de los productos por HPLC-MS. Las
etoxicarboniltioureas son insolubles en el disolvente de reaccién por lo que se purificaron

por simple filtracion, obteniéndose 45 y 46 con buenos rendimientos (Esquema 4.3)1d.

Esquema 4.3
0 X
2 IS OROWS:
EtO NCS
25, 27 EtO N N N N~ "OEt
DCM /0 °C at.a. H H H H

45 X =NHCO  (96%)
46: X = NHCONH (82%)
4.2.2 Sintesis de las 2-alcoxi-3-etoxicarbonilguanidinas y 2-alquil-3-

etoxicarbonilguanidinas (47 - 56).

Las N-alquilguanidinas 47 - 49 y 54 - 56 y las N-alcoxiguanidinas 50 - 53, (Esquema 4.4)
se obtuvieron por reaccion de las etoxicarboniltioureas 45 y 46 con un exceso (4 equiv.)
de las alquil o alcoxiaminas correspondientes en presencia de EDAC y DIPEA. La
purificacién de las guanidinas con espaciador de tipo benzamida (compuestos 47 - 53) se
realizé por cromatografia flash sobre silice con DCM/AcOEt (100/0 — 90/10). Para las
guanidinas con espaciador de tipo fenilurea (54 - 56), se utilizé6 un eluyente mas polar:
DCM/MeOH (100/0 — 90/10), obteniéndose los productos finales con buen rendimiento
(Esquema 4.4).
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Esquema 4.4
R R
X
LA O SO
—_—
N~ N N~ "N~ “OEt EtOJ\NJ\N NJJ\NJ\OEt
H H H H H H H H
45 X = NHCO 47: X =NHCO :R=Me (64%)
46: X = NHCONH 48: X =NHCO :R=Et (82%)
49 X = NHCO ‘R=i-Pr (77%)
50: X =NHCO ;R=0Me (43%)
i) R-NH, (4 equiv.)/EDAC/DIPEA/DCM 51: X=NHCO ;R =OEt (55%)
) 2 (4 equiv) 52. X =NHCO ;R =0Bn (70%)
53: X=NHCO ;R =O0THP (60%)
54: X =NHCONH ; R=Me  (67%)
55: X =NHCONH ; R=Et  (60%)
(67%)

56: X =NHCONH ; R=i-Pr (67%

4.2.3 Optimizacién de las condiciones de desproteccion del grupo etoxicarbonilo

para generar las N-alquil y N-alcoxiguanidinas (57 - 66) y sus hidrocloruros.

El procedimiento empleado para la sintesis de las 3-etoxicarbonilguanidinas ha
demostrado ser util para cualquiera de las hidroxilaminas o alquilaminas mencionadas.
Sin embargo, fue necesario optimizar las condiciones para la hidrélisis de los restos
etoxicarbonilo para dar lugar a las N-alcoxi y N-alquilguanidinas finales. Se probaron dos
estrategias de desproteccidn del grupo etoxicarbonilo. La primera metodologia descrita
por Zeghida et al utiliza acidos de Lewis como el cloruro o el bromuro de trimetilsililo
(TMSCl y TMSBEr, respectivamente)8. Se decidié probar con TMSCI ya que directamente
obtendriamos nuestros compuestos en forma de hidrocloruros. Se utilizé el compuesto 49
para la busqueda de estas condiciones. Para obtener la total desproteccion del grupo
etoxicarbonilo, se utilizaron diferentes condiciones de reacciones obteniéndose mezclas
los compuestos 49a - 49¢c y 57 (Esquema 4.5) que se detallan en la Tabla 4.1. En esta
tabla se muestra un resumen de la condiciones que se probaron (estequiometria,
disolvente, temperatura, tiempo de reaccién, microondas) y el porcentaje de los

productos de reaccién que se observaron por HPLC-MS segtn el esquema 4.5.

Esquema 4.5

e

H H

N.__N_ OEt
T TMSCI
N O

(o] N Condiciones:
)J\ J\ /©)LH )\ - Disolvente H,N™ N
EtO H H - Temperatura H §7
49 - Tiempo m/z 396 (M+H)
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Otros productos detectados por HPLC-MS: H H
N N.__OEt
N__NH hd i Q Tr
2 N O
T AT
N 3
H )\ 2 H
EtOJ\NJ\N
H H 49a H I

m/z 468 (M+H) o o R W/

H H
N.__N
T AT e LT
H
o

J H
HN" N 49b
miz 422 (M+H)

o o NN
S T
A Ho o
H H

49¢
m/z 448 (M+H)

Iz :):
Iz
4
==

La masa observada m/z 396 (M+H) corresponde a la estructura del producto deseado
totalmente desprotegido 57. También se observaron los iones moleculares m/z 422
(M+H) y 448 (M+H). El ion molecular m/z 422 concuerda con una de las estructuras 49b
propuestas para la desproteccion del grupo etoxicarbonilo en un lado de la molécula,
mientras que en el otro extremo se ha formado un anillo de 2-
isopropilaminoquinazolinona. Esto se debe probablemente a una reacciéon competitiva de
Friedel-Craft intramolecular que se puede dar entre el anillo aromatico y el resto
etoxicarbonilo®. El ion molecular m/z 448 concuerda con la estructura 49c en donde este
heterociclo se ha formado en ambos lados de la molécula. En la tabla 4.1 se presentan las
condiciones que se probaron para la desprotecciéon de los restos etoxicarbonilo. Se
observo que cuando la reaccion se llevé a cabo en DMF durante 60 minutos a 130 2C
utilizando microondas (MO) como fuente de energia, se obtenian mezclas de producto
proveniente de la reacciéon de desproteccion y de la reaccién de ciclacion intramolecular.
En el cromatograma se observé que los picos con t: = 1.47 min y t = 1.92 min poseian la
misma m/z = 422 (M+H). Esto puede deberse a que el compuesto 49 no es simétrico y por
lo tanto la ciclacién se puede dar de un lado u otro de la molécula generandose dos
posibles isomeros 49b con tiempos de retenciones diferentes. También se observo que a
esta temperatura de reaccién el producto mayoritario era 49c, proveniente de la doble

reaccion de ciclacion.
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Tabla 4.1: Condiciones de reacciéon y productos detectados durante la optimizacién de la
desproteccion del resto etoxicarbonilo utilizando TMSCI.

- ‘7 Compuestos observados
Condiciones de reaccion

por HPLC-MS
Disolv. T MO tiempo TMSCI Compuesto m/z %
(°C) (min)  (equiv.) P (M+H)  (UV)

57 396 22
49b (tr.=1.47 min) 422 10

DMF 130 si 60 8
49b (t.r.=1.92 min) 422 17
49c 448 51
57 396 74
DMF 80 si 20 10 49a 468 21
49 540 4
57 396 89
DMF 80 si 40 10 49a 468 11
49 540 0
DMF 80 si 60 10 57 396 96
DMF 80 si 60 10 49a 468 4
MeCN 100 si 10 10 49 540 74
49a 468 44

MeCN 100 si 20 10
49 540 56
49a 468 55

MeCN 100 si 30 10
49 540 45

Por tal motivo, se decidié disminuir la temperatura y probar la reaccién en otros
disolventes. Cuando se utilizé6 MeCN como disolvente y 10 equivalentes de TMSCl a 100 °C
durante 30 minutos, se observé la desprotecciéon de un solo grupo etoxicarbonilo,
obteniéndose 49a (55%) y el producto de partida 49. Cuando se realiz6 el experimento
con DMF a 80 °C, se observo que a los 40 min de reaccién, ya se obtenia 89% del
compuesto deseado 57 y no se observaba ninglin producto de ciclacién. Dejando la
reaccion durante 60 min se obtuvo el producto desprotegido 57 en un 95%. Por tal
motivo, se decidié utilizar estas condiciones para la desproteccién de los compuestos 47 -
56. Sin embargo, nuestros intentos para reproducir aquellos resultados con bisguanidinas
que llevan sustituyentes (ie, R = Et, OEt, OBn) distintos a los descritos por Zeghida et al.
no fueron exitosos?. Utilizando estas mismas condiciones, se volvieron a tener mezclas de

productos de desproteccion y quinazolinonas. Aparentemente, el método de
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desproteccion del grupo etoxicarbonilo con TMSCI es muy dependiente del sustituyente
presente sobre el amino N’ de la guanidina. Debido al poco éxito obtenido en la
deproteccion de los grupos etoxicarbonilos con TMSCI, pasamos a estudiar otro método
que consiste en la hidrolisis basica del grupo etoxicarbonilo con una mezcla de KOH (0.1
M o 1 M) en EtOH o MeOH!d. Dicho método genera los compuestos en forma de base libre.
De la misma forma que en el caso anterior, la bisqueda de condiciones se llevé a cabo con

el compuesto 49 como se muestra en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2: Condiciones de reacciéon y productos detectados durante la optimizacién de la
desproteccion del resto etoxicarbonilo utilizando KOH.

Compuestos observados

Condiciones de reaccion por HPLC-MS
Disolv. T MO tiempo KOH KOH Cmbto m/z %
(°C) (min) (Equiv.)  Conc. (M) P (M+H) uv
49a 468 56
EtOH 80 si 25 10 1
49 540 44
49a 468 76
EtOH 80 si 45 10 1
49 540 24
49a 468 80
EtOH 80 si 60 10 1
49 540 20
MeOH 80 no 720 10 0.1 57 396 100

El andlisis de los productos de reaccién por HPLC-MS mostr6 que en una hora de reaccion
en estas condiciones (KOH 1M/EtOH/80 °C/MO), mayoritariamente se formaba la
estructura 49a proveniente de la desproteccion de uno de los grupos etoxicarbonilo (m/z
468). Al cambiar el etanol por el metanol utilizando una concentraciéon mas baja de KOH
(0.1M) y calentando a 80 °C (sin MO) durante 12 horas se logro la total desproteccion del
compuesto 49, obteniéndose por recristalizacion el compuesto 57 con buen rendimiento
y pureza satisfactoria. Dichas condiciones de desproteccién se usaron con éxito para la
desproteccion de las etoxicarbonilguanidinas 47 - 56, obteniéndose las bisguanidinas 57

- 66 con buenos rendimientos (Esquema 4.6).
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Esquema 4.6

R
. X
oo 4 7L
47 - 56 ' JLN

meoHgooc  HaN" N

57 X=NHCO R=ipPr (
58: X =NHCO -R=FEt (
59: X =NHCO R =Me (
60: X=NHCO :R=0Me (
61: X=NHCO :R=OEt (
62: X=NHCO ;R=0Bn (70%
63: X=NHCO ;R =OTHP(60%
64: X =NHCONH ;R =Me
65: X =NHCONH ;R=Et
66: X = NHCONH ;R =i-Pr (

R
|

N
NJJ\NHZ
H

77%
64%
77%
43%
55%

90%
67%

)
)
)
)
)
)
)
)
)
60%)

Mediante la metodologia de desproteccién en medio basico, se obtuvo la forma neutra de

estas moléculas. Para conferir mayor estabilidad a los compuestos y facilitar su disolucion

en agua para los ensayos bioldgicos, fueron preparadas los hidrocloruros de todas las

bisguanidinas desprotegidas usando una disolucién de dioxano saturado con HCl,

(Esquema 4.7).

Esquema 4.7

R R
| X |

- e ® o

57-66 - D10xanoHCl(g)_ oy N N “NH I

§7a: X = NHCO
58a: X =NHCO
59a: X =NHCO
60a: X = NHCO
61a: X = NHCO
62a: X =NHCO
63a: X =NHCO
64a: X = NHCONH
65a: X = NHCONH
66a: X = NHCONH

yR=i-Pr
R=Et
R =Me
. R =0Me
;R =0OEt
. R=0Bn
; R=0H
. R =Me
R=Et
yR=i-Pr

De esta manera se obtuvieron los hidrocloruros 57a - 66a que fueron recristalizadas de

DCM. Es de mencionar que el compuesto 63a proviene de la desproteccién del grupo

tetrahidropiran6xido de 63 dando a lugar al derivado con el N-hidroxilo libre.
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4.3 Ensayos biologicos

4.3.1 Actividad in vitro de las bisguanidinas contra T. b. rhodesiense y P.
falciparum

Los compuestos 57 — 66 fueron ensayados sobre el parasito T. b. rhodesiense utilizando el
ensayo del “Alamar blue” detallado en el capitulo 3.5.1.1. La citotoxicidad de los
compuestos se midi6 sobre células L6 de rata lo que permitié calcular el indice de
selectividad hacia el parasito (Tabla 4.3). Estos compuestos fueron ensayados tanto en su
forma de base libre como en forma de hidrocloruro. No se apreci6 ninguna diferencia
significativa entre las dos formulaciones de estos compuestos. Ademas, se decidi6 evaluar
también la actividad antimalarica de estas bisguanidinas puesto que, en estudios
anteriores, los compuestos cabeza de serie precursores 7 y 8 mostraron actividades en el
rango nanomolar sobre el parasito plasmodio. Asi pues, se midié la actividad antimalarica
usando la cepa NF54 de P. falciparum (ie, cepa sensible a la cloroquina) con el ensayo de
incorporacion de [3H]hipoxantina?®. Los resultados se presentan en la Tabla 4.3.

Todas las bisguanidinas con sustituyentes N-alquilo presentaron actividad contra T. b.
rhodesiense en el rango submicromolar (Tabla 4.3). En particular, los compuestos con
sustituyentes etilo (58a, 65a) e isopropilo (57a, 66a) resultaron altamente eficaces con
Clso en el rango nanomolar y altos indices de selectividad (IS > 1000). Estos resultados
suponen unas actividades entre 2 y 3 veces superiores a las de los compuestos cabezas de
serie sin sustituir (7, 8). En cambio, las bisguanidinas con sustituyentes N-hidroxi y N-
alcoxilo (R = OH, OMe, OTHP, OBn) resultaron poco activas contra el parasito a excepcion
del compuesto 62 que present6 una actividad (Clso) por debajo de 1 uM (Tabla 4.3). Cabe
destacar que un espaciador de tipo amida entre los grupos 4-guanidinofenil (compuestos
7 y 57 -63) da actividades sobre T. brucei entre 5 y 10 veces mayores que un espaciador
de tipo urea (compuestos 8 y 64 - 66). Es de mencionar que todos los compuestos (salvo

63a) presentaron baja citotoxicidad frente a células de mamifero.

En cuanto a la actividad contra P. falciparum, 9 compuestos presentaron actividad
submicromolar contra este parasito, siendo los derivados sustituidos con etilo (58) e
isopropilo (57) los mas activos de la serie de la N-fenilbenzamida. En cambio, los
derivados N-metilo (64) y N-etilo (65) fueron los mas activos de los derivados de la urea
8. De la misma manera que para la actividad sobre T. brucei, las bisguanidinas con
sustituyentes N-hidroxilado y N-alcoxilo (R = OH, OMe, OTHP, OBn) resultaron menos

activas contra P. falciparum con Clso > 1 pM.
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Tabla 4.3: Actividades in vitro de las bisguanidinas y sus hidrocloruros contra T. b.

rhodesiense y P. falciparum.
R R
N (j/x(j N
HZNJLN NJ\NHz
H H

Cmpto X R T. b.rhod.« P.falc. NF54> Citotox. L6¢ ISt prucei?
Clso (uM)

7¢ NHCO H (2 HC]) 0.036¢ nd/ 11.5¢ 319
57a NHCO  iPr (2 HCI) 0,011 0,446 102,6 9327
58 NHCO Et 0,011 0,318 135,7 12336
58a NHCO Et (2 HC]) 0,009 0,232 118,0 13111
59 NHCO Me 0,563 2,01 165,7 294
59a NHCO  Me (2 HC]) 0,177 1,02 172,8 976
60 NHCO OMe 120,1 10,5 206,2 1.7
60a NHCO OMe (2 HCI) 56,0 7,5 141,0 2.5
61 NHCO OBn 0,052 0,405 110,8 2130
62a NCHO OBn(2 HCI) 3,13 2,83 6,6 2.1
63 NHCO OTHP 51,4 42,6 160,0 31
63a NHCO  OH (2 HCI) 4,88 3,58 99,6 20.4
8¢ NHCONH H (2 HCI) 0.187¢ nds > 235¢ > 1256
64  NHCONH Me 0,381 0,322 223,7 587
64a NHCONH Me (2 HC]) 0,264 0,192 177,3 671
65 NHCONH Et 0,146 0,301 157,8 1081
65a NHCONH Et(2HC]) 0,090 0,397 116,4 1293
66a NHCONH iPr(2HC]) 0,049 0,437 125,6 2563

a T. brucei rhodesiense STIB900 tripomastigotes. Control: melarsoprol, ICso = 0.008 uM; b P. falciparum cepa NF54 sensible a
cloroquina, estado eritrocitico. Control: cloroquina, ICso = 0.006 uM; ¢ Células de mioblastos esqueléticas de ratas. Control:
podofilotoxina, ICso = 0.014 pM; 9 Indice de selectividad = [ICso (cétulas 16) / ICso0 (1. 5. r)]; ¢ Datos publicados previamente!®./ No
determinado con esta cepa de plasmodio. Clso con P. falciparum K1 = 0.055 puM; ¢ No determinado con esta cepa de
plasmodio. Clso con P. falciparum K1 = 0.096 pM.

4.3.2 Actividad in vivo en la fase temprana (fase hemolinfatica) de la TAH de las N-

alquil y N-alcoxiguanidinas

Dados los buenos resultados en los ensayos in vitro contra T. b. rhodesiense de los
compuestos 57a, 58a, 65a y 66a, se procedié a ensayar su eficacia in vivo en la primera
fase de la enfermedad de suefio utilizando el modelo murino STIB90012. El ensayo se llevd
a cabo siguiendo el protocolo anteriormente detallado (3.5.2.1). Los resultados de los

ensayos se muestran en la siguiente Tabla.
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Tabla 4.4: Actividad in vivo de los compuestos cabezas de serie 7-8 y de sus
derivados N-sustituidos en el modelo murino de infeccién por T. b. rhodesiense.

R X R
o ® ® S)
cl H3NJJ\H HJLNHs Cl

Prom.
Compuesto X R a dmiziizt(izciéna (rgg;il:g) Curado?/Infectado de ddeias
recaidac
Control - - - - 0/4 7d
7¢ NHCO H ip 4 x 20 4/4e >60¢
8 NHCONH H ip nd/ nd nd
57a NHCO iPr ip 4 %20 4/4 >60
58a NHCO  Et ip 4 %20 4/4 >60
65a NHCONH Et ip 4 x 20 0/39 18.3
66a NHCONH iPr ip 4 x 20 0/2h 10

aip = intraperitoneal, po = per os. » Nimero de ratones que sobrevivieron y fueron libres de parastitos durante
60 dias. ¢ Promedio de dias de recaida en la parasitemia. ¢ Los ratones controles son siempre positivos (ie, con
parasitemia) y son sacrificados el séptimo dia del experimento. ¢ Datos previamente reportados en la
referencia []. /f No determinado. 9 Un ratén murié después de la primera inyeccién. » Dos ratones murieron
después de la cuarta inyeccién.

Los derivados de benzamida 57a y 58a fueron capaces de curar el 100% de los ratones
infectados. En cambio, los derivados de difenilurea 65a y 66a, aunque presentaron
actividad debil en esta fase, no fueron capaces de curar los ratones infectados y mostraron
cierta toxicidad (véase Tabla 4.4). Estos resultados demuestran el potencial tripanocida de

las N-alquilguanidinas derivadas de la benzamida 7.
4.4 Discusion de los resultados y conclusiones

Una nueva serie de derivados N-alquilados y N-alcoxilados de las bisguanidinas 7 y 8
fueron sintetizados como posibles nuevos farmacos contra la enfermedad del suefio. Al
igual que los N-alcoxi derivados de la bis(2-iminoimidazolidinas), la N-alquilacién o N-
alcoxilacién del grupo guanidinio tiene la finalidad de disminuir la polaridad de estas
moléculas (aumentando su lipofilia o bajando su pK,, respectivamente) para facilitar su

paso através de la BHE.

Todos los compuestos fueron obtenidos con el nitrégeno N1 de la guanidina protegido con
el resto etoxicarbonilo. Se comprobé que las mejores condiciones de desproteccién de este
resto eran una hidrélisis basica utilizando KOH y calentando la reacciéon a 80 °C. La

utilizacién de TMSCI para la desproteccion del resto etoxicarbonilo condujo a una mezcla
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del producto de desprotecciéon y de una 2-(alquilamino)quinazolinona producto de una
reaccion competitiva de Friedel-Craft intramolecular que se puede dar entre el anillo
aromatico y el resto etoxicarbonilo. Los resultados de los ensayos in vitro contra T. b.
rhodesiense mostraron que los derivados de guanidina con restos N-alcoxilo eran inactivos
mientras que los analogos con restos alquilicos, etilo (58a, 65a) e isopropilo (57a, 66a),
eran los mas eficaces contra este parasito, dando actividades en el rango nanomolar y una
selectividad > 1000 hacia el parasito. Estos compuestos resultaron tener mejor actividad
incluso que sus cabezas de serie 7 - 8. Por tal motivo, estos compuestos fueron elegidos
para probar su actividad en ensayos in vivo en un modelo murino de la fase hemolinfatica
de la enfermedad del suefio. Dos de los nuevos N-alquil derivados (57a, 58a) del cabeza de
serie 7 resultaron curativos in vivo en dicho modelo murino cuando fueron administrados
por via intraperitoneal a una dosis de 20 mg/Kg. Asi pues, se comprob6 nuevamente que

los mejores candidatos tripanocidas poseian el espaciador de tipo benzamida.

Como se espera que los sustituyentes alquilicos mejoren la lipofilia de este tipo de
compuestos, calculamos el coeficiente de particién octanol/agua (clogP) de dichos
compuestos utilizando el programa ChemBioDraw. Se comprobé que 57a y 58a tenian una
lipofilia mas alta (clogP = 3.14 y 2.51, respectivamente) que el cabeza de serie 7 (clogP =
0.79), por lo que dichos compuestos son buenos candidatos para el ensayo in vivo en el

modelo murino de fase tardia de la enfermedad del suefio.
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5 Sintesis y estudio de derivados fluorados y clorados del compuesto cabeza de

serie (2)

51 Antecedentes

Los ensayos in vivo en modelos murinos de enfermedad del suefio de los analogos N-
sustituidos de bis(2-iminoimidazolidina) y bis-guanidina confirmaron el gran potencial
tripanocida de los compuestos derivados de la N-fenilbenzamida (ie, cabezas de serie 2 y 7).
En particular, la estrategia que consiste en reducir el pK, de la molécula 2 introduciendo
sustituyentes N-hidroxilo sobre los anillos de imidazolidina permiti6 aumentar
moderadamente la permeabilidad de la BHE en el analogo 33e (véase capitulo 3). A pesar de
ser positivos, estos datos no resultaron del todo satisfactorios puesto que dicho compuesto
no llegd a ser 100% curativo en el modelo de fase tardia de la enfermedad. Tal vez se deba a
la modesta actividad intrinseca del analogo 33e (Clso = 0.888 pM) en comparacion con 2 (Clso
=0.025 uM).

Por lo tanto, decidimos probar otra estrategia para intentar disminuir el pK. de la molécula
cabeza de serie 2 y mejorar su permeabilidad de la BHE sin afectar, en la medida de lo
posible, su actividad tripanocida. Para ello nos planteamos la introducciéon de atomos de flior
o cloro sobre los anillos aromaticos del esqueleto de N-fenilbenzamida (Figura 5.1). Estos
atomos de haldgeno tienen una electronegatividad alta (3.98 y 3.17, respectivamente) y
funcionan como grupos electroatractores que, al ser introducidos sobre el anillo aromatico,
deberian disminuir la densidad electrénica sobre los grupos imidazolidina, rebajando asi el
pK. de la molécula. El uso de grupos electroatractores para modular la basicidad de grupos
adyacentes es una herramienta bien establecida en Quimica Médical. Ademas, los atomos de
halégeno (F, Cl) se pueden usar para conferir estabilidad metabdlica, modular la lipofiliaz, o
aumentar la permeabilidad en membranas de las moléculas mediante la formacion de

puentes de hidrégeno intramoleculares3.

H
N

N
8 AT
SSOR R
B
H

X=F,Cl

Figura 5.1: Estructura general de los derivados fluorados y clorados del compuesto cabeza de serie 2.
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Asi pues, se decidi6 preparar derivados de compuesto 2 sustituyendo uno de los protones
aromaticos (anillos A y B, Figura 5.1) por un atomo de fltior o cloro.

La estrategia sintética elegida se resume en el esquema 5.1. Consiste en la reaccién de los
cloruro de 4-nitrobenzoilo sustituidos con derivados de 4-nitroanilina para obtener las 4-
nitro-N-(4-nitrofenil)benzamidas correspondientes. Luego, por reduccion de los grupos nitro
se obtienen las diaminas que se hacen reaccionar con la N,N'-di(terc-
butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona, generandose los compuestos bis(2-aminoimidazolinicos)
deseados totalmente protegidos con Boc. Los grupos Boc se eliminan por hidrélisis acida en el

ultimo paso de la sintesis obteniéndose los productos finales 79a - 83a (Esquema 5.1).

Esquema 5.1
Ry N H
i 8T
H,N R HN
cl . ‘L, (\NH N
-_— s Rj3
02N R3 N02 —— H N

R1 R1

83a: R1:F, R2:R3:R4:H
84a: RZZF, R1:R3:R4:H
85a: R3:F, R1:R2:R4:H
86a: R4:F, R1:R2:R3:H
87a: R1:CI,R2:R3:R4:H

Ry Ry Rg Rg=H, F,Cl

5.1.1 Sintesis de las 4-nitro-N-(4-nitrofenil)benzamidas (70 - 72, 76 - 77)

La sintesis de los derivados con el fldor y el cloro en el anillo A de la benzamida se inicié con
la formacién de los cloruros de acidos 67a - 69a (Esquema 5.2). Esta se llevd a cabo por
reaccion de los acidos carboxilicos comerciales 67 - 69 con cloruro de tionilo. Después de
evaporar el exceso de cloruro de tionilo, los cloruros de acido 67a - 69a, se hicieron
reaccionar directamente con la 4-nitroanilina disuelta en tolueno y en presencia de DIPEA.
Los productos fueron purificados por precipitacidon en tolueno frio y sucesivos lavados con
HCI 0.1 M, agua y metanol. De esta manera los compuestos 70 - 72 se obtuvieron con buenos

rendimientos (Esquema 5.2).
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Esquema 5.2
R, O HaN R. O NO,
OH SOCI cl NO, H
70°C DIPEA#tolueno/100 °C
OzN OZN
O,N
R1 R1 R1

67.R,=F Ry =H 67a:R{=F ; Ry =H 70.R;=F iRy=H (81%)
68:R;=H;R,=F 68a R, =H ;R,=F 7R =H iRy =F (77 %)
69:R1:C|;R2:H 693:R1:C|;R2:H 72:R1:C|,R2:H(75 A))

En el caso de las benzamidas sustituidas en el anillo B (76, 77), la reaccion se llevé a cabo por
reaccion del cloruro de 4-nitrobenzoilo (73) con la 2-fluoro-4-nitroanilina (74) y la 3-fluoro-
4-nitroanilina (75), respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo en tolueno en
presencia de un exceso de DIPEA a 100 °C durante 30 minutos usando microondas como
fuente de energia (Esquema 5.3). Las benzamidas precipitan en tolueno, por lo que se
pudieron aislar por filtracion, lavar sucesivamente con HCI 0.1 M, agua y MeOH, obteniéndose

los compuestos 76 y 77 con buenos rendimientos y con alta pureza (Esquema 5.3).

Esquema 5.3

R4

o o NO,
o N R4 Tolueno/DIPEA/M.of 100°C N

+ > H R

O,N R NO, 30 min O,N 3
73 74:Ry=F,R4=H 76:R;=F ;R,=H (79%)
75:Ry=H,R,=F 77:R3=H ;Ry=F (75%)

5.1.2 Sintesis de las 4-amino-N-(4-aminofenil)benzamidas (78 - 81)

La reduccién de los grupos nitro de los compuestos 70, 71, 76 y 77 se llevo a cabo por
hidrogenacién catalitica utilizando Pd-C (5%) como catalizador bajo una atmésfera de Hz y
metanol como disolvente (Esquema 5.4), obteniéndose los compuestos 78 - 81 con buenos

rendimientos por recristalizacion de metanol.
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Esquema 5.4
R4 R4
NO NH
R, O 2 R, O 2
N H,/Pd-C/MeOH _ N
H Rs H R,
05N H,N
R1 R1
70:R;=F, R, =Ry =R, =H 78:R;=F, Ry =Ry =R, = H (45%)
71:R2:F,R1:R3—R4—H 79:R2:F,R1:R3—R4:H(41%)
76:R3—F,R1:R2:R4:H 80:R3—F,R1:R2:R4:H(81%)
77:R,=F. Ry =R, =Ry =H 81:R,=F R;=R,=R,=H (61%)

La reducciéon de los grupos nitro del compuesto 72 por ese mismo método dio como
resultado una mezcla de la diamina deseada 82 y del producto deshalogenado 72a en una

proporcion (8:2). Dicho subproducto proviene de la deshalogenacion reductiva bien de 72 o

de 82(Esquema 5.5).

Esquema 5.5

NO
o 2
N H,/Pd-C/MeOH _
H
O2N 72

Cl

Para evitar la formacion de este subproducto, se procedié a realizar la reduccién de los
grupos nitro utilizando cloruro de estafio II (SnCl,.10H,0). De esta manera se obtuvo la

diamina 82 con buena pureza (Esquema 5.6).

Esquema 5.6
NH
SnCl,.10H,O
N ntly 2 N
H H
O,N H,N
72 Ccl 82(31%)

Cl
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5.1.3 Sintesis de las 4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-[(4-(imidazolidin-2-
ilideneamino)fenil)]benzamidas (83 - 87) protegidas con grupos terc-butoxicarbonilo
(Boc)

La introduccién de las imidazolidinas protegidas con Boc se llevé a cabo a partir de las
diaminas aromaticas 78 - 82 siguiendo el protocolo previamente puesto a punto en el grupo
con N,N’-bis(terc-butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona (78)/HgCl./EtsN en DMF anhidra4. Los
productos fueron purificados por cromatografia flash sobre silice con una mezcla de
hexano/AcOEt (1:1) y posteriormente recristalizados de acetato de etilo frio, obteniéndose
los compuestos 83 - 87 con bajos rendimientos (Esquema 5.7). Estos bajos rendimientos se
deben a la poca reactividad (nucleofilia) que han mostrado este tipo de benzamidas

sustituidas con atomos de halégeno

Esquema 5.7
R
4 Boc
N N
/U\ N BocN
BocN~ NBoc (\ NBoc H
\_J/ NSy Rs
78 Boc

Ry

78 - 82 >

or _ [
HgCly/Et;N/DMF/ 0 °C - 60 °C 83 R, =F R,=R;=R;=H

) (13%)
84 R,=F, R{=R3=Rs=H (11%)
86 R;=F,Ri=R,=Ry=H (17%)
86:R4:F,R1:R2:R3:H ( )

(10%)

5.1.4 Eliminacidn de los grupos protectores Boc para obtener los derivados fluorados

(83a-86a)y clorado (87a) de la N-fenilbenzamida 2

La desproteccion de los grupos Boc de los compuestos 82 - 87 se llevé a cabo afiadiendo una
disolucién de dioxano saturada de acido clorhidrico (HCl)) sobre los derivados protegidos
disueltos en DCM, obteniéndose los compuestos 82a - 87a como sales dihidrocloruros
(Esquema 5.8). El analisis por HPLC-MS del crudo de reaccién mostré la presencia de un
subproducto cuyo ion molecular m/z 314 (M + H) y m/z 330 (M + H), en una proporcion de
90:10 en comparacion con los productos deseados. Estas masas concuerdan con las
estructuras 82b - 87b, posiblemente de la pérdida de uno de los anillos de imidazolidina en la
molécula (Esquema 5.8). También se realizé una prueba de desprotecciéon del grupo Boc
utilizando acido trifluoroacético, obteniéndose practicamente el mismo resultado. Los

compuestos 86 y 87 se purificaron por cromatografia sobre silice obteniéndose los productos
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deseados mezclados con subproductos provenientes de la desproteccién parcial de los grupos
protectores Boc. Por lo tanto, los compuestos 86 y 87 no se aislaron como sustancias puras
por lo que no se da su caracterizacion por RMN. Se identificaron por HPLC-MS las mezclas de
86 y 87 con sus subproductos parcialmente desprotegidos. Comprobamos a continuacién que
el tratamiento acido de estas mezclas daba lugar, como esperabamos, a los productos finales

deseados totalmente desprotegidos.

Esquema 5.8
S}
C|@ R Ci
R4 H H 4 @
N® N NH5
Rz (0] AN Rz (0]
dioxano HI\IIJ
HCl g, sat. (\ﬂ H + (\NH H
83-87 — — o e R
@CI R1 CIG) R1

83a:R;=F Ry=R3=R,=H (83%) 83b:R;=F, R, =Ry =R, = H
84a:Ry=F,R;=R3=R,=H (83%) 84b: R, =F,R; =Ry =R, = H
85a: Ry=F,Ry=R,=R,=H (79%) 85b: R;=F, Ry =R, =R, = H
863:R4:F,R1:R2:R3:H ( ) 86b:R4:F,R1:R2:R3:H
87a:R1:C|,R2:R3:R4:H( ) 87bZR1:C|,R2:R3:R4:H

La utilizaciéon de dioxano saturado con HCl) tiene como ventaja la obtenciéon directa de los
hidrocloruros. Esto facilita su purificacién ya que estas sales son insolubles en dioxano lo que
nos permitiria purificarlas por recristalizacién. Para minimizar la formaciéon de los
subproductos 83b - 87b, la reacciéon de desproteccion se llevé a cabo a 0 °C. Para esto, los
compuestos fueron enfriados antes de afadir el dioxano saturado con HCly) Después de
comprobar por HPLC-MS la total desproteccion de los grupos Boc, se filtraron y se lavaron

con Et,0, obteniéndose los compuestos 83a - 87a con buena pureza (Esquema 5.8).

93



Sintesis y estudio de derivados fluorados y clorados

5.2 Ensayos bioldgicos

5.2.1 Actividad in vitro de los derivados 83a - 86a contra T. b. brucei

Los compuestos fluorados derivados del compuesto cabeza de serie 2 fueron ensayados sobre
el parasito T. b. brucei utilizando el ensayo del “Alamar blue”detallado en el capitulo 3.0. Los
compuestos 83a y 86a mostraron actividad baja contra este parasito. El compuesto 85a
mostré una actividad moderada mientras que el compuesto 84a ha sido el mejor con una Clsg
=1 uM en este ensayo (Tabla 5.1). Cabe destacar que en estos dos ultimos compuestos, que
son los mas activos, el atomo de fluor se encuentra en orto del grupo amida del espaciador. En
los compuestos menos activos (83a y 86a), el atomo de fluor se encuentra en orto del anillo

de imidazolidina.

Tabla 5.1: Actividad in vitro de los compuestos fluorados 83a - 86a contra T. b. brucei.

Ra H
N._N
P A
(\NH @ N HN
H
H)\\N R3

Ry
Clso (UM)
compuesto R T. b. bruceia
83a R1:F; R2:R3:R4:H 52.5
84a R;=F;Ri=R3=Rs=H 1.02
85a R3=F;Ri=Rz=Rs=H 11.9
86a Rs=F;Ri=R;=R3=H 31.9

a Cepa silvestre: tripomastigotes de T. b. brucei s427. Control: pentamidina, Clso = 0.005 pM.

5.3 Medicion del pK, de las moléculas 83a - 87ay discusion de los resultados

Nuestro objetivo, al sintetizar derivados fluorados y clorados de 2, era disminuir la densidad
electrénica sobre los anillos de imidazolina (es decir, reducir la basicidad de dichos grupos)
introduciendo atomos electronegativos sobre los anillos aromaticos al los que estan unidos.
Para comprobar el efecto de dicha sustitucion sobre la basicidad de la molécula, se midieron
los pK.s de los derivados 83a - 87a utilizando la técnica puesta a punto durante esta tesis

(véase capitulo 6). Los resultados se muestran en la Tabla 5.2.
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Tabla 5.2: Medidas experimentales de pK, de los compuestos 83a - 87a.

Rs H

N N

SNy
S ;

Ry

compuesto R A(nm)> pKa.x SD¢
2 Ri=R;=Rs=Rs= H 258/308  9.29+0.07

83a Ri=F,R;=R3=R4=H 314/380 9.09+0.10
84a R2=F,;Ri=R3=R4=H 260/314 8.55+0.01
85a R3=F,Ri=R2=R4=H 243/309 9.40+0.11
86a Rs=F,Ri=R2=R3= H 263/313 9.43+0.02
87a Ri=CL,R2=R3=R4=H 260/312  8.57+0.05

aE]l compuesto fue disuelto en DMSO (solucién madre) y diluido con el correspondiente buffer para alcanzar una
concentracién de 0.2 mM en cada pocillo (2% DMSO v/v).). ¥ Longitud de onda analitica. ¢ pKa de los grupos
iminoimidazolidinicos; solamente pudo ser calculado un valor de pKa. para ambos grupos imidazolinicos. El valor
del pKa fue calculado del promedio de al menos 3 medidas independientes.

La introduccién de un atomo de fluor o cloro sobre los anillos aromaticos A y B de la
fenilbenzamida no resultdé en un cambio drastico del pK, de los compuestos 83a - 87a. Sin
embargo, se observo una clara diferencia en el efecto sobre el pK, dependiendo de qué anillo
(A o B) estuviera sustituido. Asi pues, los compuestos con un atomo de fluor (83a, 84a) o
cloro (83a) sobre el anillo A tienen un pK, mas bajo (0.2 a 0.8 unidades de pK.) que el
compuesto cabeza de serie 2 sin sustituir. Por el contrario, los compuestos 85a y 86a con el
atomo de fluor en el anillo B tienen un pK, parecido o ligeramente superior (0.11 a 0.14
unidades de pK,, respectivamente) al compuesto cabeza de serie 2. En este caso, la posicion
del fldor sobre el anillo (en orto, R4, 0 en meta, Rs, respecto al anillo de imidazolidina) no
parece tener mucha influencia sobre el pK. de la molécula. En cambio, el efecto del atomo de
fldor sobre el pK, estd mas marcado cuando esté se encuentra en el anillo A en posiciéon meta
de la imidazolidina (84a, pK. = 8.55). Curiosamente, la misma reducciéon de pK. se observa
cuando el atomo de cloro se encuentra en el anillo A en orto de la imidazolina (87a, pK. =
8.57). Olsen et al. han medido efectos del mismo orden (ie, disminucién de 0.3 y 0.44 unidades
de pK. para un atomo de fldor en meta y orto de la fenilamidina, respectivamente) sobre el pKa
del grupo amidina de inhibidores de trombina. Por lo tanto, la influencia del atomo de
halégeno sobre la basicidad de estas moléculas es mas marcada cuando el haldégeno se
encuentra en el anillo A de la N-felnilbenzamida. Sin embargo, cabe destacar que la amplitud

de dicho efecto depende del &tomo considerado y de su posicién (orto o para) con respecto al
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anillo de imidazolina. Esto puede deberse a que en el anillo A, ademas de poseer el atomo de

fluor o cloro, tiene otro grupo desactivante como lo es el carbonilo de la amida.

5.4 Conclusiones

Se han sintetizado 4 derivados fluorados y un derivado clorado del compuesto 2 para intentar
reducir la basicidad de dicho cabeza de serie. El objetivo se logré para 3 compuestos
sustituidos en el anillo A (83a, 84a, 87a) aunque solo se observé una reduccién notable del
pK. para los compuestos 84a y 87a, con fluor en meta y cloro en orto del grupo imidazolidina,
respectivamente. Estos compuestos fueron ensayados in vitro sobre T. b. brucei. Se observd
una actividad entra baja y moderada contra este parasito. Solo el compuesto 84a presentd
buena actividad contra T. b. brucei (Clso = 1.02 uM). Cabe destacar que este compuesto
presentd el pK. mas bajo de los compuestos ensayados (pK. = 8.55). Por lo tanto, se hace
necesario medir la actividad contra T. b. rhodesiense para corroborar el potencial tripanocida
de estos compuestos.
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6. Determinacion de constantes de ionizacion por espectroscopia UV
6.1 Introduccion

La constante de ionizacién de un farmaco (pKa.) es un parametro fisicoquimico necesario para
conocer el estado de ionizacion de dicho farmaco dentro del cuerpo. Las propiedades
farmacocinéticas ADME (Administracion, distribuciéon, metabolismo y excreciéon) de los
farmacos y la manera en que estos interactian con sus dianas, asi como la liposolubilidad
(logP), solubilidad y permeabilidad estdn muy relacionadas con su estado de ionizacion, es
decir, su constante de disociacion acida también conocida como constante de acidez (K.)!. En

la practica, la constante de acidez se expresa mediante una medida logaritmica de K,2:

pKa=-logio Ka

La hipotesis de partida de este trabajo de tesis fue que las bis(2-iminoimidazolidinas) y las
bisguanidinas cabezas de serie 1 - 10 no mostraron actividad in vivo en la fase tardia
(neurolégica) de la TAH por no penetrar el SNC debido a su baja permeabilidad en la BHE. Por
su caracter basico, estos compuestos estaran protonados a pH fisiolégico lo cual influira en su
permeabilidad en la BHE. Se sintetizaron varias series de derivados (Ej. derivados N-
alcoxilados, derivados fluorados) con el fin de modular la basicidad de dichos compuestos
prototipo. Por lo tanto, un objetivo importante de este trabajo fue medir los pK.s de los
compuestos sintetizados para poder evaluar su porcentaje de ionizacion a pH fisioldgico.

Cabe destacar que los compuestos estudiados poseen dos grupos imidazolidinicos basicos por
lo que deberia observarse dos valores de pK. (pK.l y pK.2) tal como se muestra en el
Esquema 6.1. Sin embargo, a nivel experimental no fue posible calcular un valor de pK, para
cada grupo imidazolidinico sino que se observo un valor de pK. “promedio” para cada

molécula. Estos resultados se discuten mas adelante en este capitulo.
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Esquema 6.1

X
X NH HN
NH HN PKa1 (Y D
O e O 1
RO H H OR RO OR
X
X NH HN
n T s G OO
(I\I\/KCK/@/ \©\N//LN N)\\N N//LI\\I
rRo H OR RO OR

Entre los métodos mas utilizados para medir pK.s estan: (a) La valoracién potenciométrica, en
la que el pK. se determina mediante una curva de valoracidn; (b) la espectroscopia
ultravioleta (UV), donde el espectro ultravioleta del compuesto se mide en cada punto de la
valoracion y se representa graficamente el cambio en la absorbancia UV en funcién del pH3;
(c) La electroforesis capilar en diferentes disoluciones tampdn, donde el pK, se calcula a partir
de la movilidad relativa de los iones a diferentes pH4 Ademas, existen aparatos comerciales
disefiados para medir pK.s de manera automatica usando un “sistema linear de gradiente de
pH” (“mixed-buffer linear pH gradient system”)5. Sin embargo, en ausencia de tal
equipamiento, la determinacién de pK, de series de compuestos por los métodos tradicionales
requiere mucho tiempo y resulta bastante tediosa pues no pueden realizarse medidas
simultaneas de varios compuestos. Tomando en cuenta estas limitaciones de los métodos
existentes, decidimos desarrollar una nueva metodologia que permita medir el pK, de varios
compuestos de manera simultanea y rapida usando placas de 96 pocillos. Para ello, decidimos
aprovechar las ventajas de la espectroscopia UV tales como su sensibilidad (Ej. solo se
necesita una pequefia cantidad del compuesto; valido para compuestos poco solubles) y su
versatilidad (Ej. funciona a pH altos y bajos; se pueden medir varios compuestos a la vez

usando placas de 96 pocillos)3a.

Se describen a continuacion la puesta a punto del experimento de medicion de pK., mediante
la espectroscopia UV en placas de 96 pocillos asi como los resultados de medidas de pK. de los
compuestos imidazolidinicos sintetizados en esta tesis. Parte de estos resultados se recoge en
el articulo siguiente: Rios Martinez, C. H.; Dardonville, C. “Rapid determination of ionization
constants (pKa.) by UV spectroscopy using 96-Well Microtiter Plates” ACS Med. Chem. Lett.
2013, 4,142-145.
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6.2 Medicion del pK, mediante espectroscopia UV en placas de 96 pocillos

6.2.1 Metodologia del ensayo

Para poder medir el pK. de una molécula por espectroscopia UV, estd debe tener un
cromoforo cercano al grupo ionizable y su absorbancia en el espectro UV debe cambiar en
funcién del estado de ionizacién de la molécula. Para averiguar esto, se midid el espectro UV
de los compuestos en dos disoluciones tampén de pH acido y basico (pH 3 y 12,
respectivamente), observandose una clara diferencia de absorbancia entre la molécula neutra
y la molécula protonada (Figura 6.1). De esta manera, comprobamos que se podia medir el pKa

de nuestras series de compuestos utilizando la espectroscopia UV.

2.5

2.0

LO
8 O
(\NH /@)\H HN
I'\IA\\N 33b
(o)
)

pH=3.0
pH =12.6

1.5

absorbancia

1.01

0.5

0.0-

250 300 350 400
longitud de onda (nm)

Figura 6.1: Espectros de UV del compuestos 33b apH 3.0y pH 12.6

Antes de empezar el experimento se prepararon disoluciones tampén de pH variable y fuerza
ionica constante (I = 0.1 M) para cubrir una gama de pH entre 3 y 12 (Ej. 2-3 puntos por
unidad de pK.). Ademas, se prepard una disoluciéon madre (“stock”) a una concentracién 10
mM en DMSO de cada compuesto a ensayar. El experimento de medida de los pK. se lleva a
cabo de la siguiente manera:

1) Se afiaden las diferentes disoluciones tampén (Ej. 196 pL) en cada uno de los pocillos de la
placa a utilizar (Figura 6.2).

2) Se preparan en primer lugar las disoluciones “blanco” (factores de correccién) afiadiendo

2% (v/v) de DMSO en la disolucién tampdn al pH deseado.
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3) Se sigue rellenando la placa afiadiendo una cantidad fija de disolucidon stock de cada
compuesto en cada uno de los pocillos (Ej. 4 puL) procurando agitar con la micropipeta para
obtener una disolucién homogénea. La concentracidn final de los compuestos en cada uno de
los pocillos es 0.2 mM.

4) Se miden los espectros UV en el rango 200-500 nm.

5) Los datos de los espectros UV a cada longitud de onda en funcién del pH se tratan
utilizando el programa Excel obteniéndose los espectros corregidos respecto al blanco.

6) Los datos de absorbancia obtenidos se analizan con el programa GraphPadé. Con este
programa representamos la grafica del cambio de la absorbancia de nuestros compuestos en
funcién del pH, lo que nos permite calcular el pK, para cada uno de los compuestos siguiendo
el método descrito por Tomsho et al. (Véase apartado 6.2.2)7. Se realiza un minimo de tres
medidas de pK.para cada compuesto. Luego el pK, promedio se calcula a partir del promedio
de las constantes de ionizacién (K.) obtenidas en cada medidas3®.

Cabe destacar que el namero y rango de disoluciones tampdn necesarios para determinar el
pK. depende del compuesto que se estd estudiando. En general, un primer ensayo con 12
disoluciones que van desde pH 3 hasta 12 permite obtener un valor aproximado de pK, que se
puede refinar repitiendo el experimento usando mas puntos de pH alrededor (* 2 unidades de

pH) de dicho valor.

Buffer (196 uL) |
Buffer pH:

Compuesto 1 (4 uL)
Compuesto 2 (4 uL)
Compuesto 3 (4 uL)
Compuesto 4 (4 uL)
Compuesto 5 (4 uL)

(4 L)
Compuesto 7 (4 uL)
Blanco: DMSO (4 uL) =

15000008

Figura 6.2: Ejemplo de relleno de una placa de 96 pocillos para la determinacién simultanea de los pKas de 7
compuestos.

6.2.2 Procedimiento general para el analisis de los espectros UV

El analisis de los datos que hemos utilizado para realizar estos estudios ha sido descrito
previamente por Tomsho et al.7a A continuacidn se presenta un ejemplo de dicho analisis

llevado a cabo con el 4-nitrofenol (Figura 6.3). Los datos de UV obtenidos fueron importados
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al programa Excel y procesados de la siguiente manera; en primer lugar, el espectro UV fue
corregido mediante la sustraccidn del espectro UV de los blancos para cada pH y longitud de
onda. Obtenidos los espectros UV de nuestros compuestos sin la absorbancia aportada por el
DMSO, se procedi6 a normalizarlos sustrayendo a los espectros de UV la absorbancia a la cual
los compuestos no absorben (Ej. A = 400 o 500 nm en la mayoria de los casos, Figura 6.3a).
Obtenido el espectro normalizado, realizamos el espectro diferencial, el cual se obtiene
sustrayendo el espectro UV del compuesto al pH mas acido a los espectros UV obtenidos a
todos los otros pHs. Las longitudes de onda analiticas se determinaron graficamente a partir
de la longitud de onda del maximo y el minimo que se observan en la grafica del espectro
diferencial (Figura 6.3b). La absorbancia total para cada una de los pH analizados, se calcula
como la suma del valor absoluto de las absorbancias a las longitudes de onda analiticas para
cada uno de los pH utilizados (Figura 6.3c). Luego estos valores se representan en funcion del
pH, y el pK. de la molécula se determina mediante regresion no linear utilizando la ecuacioén 1.

Eja — o * [1001 PR “[S.]
t

Absorbancia total =
1+ lO(pH —pKa)

(1)

En donde enay €a- son los coeficientes de extincion de la forma acida y basica del compuesto,

respectivamente, y St es la concentracion del compuesto.
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4-nitrofenol 4-nitrofenol

406 nm
pH=3.0

pH=12.0

absorbancia
N
absorbancia

314 nm
o.
300 400 500
longitud de onda (nm) longitud de onda (nm)
(c) .
4-nitrofenol
6.
4
=
Q
c
8
o
2 pK, = 6.87
©
2.
0.
2 4 6 8 10 12
pH

Figura 6.3: Andlisis de espectrosy determinacién del pKa del 4-nitrofenol. (a) espectro UV (A = 250-500 nm) del 4-
nitrofenol en diferentes disoluciones tampo6n desde pH 3 hasta pH 12. Las absorbancias estdn normalizadas a cero
paraA = 500 nm. (b) Espectro diferencial entre el espectro de UV del compuesto a pH 3 y los espectros de UV de
todos los otros pHs. La desviacién maxima ocurre a 406 nm mientras que el minimo ocurre a 314 nm. (c) Grafico de
la absorbancia total vs pH. El valor de pKa se determina mediante regresién no linear utilizando la ecuacién 1.
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6.2.3 Validacion de la técnica con compuestos de pK, conocido

Para validar nuestra técnica, se decidi6 realizar la medicién sobre compuestos cuyos pKa estan
descritos en la literatura. Se tomaron como ejemplos compuestos monoacidos, monobasicos y
dibasicos: 2-metil-1H-benzimidazol, 5-nitro-1H-imidazol, clonidina y dicarbamimidato de

oxibis(4,1-fenileno) (88) (Figura 6.4)

H
N Cl N
H HoN (o] (o] NH
CLy— o —J T
N t N NH NH
H | N/> H (o
Cl
2-metilbenzimidazol 5-nitroimidazol clonidina 88

Figura 6.4. Estructura de los compuestos de referencia utilizados para validar el método.

La cantidad de puntos de pH utilizados depende de cada compuesto. Luego fueron anadidos 4
pL de cada uno de los compuestos a los 196 uL de las disoluciones buffer. De esta manera los
compuestos se encuentran en una concentracion de 0.2 mM. Los espectros UV fueron medidos
y corregidos y luego estos espectros fueron normalizados obteniéndose los siguientes

espectros UV (Figura 6.5).

2-Metilbenzimidazol 5-Nitroimidazol

2.0 1.0

pH=11.0

0.8

0.6

0.4+

absorbancia

0.2

0.0-
240 260 280 300 250 300 350 400
longitud de onda (nm)

longitud de onda (nm)

Figura 6.5: Espectros UV normalizados del 2-metilbenzimidazol y 5-nitroimidazol.

106



absorbancia

Determinacion de constantes de ionizacion por UV

Clonidina

2.0

1.5

1.0

absorbancia

0.57

0.0-

88

pH=82
pH=12.0

250 300 350 400 250

longitud de onda (nm)

300 350 400

longitud de onda (nm)

Figura 6.6. Espectros de UV normalizados de la clonidina y el compuestos 88.

Una vez obtenidos los espectros normalizados, se calcul6 el diagrama diferencial tal como se

indica en el procedimiento general para el andlisis de los datos de espectroscopia UV. De esta

manera obtuvimos las siguientes graficas.

2-Metilbenzimidazol

1.5, 1.5,

absorbancia
absorbancia

268 nm

240 260 280 300
longitud de onda (nm)

1.0

0.5

0.0

5-Nitroimidazol

354 nm

294 nm

250

300 350 400
longitud de onda (nm)

Figura 6.7: Grafica diferencial de los compuestos 2-metilbenzimidazoly 5-nitroimidazol.
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Clonidina
2,0 88
2.0
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©
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©
; ¥ 0.0 — '
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longitud de onda (nm) longitud de onda (nm)
-0.5-

Figura 6.8: Grafica diferencial de la clonidinay compuesto 88.

Tomando los maximos y los minimos de absorbancia que se obtuvieron graficamente de los
diagramas de absorbancia diferencial, se obtienen las longitudes de onda analiticas. La suma
de los valores absolutos de las absorbancias a estas longitudes de onda se representa en
funcion del pH obteniéndose las curvas de absorbancia total vs pH. El valor de pK, se

determina mediante regresion no linear utilizando la ecuacion 1.

5-Nitroimidazol
2-Metilbenzimidazol

1.5- 1.5
[} ©
‘5 1.0 ‘6 1.0
& 5
«
L2 pK, =6.20 -g
2 2
| ©

0.5 0.5

0.0- 0.0-

o 2 4 6 8 10 12 4 6 8 10 12
pH pH

Figura 6.9: Curva de absorbancia vs pH: determinacién del pKadel 2-metilbenzimidazoly del 5-nitroimidazol.

108



Determinacion de constantes de ionizacion por UV

Clonidina
88
1.5, 1.5,
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« 1.07 © 1.0-
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K]
5 T pK, = 10.63
8 2 o5
© 54
0.5 ®
0.0-
0.0
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Figura 6.10: Curva de absorbancia vs pH: determinacién del pKa de la clonidinay de 88.

Se realizaron un minimo de tres medidas para cada uno de los compuestos. A partir de ellas
se calcularon los promedios de los pK, experimentales. Los pK.s medidos experimentalmente
con nuestro método fueron muy similares a los datos descritos en la literatura (Tabla 6.1)
demostrando la aplicabilidad de esta técnica. También se demostroé que la presencia de 2% de
DMSO como codisolvente no alteraba significativamente el pK, observado ya que los valores
determinados experimentalmente mediante nuestra metodologia fueron muy similares a los
reportados en la literatura en 100% de agua. Esto representa una ventaja para la

determinacion del pK, de compuestos pocos solubles en agua.
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Tabla 6.1: pK, experimentales y valores encontrados en la literatura.

Estructura pKa Promedio  Valor

1 a b
compuesto Disolv. A (nm) medido + errore Litd Ref.
7.01
OH H,0 318/400 7.02 7.02 +0.01 7.15 8
7.02
NO,
6.84
1)
4-nitrofenol le)cli/;-SZOA) 318/400 6.88 6.87 £0.03 6.91 9
6.90
N
@N\*CW 6.20
H H,0+2% 6.27
10
. DMSO 268/280 6.21 6.22 £0.03 6.23
Z—metll-lH— 6.20
benzimidazol
N
B . 9.22
OQNLH HIZJCIi/;-SZOA) 297 /354 9.17 9.20 £0.03 9.3 10
5-nitro-1H-imidazol 9.20
cl K
= ] H,0+2% 8.15 8.12
N 2 Y : 11
@[ol H DMso  244/312 824 814%009 . °
7 8.05
clonidina
NH
OJ\NHQ
10.63
1)
© le)cli/;-SZOA) 250/390 10.72 10.70 £ 0.06 10.4 12
OCL NH 10.75
OJ\NHQ

88

aTemperatura de los experimentos 30 °C. Todos los pKa fueron medidos a un fuerza iénica constante (I =0.1 M)y
a un concentracién de C = 0.2 mM. Hemos observado que el uso de un 2% v/v DMSO como codisolvente no altera
significativamente el valor del pKa de los compuestos ensayados. ? Las longitudes de onda analiticas han sido
determinadas a traves del maximo y minimo de absorbancia en los diagramas de absorbancia diferencial. ¢
Desviacion estandar. 4 Valores experimentales medidos a 25 °C en agua.
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Puesto que el tiempo medio necesario para rellenar una microplaca de 96 pocillos (Ej. blancos
y siete compuestos en 12 tampones diferentes o 5 compuestos en 16 tampones diferentes) es
de unos 45 minutos, y que la lectura de la placa tarda unos 40 minutos (Ej. A = 230 - 400 nm
con una resoluciéon de 2 nm), decidimos comprobar la estabilidad de los compuestos en las
disoluciones tampodn a través del tiempo. Para ello, se realizaron varias medidas de la misma
placa a diferentes tiempos (40, 90 y 150 minutos) y se calculd el pK, de los compuestos para
cada tiempo. Dicha prueba se llevd a cabo con el 5-nitro-1H-imidazol y un derivado bis(2-
aminoimidazolinico) sustituido con N-metoxilo (35a). Los resultados de este experimento
(Figura 6.11) muestran que el pK, medido para cada compuesto no varia significamente a lo
largo del experimento por lo que deducimos que los compuestos ensayados son estables en

las disoluciones tampdn a través del tiempo.

5-Nitroimidazol Compound 35a
2.0 25
Tiempo pK,
Tiempo pK,
15 ®T1 9.20 2.0
s -
2 = T2 919 g T1 8.06
P c 1.51 iTZ
2 10| *T3 9.16 S 8.02
2 ] * T3 808
3 2 1.0
< <
0.5
0.5
0.0- -
0.0-
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
pH pH

Figura 6.11: Estudio de estabilidad del 5-nitroimidazol y 35a en las disoluciones tampén a lo largo del
experimento. La placa con los compuestos disueltos en los tampones fue leida 3 veces a lo largo de 3 h (T1 = 40
min, T2 =90 min, T3 = 150 min). El pKa fue calculado para cada tiempo.

6.3 Determinacion del pK, de los compuestos bis(2-iminoimidazolidinicos)

6.3.1 Resultadosy discusion

Habiendo comprobado la validez de esta nueva metodologia, procedimos a medir el pK, de los
derivados imidazolidinicos sintetizados durante esta tesis. Siguiendo el procedimiento
general antes detallado se llevé a cabo la medida simultanea del pK, de los compuestos cabeza
de serie (2 - 4), los N-alcoxil analogos (33 - 38), y los derivados halogenados (83a - 87a). Se

utilizé6 una media de 4 compuestos por placa con 16 disoluciones tampén (pH) diferentes.
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Esto nos permitid tener todos los espectros UV en todo el rango de pH en aproximadamente
30 - 40 minutos. En comparacidn con otras técnicas, esta se puede considerar una técnica

rapida para la obtencion del pK..

Los valores experimentales de pK, se recogen en la Tabla 6.2. Los espectros UV, el analisis de
datos, y las curvas de absorbancia vs pH para la determinaciéon de los pK.s aparecen en la
parte experimental. Hay que destacar que solo fue posible medir un solo valor de pK, para
nuestros compuestos a pesar de poseer dos grupos ionizables. Esto se debe probablemente al
solapamiento de ambos pKas. Es decir, la segunda desprotonacion posiblemente tiene lugar en
un rango muy pequefio de pH, por lo que no se distinguen experimentalmente los cambios en
los espectros de UV. Estos resultados son consistentes con aquellos publicados en la literatura
con moléculas dicationicas simétricas similares [ie, bis(2-iminoimidazolidinas), bisguanidinas

y dicarbamimidatos)?13.

Tabla 6.2: Medidas experimentales de pK, de las bis-(2-iminoimidazolidinas) y sus derivados
N-alcoxilados.

Estructura R A (nm)> pK.+ DS¢
2 R H 258/308 9.29 +0.07¢
|\’|
33a /©/ J OMe 258/312 7.27 £0.09
33b {N /©)L OEt 258/308 7.34+0.03
33e R OH 258/298 743 +0.10
3 H 260/292 10.34+0.04
34a (N\ /©/ \©\ /N> OMe 240/270 7.95+0.05
R \
34b OEt 258/296 8.27 +0.07
4 R H 260/310 10.71%0.10
NN
35a = J OMe 236/262 8.01+0.12
NH HN
35b (N\)\\N O OEt 238/262 8.01+0.21
35e R OH  238/264 797 +0.13
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Continuacion Tabla 6.2

5

H 272/288 9.82 +0.26

R
N._N
NH N
YT T W0
36a NN OMe 272/290  7.53+0.14
R

a El compuesto fue disuelto en DMSO (solucién madre) y diluido con el correspondiente buffer para alcanzar una
concentracién de 0.2 mM en cada pocillo (2% DMSO v/v).). » Longitud de onda analitica. ¢ pKa de los grupos
iminoimidazolidinicos; solamente un valor de pKa pudo ser calculado para ambos grupos iminoidazolinicos. 4 El
valor del pKa fue calculado del promedio de al menos 3 medidas independientes.

De igual manera, solo fue posible medir un tnico valor de pK. (que también es resultado del
promedio de las dos constantes de ionizaciéon presentes en estas moléculas) para los
compuestos halogenados 83a - 88a. Los pK. obtenidos fueron ligeramente superiores al
compuesto cabeza de serie 2 en el caso de los compuestos sustituidos en el anillo B (85a -
86a) y disminuyd ligeramente en el caso de los compuestos sustituidos en el anillo A (83a -

84ay 87a) (Tabla 6.3). Dichos resultados se comentan mas detalladamente en el capitulo 5 de

esta tesis.

Tabla 6.3: Medidas experimentales de pK, de los compuestos 83a - 87a.

g
R, O X
jogy
(R ¥
H R,

Compuesto« R A(nm)?> pK.+ SD¢
2 Ri=Rz=R3=R4=H 258/308  9.29 £0.07¢

83a Ri=F;R;=R3=Rs=H 314/380 9.09+0.10
84a R:=F;Ri=R3=Rs4=H 260/314 8.55+0.01
85a R3=F;Ri=R;=Rs=H 243/309 9.40+0.11
86a Rs=F;Ri=R2=Rs=H 263/313 9.43+0.02
87a Ri=CLR2=R3=Rs=H 260/312 8.57%0.05

aE] compuesto fue disuelto en DMSO (solucién madre) y diluido con el correspondiente buffer para alcanzar una
concentracién de 0.2 mM en cada pocillo (2% DMSO v/v).). » Longitud de onda analitica. ¢ pKa de los grupos
iminoimidazolinicos; solamente pudo ser calculado un valor de pKa para ambos grupos imidazolinicos. 4 El valor

del pKa fue calculado del promedio de al menos 3 medidas independientes.
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6.4 Conclusiones

Hemos desarrollado una metodologia que permite una rapida medicién de la constante de
ionizacion (pK.) de series de compuestos organicos por espectroscopia UV. Esta metodologia
aprovecha unas ventajas de la espectroscopia UV como su sensibilidad y su rendimiento
mediante la utilizacion de placas de 96 pocillos. Esto hace posible la utilizacién de una
pequeiia cantidad de compuesto (1 - 2 mg) y la determinacion simultanea del pK. (en H>0) de
varios compuestos. Ademas, hemos comprobado que la presencia de 2% de DMSO en las
disoluciones acuosas apenas afecta los valores experimentales de pK. Esto presenta una
ventaja ya que permite medir las constantes de ionizacién en agua de compuestos poco

solubles en medio acuoso.

Esta metodologia resulté ser muy util para medir este parametro fisico-quimico muy
importante a la hora del disefio de nuevos farmacos. El hecho de utilizar cantidades pequefias
de compuestos y aparatos habituales en laboratorios de investigacion (pH-metro,
espectrometro UV-Vis) hace factible este método como herramienta de uso comin por grupos
de investigaciéon en Quimica Médica. El tiempo que consume la realizacién de la medida es
relativamente corto en comparaciéon con otros métodos de mediciéon de pK. y el andlisis de
datos resulta sencillo, por lo que esta metodologia presenta muchas ventajas para la

determinacion de las constantes de ionizaciéon de compuestos organicos.

En el caso particular de nuestros compuestos bis(2-iminoimidazolidinicos) que poseen dos
grupos ionizables, no fue posible medir el pK, para cada uno de estos grupos. Solamente un
valor de pK. (promedio) fue determinado para cada compuesto. Esto puede deberse a que la
segunda desprotonacion tiene lugar en un rango muy corto de pH por lo que el cambio en los

espectros no pudo detectarse.
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7. Estudios biofisicos por Resonancia de Plasmon de Superficie (SPR)

7.1  Estudios de uniéon a ADN

Es conocida la capacidad de los compuestos dicatiénicos para interaccionar con el ADNL.
Compuestos de la familia de las diamidinas?, diguanidinas3 o bisimidazolinas* activos
contra T. brucei demostraron ser buenos ligandos del ADNS. Existen dos modos de
interaccion fArmaco-ADN que se basan en una unién bien covalente o no-covalente entre
el ligando y la doble hebra del ADN. Ademas, los ligandos de ADN se pueden dividir en dos
subclases: ligandos del surco y agentes intercalantesé. Los ligandos del surco estrecho
(“minor groove binders”, MGB por sus siglas en inglés) son compuestos particularmente
interesantes para el disefio de agentes antimicrobianos porque son “secuencia-selectivos”
(a diferencia de los agentes intercalantes que no lo son), uniéndose principalmente a los
ADN de doble hebra ricos en bases A/T. La selectividad es especialmente relevante en el
caso de parasitos patégenos como los tripanosomas cuyo genoma mitocondrial contiene
una alta proporcién de secuencias de ADN ricas en bases A/T5. Se han descrito en la
literatura series de compuestos MGB que se unen especificamente al surco estrecho del
ADN siendo a su vez muy efectivos contra el parasito T. bruceis 7. La mayoria de dichos
MGB comparte caracteristicas estructurales: carga(s) positiva(s), anillos aromaticos o
heteroaromaticos preferentemente no fusionados, y una estructura en forma de media-

luna (“isohelicity”) que se adapta a la curvatura del surco? (Figura 7.1).

Figura 7.1: Estructura cristalina de la 4,4’-bis(imidazolidinilamino)difenilamina unida al surco estrecho de
una cadena de ADN de secuencia AATTS.
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Dichas caracteristicas permiten una coincidencia ideal entre el ligando y el surco mediante
interacciones de tipo van der Waals y enlaces de hidrogeno. En trabajos anteriores de
nuestro grupo de investigacion, se demostrd la capacidad de los derivados de bis-
iminoimidazolidinio para interaccionar con el surco estrecho del ADN, factor posiblemente
relacionado con la bioactividad de estos compuestos contra T. brucei 42 b. Puesto que los
compuestos sintetizados en esta tesis son derivados estructuralmente relacionados con
los cabezas de serie 2 - 9, nos planteamos medir experimentalmente su afinidad por el
ADN con el objetivo de determinar: 1) la influencia que tienen los sustituyentes -OR de los
anillos de imidazolidina sobre la fuerza y el modo de unién al ADN de este tipo de
compuestos, y 2) si existe una correlacion entre la unién al ADN y la actividad biolégica
sobre T. brucei. Estos experimentos se llevaron a cabo mediante Resonancia de Plasmén
de Superficie (SPR, por su siglas en inglés), una técnica bien establecida para el analisis

cuantitativo de las interacciones farmaco-acido nucléico.?

7.1.1 Introduccion sobre la técnica de SPR

Esta técnica consiste en la mediciéon, mediante un biosensor dptico de onda evanescente,
del cambio en el angulo de la luz reflejada que se produce por la interaccién de un ligando
con su receptor (o viceversa) inmovilizado sobre una superficie de oro (‘chip’) (Figura
7.2). En la figura 7.2a se muestra un receptor que ha sido inmovilizado sobre la superficie
del chip. Sobre esta lamina de metal se coloca un prisma. Un haz de luz polarizada se hace
incidir sobre el chip de oro a través del prisma con un cierto valor critico para provocar la
reflexion del haz de luz. Sobre el punto de incidencia del haz se produce una interacciéon
con la nube electrénica del metal y una pequefia parte del haz es absorbida por éste,

fendmeno que es conocido como onda evanescente o plasmoén de superficie (Figura 7.2b).

a b
@, Oriical
l S datection unit /
o Shittad
SPR angle
Polarized Refectad
fight light
Sensor i Yl . Sonor i | 8
with gold fifm (‘(‘(‘-(‘('{‘( with gold film : o ' VP
—/ ¥ _"/c [ ] "l ‘ .‘ ® e
Eliow call L /—\. Flow cell

Figura 7.2: Esquema del funcionamiento del SPR. (a) Chip de oro con un receptor inmovilizado. El angulo SPR
del haz de luz reflejada se mantiene constante en ausencia de ligando. (b) Al fluir el ligando sobre la superficie
del chip, se une al receptor provocando un cambio en el angulo SPR proporcional a la cantidad de ligando que
se une.
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El 4ngulo de SPR es aquel en el que se produce la mayor pérdida de luz reflejada y
depende de las caracteristicas dpticas del sistema. El equipo monitorizara estos cambios
de modo que cuando nuestro ligando interacciona con el receptor inmovilizado (Figura
7.2b) se producird un cambio en el &ngulo SPR, que sera dependiente del cambio de masa
producido sobre la superficie del chip. Se representa como sefial de resonancia en funcién
del tiempo (sensograma). En la figura 7.3 se muestra graficamente la cuantificacion del
cambio en el angulo de SPR a lo largo de un experimento en el que un ligando fluye sobre
la superficie del chip donde esta inmovilizado el receptor. La técnica de SPR permite medir
la afinidad de la interaccién ligando-receptor, asi como la cinética de la misma. A
continuaciéon se muestran las constantes de asociacion (Ka) y disociaciéon (Kp) de un

sistema de interaccién 1:1 entre el ligando (L) y el receptor (R ):

L + R — LR
[LR] [L] [R]
= KD =
[L] [R] [LR]
constante de asociacion constante de disociacion

W N

RU

J
W 4
N

final de regereracion

inyeccion

0 "
inicio de
inyeccion

votw [ vl

Tiempo

Figura 7.3: Sensograma. Representacion continua y en tiempo real que refleja los procesos de asociaciéon y
disociacion del complejo ligando-receptor.

7.1.2 Resultados de union de los compuestos a 3 oligonucledtidos “hairpin” de

secuencia AATT, (AT)4+y (CG)4

Con la finalidad de conocer la afinidad por el surco estrecho del ADN de los compuestos
sintetizados, nos planteamos medir mediante la técnica de SPR dicha interaccién. Para

esto, tres tipos de oligonucleétidos con secuencia AATT, (AT)s y (CG)s, respectivamente
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(Figura 7.4), fueron inmovilizados en un microchip de oro utilizando la técnica de

streptavidina como se describe en la parte experimental (seccién 8.22).

5 .CGAATTCG | C 5 CATATATATCC 5.CGCGCGCG ' T

AATT:  ~ GCTTAAGC T (AT)4: ~ GTATATATA C (CG)q: GCGCGCGC T

Figura 7.4: Estructura de las secuencias de ADN 5’-biotinilado (“hairpin duplexes”) usados en estos ensayos.

Fueron utilizadas las secuencias AATT y (AT)s ya que es conocida la afinidad de
compuestos dicatiénicos por estas secuencias y su alta presencia en el genoma
mitocondrial de T. brucei. La secuencia (GC)s ha sido utilizada como control negativo.
Como primer paso, se procedié al cribado (a la concentracién de 25 pM) de todos los
compuestos sintetizados con los tres ADNs con el fin de determinar cuales se unian al ADN
de manera significativa. De esta manera se pudieron distinguir los compuestos con buena

afinidad y aquellos que no se unian a dichos ADNs (Figura 7.5).

IS
1

PM ajustado-afinidad (100¥RU/Da)
N
1

0-

Vv < D> % C N % (] 2 N D o O A A D >
P P o o P RO K

Compuestos

Figura 7.5: Diagrama de la afinidad (respuesta SPR relativa ajustada al peso molecular) de los diferentes

compuestos a la concentracién de 25 uM con el ADN AATT.

Se procedié entonces a medir las constantes de asociaciéon de los compuestos con mejor
afinidad aparente: los cabezas de serie imidazolidinicos 2 - 4, el compuesto cabeza de
serie guanidinico 7, los derivados bis(2-iminoimidazolidinicos) 33a,e y 35b,e, y los
derivados bisguanidinicos 57a - 58a y 65a. El experimento para la medicién de las
constantes de afinidad se llevé a cabo de la siguiente manera: diferentes diluciones de los

compuestos, en el rango 0.05 — 60 uM, fueron inyectadas sobre el microchip donde habian
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sido inmovilizadas las diferentes secuencias de ADN obteniéndose un sensograma para
cada una de las concentraciones

(Figura 7.6).

compuesto 33e
(b)
801 — ajuste de la curva a dos sitios de union AATT

— ajuste de la curva a dos sitios de union (AT),
@ — ajuste de la curva a dos sitios de union (GC),

compuesto 33e
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02 .M
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Figura 7.6: Determinacion de la constante de afinidad. (a) Sensogramas a diferentes concentraciones de la
union del compuesto 33e con el oligonucleétido AATT. (b) La respuesta SPR (RU) en la region de equilibrio de
los sensogramas fue convertida a r (moles de compuesto unido por mol de ADN; r = RU/RUmax) y fue
representada frente a la concentracion del compuesto no unido para los oligonucléotidos AATT, (AT)4y (GC)a.

Una vez obtenidos los sensogramas para cada una de las concentraciones, la respuesta SPR
(RU) en la region de equilibrio de los sensogramas (zona de estabilizacion en la figura 7.3)
fue convertida a r (moles de compuesto unido por mol de ADN; r = RU/RUma) y fue
representada frente a la concentracion del compuesto no unido (Cr = disolucién que fluye
sobre la superficie del chip). Las diferentes curvas fueron ajustadas a modelos de un sitio o
dos sitios de union segin cada caso (véase los detalles en la parte experimental (8.22.2.2).

Los resultados se muestran en la Tabla 7.1.
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Tabla 7.1: Constantes de afinidad Ka (x 105 M-1) de los compuestos por los
oligonucleétidos AATT, (AT)sy (GC)a.

Estructura AATTa (r)?  (AT)4a (1) (GC)42 (1)

H
2D
2 e N HN 60.2 (1.7)  32.6 (1.3) <led
BN H
NN

"o
2T
33a {J\T /@)LH HN 39.1 (1.5) 28.5 (2) <1c
NTON

/

N

(I)H
N\ N
? T
33e [ Q)LN HN 130(1)  36.6(12) 054 (L5)
H
',\')\\N
HO

H H
NN NN ]
3 @E/H \©\Nj])\N/©/ ;,\fj 0.86 (1.8) 127 (14) 0'0(24_3)'06f
H H

N N
O Y\)

/\O
NN
h ] (0.10-
35b \H O HN 0-1?2()’-70 0.14)d 0.12¢(2)
(N O (8.9)

N™ °N

!

O\/

a Constante de unién primaria para un ajuste a un modelo de dos sitios de unién. » r = RU/RUmax. ¢ No hay
suficiente sefial para obtener una constante de unién para ese oligonucleétido. ¢ Unidon no especifica. ¢
Constante de unién para un ajuste a un sitio de union. fTomado de Nagle P. et al.4
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Continuaciéon Tabla 7.1

Estructura AATTa (r)>  (AT)4a ()b (GC)qa (r)P
pH
N._N
n
e . . . . o€
35 NH O ‘ HNJ 11.5 (1.1 2.5(1.2 0.13¢ (1
!\'*\N
HO
H
N _NH,
LTk
7 JNLHOALH NH 71.0/ 18.0¢ <1e
HN" TN
H
H
N _NH,
N LT
57a )NL J@)LH L 8.1(1.5) 3.5 (1.6) -
HN" N
H
H
N _NH,
Y o] /©/ \L]/
58a N N 5.5¢ (2) 3.3(2) -
X Q)L oA
HN" N
H
H H
HoN. N o N. _NH,
65a Lr @L Jig Q 7Nr 0.184(2.8)  0.14 (3.5) a
N N
- HoH )

a Constante de unién primaria para un ajuste a un modelo de dos sitios de unidn. » r = RU/RUmax. ¢ No hay
suficiente sefial para obtener una constante de unién para ese oligonucledtido. ¢ Unidon no especifica. e
Constante de unién para un ajuste a un sitio de union. fTomado de Nagle P. et al.4

Los compuestos cabeza de series 2 y 7 cuyo espaciador es la benzamida, mostraron una
alta afinidad por los oligonucle6tidos AATT y (AT)4 con una preferencia (del orden de 2
veces) para el primero. Por el contrario, estos compuestos mostraron una afinidad baja
por la secuencia (CG)s confirmando que son ligandos especificos del surco estrecho del
ADN. En cambio, los cabezas de serie con espaciador urea (3) o etileno (4) mostraron una
afinidad reducida (entre 20 y 40 veces menor) para ambas secuencias AT y escasa

especificidad.
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Los derivados bis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidinicos) mostraron resultados diversos. El
compuesto 35b (R = OEt) mostré valores bajos de afinidad, similares para las tres
secuencias, siendo bastante inespecifica su afinidad por estos ADNs. En cambio, el N-
metoxi derivado 33a mostré una union selectiva a ambas secuencias AT aunque su
constante de afinidad para estas secuencias fue algo menor que la del compuesto 2 sin
sustituir. Por el contrario, la introduccién de grupos OH sobre los nitrégenos
imidazolidinicos (33e, 35e) resulté en una mejora sustancial de la afinidad de estos
compuestos por la secuencia AATT (entre 2 y 3 veces) en comparacion con los compuestos
cabeza de serie 2 y 4, respectivamente. Asi pues, el derivado N-hidroxilado 33e fue el que
mejor afinidad mostré por los oligoucleétidos AATT y (AT)a4, siendo mas especifico por la
secuencia AATT (3.5 veces) frente a la secuencia (AT)s. En conjunto, esto datos muestran
el efecto positivo de los grupos hidroxilo sobre la fuerza y la selectivad de unién de estos

derivados.

En cuanto a los derivados de guanidina, la introduccién de restos etilo (57a) e isopropilo
(58a) result6 en una pérdida de afinidad (> 5 veces) por ambas secuencias AT con Ka < 10
x105 M-1. De igual manera, el derivado de guanidina 65a (R = Et) con espaciador de tipo
urea resulto ser un ligando débil e inespecifico de estas secuencias (Ka < 1 x105 M-1). En
general, todos los compuestos mostraron escasa afinidad por la secuencia (CG)s (Ka < 1
x105 M-1) indicando que estos derivados son ligandos especificos del surco estrecho de

ADN ricos en bases AT.

En resumen, estos resultados muestran que la unién de estos compuestos dicatiénicos al
surco estrecho del ADN es muy sensible a pequefias modificaciones estructurales sobre los
grupos cationicos (Ej. sustituyentes alquilos y alcoxilos), tanto en los anillos de
imidazolidina como en las guanidinas. Cabe destacar que la introduccién de grupos
hidroxilo sobre el N1 de las imidazolinas mejora de manera importante la afinidad y la
selectividad de estas moléculas por la secuencia AATT. Este resultado es muy interesante
porque seguin estudios anteriores con moléculas parecidas, la introducciéon de grupos
hidroxilo sobre los restos de guanidina reducian drasticamente la afinidad de unién a ADN
de dichos compuestos?0. Por lo tanto, nuestros resultados establecen una base para el

disefio de nuevos ligandos del surco estrecho mas potentes y especificos.

Por ultimo, hay que recalcar que la naturaleza del espaciador entre los dos fenilos juega
también un papel fundamental para el reconocimiento de estas estructuras por el ADN.
Nuestros datos confirman que la N-fenilbenzamida (Ej. 2, 7, 33a, 33e) es un esqueleto

privilegiado para obtener excelentes ligandos del ADN. De hecho, el compuesto 33e que
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resultd ser el mejor ligando de ADN de la serie, es también el compuesto que mostro la
mejor actividad in vivo en la fase neurolégica de la TAH. Aunque no se observa una clara
correlaciéon entre los resultados de uniéon a ADN y la actividad tripanocida de estos
compuestos, los resultados de uniéon de 35e sugieren que dicho compuesto podria actuar
sobre T. brucei mediante un mecanismo que implica la formaciéon de un complejo con el

ADN.
7.2 Estudios de unién a proteinas plasmaticas

Las proteinas plasmaticas son proteinas que se encuentran en el plasma sanguineo,
llegando estar presentes en sangre en cantidades de 70 g/L. El plasma sanguineo contiene
mayoritariamente albimina (30 a 50 g/L), inmunoglobulina (10 - 15 g/L), fibrin6genos (2
- 4.5 g/L) y otros tipos de proteinas. Es de mencionar que en el plasma, la albimina de
suero humano (HSA) juega un papel importante en el transporte de agentes, tanto
endogenos como exoégenos a través del torrente sanguineo y, por consiguiente, suele
utilizarse como modelo para investigar su interaccién con moléculas pequefias ya que
puede proporcionar informacién relevante sobre la farmacocinética y farmacodinamia de
posibles nuevos farmacos!l. Asi, la estimacién de la capacidad de unién que tendran
nuestros compuestos por la HSA ejercera un efecto en su concentracién libre en el
torrente sanguineo. Por tal motivo, nos propusimos medir la unién a HSA de los
compuestos 2, 33a, 33e, 34d, 35b y 35d mediante SPR. El experimento consiste en
inmovilizar HSA en un chip a través de grupos amino. A continuacién, se lleva a cabo el
experimento de unién, donde se utilizaron como controles positivos diferentes
compuestos (warfarina, fenitoina, prednisona) y sulfanilnamida como control negativo. La
concentraciéon Optima para llevar a cabo el experimento fue determinada en 40 uM
siguiendo los protocolos previamente descritos!2 obteniéndose los resultados que se

muestran en la grafica 7.1.
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Grafica 7.1: Afinidad por HSA del compuesto cabeza de serie 2 y algunos de sus analogos.

Unioén a proteinas plasmatica HSA

afinidad intermedia

Respuesta biosensor
(RU/MW)*100

compuesto (40uM)
Realizado el experimento, se observé que todos los compuestos poseen una uniéon
reversible a HSA. El compuesto cabeza de serie 2 mostré un nivel intermedio al igual que
el compuesto 36e. Por el contrario los compuestos 33a, 33e, 35b y 35e apenas se unen
como se muestra en la grafica 7.1. Los resultados de baja unién a HSA eran los esperados,
en especial los del compuesto 35e que fue capaz de curar los ratones en el ensayo in vivo
de la primera fase de la THA. Al no presentar apenas unién a HSA, el compuesto 35e tiene
una alta disponibilidad en sangre para actuar contra el parasito, lo cual explica su

actividad in vivo en la primera fase de la TAH.
7.3 Conclusiones

Hemos medido mediante la técnica de SPR la constante de afinidad de los compuestos
cabeza de serie 2 - 4 y 7 y los derivados 33a,e, 35b,e; 57a, 58a y 65a por los
oligonucleétidos AATT, (AT)s4 y (GC)4. También hemos medido mediante esta técnica la

afinidad del compuestos cabeza de serie 2 y los derivados 33a,e; 34e y 35b,e por la HSA.

Ninguno de los compuestos imidazolidinicos ensayados mostro alta afinidad por la HSA
indicando que estos compuestos deberian poseer una alta disponibilidad en sangre

permitiéndoles actuar sobre los parasitos de manera mas efectiva.

En los ensayos de uniéon a ADN, hemos comprobado que los derivados bis(2-
iminoimidazolidinicos) 33a, 33e, 35b y35e y los derivados de bisguanidina 57a, 58a y
65a poseen mayor afinidad por los oligonucleétidos AATT y (AT)4 vs (GC)4 confirmandose

que son ligandos del surco estrecho especificos de secuencias AT. Los compuestos
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derivados de la N-fenilbenzamida (33a y 33e) mostraron poseer la mayor afinidad por los
oligonucleétidos AATT y (AT). entre todos los compuestos probados, recalcando el
potencial de dicho esqueleto para el disefio de ligandos especificos del surco estrecho. El
compuesto 33e que posee actividad in vivo en la fase neuroldgica de la TAH mostré mayor
afinidad que el compuesto cabeza de serie 2, en particular por el oligonucleétido de
secuencia AATT (Ka= 130 x 105 M-1. Como ya es conocido que el genoma mitocondrial de
T. brucei posee una alta cantidad de estas secuencias, estos resultados podrian indicar que
el compuesto 33e actda sobre el parasito como un MGB, uniéndose al ADN mitocondrial e

inhibiendo de alguna manera la transcripciéon del ADN.
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8. Parte Experimental

Los espectros de masas se registraron en modo positivo mediante la técnica de ionizaciéon
por electrospray (ES*) con un aparato MSD-Serie 1100 Hewlett Packard o en un HPLC-MS
WATERS integrado por un mdédulo de separaciéon 2695, un detector PDA (Photodiode
Array) 2996 y un espectrémetro de masas Micromass ZQ. La cromatografia liquida
analitica (HPLC) se realizé en fase reversa utilizando una columna SunFire C18-3.5 pm de
dimensiones 4.6 mm x 50 mm. La muestras se analizaron utilizando como fase mévil A:
CH3CN + 0.08% acido férmico y B: H20 + 0.05% acido féormico. El gradiente utilizado fue de
15% a 95% de CH3CN, salvo que se indique lo contrario, en 5 min a un flujo de 1 mL/min.
La deteccion se realiz6 entre 190 y 440 nm. La deteccién de masas se realizé mediante el
equipo Micromass ZQ acoplado al médulo de HPLC utilizando tres voltajes de cono
diferentes (20, 40 y 60 eV) y deteccién en modo positivo (ES+). Las cromatografia de capa
fina (CCF) fueron realizadas en cromatofolios de silica gel 60 Fzs4 de 20 x 20 cm, marca
Merck. Las separaciones cromatograficas fueron realizadas por cromatografia de media
presion con el sistema FlashMaster Personal usando columnas precompactadas FlashPack
Slde2g, 10 g, 20 g o 50 g de silica gel, columnas compactadas manualmente con alimina
neutra (Sigma-Aldrich, Al,O3;, Brockmann I, pH = 7.0) o por cromatografia de capa fina
preparativa, placas (20 x 20) cm y 2 mm de ancho, marca UNIPLATE. Los espectros de 1H-
RMN y 13C-RMN se registraron en espectrometros Brucker 300 Unity, Varian 400 Unity,
Mercury 400 y Mercury 500. Los experimentos de correlacién heteronuclear, HMBC y
HSQC, fueron realizados en un espectrometro Brucker 300, Varian 400 Unity Mercury 400
Unity con sonda de deteccién inversa. La mutiplicidad de las sefiales de RMN de protén
estan definidas de la siguiente manera: singlete (s), doblete (d), triplete (t), cuadruplete
(c), multiplete (m), s.a. (sefal ancha). Las constantes de acoplamiento J se dan en hertzios
(Hz). Los disolventes secos usados son de marca Aldrich/Fluka envasados en botellas
SureSeal™. Las reacciones en microondas fueron realizadas en un reactor de mircroondas
Biotage (frecuencia: 2045 GHz). Los puntos de fusién fueron medidos en un aparato de

medida de punto de fusién marca Mettler Toledo MP270.
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8.1 Sintesis de la diaminas 27 y 28
8.1.1 Sintesis de la 1,3-bis(4-aminofenil)urea (27)

H H En un matraz de tres bocas se disolvi6o 5 g (17.4

N\n/N mmol) de 1,3-bis(4-nitrofenilj)urea en 120 mL de

H2N/©/ o \©\NH2 MeOH. Se afadi6 250 mg de Pd-C 10% como
catalizador. Después de purgar el aire del matraz

mediante un ciclo de vacio/argén/vacio, la reacciéon se dejo en agitacion durante 23 horas
bajo atmdsfera de hidrogeno (1 atm). Terminada la reaccidn, se eliminé el catalizador por
filtracion sobre celite, se evapord el disolvente y el producto se recristalizé de una mezcla

de MeOH/DMF (2%). De esta manera se obtuvieron 4.14 g (98%) de 27 como un sélido

marrdn con buena pureza.
8.1.2. Sintesis de la 9,10-dihidroantracen-2,6-diamina (28)

NH, La diamina 28 fue sintetizada utilizando el procedimiento

O‘O descrito por Takimiya et al. con alguna modificacién!. En un

H2N tubo de vidrio KIMAX sellado con tap6n de rosca se hizo
reaccionar 1.08 g (4.5 mmol) de 2,6-diamino-9,10-antraquinona con 4.5 g (68 mmol) de
cinc (Zn) activado* en 10 mL de una disolucién de NH3 (30% en agua). La reaccién fue
calentada a 100 °C durante 23 horas. El precipitado fue filtrado sobre celita. Luego fue la-
vado sucesivamente con acetona para separar el producto de las sales de zinc. El filtrado
fue secado con Na;SO. y el disolvente evaporado obteniéndose 830 mg (88%) del
compuesto 15 como un so6lido amarillo. Los datos de 'H-RMN del producto fueron

consistentes con aquellos descritos por Takimiya et al.l

* Activacion del cinc: una suspension de cinc en polvo se agita con una disolucién acuosa
al 10% de HCl durante 2 minutos. El zinc se recoge por filtracion con una placa filtrante y
se lava sucesivamente con agua y acetona. A continuacién, el polvo de zinc se agita
vigorosamente con éter durante 10 min. El cinc se recoge por filtracién, se lava con éter y

se usa directamente en la reaccion.

8.2 Procedimiento general para la sintesis de los isotiocianatos 29 - 32

Tiofosgeno (2.5 equiv.) [Precaucion: jMuy téxico! Manejar con proteccion adecuada en una
vitrina de gases bien ventilada] fue afiadido con una jeringa a una suspension en agitacién
de las diaminas 25 - 28 (1 equiv.) en Et,0/H,0 (3:1, v/v). La reaccion fue agitada a
temperatura ambiente toda la noche. El precipitado fue filtrado, lavado con agua y secado

al vacio para dar los isotiocianatos 29 - 32 con excelentes rendimientos y alta pureza.
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8.2.1 Sintesis del 4-isotiocianato-N-(4-isotiocianatofenil)benzamida (29).

ncs De acuerdo con el procedimiento general 8.2, 3.42 g (15
(o] /©/ mmol) de la diamina 25 se hizo reaccionar con 2.51 mL

/©)J\H (33 mmol) de tiofosgeno para obtener 29 como un sélido
SCN color gris (92%). tH RMN (300 MHz, CDCIs) & 7.88 (s,
1H, NH), 7.85 (d, ] = 8.7, 2H, ArH), 7.63 (d, ] = 8.8, 2H, ArH), 7.31 (d, ] = 8.7, 2H, ArH), 7.22
(d,J = 8.8, 2H, ArH). 13C RMN (75 MHz, CDCl;) § 164.7(C=0), 138.6, 137.1, 135.9, 135.5,
133.2,129.0, 127.8, 127.0, 126.5, 121.5. P.f. 199-200 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES+)
m/z =312.27 (M+H).

8.2.2 Sintesis del 1,2-bis(4-isotiocianatofenil)etano (30).

Ncs De acuerdo con el procedimiento general 8.2, 3.23 g

‘ (15.2 mmol) de 4,4'-(etano-1,2-diil)dianilina 26 se

O hizo reaccionar con 2.55 mL (33.5 mmol) de tiofosgeno

SCN para obtener 30 como un sélido color blanco (84%).

1H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 7.13 (m, 4H, ArH), 7.06 (m, 4H, ArH), 2.89 (s, 4H, CH:CHz). Pf:
128-129 °C. HPLC (UV): 95%.

8.2.3 Sintesis de la 1,3-bis(4-isotiocianatofenil)urea (31).

De acuerdo con el procedimiento general 8.2, 2.02 g
H H (8.84 mmol) de la diamina 27 se hizo reaccionar con
/©/ \g/ \©\ 1.69 mL (22.1 mmol) de tiofosgeno para obtener 31
SCN NCS
como un soélido color gris (78%). 1H RMN (300 MHz,
CDCl3) & 8.29 (s, 2H, NH), 7.40 (d,] = 8.8, 4H, ArH), 7.12 (d, ] = 8.8, 4H, ArH). P.f .> 235 °C.
HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z = 327.19 (M+H).

8.2.4 Sintesis del 2,6-diisotiocianato-9,10-dihidroantraceno (32).

Ncs De acuerdo con el procedimiento general 8.2, 2.46 g (11.7

O‘O mmol) de la diamina 28 se hizo reaccionar con 1.96 mL

SCN (26 mmol) de tiofosgeno para obtener 32 como un sélido

color beige (89%). tH RMN (300 MHz, DMSO-de) 6 7.42 (d,J = 1.9, 2H, ArH), 7.40 (d, ] =

8.0, 2H, ArH), 7.27 (dd, ] = 1.9, 8.0, 2H, ArH), 3.94 (s, 4H, CH>). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) 6
137.9,136.0,132.9,128.5,127.7,124.5, 123.6, 34.4. P.f. > 300 °C. HPLC (UV) > 90%.
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8.3 Procedimiento general para sintesis de las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)

benzenosulfonamidas 19c - 22c

Se utilizé el procedimiento publicado por nuestro grupo de investigacién tal como se
describe a continuaciénz. A una disolucién en agitacién de las alcoxiaminas 19 - 22 (1
equiv.), piridina (0.5 equiv.) en 30 mL de DCM se afiadi6 gota a gota 100 mL de una
disoluciéon de NsCl (1 equiv.) y piridina (1.5 equiv.). A continuacion, la reaccién se dejé en
agitacion a temperatura ambiente durante una noche. Se comprobé por CCF que la
reaccion habia terminado. Luego, por lavado con una disoluciéon de HCl 0.1M y posterior
recristalizacién de una mezcla de acetona/hexano (1:1, v/v) se obtuvieron las 2-
nitrobenzenosulfonamidas 19a - 22a con buenos rendimientos. La alquilaciéon de 19a -
22a usando la 2-bromoetilftalimida (1.1 equiv.) en presencia de K,CO3 (2 equiv.) en 30 mL
de DMF como disolvente, se realizé6 a temperatura ambiente durante una noche,
generando los compuestos 19b - 22b. Terminada las reacciones, los crudos de reaccién se
afiadieron lentamente sobre 150 mL de agua destilada para hacer precipitar el producto.
Los precipitados fueron filtrados sobre una placa filtrante de poro N23 y secados,
obteniéndose las ftalimidas 19b - 22b con buenos rendimientos. Las ftalamidas 19b -
22b disueltas en EtOH absoluto (300 mL) se pusieron en agitacién con un exceso de
monohidrato de hidracina (10 equiv.) a temperatura ambiente por tres o cuatro horas.
Terminada la reaccidn, el precipitado blanco (2,3-dihidroftalazin-1,4-diona) que se forma
como subproducto de la desproteccidn se separ6 por simple filtracién y se lavé con EtOH
(2 x 100 mL). El filtrado se evapor6 a presién reducida y el residuo crudo fue redisuelto en
DCM y secado con MgS0.. Se filtré6 nuevamente y se evapor6 el disolvente a presion
reducida obteniéndose asi los crudos de las etilendiaminas 19c¢ - 22c. La pureza de los
productos obtenidos (80-90%) se comprob6 por HPLC-MS. Las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-
benzenosulfonamidas asi obtenidas son poco estables por lo que se dejaron secando en
alto vacio durante una hora y se usaron directamente sin mas purificacién en el siguiente

paso de reaccién.

8.4 Procedimiento general para la sintesis “one-pot” de las 1-alcoxi-2-

ariliminoimidazolidinas 33a-b, 34b-d, 35a, 36a

Sobre una disolucién agitada de la correspondiente 1,2-etilendiamina (19¢c - 22c) (2.5
equiv.) en DMF anhidra (5 mL) bajo atmosfera de argoén, se afiadi6 gota a gota una
disolucién del isotiocianato (28 - 32, 1 equiv.) en DMF anhidra (5 mL). Las reacciones
fueron calentadas a 65 °C o agitadas a temperatura ambiente tal como se indica en cada

caso. Después de confirmar la formaciéon de las tioureas intermedias por HPLC-MS, se
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afiadio tiofenol (10 equiv.) seguido por K>CO3 (20 equiv.). La mezcla de reaccién de diluyé
con 30 mL DMF anhidra para asi favorecer el proceso de ciclaciéon intramolecular después
de producirse la desprotecciéon de la amina secundaria. Las reacciones fueron agitadas
durante el tiempo indicado hasta completarse la ciclacién, obteniéndose las 1-alcoxi-2-
arilimidazolidinas 33a-b, 34b-d, 35a, 36a. Los pasos de reaccién fueron monitorizados
por HPLC-MS. Los crudos de reaccién fueron filtrados sobre celita y el precipitado lavado
con DCM. Las fases organicas fueron lavadas con NaHCO03 5% (30 mL), salmuera (30 mL) y
secadas con MgS0s. Los disolventes fueron evaporados a presiéon reducida y el crudo

resultante purificado por cromatografia flash sobre silice

8.4.1 Sintesis de la  4-((1-metoxiimidazolidin-2-iliden)amino)-N-(4-((1-
metoxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida (33a)

N De acuerdo con el procedimiento general 8.4,

]

N 0.42 1.32 mmol) del isotiocianato 29 se

HN\) hizo reaccionar con 0.90 g (3.3 mmol) de la

NH N
()\\ H amina 19c¢. La mezcla de reaccion se agitd
N
6 N durante 24 dias. Terminada la reaccién, el

producto fue purificado por cromatografia
flash sobre silice (cartucho SI de 10 g) usando DCM/MeOH y 0.1% de EtsN como eluyente,
obteniéndose 420 mg (75%) de 33a como un sé6lido marrén. tH RMN (300 MHz, CDCls) 6
8.41 (s, 1H, CO-NH), 7.68 (d, ] = 8.5, 2H, ArH), 7.41 (d, ] = 8.5, 2H, ArH), 7.27 (d, ] = 8.5, 2H,
ArH), 7.16 (d, ] = 8.5, 2H, ArH), 6.13 - 5.25 (s.a, 2H, Imd-NH), 3.70 (s, 6H, 0-CH3) 3.42 (m,
4H, Imd-CH;), 3.33 (m, 4H, Imd-CH;). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) § 165.8 (C=0), 158.5
(C=N), 158.0 (C=N), 138.9 (Ar-C), 133.3 (Ar, C), 128.6 (Ar, 2 x CH), 128.4 (Ar, C), 121.8 (4r,
2 x CH), 120.4 (Ar, 2 x CH), 119.5 (Ar, 2 x CH), 115.5, 63.1 (2 x 0-CH3), 51.8 (2 x Imd-CH>),
45.8 (2 x Imd-CH>). P.f. 165-170 °C. HPLC (UV) > 91%. LRMS (ES+*) m/z = 424.23 (M+H).
HRMS (ES+): requerido para C21H25N703: 423.2019 (encontrado: 423.2023).

8.4.2 Sintesis de la 4-((1-etoxiimidazolidin-2-iliden)amino)-N-(4-((1-

etoxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida (33b)

L De acuerdo con el procedimiento general 8.4,
o 0.68 g (2.26 mmol) del isotiocianato 29 se hizo

reaccionar con 1.63 g (5.6 mmol) de la amina

]
2 AT WO
NH /@)‘\N HN 20c. La mezcla de reaccién se agité durante 24
SN i
N™ "N
R

dias a 65 °C. Una vez terminada la reaccion, el
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producto fue purificado por cromatografia flash sobre silice (cartucho SI de 20 g) usando
un gradiente de DCM/MeOH (100:0—90:10) como eluyente, obteniéndose 50 mg (5%) de
33b como un s6lido marrén. tH RMN (300 MHz, CDCl3) & 8.85 (s, 1H, CO-NH), 7.75 (d, ] =
8.5, 2H, ArH), 7.49 (d, ] = 8.2, 2H, ArH), 7.30 (d, J = 8.2, 2H, ArH), 7.17 (d, ] = 8.5, 2H, ArH),
5.88 (s, 2H, Imd-NH), 3.93 (c, ] = 7.0, 4H, 0-CH>), 3.53 - 3.28 (m, 8H, Imd-CH;), 1.24 (t,] =
7.0, 6H, CH3). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) 6 165.9 (C=0), 159.0 (C=N), 158.4 (C=N), 146.0
(Ar, C), 138.0 (4r, C), 133.7 (Ar, C), 128.6 (Ar, 2 x CH), 128.3 (Ar, C), 121.8 (Ar, 2 x CH),
120.4 (Ar, 2 x CH), 119.3 (4r, 2 x CH), 70.90 (0-CH>), 70.88 (0-CH:), 52.6 (2 x Imd-CH>),
45.7 (2 x Imd-CH;), 14.3 (2 x CH3). P.f. 135-136 °C. HPLC (UV) > 90%. LRMS (ES*) m/z =
452.12 (M+H). HRMS (ES*): requerido para Cz3H20N;03: 451.2332 (encontrado:
451.2335).

8.4.3 Sintesis de la 1,3-bis(4-((1-metoxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)urea

(34b)

De acuerdo con el procedimiento general 8.4,

0.737 g (2.26 mmol) del isotiocianato 31 se
(\)\ /©/ \©\ /L/> hizo reaccionar con 1.63 g (5.6 mmol) de la

amina 20c. La mezcla de reaccion se agito
durante 7 dias a temperatura ambiente. El producto fue purificado por cromatografia flash
sobre silice (cartucho SI de 20 g) usando un gradiente de DCM/MeOH (100:0—90:10)
como eluyente, obteniéndose 253 mg (24%) de 34b como un sé6lido marrén. tH RMN (300
MHz, CDCl;) 6 8.53 (s, 2H, NH-CO-NH), 7.21 (d, ] = 8.0, 4H, ArH), 7.04 (d, ] = 8.0, 4H, ArH),
4.40 (s, 2H, Imd-NH) 3.96 (c, ] = 7.0, 4H, 0-CH:), 3.40 (m, 8H, Imd-CH;), 1.26 (t,] = 7.0, 6H,
CH3).13C RMN (75 MHz, CDCl3) § 159.5 (2 x C=N), 154.4 (C=0), 136.7 (4r, C), 135.2 (4r, (),
128.8 (4r, €), 124.4 (Ar, C), 121.4 (Ar, 4 x CH), 120.4 (Ar, 4 x CH), 71.1 (2 x O-CH:), 52.6 (2
x Imd-CHz), 44.8 (2 x Imd-CH>), 14.3 (2 x CH3). P.f. 144-146 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS
(ES*) m/z =467.14 (M+H).

8.4.4 Sintesis de 1,3-bis(4-((1-benziloxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)urea

(34d)

De acuerdo con el procedimiento

Q\\ //Q general 8.4, 0.30 g (0.92 mmol) del
H H

isotiocianato 31 se hizo reaccionar

O N_ N o,
(':)N\\N@/ \([)]/ O\Ni} con 0.418 g (1.19 mmol) de la amina
H H

21c. La mezcla de reaccién se agit6d

durante 22 dias a 65 °C. El producto fue purificado por cromatografia flash sobre silice
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(cartucho SI de 10 g) usando un gradiente de DCM/MeOH (100:0—90:10) como eluyente,
obteniéndose 60 mg (11%) de 34d como un sélido marron. tH RMN (300 MHz, CDCl3) §
8.54 (s, 2H, NH-CO-NH), 7.44 - 7.25 (m, 10H, ArH-OBn), 7.15 (d, / = 8.6, 4H, ArH), 6.88 (d, J
= 8.6, 4H, ArH), 4.90 - 4.73 (s, 4H, 0-CHz), 4.56 (s.a, 2H, Imd-NH), 3.29 (m, 4H, Imd-CH>),
3.17 (m, 4H, Imd-CH?). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) § 159.5 (2 x C=N), 153.9 (C=0) , 136.2
(Ar-OBn, 2 x C), 135.2 (4r, C), 134.9 (4r, C), 129.3 (Ar-OBn, 4 x CH), 128.7 (Ar-OBn, 2 x
CH), 128.6 (Ar-OBn, 4 x CH), 128.4 (Ar, C), 123.9 (4r, C), 121.3 (Ar, 4 x CH), 120.2 (Ar, 4 x
CH), 77.8 (2 x 0-CHz), 52.4 (2 x Imd-CH;), 44.4 (2 x Imd-CH;). P.f. 60-65 °C. HPLC (UV):
91%. LRMS (ES*) m/z = 591.49 (M+H).

8.4.5 Sintesis de la N,N’-(etano-1,2-diilbis(4,1-fenileno))bis(1-metoxiimidazolidin-2-
imina) (35a)

De acuerdo con el procedimiento general 8.4,

o
‘ N\\(\'\II) 0.42 g (1.32 mmol) del isotiocianato 30 se hizo
NH HN reaccionar con 0.9 g (3.3 mmol) de la amina
(I\T)\\N O 19c. La mezcla de reaccidn se agité durante 14

,

-0 dias a 65 °C. Una vez terminada la reaccion, el
producto fue purificado por cromatografia flash sobre silice (cartucho SI de 10 g) usando
un gradiente de DCM/MeOH (90:10) and 0.1% of EtsN como eluyente, obteniéndose 470
mg (87%) de 35a como un s6lido marréon. tH RMN (300 MHz, CDCl3) 6 8.05 (s.a, 2H, Imd-
NH),7.32 (d,] =8.2,4H, ArH), 7.10 (d,] = 8.2, 4H, ArH), 3.82 (s, 6H, O-CH3), 3.62 (t, ] = 6.8,
4H, Imd-CH;), 3.46 (t,] = 6.8, 4H, Imd-CH; ), 3.10 - 2.77 (m, 4H, CH:CH:).13C RMN (75 MHz,
CDCl3) 6 158.8 (2 x C=N), 136.3 (Ar, 2 x C), 129.3 (Ar, 4 x CH), 127.2 (Ar, 2 x C), 119.7 (4r,
4 x CH), 63.2 (2 x 0-CH3), 52.0 (2 x Imd-CH;), 46.8 (2 x Imd-CH>), 37.5 (2 x CH2). P.f. 106-
108 °C. HPLC (UV) > 90%. LRMS (ES*) m/z = 409.20 (M+H). HRMS (ES+): requerido para
C22H28N602: 408.2274 (encontrado: 408.2278).

8.4.6 Sintesis de la N,N'-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(1-metoxiimidazolidin-2-
imina) (36a)

De acuerdo con el procedimiento general 8.4, 0.392

, g (1.32 mmol) del isotiocianato 32 se hizo

\) reaccionar con 0.9 g (3.3 mmol) de la amina 19¢. La

mezcla de reaccion se agité durante 10 dias a 652C.

\ El producto fue purificado por cromatografia flash
sobre silice (cartucho SI de 10 g) usando un gradiente de DCM/MeOH (90:10) and 0.1% of

EtsN como eluyente, obteniéndose 389 mg (72%) de 36a como un sélido marrén. tH RMN
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(300 MHz, CDCls) § 7.36 (m, 2H, ArH), 7.12 (m, 4H, ArH), 3.82 (s, 4H, CHz), 3.78 (s, 6H, O-
CHs), 3.63 - 3.51 (m, 4H, Imd-CH.), 3.50 - 3.34 (m, 4H, Imd-CH.). 13C RMN (75 MHz, CDCls)
§ 158.6 (2 x C=N), 137.6 (Ar, 2 x C), 131.3 (Ar, 2 x C), 127.8 (Ar, 2 x CH), 124.9 (Ar, 2 x C),
118.8 (Ar, 2 x CH), 117.7 (Ar, 2 x CH), 63.0 (2 x O-CHs), 51.5 (2 x Imd-CH>), 46.0 (2 x Imd-
CH.), 35.5 (2 x CHy). P.f. 110-112 °C. HPLC (UV) > 90%. LRMS (ES+*) m/z = 407.11 (M+H).

8.5 Procedimiento general para la sintesis de 1-(2-(alcoxiamino)etil)-3-

ariltioureas 37 - 43

Una suspension del isotiocianato (29 - 32) (1 equiv.) en DMF anhidra (5 mL) fue afiadida
gota a gota con wuna jeringa a una solucion de N-alcoxi-N-(2-aminoetil)
benzenosulfonamida (19¢ - 22c) (2.5 equiv.) en DMF anhidra (30 mL) en agitacién bajo
atmosfera de argéon. Mas DMF anhidra (15 mL) se usa para arrastrar el resto de
isotiocianato (no es soluble del todo en DMF) y es afiadido a la reaccién para alcanzar un
volumen de 50 mL. La formacién de las tioureas fue monitorizada por HPLC-MS. Después
de evaporar el disolvente a vacio, el crudo de la reaccién fue tratado con metanol y
triturado con una espatula. El s6lido formado fue filtrado y lavado con mas MeOH. Los

compuestos 30b y 31a fueron recristalizados de DCM frio, filtrados y lavados con Et,0.

8.5.1 Sintesis de la 4-(3-(2-((2-nitro-N-((tetrahidro-2H-piran-2-
il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tioureido)-N-(4-(3-(2-((2-nitro-N-((tetrahidro-2H-

piran-2-il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tioureido)fenil)benzamida (37)

De acuerdo con el procedimiento general 8.5, 2.07 g (6.0 mmol) de la amina 22c se hizo
reaccionar con 0.75 g (2.4 mmol) del isotiocianato 29. La reaccién se agitd a temperatura
ambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por precipitaciéon en MeOH
obteniéndose 1.18 g (41%) de 37 como un sdélido de color amarillo palido. tH RMN (300
MHz, CDCl3) ) 6 8.74-8.46 (m, 2H, NH), 8.19-8.04 (m, 1H, NH), 8.00-7.89 (m, 4H, 2 x ArHys,
2 x ArH), 7.86-7.80 (m, 2H, ArHys) 7.78-7.70 (m, 4H, 2 x ArHys, 2 x ArH), 7.62 (m, 2H,
ArHys), 7.35 (d, /] = 8.2, 2H, ArH), 7.35-7.29 (m, 1H, NH), 7.21 (d,] = 8.2, 2H, ArH), 4.96 (d, ] =
6.8, 1H, 0-CH-0), 4.88 (d, ] = 7.2, 1H, 0-CH-0), 4.35 - 4.23 (m, 2H, N-CH;), 4.00 - 3.82 (m,
2H, N-CH3), 3.75 - 3.56 (m, 2H, N-CH;), 3.54 - 3.31 (m, 2H, 0-CH;), 3.21 - 3.01 (m, 2H, O-
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CH.), 2.89 - 2.65 (m, 2H, N-CHz), 1.88 - 1.80 (m, 2H, CHz), 1.77 - 1.63 (m, 2H, CHz), 1.55 -
1.28 (m, 8H, CH,).13C RMN (75 MHz, CDCls) § 180.3 (C=S), 179.9 (C=S), 165.2 (C=0), 149.8
(Arws, C), 149.7 (Arws, C), 140.3 (Ar, C), 137.2 (Ar, C), 135.8 (Arws, CH), 135.6 (Arns CH),
132.54 (Arys, CH), 132.51 (Arys, CH), 132.4 (Ar, CH), 132.0 (Arws, 2 x CH), 131.5 (Ars, CH),
1314 (Arws, CH), 129.2 (Ar, 2 x CH) , 126.2 (Ar, 2 x CH), 125.4 2 (Ar, C), 124.24 (Arxs, CH),
124.21 (Arns, CH), 123.7 (Ar, 2 x CH), 122.0 (4r, 2 x CH), 105.9 (0-CH-0) , 105.8 (0-CH-0),
65.8 (0-CHs), 65.6 (0-CH3), 52.8 (N-CHz), 52.6 (N-CH), 41.6 (N-CHy), 41.5 (N-CH.), 28.9 (2
x CH;), 24.6 (2 x CHy), 21.2 (2 x CH). P.f. 132-133 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z
=1002.45 (M+H).

8.5.2 Sintesis de la 1,1"-(etan-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(3-(2-((2-nitro-N-

(etoxi)fenil)sulfonamido)etil)tiourea (38)

De acuerdo con el procedimiento 8.5, 1.81 g (6.23 mmol) de la amina 20c se hizo
reaccionar con 0.74 g (2.5 mmol) del isotiocianato 30. La reaccién se agit6 a temperatura
ambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por precipitacion con MeOH
obteniéndose 1.98 g (91%) de 38 como un sélido amarillo palido. tH RMN (400 MHz,
DMSO0-d¢) 8§ 9.66 (s.a, 2H, NH), 8.05 (m, 6H, Ar-H), 7.97 - 7.89 (m, 2H, Ar-H), 7.80 (s, 2H,
NH), 7.29 (d,] = 8.5, 4H, Ar-H), 7.22 (d, ] = 8.5, 4H, Ar-H), 4.09 (c, ] = 7.0, 4H, O-CHz), 3.79-
3.69 (m, 4H, N-CH3), 3.25 (m, 4H, N-CH;), 2.84 (s, 4H, CH>), 1.18 (t, /] = 7.0, 6H, CH3). 13C
RMN (100 MHz, DMSO0-ds) & 180.5 (2 x C=S), 149.2 (Arns,, 2 x C), 137.8 (4r, 2 x (), 136.7
(Ar, 2 x C), 136.4 (Arns, 2 x CH), 132.03 (Arns, 2 x CH), 131.98 (Arns, 2 x CH), 128.6 (Ar, 4 x
CH), 124.1 (Arns, 2 x CH), 123.7 (Ar, 2 x (), 123.3 (Ar, 4 x CH), 73.4 (2 x 0-CHz), 51.8 (2 x N-
CH3), 41.0 (2 x N-CHz), 36.5 (2 x CH;), 13.3 (2 x CH3). P.f. 198-200 °C. HPLC (UV) = 95%.
LRMS (ES+*) m/z = 875.69 (M+H).
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8.5.3 Sintesis de la 1,1’-(etano-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(3-(2-((2-nitro-N-
((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tiourea (39)

H H o, NO:
N

SRS o
PHwe jOY
N~y 0

De acuerdo con el procedimiento general 8.5, 2.10 g (6.26 mmol) de la amina 22c se hizo
reaccionar con 0.72 g (2.44 mmol) del isotiocianato 30. La reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por precipitacion en DCM frio
obteniéndose 1.25 g (52%) de 39 como un sélido blanco. 1H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) 6
9.76 (s.a, 2H, NH), 8.13 - 8.00 (m, 6H, ArHys), 7.98 - 7.90 (m, 2H, ArHys), 7.39 (s.a, 2H, NH),
7.25 (s, 8H, ArH), 5.01 - 4.97 (m, 2H, 0-CH-0), 4.08 - 3.98 (m, 2H, N-CH>), 3.76 - 3.65 (m,
4H, N-CH3), 3.58 - 3.49 (m, 2H, 0-CH;), 3.34 - 3.30 (m, 2H, O-CH), 2.84 (s, 4H, CH:), 2.83 -
2.76 (m, 2H, CH;), 1.67 (s, 2H), 1.88 - 1.77 (m, 2H, CH>), 1.56 - 1.34 (m, 8H, CH>). 13C RMN
(100 MHz, DMSO0-ds) 6 180.2 (2 x C=S), 149.0 (Arns, 2 x C), 138.3 (Arns, 2 x CH) , 136.6 (Ar,
2 x (), 136.3 (Arns, 2 x C), 132.2 (Arns, 4 x CH), 1289 (Ar, 4 x CH), 124.3 (Arns, 2 x CH),
123.9 (Ar, 2 x €),123.8 (Ar, 4 x CH), 104.9 (2 x 0-CH-0), 64.0 (2 x 0-CH>), 52.0 (2 x N-CH>),
40.6 (2 x N-CH>), 36.6 (2 x CH;), 28.3 (2 x CH>), 24.3 (2 x CH;), 19.7 (2 x CH). P.f. 104-105
°C.HPLC (UV): 92 %. LRMS (ES*) m/z = 988 (M+H).

8.5.4 Sintesis de la 1,3-bis(4-(3-(2-((2-nitro-N-

(metoxi)fenil)sulfonamido)etil)tiouredio)fenil)urea (40)

NO,

De acuerdo con el procedimiento general 8.5, 2.07 g (6.0 mmol) de la amina 19c se hizo
reaccionar con 0.75 g (2.4 mmol) del isotiocianato 31. La reaccién se agitd a temperatura
ambiente por 12 horas. El producto fue purificado por cromatografia flash sobre silice
(cartucho SI de 10 g) eluyendo con hexano/AcOEt (100/0 —0/100), obteniéndose 0.774 g
(91%) de 40 como un so6lido verde palido. tH RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 9.60 (s, 2H,
NH), 8.69 (s, 2H, NH), 8.14 - 7.98 (m, 6H, ArHys), 7.97 - 7.87 (m, 2H, ArHys), 7.73 (s.a, ZH,
NH),7.42 (d,] = 8.6,4H, ArH), 7.24 (d, ] = 8.6, 4H, ArH), 3.83 (s, 6H, 0-CH3), 3.75 (m, 4H, N-
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CH.), 3.29 - 3.17 (m, 4H, N-CH). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds) § 180.6 (2 x C=S), 152.5
(C=0), 1493 (Arws, 2 x C) , 136.8 (4r, 2 x C), 136.5 (Arws, 2 x CH), 132.6 (Arys, CH), 132.0,
131.9 (Arws CH), 124.7 (Ar, 4 x CH), 124.1 (Arys, 2 x CH), 123.7 (Arys, 2 x CH), 118.5 (Ar, 4 x
CH), 65.4 (2 x 0-CH3), 51.8 (2 x N-CH3), 41.1 (2 x N-CH.). P.f. > 182 °C (desc.). HPLC (UV)
= 97%. LRMS (ES*) m/z = 877.65 (M+H).

8.5.5 Sintesis de la 1,3-bis(4-(3-(2-((2-nitro-N-((tetrahidro-2H-piran-2-

il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tiouredio)fenil)urea (41)

NO,

De acuerdo con el procedimiento general 8.5, 2.1 g (6.26 mmol) de la amina 22c¢ se hizo
reaccionar con 0.722 g (2.44 mmol) del isotiocianato 32. La reaccién se agité6 a
temperatura ambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por cromatografia
flash sobre silice (cartucho SI de 10 g) eluyendo con hexano/AcOEt(100/0 — 0/100),
obteniéndose 0.806 g (32%) de 41 como un sélido amarillo palido. tH RMN (400 MHz,
DMSO0-d¢) & 9.68 (s.a, 2H, NH), 8.70 (s.a, 2H, NH), 8.12 - 8.00 (m, 6H, ArHys), 7.97 - 7.89
(m, 2H, ArHys), 7.43 (d, ] = 8.8, 4H, ArH), 7.31 (s.a, 2H, NH), 7.21 (d, ] = 8.8, 4H, ArH), 5.11 -
4.75 (m, 2H, 0-CH-0), 4.13 - 3.93 (m, 2H, N-CHz), 3.79 - 3.62 (m, 4H, N-CH;), 3.59 - 3.46
(m, 2H, 0-CH>), 3.42 - 3.35 (m, 2H, 0-CH:), 2.91 - 2.75 (m, 2H, N-CH>), 1.85 - 1.76 (m, 2H,
CH;), 1.73-1.62 (m, 2H, CH:), 1.58 - 1.24 (m, 8H, CH;). 13C RMN (100 MHz, DMSO-d¢) &
180.3 (2 x €=S), 152.5 (C=0), 148.9 (Arns, 2 x C), 137.0 (Ar, 2 x (), 136.6 (Arns, 4 x CH),
132.2 (Ar, 4 x CH), 125.0 (Ar, 2 x C), 124.2 (Arns, 4 x CH), 123.9 (Arns, 2 x C), 118.7 (Ar, 4 x
CH), 104.9 (2 x 0-CH-0), 64.0 (2 x O-CH:), 52.0 (2 x N-CH;), 40.6 (2 x N-CH;), 28.3 (2 x
CH;), 24.3 (2 x CHz), 19.7 (2 x CH>). P.f. 164-166 °C. HPLC (UV)> 95%. LRMS (ES*) m/z =
1017.91 (M+H).
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8.5.6 Sintesis de la 1,1-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(3-(2-(2-nitro-N-

(etoxi)fenil)sulfonamido)etil)tiourea (42)

L Hon o %
L OO T
s NN s oj

NO, ©2 H H

De acuerdo con el procedimiento general 8.5, 1.49 g (5.2 mmol) de la amina 20c se hizo
reaccionar con 0.61 g (2.08 mmol) del isotiocianato 32. La reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por cromatografia flash sobre silice
(cartucho SI de 10 g) eluyendo con hexano/AcOEt (100/0 — 0/100), obteniéndose 0.562 g
(32%) de 42 como un sélido marrén. tH RMN (400 MHz, DMSO-d¢) 8§ 9.67 (s.a, 2H, NH),
8.16 - 7.98 (m, 6H, Arys), 7.98 - 7.90 (m, 2H, , Arxs), 7.77 (s.a, 2H, NH), 7.33 (m, 2H, ArH),
7.27 (d,] = 8.0, 2H, ArH), 7.14 (d, ] = 8.0, 2H, ArH), 4.11 (c, /] = 7.1, 4H, 0-CH), 3.87 (s, 4H,
CH;), 3.79 - 3.67 (m, 4H, N-CH;), 3.30 - 3.17 (m, 4H, N-CH;), 1.18 (t, /] = 7.1, 6H, CH3). 13C
RMN (100 MHz, DMSO-d¢) & 180.2 (2 x C=S), 149.8 (Arns, 2 x C) , 137.5 (Ar, C), 136.6 (4r,
C), 136.2 (Arns, 2 x CH), 133.6 (Ar, (), 132.25 (Arns, C) 132.19 (Arws, €), 127.7 (Ar, 2 x CH),
124.2 (Arns, 2 x CH), 123.8 (Arns, 2 x CH), 122.9 (Ar, 2 x CH), 122.0 (Ar, 2 x CH), 104.9 (2 x
0-CH-0), 64.0 (2 x 0-CHz), 52.0 (2 x N-CH?), 40.5 (2 x N-CH>), 35.0 (2 x CH;), 28.3 (2 x CH>)
, 24.2 (2 x CH2), 19.7 (2 x CH;). P.f. 126-127 °C. HPLC (UV): 95%. LRMS (ES*) m/z =
873.73 (M+H).

8.5.7 Sintesis de la 1,1-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(3-(2-(2-nitro-N-
((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tiourea (43)
o, NO

o) s g ~N-
N J s 0
5w

No, ©2 o

De acuerdo con el procedimiento general 8.5, 2.1 g (6.26 mmol) de la amina 22c se hizo
reaccionar con 0.72 g (2.44 mmol) del isotiocianato 32. La reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por cromatografia flash spbre silice
(cartucho 10 g) eluyendo con hexano/AcOEt (100/0 — 0/100), obteniéndose 0.846 g (35
%) of 43 como un s6lido marrén. tH RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 9.79 (s.a, 2H, NH), 8.14
-8.01 (m, 6H, ArH), 7.99 - 7.91 (m, 2H, ArH), 7.37 - 7.25 (m, 4H, ArH), 7.17 - 7.05 (m, 2H,
ArH), 492 - 4.88 (m, 2H, 0-CH-0), 4.14 - 4.06 (m, 2H), 3.89 (s, 4H), 3.80 - 3. 64 (m, 2H),
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3.61 - 3.44 (m, 4H), 3.14 - 3.06 (m, 2H), 2.81 (m, 2H), 1.76 (m, 2H), 1.61 (m, 2H), 1.32 (m,
8H). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds) § 180.6 (2 x C=S), 149.2 (Arys, 2 x C) , 137.2 (Ar, C),
136.7 (Ar, C), 136.4(Arns, 2 x CH), 132.9 (Ar, C), 132.25 (Arxs, C) 132.19 (Ars, C), 127.5 (4r,
2 x CH), 124.1 (Ars 2 x CH), 123.8 (Arxs, 2 x CH), 122.5 (Ar, 2 x CH), 121.5 (Ar, 2 x CH),
73.4 (2 x 0-CH>), 51.8 (2 x N-CH.), 41.0 (2 x N-CH.), 35.0 (2 x CHz), 13.3 (2 x CH3). P.f. 116-
118 °C. HPLC (UV) > 90%. LRMS (ES*) m/z = 985.75 (M+H).

8.6 Procedimiento general para la sintesis de las 1-alcoxi-2-
ariliminoimidazolidinas 33c, 34a, 34c, 35b, 35¢c, y 36c a partir de sus

correspondientes tioureas.

A una disolucién de la tiourea en DMF anhidra (100 mL) se afiadié tiofenol (6 equiv.) y
K2CO3z (12 equiv.). Una vez verificado (por HPLC-MS) la eliminacién de los grupos
protectores nosilo, se diluy6 la reacciéon con 100 mL de DMF anhidra. La reaccién se dejé
en agitacion varios dias (el tiempo se indica para cada compuesto) hasta la formacién del
producto deseado. La reaccién fue monitorizada por HPLC-MS. El disolvente de la reacciéon
se evaporé a vacié y el crudo fue redisuelto en DCM. Se lav6 con una disoluciéon de NaHCO3
al 5% (1 x 50 mL) y luego con salmuera (1 x 50 mL). La fase organica se sec6 con MgSOs,
se filtré y el disolvente se evapor6 a vacio. La purificaciéon de los compuestos se llevo a
cabo por cromatografia flash sobre silice (cartuchos SI de 10 g) utilizando un gradiente de
DCM/MeOH: 100/0 —90/10 (33c, 34c, 35c and 36¢) o DCM/MeOH (saturado con NH3)
100/0 — 90/10 (34d). Los compuestos 34a y 35b fueron purificados utilizando alimina
neutra y un gradiente de DCM/MeOH (saturado con NH3) 100/0 — 90/10 como eluyente.

8.6.1 Sintesis de la 4-((1-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi) imidazolidin-2-iliden)
amino)-N-(4-((1-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)imidazolidin-2-ilidene)amino)

fenil)benzamida (33c)

De acuerdo con el procedimiento general

O 8.6, 0.570 g (0.57 mmol) de 37 se hizo

(o)
| © reaccionar con 0.349 mL (3.41 mmol) de

0 NN
HN\) tiofenol y 0.943 g (6.38 mmol) de K»COs.
NH \'
BN :
NS
N~ °N

La reaccion se agit6 a temperatura

ambiente durante 5 dias. Se obtuvé 0.147

U g (46%) de 33c como un sélido marrén.
° 1H RMN (300 MHz, CDCls) tH NMR (300
MHz, CDCl3) 6 8.03 (br s, 1H, CONH), 7.80 (d, J = 8.7, 2H, ArH), 7.57 (dd, ] = 2.4, 8.7, 4H,

ArH), 7.42 (d, ] = 8.7, 2H, ArH), 4.95 - 4.80 (m, 2H, OCH), 4.21 - 4.07 (m, 2H, OCH>), 3.71 -
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3.54 (m, 8H, NCH>), 3.39 - 3.25 (m, 2H, OCH;), 2.01 - 1.73 (m, 4H, CH>), 1.69 - 1.64 (m, 8H,
CHz). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) § 165.4 (€=0), 159.6 (C=N), 159.1 (C=N), 143.8 (Ar-0),
136.5 (Ar-C), 133.1 (Ar-C), 128.3 (A4r, 2 x CH), 127.9 (Ar-C), 121.3 (Ar, 2 x CH), 119.2 (4r, 2
x CH), 117.7 (2 x Ar-C), 105.1 (0-CH-0), 104.9 (0-CH-0), 66.4 (0-CH:), 66.0 (O-CH>), 53.8
(2 x Imd-CH2), 49.8 (Imd-CH>), 48.9 (Imd-CH;), 29.44 (CH2), 29.36 (CHz), 25.0 (2 x CH>),
21.7 (CHz), 21.5 (CHy). P.f. 121-123 °C. HPLC (UV): 95%. LRMS (ES+*) m/z = 564.47
(M+H).

8.6.2 Sintesis de la 1,3-bis(4-((1-metoxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)urea

(34b)

De acuerdo con el procedimiento general

<\NH OHTHO HN/> 8.6, %.59 g (1.8 mmol) de 40 se hizo
N)\\N o N//LN reaccionar con 0.49 mL (4.8 mmol) de

_o O tiofenol y 1.32 g (9.6 mmol) de K»COs. La
reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 7 dias. Se obtuvé 0.083 g (10%) de 34b
como un sélido marrén. tH RMN (300 MHz, DMSO0-de) 6 9.54 (s.a, 2H, NH), 7.45 (d, ] = 8.8,
4H, ArH), 7.37 (d, ] = 8.8, 4H, ArH), 3.77 (s, 6H, 0O-CH3), 3.58 (t,] = 7.1, 4H, Imd-CH>), 3.48 (t,
J=7.1, 4H, Imd-CH;). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) 159.0 (2 x C=N), 152.8 (€=0), 136.7 (Ar, 2
x (), 132.1 (Ar, 2 x C), 122.6 (Ar, 4 x CH), 118.5 (Ar, 4 x CH), 63.1 (2 x 0-CH3), 50.7 (2 x
Imd-CHz), 43.5 (2 x Imd-CH;) P.f. > 135 °C (desc.). HPLC (UV) = 97%. LRMS (ES*) m/z =
439.45 (M+H).

8.6.3 Sintesis de la 1,3-bis(4-((1-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)imidazolidin-2-

iliden)amino)fenil)urea (34c)

De acuerdo con el

H H
N N
NH hil HN rocedimiento general 8.6,
QA\\NO I @Nx} P i

' \ 0.570 g (0.8 mmol) de 41 se
O/o O\Q hizo reaccionar con 0.348 mL
o o

(3.41 mmol) de tiofenol y

0.943 g (6.83 mmol) de K>COs. La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 5 dias.
Se obtuvo 0.053 g (11%) de 34c como un sé6lido marron. 1H RMN (300 MHz, CDCl;) 6
7.87 (s, 2H, NH), 7.26 - 7.14 (m, 8H, ArH), 5.02 4.75 (m, 2H, 0-CH-0), 4.19 - 3.98 (m, 2H, O-
CH;), 3.66 - 3.46 (m, 8H, CH;), 3.45 - 3.19 (m, 2H, Imd-CH>), 2.07 - 1.71 (m, 4H, CH>), 1.70 -
1.38 (m, 8H, CHz). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) § 159.8 (2 x C=N), 153.9 (€=0), 135.9 (4r, 2 x
(), 134.0 (Ar, 2 x (), 120.7 (Ar, 4 x CH), 120.0 (Ar, 2 x CH), 104.5 (2 x 0-CH-0), 65.5 (2 x O-
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CH.), 53.7 (2 x Imd-CHy), 48.23 (2 x Imd-CH.), 29.1 (2 x CH;), 24.9 (2 x CHy), 21.8 (2 x CH.).
P.f. 108-110 °C. HPLC (UV) > 90%. LRMS (ES*) m/z = 579.52 (M+H).

8.6.4 Sintesis de la N,N'-(etan-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(1-etoxiimidazolidin-2-
imina) (35b)

De acuerdo con el procedimiento general

0\
| 86, 09 g (1.1 mmol) de 38 se hizo

N\\rN

O HN\) reaccionar con 0.68 mL (6.6 mmol) de

{)N: O tiofenol y 1.82 g (13.2 mmol) de K>COs. La
N™ °N

(o)

reaccion se agitd a temperatura ambiente
~ durante 5 dias. Se obtuvieron 0.045 g (5.6%)
de 35b como un sélido marrén. tH RMN (400 MHz, CDCl3) § 7.28 (d, J = 8.4, 4H, ArH), 7.05
(d, J = 8.4, 4H, ArH), 5.28 (s, 2H, NH), 3.98 (c, ] = 7.0, 4H, O-CH:), 3.57 (t,] = 7.2, 4H, Imd-
CH>), 3.39 (t,] = 7.2, 4H, Imd-CH), 2.81 (s, 4H, CH:), 1.31 (t,] = 7.0, 6H, CH3). 13C RMN (101
MHz, CDCl3) § 159.1 (2 x C=N), 138.4 (Ar, 2 x C), 136.1 (Ar, 2 x C x ), 129.1 (Ar,4 x CH x ),
119.4 (Ar, 4 x CH x ), 70.9 (2 x 0-CHz), 53.0 (2 x Imd-CH>), 47.2 (2 x Imd-CH;), 37.5 (2 x

CH), 14.4 (2 x CHs). P.f. 65-70 °C. HPLC (UV): 97%. LRMS (ES*) m/z = 437.49 (M+H).

8.6.5 Sintesis de la N,N'-(etan-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(1-((tetrahidro-2H-piran-2-

il)oxi)imidazolidin-2-imina) (35c)

De acuerdo con el procedimiento 8.6,

O/O 0.448 g (0.45 mmol) de 39 se hizo

l N\\r\N) reaccionar con 0.275 mL (2.7 mmol) de

HN tiofenol y 0.745 g (5.4 mmol) de K,COs.

NH
('\T )\\ O La reaccibn se agit6 a temperatura
o N ambiente durante 13 dias. Se obtuvd

U 0.086 g (33%) de 35c como un sélido
© marrén. 1tH RMN (400 MHz, CDCl3) &
7.36 (d,] = 8.2, 4H, ArH), 7.05 (d, ] = 8.2, 4H, ArH), 4.96-4.76 (m, 2H, 0-CH-0), 4.20-4.05 (m,
2H, 0-CH.), 3.86 - 3.71 (m, 2H, Imd-CH.), 3.70 - 3.55 (m, 4H, Imd-CH>), 3.37-3.24 (m, 2H, O-
CH,), 3.37 - 3.24 (m, 2H, Imd-CH.), 2.80 (s, 4H, CH>), 1.98 - 1.73 (m, 4H, CH.), 1.68 - 1.46
(m, 8H, CHz), 13C RMN (101 MHz, CDCls) § 159.6 (2 x C=N), 135.5 (Ar, 4 x C), 129.0 (Ar, 4 x
CH), 118.3 (Ar, 4 x CH), 104.9 (2 x 0-CH-0), 66.1 (2 x 0-CH3), 54.0 (2 x Imd-CH.), 49.7 (2 x
Imd-CHs), 37.6 (2 x CHz), 29.5 (2 x CH3), 25.1 (2 x CHz), 21.6 (2 x CH). P.f. 200-201 °C.
HPLC (UV) > 99%. LRMS (ES*) m/z = 549.56 (M+H).
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8.6.6 Sintesis de la N,N'-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(1-etoxiimidazolidin-2-
imina) (36b)

J De acuerdo con el procedimiento 8.6, 0.665 g

9 (0.64 mmol) de 42 se hizo reaccionar con 0.39

<\NH NY\") mL (3.85 mmol) de tiofenol y 1.06 g (7.72 mmol)
,\l/k\N HN de K;COs. La reacciéon se agité a temperatura
O\/ ambiente durante 7 dias. Se obtuvo 0.006 g
(11%) de 36b como un s6lido marréon. 1H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.38 (s, 2H, ArH), 7.13
(s, 4H, ArH), 5.72 (m, 2H, NH), 3.96 (q, ] = 7.0, 4H, OCH>), 3.83 (s, 4H, CH>), 3.57 (m, 4H,
CH>), 3.39 (m, 4H, CH;), 1.27 (d, ] = 7.0, 6H, CH3). 13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 159.2 (2 x
C=N), 138.7 (2 x Ar-C), 137.7 (2 x Ar-C), 130.9 (2 x Ar-C), 127.9 (2 x Ar-CH) 118.5 (2 x Ar-

CH), 117.4 (2 x Ar-CH), 70.8 (2 x 0-CH), 52.9 (2 x CHy), 47.0 (2 x CHy), 35.7 (2 x CHy), 14.3
(2 x CHs). HPLC (%UV) = 92%. P.f. 125-127 °C. LRMS (ES+): 435.32 (M +H).

8.6.7 Sintesis de la N,N'-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(1-((tetrahidro-2H-piran-
2-il)oxi)imidazolidin-2-imina) (36c)
De acuerdo con el procedimiento general

/O 8.6, 0.8 g (0.81 mmol) de 43 se hizo

(o)
¢ o reaccionar con 0.5 mL (4.87 mmol) de

N._N
NH N _
(;)\\N ;'\W\) tiofenol y 1.34 g (9.74 mmol) de K»>COs. La

o reaccion se agité a temperatura ambiente
U durante 11 dias. Se obtuvé 0.189 g (44%)
° de 36¢ como un sélido marrén. tH NMR

(400 MHz, CDCl3) & 7.7 (s, 2H), 7.34 (s, 4H, ArH), 7.11 (s, 2H, ArH), 5.1 (m, 2H, OCH), 4.0

(m, 2H, OCHz), 3.70 (s, 4H, CH;), 1.8 (m, 4H) 1.6 (m, 8H, CH:). 13C RMN (100 MHz, DMSO-

de) 6 160.0 (2 x C=N), 155.0 (4r, -2 x C), 137.9 (Ar-C), 135.1 (Ar-C), 132.4 (Ar, 2 x CH),

128.8 (Ar-C), 128.4 (Ar, 2 x CH), 127.7 (Ar-C), 127.2 (Ar-CH), 124.0 (Ar-CH), 103.4 (2 x CH),

62.2 (2 x CHz), 52.8 (2 x CH;), 41.1 (2 x CH;), 34.8 (2 x CH>), 27.3 (2 x CH3), 24.5 (2 x CH3),

18.5 (2 x CH;). P.f. 130-132 °C. HPLC (UV) = 90 %. LRMS (ES*) m/z = 547.41 (M+H).
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8.7 Procedimiento general para la desproteccion del grupo OTHP. Sobre una
disoluciéon de las 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas 33c - 36¢ en MeOH (1 mL) se afiadi6 3
mL de una disolucién de dioxano saturada con cloruro de hidrégeno (HClg.s). La reaccion
se agité a temperatura ambiente durante una noche y el disolvente se evaporé a vacio. Los
compuestos se recristalizaron de MeOH/acetona (33e, 34d, y 36e) o ‘PrOH (35e) y se

lavaron con Et;0.

8.7.1 Sintesis del dihidrocloruro de 4-((1-hidroxiimidazolidin-2-iliden)amino)-N-(4-

((1-hidroxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida (33e)

130 mg (0.238 mmol) del compuesto 33c

ﬁls OH fueron desprotegidos de acuerdo con el

(o] /©/N\\(\N> procedimiento general 8.7 obteniéndose 91.6

NH N HN mg (97%) de 33e como un solido blanco. 1H
g)\\ﬁ H RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 11.15 (s, 1H,
HO c':':@ NH), 11.09 (s, 1H, OH), 11.01 (s, 1H, NH), 10.77

(s, 1H, NH), 10.72 (s, 1H, NH), 9.36 (s, 1H, OH),
9.02 (s, 1H, NH), 8.16 (d, ] = 8.7, 2H, ArH), 7.96 (d, ] = 8.9, 2H, ArH), 7.51 (d, ] = 8.7, 2H,
ArH), 7.32 (d,] = 8.9, 2H, ArH), 3.82 - 3.70 (m, 4H, Imd-CHz), 3.65 - 3.52 (m, 4H, Imd-CH>).
13C RMN (100 MHz, DMSO-d¢) 6 164.6 (€=0), 160.1 (C=N), 159.5(C=N), 138.22 (Ar-C),
132.19 (Ar-C) 132.2 (Ar-C), 130.2 (Ar-C), 129.3 (Ar, 2 x CH), 124.8 (Ar, 2 x CH), 123.2 (Ar, 2
x CH), 121.3 (Ar, 2 x CH), 52.0 (Imd-CH;), 51.8 (Imd-CH>), 40.6 (Imd-CH;), 40.4 (Imd-CH).
P.f. 164-165 °C. HPLC (UV) > 99%. LRMS (ES*) m/z = 396.33 (M+H). HRMS (ES+)
requerido para Ci9H23CI2N703: 395.1706 (encontrado: 395.1720).

8.7.2 Sintesis del dihidrocloruro de 1,3-bis(4-((1-hidroxiimidazolin-2-
iliden)amino)fenil)urea (34e)
H H 10 mg (0.017 mmol) del compuesto 34c
(NH /@/N\H/NO\ HN/> fueron desprotegidos de acuerdo con el
N)\\C'J\rl) o 'CJ\?//LN procedimiento general 8.7 obteniéndose 6
HO H@ H@ OH mg (84%) de 34e como un sdlido marrén.
¢ cl 1H RMN (300 MHz, DMSO0-ds) & 10.79 (s.a,
2H, NH), 10.64 (s.a, 2H, NH), 9.65 (s.a, 2H, OH), 8.89 (s, 2H, NH), 7.55 (d, ] = 8.6, 4H, ArH),
7.25 (d, ] = 8.6, 4H, ArH), 3.78 - 3.62 (m, 4H, Imd-CH>), 3.60 - 3.45 (m, 4H, Imd-CH;). 13C
RMN (101 MHz, DMSO0-ds) 6 160.3 (€=0), 152.7 (2 x C=N), 139.0 (2 x Ar-C), 128.2 (2 x Ar-
C), 125.5 (4r, 2 x CH), 118.4 (Ar, 2 x CH), 52.1 (2 x CH>), 48.6 (2 x CH>). P.f. 170-175 °C.
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HPLC (UV) = 96 %. LRMS (ES*) m/z = 411.31 (M + H). HRMS (ES+) requerido para
C19H24Cl2Ng03: 410.1815 (encontrado: 410.1807).

8.7.3 Sintesis del dihidrocloruro de N,N'-(etan-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(1-

hidroxiimidazolidin-2-imina) (35d)

S 50 mg (0.091 mmol) del compuesto 35c

o]
Ho OH fueron desprotegidos de acuerdo con el

1
‘ N\\(\N> procedimiento general 8.7 obteniéndose 23.7
HN mg (68%) de 35d como un sélido marrén. tH
(\NH
N)\\Cltl) RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 11.04 (s, 2H,
HO H@ OH), 10.77 (s, 2H, NH), 9.00 (s, 2H, NH), 7.35
o]

(d,J =7.8, 4H, ArH), 7.26 (d, ] = 7.8, 4H, ArH),
3.73 (t,/ =7.7, 4H, Imd-CH;), 3.54 (t, ] = 7.7, 4H, Imd-CH>), 2.91 (s, 4H, CH;). 13C RMN (100
MHz, DMSO0-ds) 6 159.9 (2 x C=N), 140.3 (2 x Ar-C), 132.9 (2 x Ar-C), 129.5 (Ar, 4 x CH),
124.1 (Ar, 4 x CH), 51.9 (2 x Imd-CH:), 40.2 (2 x Imd-CH), 36.2 (2 x CH;). P.f. > 224 °C
(desc.). HPLC (UV) = 95 %. LRMS (ES*) m/z = 381.43 (M + H). HRMS (ES+) requerido
para C20H26Cl12N602: 381.1961 (encontrado: 381.1585).

8.7.4 Sintesis del dihidrocloruro de N,N'-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(1-
hidroxiimidazolidin-2-imina) (36e).
96 mg (0.18 mmol) del compuesto 36¢ fueron

S)
Cl desprotegidos de acuerdo con el procedimiento

Hy OH

N_ N general 8.7 obteniéndose 45.9 mg (69%) de 36e
(\NH \\(

N)\\@ HNJ como un sélido marrén. tH RMN (300 MHz,
\'

HO H@ DMSO-d¢) 6 10.84 (s.a, 2H, NH), 10.77(s, 2H, NH),
892 (s.a, 2H, OH), 7.43 (d, ] = 8.0, 2H, ArH), 7.33
(d,J = 2.0, 2H, ArH), 7.17 (dd, J = 8.0, 2.0, 2H, ArH), 3.96 (s, 4H, CH:), 3.77 - 3-67 (m, 4H,
NCH;), 3.60 - 3.51 (m, 4H, NCH;). 13C RMN (100 MHz, DMSO0-ds) 6 159.6 (2 x C=N), 148.7
(2 x Ar-C), 138.6 (Ar-C), 136.1 (Ar-C), 132.7 (2 x Ar-CH), 129.2 (Ar-C), 128.1 (2 x Ar-CH),
125.4 (Ar-C), 123.5 (Ar-CH), 122.7 (Ar-CH), 50.3 (2 x CHz), 44.0 (2 x CH>), 36.2 (2 x CH2).
LRMS (ESI*) m/z =379.33 (M + H). P.f. > 130 °C (desc.). HPLC (%UV) = 97 %. LRMS (ES+)
m/z =379.33 (M + H). HRMS (ES+): requerido para C20H24Cl:NeO2: 378.1804 (encontrado:
378.1792).

Cl
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8.8 Caracterizacion de las tiadiazepinas.

8.8.1 1,1-di6éxido de 2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-2,3,4,5-
tetrahidrobenzo[f][1,2,5]tiadiazepina (22d).

H 1H RMN (300 MHz, CDCls) § 7.90 (dd, ] = 8.0, 1.6, 1H, ArH), 7.37
@(Nw (td, ] = 7.6, 7.6, 1.6, 1H, ArH), 7.03 (td, ] = 7.6, 7.6, 1.6, 1H, ArH),
s-N. @ 6.93 (d, ] = 8.0, 1H, ArH), 5.27 (m, 1H, CH), 4.02 (m, 1H), 3.82 (m,
©, O 1H, CH,), 3.64 (m, 2H, CH>), 3.29 (m, 2H, CH2), 1.56 (m, 6H, CH>).
13C RMN (75 MHz, CDCls) § 147.0 (Ar-C), 134.3 (Ar-CH), 131.6 (Ar-CH), 126.9 (Ar-C),
121.7 (Ar-CH), 121.3 (Ar-CH), 104.4 (0-CH-0), 63.4 (0-CH,), 55.0 (CHz), 42.0 (CH), 28.7
(CHz), 25.1 (CHz), 19.5 (CH,). HPLC (%UV) = 96 %. LRMS (ES*) m/z = 299.26 (M + H).

8.8.2 1,1-didxido de 2-metoxi-2,3,4,5-tetrahidrobenzo|f][1,2,5]tiadiazepina (19d).
H 1H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 7.96 (d,/ = 8.0, 1H, ArH), 7.39 (t,] = 7.6, 7.6,
@[ w 1H, ArH), 7.07 (t,] = 7.6, 7.6, 1H, ArH), 6.92 (d, ] = 8.0, 1H, ArH), 3.95 (m,
s-N. 1H, NH), 3.81 (s, 3H, 0-CHs), 3.74 (m, 2H, -CHz-), 3.25 (m, 2H,-CHz-). 13C
Oz /0 RMN (101 MHz, CDCl3) 6 146.8 (Ar-C), 134.4 (Ar-CH), 131.8 (Ar-CH),
127.1 (Ar-C), 121.7 (Ar, 2 x CH), 63.9 (0-CH3), 52.9 (-CHz-), 42.0 (-CHz-). HPLC (%UV) = 95
%. LRMS (ES*) m/z = 229.12 (M + H).

8.9 Procedimiento general para la sintesis de las bis(etoxicarboniltioureas) (45 -
46)

A una disolucién de diamina 25 - 27 (1 equiv.) en 15 mL DCM anhidro enfriadaa 0 ¢Cy
bajo atmésfera de argén, se le adiciona lentamente un exceso de isotiocianato de
etoxicabonilo (2.2 equiv.). Una vez terminada la adicién, la reaccién se agita una noche a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, los productos precipitan en el medio de
reaccion. El precipitado se filtra y se lava con hexano, obteniéndose las

etoxicarboniltioureas 4.5 - 46 con buenos rendimientos.

8.9.1 Sintesis de la 4-(3-etoxicarboniltiouredio)-N-(4-(3-

etoxicarboniltiouredio)fenil)benzamida (45)

Siguiendo el procedimiento

H H . .
o NTNTO\/ general 8.9, se hizo reaccionar
/©/ s O 1.0 g (4.4 mmol) de 4-amino-N-
O S N _ ) _
/\OJJ\NJ\N H (4-aminofenil)benzamida (25)
H H con 1.1 mL (9.7 mmol) de
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isotiocianato de etoxicarbonilo. La reaccion se dejo en agitacion por 12 horas. El producto
se hizo precipitar segtn el procedimiento antes detallado obteniéndose 2.1 g (96%) de 45
como un soélido blanco. 1H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 6 11.72 (s, 1H, NH), 11.49 (s, 1H,
NH), 11.36 (s, 1H, NH), 11.22 (s, 1H, NH), 10.33 (s, 1H, NH), 7.97 (d,] = 9.0, 2H, ArH), 7.80
(m, 4H, ArH), 7.54 (d, ] = 9.0, 2H, ArH), 4.22 (¢, ] = 7.1, 2H, 0-CH>-), 4.21 (¢, / = 7.1, 2H, O-
CHz-), 1.26 (t,] = 7.1, 3H, CHs3), 1.25 (t, ] = 7.1, 3H, CH3). 13C RMN (75 MHz DMSO-d¢) &
175.9 (C=0), 165.1 (2 x C=0), 154.0 (C=N), 153.9(C=N), 141.3, 137.5, 133.9, 132.4, 128.5,
125.3,124.1, 120.6, 62.5 (0-CH»-), 62.4 (0-CH>-), 14.5 (2 x CH3). P.f. > 300 °C. HPLC (UV) >
95%. LRMS (ES*) m/z = 490.11 (M+H).

8.9.2 Sintesis de la 1,3-bis(4-(3-etoxicarboniltiouredio)fenil)urea (46).

H H Siguiendo el procedimiento
~.© o N N o general 8.9, se hizo
\g/ \g/ \©\NJ\N/©/ \[Sr \([)]/ reaccionar 1.17 g (5.76
H H mmol) de 1,3-bis(4-
aminofenil)urea 27 con 1.20 mL (10.63 mmol) de etoxicarbonilisotiocianato. La reacciéon
se dejo en agitacion por 12 horas. El producto se hizo precipitar segtin el procedimiento
antes detallado obteniéndose 2.0 g (82%) de 46. tH RMN (400 MHz, DMSO) 6 11.44 (s,
2H, NH), 11.20 (s, 2H, NH), 8.78 (s, 2H, NH), 7.47 (s, 8H, ArH), 4.21 (c, ] = 7.1, 4H, 0-CH>),
1.26 (t,J = 7.1, 6H, CH3). 13C RMN (101 MHz, DMSO) & 178.5 (€=0), 153.6 (C=S), 152.5
(€C=S),137.7 (2 x Ar-C), 132.0 (2 x Ar-C), 125.3 (Ar, 4 x CH), 118.1 (Ar, 4 x CH), 62.0 (2 x O-
CHz-),14.2 (2 x CH3). P.f. > 300 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z = 505.39 (M+H)

8.10 Procedimiento general para la sintesis de las N-alquiloxi y N-alquilguanidinas

47 - 56

A una disolucion de 4 equivalentes de hidroxilamina (i.e., hidrocloruro de O-
metilhidroxilamina, O-etilhidroxilamina, y O-bencilhidroxilamina), o alquilamina (i.e.,
etilamina, isopropilamina) en 5 mL de DCM anhidro y bajo atmdsfera de argon, se afiade
diisopropiletilamina (DIPEA, 6 equiv.). La reacciéon se agita durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A continuacioén, la reaccién se enfria con un bafio de hielo y se
afiade sucesivamente la bis(etoxicarboniltiourea) 45 - 46 (1 equiv.) y 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, 4 equiv.). Se observa que la mezcla de reacciéon
cambia de un color blanco turbio a un marrén claro. La reaccién se deja en agitacion a
temperatura ambiente durante 12 h. A continuacidn, la mezcla de reaccion se diluye con

10 mL de CHCly, se lava con agua destilada (3 x 10 mL), salmuera (10 mL) y se seca con
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MgSO0.. El disolvente se evapora a vacio y el producto se purifica tal como se especifica en

cada caso obteniéndose los derivados de guanidinas 47 - 56.

8.10.1 Sintesis de la 4-(3-etoxicarbonil-2-metilguanidino)-N-(4-(3-etoxicarbonil-2-
metilguanidino)fenil)benzamida (47).

oW Siguiendo el procedimiento

N N (o] general 8.10, se hizo reaccionar

| i /©/ \L]/ \[(])/ ~ 800 mg (1.64 mmol) de la

/\ojl)\ " JJI\ " /©)L H | bis(etoxicarboniltiourea) 45

H H con 1.71 mL (9.84 mmol) de

DIPEA, 1.26 g (6.56 mmol) de EDAC y 3.28 mL (6.56 mmol) de metilamina (disoluciéon 2M

en THF). La purificacién se llevd a cabo por precipitaciéon en AcOEt y lavado con Et0,

obteniéndose 495.4 mg de 47 (64%) como un soélido blanco. tH RMN (400 MHz, CDCl3) §

10.55 (s.a, 1H, NH), 8.67 (s.a, 1H, NH), 7.86 (d, ] = 8.6, 2H, ArH), 7.69 (d, ] = 8.3, 2H, ArH),

7.18 (m, 2H, ArH), 7.13 (d, ] = 8.6, 2H, ArH), 5.03 (m, 2H, NH), 4.14 (¢, ] = 7.1, 4H, 0-CH;-),

2.94 (s, 3H, N-CH3), 2.89 (s, 3H, N-CH3), 1.29 (m, 6H, -CH3). 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) &

164.8 (€=0), 163.4 (€=0), 163.2 (C=0), 159.1 (C=N), 158.6 (C=N), 141.4 (Ar-C), 136.3 (Ar-

C), 132.8 (Ar-C), 129.7 (Ar-C), 128.2 (Ar-CH), 124.9 (Ar-CH), 122.4 (Ar-CH), 120.6 (Ar-CH),

59.7 (-OCHz-), 59.6 (-OCH3-), 28.4 (-NCH3), 28.1 (-NCH3), 14.7 (CHs), 14.6 (CH3). P.f. 127-
130 °C. HPLC (UV) = 96 %. LRMS (ES+) = 484.46 (M+H).

8.10.2 Sintesis de la 4-(2-etil-3-etoxicarbonilguanidino)-N-(4-(2-etil-3-
etoxicarbonilguanidino)fenil)benzamida (48)

H H Siguiendo el procedimiento

J o /©/NTN\H/O\/ general 8.10, se hizo reaccionar

o N /@)‘\N (N o 500 mg (1.02 mmol) de la

0 )J\N )l\N H bis(etoxicarboniltiourea) 45

H H con 1.1 mL (6.13 mmol) de

DIPEA, 784 mg (4.09 mmol) de EDAC y 331.3 mg (4.09 mmol) de clorhidrato de etilamina.

El producto se purific6 por cromatografia sobre silice (cartucho SI de 10 g) con

DCM/AcOEt (9:1) obteniéndose 418.6mg de 48 (81%) como un sélido blanco. tH RMN

(300 MHz, CDCl3) & 10.66 (s.a, 1H, NH), 8.49 (s.a, 1H, NH), 7.86 (d, ] = 7.5, 2H, ArH), 7.68

(d,J=8.5,2H,ArH), 7.17 (s, 1H, NH), 7.13 (d, / = 8.5, 4H, ArH), 4.76 (s.a, 1H, NH), 4.14 (c,] =

7.1, 4H, -OCH>-), 3.39 (m, 4H, -OCH>-), 1.28 (t,] = 7.1, 6H, CH3), 1.20 (t,/ = 6.9, 3H, CH3), 1.11

(t,/=7.1, 3H, CH3).13C RMN (75 MHz, CDCl3) § 165.5 (€=0), 136.9 (2 x Ar-C), 129.1 (4r, 2

x CH), 126.6 (Ar, 2 x CH), 124.0 (Ar, 2 x CH), 122.1 (Ar, 2 x CH), 61.6 (-OCH>-), 61.2 (-OCH>-

153



Parte Experimental

), 36.4 (2 x -NCH>), 15.0 (CH3s), 14.8 (2 x CH3), 14.6 (2 x CH3). P.f. 170-171 °C. HPLC (UV) >
90%. HRMS (ES+) requerido para CzsH33N70s: 511.2541 (encontrado: 511.2543).

8.10.3 Sintesis de la 4-(3-etoxicarbonil-2-isopropilguanidino)-N-(4-(3-
etoxicarbonil-2-isopropilguanidino)fenil)benzamida (49)

H H Siguiendo el procedimiento

Y o /@/N\”/N\n/o\/ general 8.10, se hizo reaccionar

o N /@)J\H /"ll\ o 800 mg (1.64 mmol) de la

o )J\ " J\N bis(etoxicarboniltiourea) 45

H H con 1.71 mL (9.84 mmol) de

DIPEA, 1.26g (6.56 mmol) de EDAC y 0.57 mL (6.56 mmol) de isopropilamina. La

purificacién se llevé a cabo por cromatografia flash sobre silice (cartucho SI de 10 g) con

DCM/AcOEt (100/0—90/10) obteniéndose 690 mg de 49 (77%) como un sélido blanco.

1H RMN (300 MHz, CDCl3) § 10.57 (s.a, 1H, NH), 8.48 (s.a, 1H, NH), 7.89 (d, ] = 7.9, 2H,

ArH),7.70 (d, ] = 8.3, 2H, ArH), 7.14 - 6.94 (m, 4H, ArH), 4.59 (s, 1H, NH), 4.27 (m, 2H, -CH-

),4.15 (¢,J=7.1, 4H, -OCH>-), 1.30 (m, 6H, CHs), 1.20 (d, ] = 6.4, 6H, CH3), 1.11 (d, ] = 6.4, 6H,

CH3). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) 6 165.5 (C=0), 164.7 (2 x C=0), 158.2 (2 x C=N), 137.0 ( 2

x Ar-C), 132.2 (2 x Ar-C), 129.2 (Ar, 2 x CH), 126.6 (Ar, 2 x CH), 124.1 (Ar, 2 x CH), 122.2

(Ar-CH), 61.6 (-OCH>-), 61.1 (-OCHz-), 43.0 (-CH-), 23.1 (2 x CH3), 23.0 (2 x CH3), 14.8 (CH3),

14.6 (CHs). P.f. 136-138 °C. HPLC (UV) > 95%. HRMS (ES+) requerido para Cz7H37N70s:

539.2856 (encontrado: 539.2849).

8.10.4 Sintesis de la 4-(3-etoxicarbonil-2-metoxiguanidino)-N-(4-(3-etoxicarbonil-2-

metoxiguanidino)fenil)benzamida (50)

Siguiendo el procedimiento

| (o] /©/ m/ \”/0\/ general 8.10, se hizo reaccionar
o Nl/o J@)LH oN © 500 mg (1.02 mmol) de la bis-
/\OJ\ )\ | etoxicarboniltiourea 45 con 1.1
mL (6.13 mmol) de DIPEA, 784

mg (4.09 mmol) de EDAC y 341 mg (4.09 mmol) de clorhidrato de metoxiamina. El

ZT
ZT

producto se purifico por cromatografia flash sobre silice (cartucho SI de 5g) con
DCM/AcOEt (9:1) obteniéndose 226mg del compuesto 50 (43%) como un sélido blanco.
1H RMN (300 MHz, CDCl3) 6 9.17 (s, 1H, NH), 8.84 (s, 1H, NH), 8.02 (s, 2H, NH), 7.80 (d,] =
8.7,2H, ArH), 7.76 (s, 1H, NH), 7.53 (d,/ = 8.7, 4H, ArH), 7.43 (d, ] = 8.7, 2H, ArH), 4.23 (¢, ] =
7.0, 2H, 0-CH>-), 4.20 (¢, ] = 7.0, 2H, 0-CH;-), 3.83 (s, 3H, 0-CHs), 3.77 (s, 3H, 0-CHs), 1.39
(m, 6H, 0-CHs). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) 6 165.1 (€=0), 153.5 (2 x €=0), 145.2 (Ar-C),
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144.2 (C=N), 142.2 (C=N), 135.4 (Ar-C), 132.6 (Ar-C), 127.8 (Ar-C) 128.2 (Ar, 2 x CH), 121.0
(Ar, 2 x CH), 119.7 (Ar, 2 x CH), 118.4 (Ar, 2 x CH), 62.7 (0-CH3), 62.1 (0-CH3), 14.4 (2 x
CHs). P.f. 190-191 °C. HPLC (UV): 97%. HRMS (ES+) requerido para Cz3H29N70: 515.2128
(encontrado: 515.2134).

8.10.5 Sintesis de la 4-(2-etoxi-3-etoxicarbonilguanidino)-N-(4-(2-etoxi-3-
etoxicarbonilguanidino)fenil)benzamida (51)
H H Siguiendo el procedimiento
K (0] /©/NTN\H/O\/ general 3.16, se hizo reaccionar
o N/O/Q)J\N oN © 500 mg (1.02 mmol) de la
/\OJ\NJLN " ) bis(etoxicarboniltiourea) 45
HoH con 1.1 mL (6.13 mmol) de
DIPEA, 784 mg (4.09 mmol) de EDAC y 397 mg (4.09 mmol) de clorhidrato de etoxiamina.
El producto se purificO por cromatografia flash sobre silice (cartucho SI de 5g) con
DCM/AcOEt (9:1) obteniéndose 299 mg de 51 (55%) como un soélido blanco. tH RMN
(300 MHz, CDCl3) 6§ 9.17 (s, 1H, NH), 8.84 (s, 1H, NH), 8.04 (s, 2H, NH), 7.79 (d, 2H, ] = 8.8,
ArH), 7.78 (s, 1H, NH), 7.53 (d, ] = 8.8, 4H, ArH), 7.44 (d, ] = 8.6, 2H, ArH), 4.24 (m, 4H, O-
CH:-), 4.05 (m, 4H, 0-CHz-), 1.32 (m, 12H, CH3). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) § 165.2 (C=0),
153.5 (2 x C=N), 144.6 (Ar-C), 143.9 (C=0), 142.3(C=0), 135.6 (Ar-C), 132.4 (Ar-C), 128.2
(Ar, 2 x CH), 127.7 (Ar-C), 121.0 (Ar, 2 x CH), 119.4 (Ar-CH), 118.2 (Ar-CH), 69.7 (-OCH>-),
69.5 (-OCH;-), 62.6 (-OCHz-), 62.4 (-OCH:-), 14.7 (CHs), 14.4 (CH3). P.f. 181-183 °C. HPLC
(UV): 95%. LRMS (ES*) m/z = 544.17 (M+H).

8.10.6 Sintesis de la 4-(2-benciloxi-3-etoxicarbonilguanidino)-N-(4-(2-benciloxi-3-
etoxicarbonilguanidino)fenil)benzamida (52)

Siguiendo el procedimiento

o “ “ o general 8.10, se hizo reaccionar

o /©/ mN/ \[(])/ 800 mg (1.64 mmol) de la

o NI H o bis(etoxicarboniltiourea) 45
o H H con 1.71 mL (9.84 mmol) de

DIPEA, 1.26g (6.56 mmol) de
EDAC y 0.57 mL (6.56 mmol) de benciloxiamina. La purificacién se llevé a cabo por
cromatografia flash sobre silice (cartucho SI de 5g) con AcOEt/MeOH (100/0—90/10),
obteniéndose 875 mg de 52 (80%) como un soélido blanco. tH RMN (300 MHz, CDCl3) 6
9.18 (s, 1H, NH), 8.84 (s, 1H, NH), 8.00 (m, 2H, NH), 7.78 (d, ] = 8.7, 2H, ArH), 7.67 (s, 1H,
NH), 7.52 (m, 4H, ArH), 7.40 (m, 12H, ArH), 5.03 (s, 2H, -OCH>-), 5.00 (s, 2H, -OCH>-), 4.23
(c,J =71, 4H, -OCHz-), 1.32 (t,] = 7.1, 6H, CH3). 13C RMN (75 MHz, CDCls) § 164.9 (C=0),
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153.3 (2 x C=0), 144.8 (C=N), 144.0 (C=N), 143.9 (Ar-C), 142.1 (Ar-C), 137.5 (Ar-C), 137.3
(Ar-C), 135.4 (Ar-C), 132.3 (Ar-C), 128.8 (Ar, 2 x CH), 128.8 (Ar, 2 x CH), 128.43 (Ar, 2 x
CH), 128.37 (Ar, 2 x CH), 128.2 (Ar, 2 x CH), 127.6 (Ar-CH), 120.8 (Ar, 2 x CH), 119.5 (Ar-
CH), 118.2 (Ar-CH), 76.3 (0-CHz-), 76.2 (0-CHz-), 62.5 (0-CHz-), 62.3 (0-CHz-), 14.2 (CHs).
P.f. 156-158 °C. HPLC (UV) = 95%. LRMS (ES*) m/z = 668.68 (M+H).

8.10.7 Sintesis de la 4-(3-etoxicarbonil-2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)guanidino)-
N-(4-(3-etoxicarbonil-2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)guanidino)fenil)benzamida
(53)
Q H H Siguiendo el procedimiento
N N o~ general 8.10, se hizo reaccionar
g (I?I /©)?LN/©/ \'[ﬂ]/ \([)]/ 650 mg (1.32 mmol) de la
PN OJJ\NJ\N H O\Cj bis(etoxicarboniltiourea) 45
con 1.49 mL (8.6 mmol) de
DIPEA, 1.1 g (5.72 mmol) de EDAC y 670 mg (5.72 mmol) de O-(tetrahidro-2H-piran-2-
il)hidroxilamina. La purificacién se llevé a cabo por precipitacién en AcOEt, obteniéndose
el compuesto 53 (560 mg, 60%). 1H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 9.21 (s, 1H, NH), 8.88 (s, 1H,
NH), 7.97 (s, 2H, NH), 7.88 (s, 1H, NH), 7.79 (d, ] = 8.8, 2H, ArH), 7.54 (m, 4H, ArH), 7.44 (d, ]
= 9.0, 2H, ArH), 5.14 (dd, J = 5.8, 2.2, 1H, 0-CH-0), 5.10 (dd, J = 6.0, 2.1, 1H, 0-CH-0), 4.24
(m, 4H, 0-CH>-), 3.94 (m, 2H, -CH>-), 3.63 (m, 2H, -CH-), 2.48 (m, 2H, -CH>-), 1.86 (m, 4H, -
CHz-), 1.61 (m, 6H, -CH>-), 1.34 (m, 6H, CH3). 13C RMN (100 MHz, CDCl;) § 165.3 (C=0),
153.5 (2 x €=0), 146.0 (C=N), 145.3 (C=N), 142.1 (Ar-C), 135.5 (4r-C), 132.7 (Ar-C), 128.3
(Ar, 2 x CH), 128.0 (Ar-C), 121.1 (Ar, 2 x CH) , 119.8 (Ar, 2 x CH), 118.6 (Ar, 2 x CH), 101.8
(0-CH-0), 101.7 (O-CH-0), 64.3 (0-CH>-), 64.2 (0-CH>-), 62.9 (0-CH;-), 62.7 (0-CH>-), 29.6 (-
CHz-), 29.5 (-CHz-), 25.4 (-CH>-), 21.0 (-CHz-), 20.9 (-CHz-), 14.5 (2 x CH3). P.f. 116-118 °C.
HPLC (UV): 95%. LRMS (ES*) m/z = 656.59 (M+H).

8.10.8 Sintesis de la 1,3-bis(4-(3-etoxicarbonil-2-metiliguanidino)fenil)urea (54)
Siguiendo el procedimiento
\/o\n/n\n/n o H\H/H\H/O\/ general 8.10, se hizo
o ITI \©\NJ\N/©/ |T| o reaccionar 800 mg (1.59
H H mmol) de la
bis(etoxicarboniltiourea) 46con 1.66 mL (9.52 mmol) de DIPEA, 1.21 g (6.36 mmol) de
EDAC y 3.18 mL (6.36 mmol) de metilamina (disolucién 2M en THF). La purificacién se
llev6 a cabo por trituracién del crudo con Et;0 obteniéndose 707 mg de 54 (73%) como

un soélido de color blanco. tH RMN (300 MHz, DMSO-de) 6 11.9 (s, 2H, NH), 9.7 (d,] = 8.4,
4H, ArH),9.5 (d,J =8.3,4H, ArH), 6.2 (c,] = 7.1, 4H, 0-CH>-), 5.7 (s, 6H, N-CH3), 3.4 (t,] = 7.1,
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6H, CHs). 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) § 163.7 (C=0), 159.6 (2 x =0), 153.1 (2 x C=N),
137.9 (2 x Ar-C), 131.2 (2 x Ar-C), 126.0 (Ar, 4 x CH), 118.5 (Ar, 4 x CH), 59.9 (2 x 0-CH2-),
28.4 (2 x N-CHs), 15.0 (2 x CH3). P.f. > 280 °C (desc.). HPLC (UV): 98%. LRMS (ES*) m/z =
499.44 (M +H).

8.10.9 Sintesis de la 1,3-bis(4-(2-etil-3-etoxicarbonilguanidino)fenil)urea (55)
o “ “ “ “ o Siguiendo el procedimiento
~ \ﬂ/ \ﬂ/ \©\ j\ /©/ \[]/ \ﬂ/ ~ general 8.10, se hizo
° NK H H NK ° reaccionar 800 mg (1.59
mmol) de la
bis(etoxicarboniltiourea) 46 con 1.6 mL (9.5 mmol) de DIPEA, 1.23 g (6.4 mmol) de EDAC
y 0.518 g (6.4 mmol) de hidrocloruro de etilamina. La purificacién se llevé a cabo por
cromatografia flash sobre silice (cartucho SI de 5g) con DCM/MeOH (100/0—95/5),
obteniéndose 418 mg de 55 (60%) como un s6lido blanco. tH RMN (300 MHz, DMSO) 6
8.69 (s, 2H, NH), 7.44 (d, ] = 8.2, 4H, ArH), 7.20 (d, ] = 8.2, 4H, ArH), 3.94 (c, ] = 6.9, 4H, -
OCH>-), 3.29 (m, 4H, -NCH>-), 1.12 (m, 12H, CHs). 13C RMN (75 MHz, DMSO) 6 163.5 (€=0),
158.4 (2 x €=0), 152.5 (2 x C=N), 137.0 (2 x Ar-C), 131.2 (2 x Ar-C), 125.5 (Ar, 4 x CH),
118.6 (Ar, 4 x CH), 59.6 (2 x -OCH>-) , 35.6 (2 x -NCH>-), 14.8 (2 x CH3), 14.7 (2 x CH3). P.f.

190-191 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z = 527.58 (M+H).

8.10.10 Sintesis de la 1,3-bis(4-(3-etoxicarbonil-2-isopropilguanidinio)fenil)urea

(56)

H H H H Siguiendo el procedimiento
\/O\n/ N\n/N \@\ o /@/ N\n/N \n/o\/ general 8.10 se hizo
O N NJ\N N O reaccionar 300 mg (0.62

)\ H H )\ mmol) de la

bis(etoxicarboniltiourea) 46 con 0.642 mL (3.69 mmol) de DIPEA, 0.472 g (2.46 mmol) de
EDAC y 0.21 mL (2.46 mmol) de isopropilamina. La purificacién se llevé a cabo por
cromatografia flash sobre silice (cartucho SI de 5g) con DCM/MeOH (100/0—95/5),
obteniéndose 228 mg de 56 (67%). tH RMN (300 MHz, CDCl3) § 10.89 - 10.12 (s.a,, 1H,
NH), 8.70 - 8.11 (s.a, 2H, NH), 7.49 - 7.37 (m, 4H, ArH), 7.05 (d, ] = 8.0, 4H, ArH), 4.95 -
4.38 (s.a, 2H, NH), 4.25 - 4.22 (m, 2H, -CH-), 4.18 (¢, / = 7.0, 4H, 0-CH>), 1.28 (t,/ = 7.0, 6H,
CHs), 1.11 (m, 12H, CH3). 3C RMN (75 MHz, CDCl3) § 164.6 (€=0), 158.6 (2 x C=0), 153.2
(2 x C=N), 138.6 (2 x Ar-C), 129.9 (2 x Ar-C), 126.9 (Ar, 4 x CH), 120.2 (Ar, 4 x CH), 61.5 (2
x 0-CH;-), 43.2 (2 x -CH-), 23.1 (4 x CH3), 14.8 (2 x CH3). P.f. > 130 °C (desc.). HPLC (UV) >
95%. LRMS (ES*) m/z = 555.58 (M+H).
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8.11. Procedimiento general para la obtencion de las N-alcoxi y N-alquil guanidinas

finales 57 - 66 en forma de base libre

La reaccion se lleva a cabo en un tubo de vidrio KIMAX con tap6n de rosca. A una
disolucién de las bis(etoxicarbonilguanidina) en 1 mL de EtOH absoluto se afiade 2 mL de
KOH 0.1 M. El tubo se cierra (“sella”) y la reaccién se deja en agitacién a 80 °C durante 3
horas. Pasado este tiempo, la mezcla de reacciéon se enfria, se trasvasa a un matraz y
disolvente se evapora a presion reducida. El producto luego precipita en H,0. Se raspa con
una espatula para formar un precipitado. La guanidina en forma de base libre se aisla

mediante filtracién con una placa filtrante N2 3.
8.12 Procedimiento general para la formacién de los dilhidrocloruros de guanidinio

A una disolucién de la guanidina en 1 mL de MeOH se afiaden 3 mL de dioxano saturado
con HCl,). La reaccion se agita a temperatura ambiente durante 1 hora. Los disolventes se
evaporan a vacio y la sal de guanidinio se tritura en Et;O para obtener las sales

hidrocloradas con buenos rendimientos y alta pureza.

8.12.1 Sintesis del dihidrocloruro de 4-(2-isopropilguanidinio)-N-(4-(2-

isopropilguanidinio)fenil)benzamida (57a)

© @ Siguiendo el procedimiento general 8.11,

H
Y o /©/N\L]/NH3CI se desprotegieron 300 mg (0.56 mmol)
o @J\L /@*H /k de 49, obtenllefldose 157 mg (.le 5-7 (71%)
Cl H;3N H como un so6lido blanco. Siguiendo el
procedimiento general 3.12, se
obtuvieron 106 mg del dihidrocloruro 57a como un sélido blanco. HPLC (UV) = 97%. 1H
RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 6 10.51 (s, 1H, NH), 10.28 (s, 1H, NH), 9.80 (s, 1H, NH), 8.35 (s,
1H, NH), 8.10 (d, J = 8.5, 2H, ArH), 8.03 (s.a. 3H, NH), 7.91 (d, ] = 8.5, 2H, ArH), 7.64 (s, 2H,
NH), 7.34 (d, ] = 8.0, 2H, ArH), 7.20 (d, J = 8.0, 2H, ArH), 3.94 (m, 2H, -CH-), 1.19 (t,] = 6.2,
12H, CH3). 13C RMN (75 MHz, DMSO-de) 6 164.5 (€=0), 154.2 (C=N), 153.5 (C=N), 139.6
(Ar-C), 137.5 (Ar-C), 130.8 (Ar-C), 130.7 (Ar-C), 129.3 (4r, 2 x CH), 125.1 (Ar-CH), 122.2
(Ar-CH), 121.3 (Ar-CH), 43.8 (-CH-), 43.4 (-CH-), 22.3 (2 x CH3), 22.2 (2 x CH3). P.f. 206-208
°C.HPLC (UV) = 96%. LRMS (ES*) m/z =396.47 (M + H).
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8.12.2 Sintesis del dihidrocloruro de 4-(2-etilguanidinio)-N-(4-(2-

etilguanidinio)fenil)benzamida (58a)

H Siguiendo el procedimiento general 8.11, se

o) N\H/NHZ desprotegieron 350 mg (0.68 mmol) de 48,

N( /©/‘LN/©/ N obteniéndose 205.5 mg de 58 (81%) como un
HZNJ\N H ) solido blanco. tH RMN (400 MHz, DMSO) §
H 9.9 (s, 1H, NH), 7.8 (d,] = 8.2, 2H, ArH), 7.7 (d, ]

= 8.4, 2H, ArH), 6.9 (m, 4H, ArH), 3.2 (m, 4H, N-CH;-), 1.1 (m, 6H, CH3). 13C RMN (101 MHz,
DMSO) § 165.1 (C=0), 152.9 (C=N), 152.0 (C=N), 134.7 (2 x Ar-C), 128.7 (Ar, 2 x CH), 125.8
(2 x Ar-C), 123.6 (Ar, 2 x CH), 122.4 (Ar, 2 x CH), 121.3 (Ar, 2x CH), 35.6 (N-CH>-), 35.4 (N-
CHz-),15.0 (CH3), 14.7 (CH3). P.f. 134-135 °C. HPLC (UV)=92%. LRMS (ES*) m/z = 368.49
(M+H). Siguiendo el procedimiento

H "ﬁ"aCC? general 8.12, se obtuvieron 182.4 mg

o "
( N del dihidrocloruro 58a como un soélido
N

N P blanco. HPLC (UV)= 92%. tH RMN (300

MHz, DMSO-de) & 10.51 (s, 1H, NH),
10.31 (s, 1H, NH), 9.83 (s, 1H, NH), 8.32 (s, 1H, NH), 8.10 (d, ] = 8.4, 2H, ArH), 8.00 (s.a, 3H,
NH), 7.92 (d, ] = 8.1, 2H, ArH), 7.68 (s.a, 2H, NH), 7.35 (d, ] = 8.1, 2H, ArH), 7.21 (d, ] = 8.4,
2H, ArH), 3.30 (m, 4H, N-CHz-), 1.14 (c, ] = 7.3, 6H, CHs). 13C RMN (75 MHz, DMSO-de) &
164.5 (C=0), 154.9 (C=N), 154.3 (C=N), 139.5 (Ar-C), 137.7 (Ar-C), 130.9 (4r-C), 130.6 (Ar-
C), 1293 (2 x ArH), 125.3 (2 x ArH), 122.4 (2 x ArH), 121.4 (2 x ArH), 36.5 (N-CH.), 36.2
(N-CH3), 14.2 (-CHs), 14.1 (-CH3).

8.11.1 Sintesis de la 4-(2-metilguanidino)-N-(4-(2-metilguanidino)fenil)benzamida
(59)

Siguiendo el procedimiento general 8.11, se
H desprotegieron 136 mg (0.28 mmol) de 47,
o /©/N\H/NH2 obteniéndose 90 m 9 i

| N g (94%) de la base libre 59

J'\ /©)J\H | como un solido blanco. tH NMR (300 MHz,

H.N H DMSO0-de) 6 9.91 (s, 1H, NH), 7.84 (d, ] = 8.0 Hz,

2H, Ar-H), 7.69 (d, ] = 8.0 Hz, 2H, Ar-H), 7.13 (s.a.,, 2H, NH), 6.89 (m, 4H, Ar-H), 5.96 (s.a, 4H,

NH>), 2.70 (s, 3H, -CH3), 2.68 (s, 3H, -CH3). 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 6 165.3 (C=0),

154.2 (C=N), 153.1 (C=N), 134.9 (2 x Ar-C), 129.0 (Ar, 2 x CH), 126.2 (2 x Ar-C), 1239 (2 x

Ar-CH), 122.6 (2 x Ar-CH), 121.6 (Ar-CH), 28.2 (N-CH3), 28.1 (N-CH3). Pf > 300 °C. HPLC
(UV) =93%. LRMS (ES*) m/z =340.45
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8.12.3 Sintesis del dihidrocloruro de la 4-(2-metoxiguanidinio)-N-(4-(2-

metoxiguanidinio)fenil)benzamida (60a).

H Siguiendo el procedimiento general 8.11, se
_ o N\H/NHz desprotegieron 200 mg (0.39 mmol) de 50,
o
'1‘ N/©/ l;l obteniéndose 100 mg de 60 (69%) como un
N )LN H 0 sélido blanco. tH RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6
2
H 9.78 (s.a, 1H, NH), 7.81 (d, ] = 7.1, 2H, ArH),
7.73 - 7.56 (s.a, 1H, NH), 7.53 (d,/ = 7.2, 2H, ArH), 7.40 (d,] = 7.2, 2H, ArH), 7.28 (d,/ = 7.1,
2H, ArH), 5.40 (s, 2H, NH>), 5.21 (s, 2H, NHz), 3.62 (s, 3H, 0-CH3), 3.59 (s, 3H, 0-CH3). 13C
RMN (75 MHz, DMSO-ds) 6 164.6 (C=0), 151.5 (C=N), 150.7 (C=N), 144.6 (Ar-C), 137.4
(Ar-C), 131.8 (Ar-C), 128.4 (Ar, 2 x CH), 125.5 (Ar-C), 121.0 (Ar, 2 x CH), 117.2 (Ar-CH),
115.9 (Ar-CH), 60.6 (0-CH3), 60.5 (0O-CH3). P.£. 205 2C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z
H © © = 37248 (M+H). Siguiendo el
N_ _NHsClI .
o~ o /©/ \n/ procedimiento general 8.12, se
r\IJ N r‘ul obtuvieron 79.1 mg del dihidrocloruro
o ol H 0
Cl H-N" N 60a como un so6lido blanco. HPLC
* H

(UV) > 95%. tH RMN (300 MHz,
DMSO0-de) 6 11.61 (s.a, 1H), 10.63 (s, 1H), 10.58 (s, 1H), 10.24 (s, 1H), 8.40 (s, 2H), 8.14 (s,
2H),8.11 (d,J = 8.4, 2H, ArH), 7.93 (d,] = 8.3, 2H, ArH), 7.40 (d, /] = 8.1, 2H, ArH), 7.25 (d, ] =
8.1, 2H, ArH), 3.74 (s, 3H, 0-CH3), 3.71 (s, 3H, 0-CH3). 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 6 164.6
(€=0), 156.3 (C=N), 155.5 (C=N), 138.7 (Ar-C), 138.0 (Ar-C), 131.3 (Ar-C), 129.7 (Ar-C),
129.3 (Ar, 2 x CH), 125.4 (Ar, 2 x CH), 122.6 (Ar, 2 x CH), 121.3 (Ar, 2 x CH), 64.5 (0-CH3),

64.4 (0-CH3).

8.11.2 Sintesis de la 4-(2-etoxiguanidino)-N-(4-(2-etoxiguanidino)fenil)benzamida
(61)

H Siguiendo el procedimiento general 3.17,

J o /©/N\H/NH2 se desprotegieron 30 mg (0.055 mmol) de

z /@/‘LN N 51, obteniéndose 18.6 mg de 61 (85%)
HzNJL” H f ° como sélido blanco. H NMR (500 MHz,
DMSO0-ds) & 9.75 (s, 1H, NH), 8.09 (s, 1H, NH),

7.80 (d, ] = 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.58 (s, 1H, NH), 7.52 (d, ] = 8.9 Hz, 2H, ArH), 7.39 (d, ] = 8.9
Hz, 2H, ArH), 7.27 (d, ] = 8.9 Hz, 2H, ArH), 5.31 (s, 2H, NH,), 5.14 (s, 2H, NHz), 3.83 (m, 4H,
0-CH;), 1.20 (m, 6H, CHs). 13C NMR (126 MHz, DMSO0-ds) § 164.5 (C=0), 151.3 (C=N),
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150.5 (C=N), 144.7 (4r-C), 137.5 (Ar-C), 131.7 (Ar-C), 128.4 (2 x Ar-CH), 125.4 (Ar-C), 121.0
(2 x Ar-CH), 117.1 (2 x Ar-CH), 115.8(2 x Ar-CH), 67.6 (0-CHz), 67.4 (0-CH,), 14.7 (2 x CHs).
P.f.184-186 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z = 400.39 (M + H).

8.12.4 Sintesis del dihidrocloruro de 4-(2-(benciloxi)guanidinio)-N-(4-(2-

(benciloxi)guanidinio)fenil)benzamida (62a)

Siguiendo el procedimiento general 8.11, se
desprotegieron 200 mg (0.30 mmol) de 52,

H
o) /@/N\H/NHZ obteniéndose 140 mg de 62 (95%) como un
o
N '}‘ solido blanco. tH RMN (400 MHz, DMSO-d¢) 6
o

N
HZNJ\ /©/‘L H 9.75 (s, 1H, NH), 8.10 (s, 1H, NH), 7.78 (d,] = 8.8
Hz, 2H, ArH), 7.60 (s, 1H, NH), 7.50 (d, ] = 9.0
Hz, 2H, ArH), 7.45 - 7.40 (m, 4H, ArH), 7.39 -
7.31 (m, 6H, ArH), 7.32 - 7.25 (m, 2H, ArH), 7.22 (d, ] = 9.0 Hz, 2H, ArH), 5.43 (s, 2H, -NH.),
5.26 (s, 2H, -NH.), 4.88 (s, 2H, O-CHz-), 4.84 (s, 2H, O-CH;-). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds)
§ 164.5 (C=0), 151.5 (C=N), 150.7 (C=N), 144.6 (Ar-C), 139.25 (Ar-C), 139.16 (Ar-C), 137.4
(Ar-C), 131.7 (Ar-C), 128.4 (2 x ArH), 128.1 (2 x ArH), 128.0 (2 x ArH), 127.95 (2 x ArH),
127.91 (ArH), 127.3 (ArH), 127.2 (Ar-C), 125.4 (2 x ArH), 121.0 (2 x ArH), 117.1 (2 x ArH),
115.9 (2 x ArH), 74.32 (0-CHz), 74.25 (0-CHz-). P.f. 110-113 °C. HPLC (UV) = 95%. LRMS
(ES*) m/z = 52456 (M + H).

Iz

H ® o Siguiendo el procedimiento general

o N\H/NHa cl 8.12, se obtuvieron 95 mg del

SI O)LN/Q/ N dihidrocloruro 62a como un soélido

C? H3IC:I)J\N H o blanco. HPLC (UV) = 98%. tH RMN

H (300 MHz, DMSO-d¢) 6 11.54 (s, 2H),

10.55 (s, 1H), 10.53 (s, 2H), 10.20 (s,

1H), 8.26 (s, 2H), 8.08 (d, ] = 8.6, 2H, ArH), 7.91 (d, ] = 8.8, 2H, ArH), 7.52 (m, 4H, ArH), 7.41

(m, 6H, ArH), 7.29 (d, ] = 8.6, 2H, ArH), 7.15 (d, ] = 8.8, 2H, ArH), 4.96 (s, 2H, O-CH>), 4.92 (s,

2H, 0-CH;). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d¢) § 164.6 (C=0), 156.6 (C=N), 155.6 (C=N), 139.1

(Ar-C), 137.9 (Ar-C), 135.2 (Ar-C), 135.0 (Ar-C), 129.8 (Ar-C), 129.53 (Ar, 4 x CH) , 129.48

(Ar, 4 x CH), 129.2 (Ar, 2 x CH), 128.7 (Ar, 2 x CH), 128.4 (Ar, 2 x CH), 125.1 (Ar, 2 x CH),
122.0 (Ar-C), 121.3 (Ar, 2 x CH), 78.1 (0-CH>-), 77.8 (OCHz).
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8.11.3 Sintesis de la  4-(2-(tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)guanidino-N-(4-(2-
(tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)guanidino)fenil)benzamida (63)

Siguiendo el procedimiento general 3.17,

de 53, obteniéndose 170 mg de 63 (85%)
U como un solido blanco. 1H RMN (400

MHz, DMSO0-ds) 6 9.78 (s, 1H, NH), 8.31
(s, 1H, NH), 7.79 (d,] = 8.8, 2H, ArH), 7.73 (s, 1H, NH), 7.52 (d, ] = 9.0, 2H, ArH), 7.38 (d, ] =
8.8, 2H, ArH), 7.26 (d,] = 9.0, 2H, ArH), 5.48 (s, 2H, NH;), 5.27 (s, 2H, NHz), 4.96 (t,] = 3.7,
1H, 0-CH-0), 4.92 (t, ] = 3.8, 1H, 0-CH-0), 3.81 (m, 2H, -CH;-), 3.43 (m, 2H, -CH;-), 1.86 (m,
2H, -CH>-), 1.65 (m, 4H, -CH>-), 1.49 (m, 6H, -CHz-). 13C RMN (100 MHz, DMSO-d¢) & 165.2
(€=0), 152.8 (C=N), 152.1 (C=N), 145.4 (Ar-C), 138.1 (Ar-C), 132.4 (Ar-C), 129.1 (Ar, 2 x
CH), 126.1 (Ar-C), 121.7 (Ar, 2 x CH), 117.9 (A4r, 2 x CH), 116.6 (Ar, 2 x CH), 99.9 (2 x O-CH-

0), 62.0 (2 x 0-CHy), 29.9 (-CHz-), 29.8 (-CHz-), 25.9 (2 x -CHz-), 20.1 (-CHz-), 20.0 (-CHz-).
P.f. > 300 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z = 512.67 (M + H).

\”/NHZ se desprotegieron 200 mg (0.39 mmol)
N
o__0O

(L N
(o)

o 0 Q
N N
PI H

H,N~ N

2 H

8.12.5 Sintesis del dihidrocloruro de 4-(2-hidroxiguanidinio)-N-(4-(2-

hidroxiguanidinio)fenil)benzamida (63a)

H ® © Siguiendo el procedimiento general

OH o /©/N\”/NH3CI 3.18, se desprotegieron 100 mg (0.20

ILI N '}I mmol) de 63, obteniéndose 69 mg de

o ol /©)J\H oH 63a (69%) como un sdlido blanco. 'H
Cl H;N H

RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 6 11.25 (s,

1H), 10.83 (s, 1H), 10.49 (s, 1H), 10.36 (s, 2H), 10.12 (s, 1H), 9.95 (s, 1H), 8.20 (s, 2H), 8.08

(d,J=8.3,2H,ArH), 7.89 (d,] = 8.4, 2H, ArH), 7.34 (d, ] = 8.2, 2H, ArH), 7.20 (d, ] = 8.4, 2H,

ArH). 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) § 164.9 (C=0), 157.4 (C=N), 156.4 (C=N), 139.6 (Ar-C),

137.9 (Ar-C), 130.6 (Ar-C), 129.6 (Ar, 4 x CH), 125.3 (Ar-C),121.7 (Ar, 4 x CH). P.f. > 300 °C.
HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z = 344.57 (M + H).

8.12.6 Sintesis del dihidrocloruro de 1,3-bis(4-(2-metilguanidinio)fenil)urea (64a)
Siguiendo el procedimiento
H H
| |
N N\”/N N general 8.11, 132 mg, (0.40 mmol)
c® H3ICJ\rI))J\N o NJ\NG?-Q,, c© de 54 fueron desprotegidos
H H obteniéndose 107 mg de 59 (81%)

como un soélido blanco. Siguiendo el procedimiento general 8.12, se obtuvieron 95 mg del
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dihidrocloruro 64a.1H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 9.8 (s, 2H, NH), 9.6 (s.a,, 2H, NH), 7.7
(m, 6H, NH3), 7.5 (d, ] = 8.8 Hz, 4H, ArH), 7.1 (d, ] = 8.8 Hz, 4H, ArH), 2.8 (d, ] = 4.9 Hz, 6H,
NCH;).13C RMN (126 MHz, DMSO-de) 6 155.9 (2 x C=0), 152.7 (2 x C=N), 138.7 (2 x Ar-C),
128.5 (4 x Ar-CH), 126.3 (2 x Ar-C), 118.6 (4 x Ar-CH), 28.2 (NCH3). P.f. 277-278 °C. HPLC
(UV) =95%. LRMS (ES*) m/z =383.60 (M + H).

8.12.7 Sintesis del dihidrocloruro de 1,3-bis(4-(2-etilguanidinio)fenil)urea (65a)

Siguiendo el procedimiento general 8.11, se

?l H\ﬂ/“ NI/ desprotegieron 200 mg (0.38 mmol) de 55,
)J\ /©/ o) \O\ JJ\ obteniéndose 131.9 mg (91%) de la base
HaN H H N, libre 65 como un sélido blanco. tH RMN
(400 MHz, DMSO) 6 8.25 (s.a, 2H, NH), 7.23 (d, ] = 8.7, 4H, ArH), 6.65 (d, ] = 8.7, 4H, ArH),
5.25 (s.a, 2H), 4.76 (s.a,, 4H), 3.12 (d,J = 7.2, 4H, 0-CH>-), 1.06 (t,] = 7.2, 6H, CH3). 13C RMN
(101 MHz, DMSO) 6 152.9 (€=0), 151.3 (2 x C=N), 145.5 (2 x Ar-C), 132.7 (2 x Ar-C), 123.0
(Ar,4 x CH),119.3 (Ar, 4 x CH), 35.2 (2 x N-CH>-), 15.1 (2xCH3). P.f. 211-212 °C. HPLC (UV)
\ H H I/ >98%. LRMS (ES*) m/z = 383.53

N /©/ \n/ \©\ N (M+H). Siguiendo el procedimiento

ci© Hﬁl)J\H 0 HJ\N@?-I:’ ci® general 8.12, se obtuvieron 79.1
mg del dihidrocloruro de 65a

como un sdlido blanco. HPLC (UV) = 98%. tH RMN (400 MHz, DMSO0-ds) & 9.81 (s, 2H,
NH), 9.57 (s, 2H, NH) 7.83 (s, 2H, NH), 7.60 (s.a, 4H) 7.53 (d, ] = 8.7, 4H, ArH), 7.14 (d, ] =
8.7, 4H, ArH), 3.25 (m, 4H, N-CH>-), 1.12 (t,] = 7.1, 6H). 13C RMN (100 MHz, DMSO-d¢) §

155.0 (2 x C=N), 152.7 (C=0), 138.7 (2 x Ar-C), 128.6 (Ar, 4 x CH), 1263 (2 x Ar-C), 118.7
(Ar, 4 x CH), 36.3 (2 x N-CHz), 14.3 (2 x CHs).

8.12.8 Sintesis del dihidrocloruro del 1,3-bis(4-(2-isopropilguanidinio)fenil)urea
(66a)

Siguiendo el procedimiento general 8.11, se

Y H H Y desprotegieron 300 mg (0.56 mmol) de 56,

JNJ\ /O/ \(f)l/ \©\ JNJ\ obteniéndose 157 mg (71%) de 66 como un

HN- N N NHz s6lido blanco. 1H RMN (400 MHz, DMSO-

de) 6 8.30 (m, 2H), 7.23 (d, ] = 8.7 Hz, 4H, ArH), 6.65 (d, ] = 8.6 Hz, 4H, ArH), 4.98 (s.a, 6H),

3.83 (h,/ = 6.5 Hz, 2H, -CH-), 1.09 (d, ] = 6.4 Hz, 12H, -CH3). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds)

6 152.9 (C=0), 150.7 (2 x C=N), 145.2 (2 x Ar-C), 132.8 (Ar-C), 123.0 (4 x ArH), 119.3 (4 x

ArH), 41.4 (N-CH-), 23.0. P.f. 206 2C. HPLC (UV) = 96 %. LRMS (ES*) m/z =396.47 (M +
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H). Siguiendo el procedimiento general 8.12, se obtuvieron 105 mg del dihidrocloruro de

Y 0 oM Y 66a. HPLC (UV) = 97%. *H RMN (300

N O N \@\ N MHz, DMSO-ds) 6 9.72 (s, 2H), 9.44 (s, 2H),
)LN o NJLﬁHa 7.82 (m, 2H), 7.53 (d, ] = 8.5, 4H, ArH), 7.48
H oo (s.a., 4H) 7.14 (d, ] = 8.5, 4H, ArH), 3.87 (m,
2H), 1.17 (d, ] = 6.2, 12H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) § 154.6 (C=0), 153.0 (2 x C=N),
139.0 (2 x Ar-C), 129.0 (2 x Ar-C), 126.4 (Ar, 4 x CH) 119.0 (Ar, 4 x CH), 43.8 (2 x N-CH),
22.7 (4 x CH3).

@
H;N
ci©

8.13 Procedimiento general para la formacién de las N-fenilbenzamidas

halogenadas 70 - 72

La reaccién se lleva a cabo en un tubo de vidrio KIMAX cerrado con tapdn de rosca. Una
disolucién del acido carboxilico (2-fluoro-4-nitrobenzoico, 3-fluoro-4-nitrobenzoico y 2-
cloro-4-nitrobenzdico, 1.5 equiv.) en 1 mL de SOCl; se calienta a 70 °C durante
aproximadamente 5 horas. Al enfriar, se abre el tubo [Precaucién: tener cuidado con la
presion interna de SO; y HCI] y se trasvasa la mezcla de reaccién a un a matraz. Se evapora
el SOCl;, obteniéndose el cloruro de acido como un aceite. A continuacion, el cloruro de
acido se afiade gota a gota a una disoluciéon de 4-nitroanilina (1.0 equiv.) y DIPEA (2.0
equiv.) en 5 mL de tolueno anhidro. La reaccién se agita a temperatura ambiente durante
una noche. Las benzamidas se aislan por precipitation afiadiendo gotas de MeOH a la
mezcla de reaccion. El precipitado se filtra y se lava sucesivamente con HCl 0.1M y MeOH,

obteniéndose las benzamidas 70 - 72 con buen grado de pureza (> 95% por HPLC).

8.14 Procedimiento general para la sintesis asistida por microondas de las

benzamidas halogenadas 76y 77

En un tubo de reaccién para microondas, se disuelve la anilina comercial (2-fluoro-4-
nitroanilina, 3-fluoro-4-nitroanilina y 2-cloro-4nitroanilina, 1.0 equiv.), cloruro de 4-
nitrobenzoilo (1.5 equiv.), y DIPEA (5.0 equiv.) en 8 mL de tolueno anhidro. La reaccién se
calienta en microondas a 100 °C durante 30 min. Terminada la reaccidn, se enfria el crudo
y el producto precipita de la mezcla de reaccion. El sélido se filtra y se lava sucesivamente
con una soluciéon de HCI 0.1 M y MeOH, obteniéndose las benzamidas 76 y 77 con buen

grado de pureza (> 95% por HPLC).
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8.13.1 Sintesis de la 3-fluoro-4-nitro-N-(4-nitrofenil) benzamida (70)

Siguiendo el procedimiento general 8.13, se hizo

NO,
o /©/ reaccionar 700 mg (3.78 mmol) del acido 3-fluoro-4-

H nitrobenzoéico en 3 mL de SOCl;. Una vez formado el
O,N cloruro de acido, este se hizo reaccionar con 435 mg

F (3.15 mmol) de la 4-nitroanilina y 1.1 mL (6.3 mmol) de
DIPEA obteniéndose 785 mg (81%) de 70 como un sdélido blanco. tH RMN (400 MHz,
DMSO0-d¢) 6 11.10 (s, 1H, NH), 8.36 - 8.31 (m, 1H, ArH), 8.29 (d,J = 9.2, 2H, ArH), 8.15 (dd,
J=1.8,11.8, 1H, ArH), 8.05 (d, /] = 9.2, 2H, ArH), 8.01 - 7.97 (m, 1H, ArH). 13C RMN (101
MHz, DMSO-d¢) 6 163.4 (d,] = 1.7, C=0), 154.3 (d, ] = 262.3, Ar-CF), 144.7 (Ar-C) , 143.0
(Ar-C), 1409 (d,/=7.5,Ar-C),138.8 (d,J = 7.8,Ar-C), 126.7 (d,] = 2.6, Ar-CH), 124.9 (Ar, 2 x
CH), 124.8 (d, ] = 4.3, Ar-CH), 120.2 (2 x Ar-CH), 118.1 (d, ] = 22.6, Ar-CH). P.f. 178-180 °C.
HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES+*) m/z = 306.15 (M + H). Microanalisis: requerido para
C13HgFN30s (C: 51.16 %, H: 2.64 %, N: 13.77 %), encontrado (C: 50.10 %, H: 2.38 %, N:
13.53 %).

8.13.2 Sintesis de la 2-fluoro-4-nitro-N-(4-nitrofenil) benzamida (71)

Siguiendo el procedimiento general 8.13, se hizo

0 /©/N02 reaccionar 700 mg (3.78 mmol) del acido 2-fluoro-4-

N nitrobenzoico en 3 mL de SOCl,. Una vez formado el
O,N F H cloruro de acido, este se hizo reaccionar con 435 mg

(3.15 mmol) de la 4-nitroanilina y 1.1 mL (6.3 mmol)
de DIPEA, obteniéndose 736 mg (77%) de 71 como un s6lido blancotH RMN (300 MHz,
DMSO0-d¢) 6§ 11.18 (s, 1H, NH), 8.37 - 8.13 (m, 4H, ArH), 7.98 (m, 3H, ArH). 13C RMN (75
MHz, DMSO0-de) 6 161.6 (€=0), 158.3 (d, / = 253.9, Ar-CF), 149.4 (d, ] = 8.8, Ar-C), 144.1
(Ar-C) , 143.0 (Ar-C), 131.0 (d, J = 3.3, ArH), 129.8 (d, ] = 16.1, Ar-C), 124.5 (Ar, 2 x CH),
119.6 (Ar, 2 x CH), 119.4 (d, ] = 3.6, Ar-CH), 111.8 (d, J = 27.3, Ar-CH). P.f. 180-181 °C. HPLC
(UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z = 306.08 (M + H). Microanalisis: requerido para
C13HgFN30s5 (C: 51.16 %, H: 2.64 %, N: 13.77 %), encontrado (C: 50.65 %, H: 2.84 %, N:

13.36 %).
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8.13.3 Sintesis de la 2-cloro-4-nitro-N-(4-nitrofenil) benzamida (72)
Siguiendo el procedimiento general 8.13, se hizo

NO,
(o)
/©/ reaccionar 300 mg (1.5 mmol) del acido 3-cloro-4-

H nitrobenzoico en 3 mL de SOCl;. Una vez formado el

O2N cloruro de acido, este se hizo reaccionar con 138.1 mg

¢l (1.0 mmol) de 4-nitroanilina y 0.4 mL (2.0 mmol) de
DIPEA, obteniéndose 245.2 mg (76 %) de 72 como un so6lido blanco. tH RMN (400 MHz,
DMSO0-d¢) 6 11.2 (s, 1H, NH), 8.4 (m, 1H, ArH), 8.3 (m, 3H, ArH), 8.2 (m, 1H, ArH),8.1 (d,] =
8.8, 2H, ArH). 13C RMN (100 MHz, DMSO-d¢) § 163.4, (C=0) 149.3 (Ar-C), 144.8 (Ar-0),
1429 (Ar-C), 138.7 (Ar-C), 131.0 (Ar-CH), 128.4 (Ar-CH), 125.8 (Ar-CH), 125.0 (Ar-CCI),
124.8 (Ar, -2 x CH), 120.2 (Ar, 2 x CH). P.f. 178-180 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES+) m/z
= 322.09 (M + H). Microanalisis: requerido para Ci3HgCIN3Os, (C: 48.54 %, H: 2.51 %, N:

13.06 %), encontrado (C: 48.98 %, H: 3.02 %, N: 12.54 %).

8.14.1 Sintesis de la N-(2-fluoro-4-nitrofenil)-4-nitrobenzamida (76)

o NO, Siguiendo el procedimiento general 8.14, se hizo

reaccionar 300 mg (1.9 mmol) de 2-fluoro-4-nitroanilina

=2

F con 536 mg (2.9 mmol) del cloruro de 4-nitrobenzoilo en
OzN presencia de 1.6 mL (9.5 mmol) de DIPEA, obteniéndose
1.84 g de 76 (79%) como un sélido blanco. *H RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 10.91 (s, 1H,
NH), 8.39 (d, ] = 8.8, 2H, ArH), 8.26 (dd, J = 10.5, 2.5, 1H, ArH), 8.20 (d, / = 8.8, 2H), 8.18 -
8.07 (m, 2H). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds) 6 164.5 (C=0), 153.5 (d, / = 251.9, Ar-CF),
149.6 (Ar-C), 1443 (d, ] = 8.2, Ar-C), 139.1 (Ar-C), 132.4 (d, ] = 12.0, Ar-C), 129.7 (Ar, 2 x
CH), 125.3 (d, ] = 2.3, Ar-CH), 123.7 (Ar-C), 120.3 (d, = 3.4, Ar-CH), 112.0 (d, J = 25.1, Ar-
CH). P.f. 212-214 °°C. HPLC (UV) = 98%. LRMS (ES) m/z = 304.60 (M - H).
Microanalisis: requerido para CizHgFN3Os (C: 51.16 %, H: 2.64 %, N: 13.77 %),
encontrado (C: 51.31 %, H: 2.49 %, N: 13.96 %).

8.14.2 Sintesis de la N-(3-fluoro-4-nitrofenil)-4-nitrobenzamida (77)
Siguiendo el procedimiento general 8.14, se hizo
o) NO2 reaccionar 50 mg (0.32 mmol) de la 2-fluoro-4-
N/©:F nitroanilina con 89 mg (0.48 mmol) del cloruro de 4-
O,N H nitrobenzoilo en presencia de 0.3 mL (1.6 mmol) de
DIPEA. El producto se purificé por precipitaciéon en DCM
obteniéndose 73.6 mg de 77 (75%) como un sdlido blanco. tH RMN (400 MHz, DMSO0-ds)

§ 11.20 (s, 1H, NH), 8.39 (d, ] = 8.3, 2H, ArH), 8.24 (d, ] = 8.8, 1H, ArH), 8.19 (d, ] = 8.3, 2H,
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ArH),8.03 (d,/ = 14.1, 1H, ArH), 7.75 (d,] = 9.4, 1H, ArH). 13C RMN (100 MHz, DMSO-d¢) &
164.8 (C=0), 155.5 (d,J = 259.7, Ar-CF), 149.6 (Ar-C), 145.9 (d,/ = 11.4, Ar-C), 139.4 (Ar-C),
1318 (d,J=7.2,Ar-C), 129.5 (Ar, 2 x CH) , 127.5 (Ar-CH) , 123.7 (Ar, 2 x CH), 1158 (d, ] =
3.1, Ar-CH), 108.2 (d, J = 26.1, Ar-CH). P.f. 226-228 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES-) m/z
= 304.57 (M - H). HRMS (ES-) requerido para Ci3HgFN30s: 305.0448, (encontrando:
305.0443).

8.15 Procedimiento general para la reduccién de las nitrobenzamidas (70 - 72, 76 -
77)

8.15.1 Hidrogenacidn catalitica con Pd-C

En un matraz de 100 mL de tres bocas se disuelve la benzamida (70, 71, 75, 77) en 3 mL
de MeOH. A continuacién, el matraz se enfria con un bafio de hielo y se afade el
catalizador Pd-C (5%). Después de purgar el aire del matraz mediante un ciclo de
vacio/argén/vacio, la reaccion se deja en agitacion durante una noche bajo atmésfera de
hidrégeno (1 atm). La formacién de las diaminas se sigue por TLC utilizando ninhidrina
como revelador. Terminada la reaccidn, se elimina el catalizador por filtracion sobre celita,
se evapora el disolvente y el producto se recristaliza de MeOH o DCM como se indica en

cada caso, obteniéndose las anilinas 78 - 81.

8.15.2 Reduccion con cloruro de estafio (1I)

A una disolucién de la nitrobenzamida 72 en 100 mL de EtOH se afiaden 10 equivalentes
de SnCl.H,0. La reaccién se deja en agitacion vigorosa durante toda la noche. A
continuacion, la reaccién se basifica con una solucién de NaOH 0.5 M hasta un pH = 8 y se
extrae con AcOEt hasta comprobar por TLC (revelada con ninhidrina) la completa
extraccion del producto. La fase organica se lava con salmuera y se seca con MgSO.. El
disolvente se evapora a presién reducida. El producto se purifica por precipitacién en

AcOEt frio y simple filtracion., obteniéndose el compuestos 82 con buena pureza.

8.15.1.1 Sintesis de la 4-amino-N-(4-aminofenil)-3-fluorobenzamida (78)
Siguiendo el procedimiento general 8.15.1, se puso a

o /©/NH2 reaccionar 594 mg (1.95 mmol) de 70 con 30 mg de Pd-C

N (5%) como catalizador. El producto se purifico por
H recristalizacién de MeOH obteniéndose 393 mg de 78

F (82%) como un sélido blanco. tH RMN (400 MHz, DMSO-
de) 8 9.52 (s, 1H, NH), 7.59 (m, 2H, ArH), 7.32 (d, ] = 8.5, 2H, ArH), 6.78 (t, ] = 8.7, 1H, ArH),

6.52 (d, ] = 8.5, 2H, ArH), 5.75 (s, 2H, -NHz), 4.90 (s, 2H, -NH;). 13C RMN (100 MHz, DMSO-

H,N
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de) 8 163.5 (d,] = 2.3, €=0), 149.4 (d, ] = 236.7, Ar-CF), 144.9 (Ar-C) , 139.7 (d, ] = 13.1, Ar-
(), 128.4 (Ar-C),124.6 (d,J = 2.4, Ar-CH), 122.2 (Ar, 2 x CH) ,122.0 (d,] = 5.0, Ar-CH), 114.7
(d,J=49,Ar-C), 114.2 (d,] = 19.4, Ar-CH), 113.7 (Ar,2 x CH). P.f. 168-170 °C. HPLC (%UV)
> 95%. LRMS (ES+) m/z = 246.18 (M + H). Microanalisis: requerido para Ci13H12FN30 (C:
63.66%, H: 4.93%, N: 17.13%), encontrando (C: 63.68%, H: 4.89%, N: 16.98%).

8.15.1.2 Sintesis de la 4-amino-N-(4-aminofenil)-2-fluorobenzamida (79)
Siguiendo el procedimiento general 8.15.1, se puso a
o) NHz  reaccionar 780 mg (2.5 mmol) de 71 con 39 mg de Pd-C
/©\)I\N/©/ (5%). El producto se purificé por recristalizacién de DCM
H,N . H obteniéndose 259 mg de 79 (41%) como un sélido blanco.
1H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.19 (s, 1H, NH), 7.67 (d,
J=85,2H,ArH),7.02 (t,] = 8.6, 1H, ArH), 6.56 (d, ] = 8.5, 2H, ArH), 6.42 - 6.31 (m, 2H, ArH),
5.68 (s, 2H, -NH:), 5.29 (s, 2H, -NH;). 13C RMN (100 MHz, DMSO0-ds) 6 165.4 (C=0), 157.5
(d,J =242.7, Ar-CF), 151.9 (Ar-C), 148.3 (d, ] = 10.9, Ar-C), 129.2 (Ar, 2 x CH), 1289 (d, ] =
3.6, Ar-CH), 120.8 (Ar-C), 113.8 (d, J = 13.2 Hz, Ar-C), 112.6 (Ar, 2 x CH), 109.3 (d, ] = 2.5,
Ar-CH), 100.4 (d, J = 23.0, Ar-CH). P.f. 174-175 °C. HPLC (%UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z =

246.25 (M + H).

8.15.1.3 Sintesis de la 4-amino-N-(4-amino-2-fluorofenil)benzamida (80)
Siguiendo el procedimiento general 8.15.1, se puso a
reaccionar 500 mg (1.64 mmol) de 76 con 25 mg de Pd-C
MH [ (5%). El producto se purificé por recristalizacion de
HyN DCM obteniéndose 351 mg de 80 (81%) como un sélido
blanco. tH NMR (400 MHz, DMSO-de) & 9.19 (s, 1H, NH), 7.67 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H),
7.02 (t,J=8.6 Hz, 1H, Ar-H), 6.56 (d,] = 8.5 Hz, 2H, Ar-H), 6.42 - 6.31 (m, 2H, Ar-H), 5.68 (s,
2H, -NH3), 5.29 (s, 2H, -NH;).13C NMR (100 MHz, DMSO-d¢) & 165.4 (C=0), 157.5 (d, ] =
242.7 Hz, Ar-CF), 151.9 (Ar-C), 148.3 (d,/ = 10.9 Hz, Ar-C), 129.2 (2 x Ar-CH) , 1289 (d,] =
3.6 Hz, Ar-CH), 120.8 (Ar-C), 113.8 (d, /] = 13.2 Hz, Ar-CH), 112.6 (2 x Ar-CH), 109.3 (d, ] =
2.5 Hz, Ar-C), 100.4 (d, ] = 23.0 Hz, Ar-CH). P.f. 197-200 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES+)
m/z =246.25 (M + H).

NH
o 2
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8.15.1.4 Sintesis de la 4-amino-N-(4-amino-3-fluorofenil)benzamida (81)

o NH, Siguiendo el procedimiento general 3.12.1, se puso a
/©[ reaccionar 500 mg (1.64 mmol) de 77 con 25 mg Pd-C
/©)J\H F (5%). El producto se purifico por recristalizacion en DCM
HN obteniéndose 247 mg de 81 (61%) como un soélido
blanco. tH RMN (400 MHz, DMSO-ds) 6 9.58 (s, 1H, NH), 7.67 (d, ] = 8.9, 2H, ArH), 7.54 -
7.49 (m, 1H, ArH), 7.25 - 7.11 (m, 1H, ArH), 6.79 - 6.66 (m, 1H, ArH), 6.58 (d, ] = 8.9, 2H,
ArH), 5.71 (s, 2H, -NH;), 4.88 (s, 2H, -NH). 13C RMN (101 MHz, DMSO0-d¢) 6 164.8 (C=0),
151.9 (Ar-C), 149.8 (d, J = 234.8, Ar-CF), 1319 (d, ] = 13.1, Ar-C), 129.3 (d, ] = 9.4, Ar-C),
129.1 (Ar, 2 x CH), 121.3 (Ar-C), 116.8 (d, ] = 2.9, Ar-CH), 115.8 (d, ] = 5.5, ArH), 112.6 (4r,
2 x CH),108.2 (d, ] = 22.9, Ar-CH). P.f. 188-189 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z =
246.25 (M + H). Microanadlisis: requerido para Ci3Hi2FN3O (C: 63.66%, H: 4.93%, N:
17.13%), encontrando (C: 63.71%, H: 8.02%, N: 17.10%).

8.15.2.1 Sintesis de la 4-amino-2-cloro-N-(4-aminofenil)benzamida (82)
Siguiendo el procedimiento general 8.15.2, se hizo

NH,
(o)
/©/ reaccionar1.0 g (3.1 mmol) de 72 con 7.0 g (31 mmol) de

H exceso de SnCl,.H;0. El producto se purific6 por
HN precipitacion en AcOEt obteniéndose 254 mg de 82
(31%) como un sdélido blanco. tTH RMN (400 MHz,
DMSO0-de¢) 8§ 9.55 (s, 1H, NH), 7.85 (d, ] = 2.1, 1H, ArH), 7.66 (dd, ] = 8.5, 2.1, 1H, ArH), 7.32
(d,J=8.7, 2H, ArH), 6.81 (d, ] = 8.5, 1H, ArH), 6.52 (d, ] = 8.7, 2H, ArH), 5.92 (s, 2H, -NH;),
4.90 (s, 2H, -NHz). 13C RMN (101 MHz, DMSO-d¢) § 164.0 (C=0), 148.1 (Ar-C), 145.5 (Ar-
C), 129.3 (Ar-C), 129.0 (Ar-C), 128.2 (Ar-CH), 123.6 (Ar-CCI), 122.8 (Ar, 2 x CH), 116.7 (Ar-
CH),114.8 (Ar-CH), 114.3 (Ar, 2 x CH). P.f. 148-150 °C. HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES*) m/z
=262.18 (M + H).

Cl

8.16 Procedimiento general para la sintesis de los derivados fluorados y clorados de
4-((imidazolidin-2-iliden)amino-N-((4-(imidazolidin-2-iliden)amino)fenil)
benzamidas protegidas con el grupo terc-butoxicarbonil (Boc) 83 - 87

A una mezcla de las diaminas (78 - 82, 1 equiv.) y N,N’-di(terc-butoxicarbonil)imidazolin-
2-tiona3 (3 equiv.) en 5 mL de DMF anhidra a 0 °C se afiade EtsN (7 equiv.) y HgCl, (3
equiv.). La reaccion se agita a 0 °C por una hora y luego se lleva a temperatura ambiente.
La reaccion se agita durante 12 horas. La reacciéon es monitorizada por HPLC-MS. Si la
reacciéon no termina, esta se calienta a la temperatura y tiempo indicado en cada caso.

Terminada la reaccion, el precipitado color negro (HgS) se elimina por filtraciéon sobre
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Celita. El precipitado se lava con 100 mL de DMF y el filtrado se evapora a presion
reducida. La purificacién se lleva a cabo por cromatografia sobre silice utilizando un
gradiente Hexano/AcOEt (50:50 — 0:100). El producto se recristaliza de AcOEt frio,

obteniéndose los compuestos 83 - 87 con buen grado de pureza.

8.16.1 Sintesis de la 3-fluoro-4-((1,3-di(terc-butoxicarbonil))imidazolidin-2-
ilinen)amino-N-(4-(((di(terc-butoxicarbonil)-2-imidazolidin-2-ilinen)amino)fenil)
benzamida (83)

Siguiendo el procedimiento general

8.16, 800 mg (3.3 mmol) de 78, se

9\0 (o] N\\(\N> 7< hicieron reaccionar con 3.0 g (9.9
)Qo N o N
T

Oy o0

N mmol) de N,N’-bis(terc-
N)\\N \é butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona, 2.6
09/\o F g de HgCl, (9.9 mmol) y Et;N (3.2 mL,
#\ 23.1 mmol). El producto se purificd

por cromatografia flash (cartucho SI
de 20 g) tal como se indica en el procedimiento general para obtener 145 mg (6%) de 83.
1H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 7.8 (s, 1H, NH), 7.6 (m, 1H, ArH), 7.5 (d,] = 9.0, 3H, ArH), 7.1
(m, 1H, ArH), 7.0 (d, ] = 9.0, 2H), 3.8 (m, 4H, Imd-CH;), 3.8 (m, 4H, Imd-CH;), 1.4 (s, 18H,
CHs), 1.3 (s, 18H, CH3). 13C RMN (100 MHz, CDCl3) 6 164.0 (C=0), 153.5 (d, ] = 246.4, Ar-
CF), 150.4 (€=0), 149.9 (C=0), 144.9 (Ar-C), 140.9 (C=N), 139.9 (d, ] = 12.7, Ar-C), 139.3
(C=N), 133.2 (4r-0),129.4 (d,] = 6.3, Ar-(), 123.8 (d, ] = 3.2, Ar-CH), 122.6 (d, ] = 2.9 Hz, Ar-
CH), 122.0 (Ar, 2 x CH), 120.7 (Ar, 2 x CH) , 114.8 (d, ] = 22.4, Ar-CH), 83.3 (0-CH) , 83.0 (O-
CH), 43.3 (2 x Imd-CH>) , 43.1 (2x Imd-CH:) , 28.0 (12 x CH3). P.f. 183-184 °C. HPLC (UV) >
96%. LRMS (ES*) m/z =782.63 (M + H).

8.16.2 Sintesis de la 2-fluoro-4-((1,3-di(terc-butoxicarbonil))iminoimidazolidin-2-
iliden)amino-N-(4-((di(terc-butoxicarbonil)iminoimidazolidin-2-iliden)amino)
fenil)benzamida) (84)

Yo Siguiendo el procedimiento general
7< 8.16, 750 mg de 79 se hicieron

4 -
o (@] N
/g /©/ \S\) reaccionar con 3.0 g (9.9 mmol) de
e N Oﬁ/
N F

<\ )N\\ H y N,N’-di(terc-butoxicarbonil)imidazolin-
i \6 2-tiona, 2.6 g de HgCl; (9.9 mmol) y
0" EtsN (3.2 mL, 23.1 mmol). El producto
#\ se purific6 por cromatografia flash
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(cartucho SI de 20 g) tal como se indica en el procedimiento general para obtener 90 mg
(12%) de 84.1H RMN (400 MHz, DMSO) 6 9.88 (s, 1H, NH), 7.58 (d,] = 8.8, 2H, ArH), 7.53
(d,/=8.8,1H, ArH), 6.80 (d,] = 8.8, 2H, ArH), 6.71 (m, 2H, ArH), 3.78 (m, 4H, Imd-CH>), 3.75
(m, 4H, Imd-CH>), 1.32 (m, 20H, CH3), 1.29 (m, 16H, CH3). 13C RMN (101 MHz, DMSO-d;)
162.0 (€=0),159.9 (d, ] = 247.9, Ar-CF), 153.2 (d, / = 10.7, Ar-C), 149.7 (C=0), 149.3 (C=0),
144.4 (Ar-C), 140.9 (C=N), 138.9 (C=N), 133.6 (Ar-C), 130.3 (d, / = 3.7), 120.8 (4r, 2 x CH),
120.3 (4r, 2 x CH), 117.0 (d, J = 14.1, Ar-C), 116.8 (Ar-CH) , 107.7 (d, ] = 22.9, Ar-CH), 81.8
(0-CH), 81.4 (0-CH), 43.1 (2 x Imd-CH>), 42.9 (2 x Imd-CH>-), 27.5 (12 x CH3). P.f. 175-177
°C. HPLC (UV) > 96%. LRMS (ES*) m/z =782.67 (M + H).

8.16.3 Sintesis de la 4-((1,3-di(terc-butoxicarbonil))iminoimidazolidin-2-
iliden)amino-N-(3-fluoro-4-((di(terc-butoxicarbonil)iminoimidazolidin-2-

iliden)amino)fenil)benzamida) (85)
0 Siguiendo el procedimiento general

9\0 8.16, 500 mg (2.0 mmol) de 75, se

/Q/ Y\) hicieron reaccionar con 1.8 g (6.0
(\ )\ /©)L mmol) de N,N’-bis(terc-

%\ butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona, 1.6 g
o de HgCl; (6.0mmol) y EtsN 2.0 mL (14.0
#\ mmol). La reaccibn se dej6 a

temperatura ambiente 12 h. y luego a 40 2C durante 5 dias y luego a 60 °C duarte 48 horas
mas. El producto se purificé por cromatografia flash (cartucho SI de 20 g) tal como se
indica en el procedimiento general para obtener 145 mg (17%) de 85. tH RMN (300 MHz,
DMSO-d¢) § 11.39 - 11.25 (s.a, 1H, NH), 11.10 (s.a, 1H, NH), 10.33 (s.a, 1H, NH), 8.60 (s,
2H, NH), 8.53 (s, 2H, NH), 8.08 (d, ] = 8.25 Hz, 2H, Ar-H), 7.61 (t,] = 8.61 Hz, 1H, Ar-H), 7.41
(d,J =8.27 Hz, 2H, Ar-H), 7.28 (dd, J = 2.33, 11.43 Hz, 1H, Ar-H), 7.13 (dd, ] = 2.36, 8.59 Hz,
1H, Ar-H), 3.69 (d, J = 6.88 Hz, 8H, Imd-CH:-). P.f. 183-185 °C. HPLC (UV) = 96%. LRMS
(ES*) m/z = 782.63 (M + H). HRMS (ES*): requerido para C3oHs2FN;Oo: 781.3811
(encontrado: 781.3881).
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8.17 Procedimiento general para la formacion de las sales de 2-iminoimidazolidinio
83a-87a.

A una disolucién del compuesto 83 - 87 en 1 mL de DCM enfriada con un bafio de hielo a 0
°C, se aflade 1 mL de una solucién de dioxano saturada con cloruro de hidrégeno(HClg)
lentamente. La reaccion se deja en agitacién a 0 °C durante una hora. Pasado este tiempo,
la reaccion se deja calentar hasta temperatura ambiente y en agitacion durante una noche.
Terminada la reaccion, las paredes del tubo se raspan con una espatula para ayudar a la
precipitacion. El precipitado se aisla por filtracién y se lava con Et;0, obteniéndose los
compuestos 83a - 87a con buena pureza.

Nota: para los compuestos 86a y 87a, se hizo reaccionar la mezcla de productos +

subproductos parcialmente desprotegidos obtenidos en el paso previo de sintesis.

8.17.1 Sintesis del dihidrocloruro de 3-fluoro-4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-(4-
((2-imidazolididin-2-iliden)amino)fenil)benzamida (83a)
Siguiendo el procedimiento general 8.17, se

C)
cl
H® H desprotegieron 100 mg (0.19 mmol) de 83

o /©/N\(\N) obteniéndose 41 mg de 83a (83 %). tH RMN

(NH /Q)LN HN (500 MHz, DMSO-de) & 11.02 (s, 1H, NH),
10.79 (s, 1H, NH), 10.69 (s, 1H, NH), 8.61 (s,

o F 2H, NH), 8.31 (s, 2H, NH), 8.16 - 8.03 (m, 1H,

ArH), 7.96 (d, ] = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.90 (d, ] =

8.1 Hz, 2H, ArH), 7.56 (t, ] = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.24 (d, ] = 8.1 Hz, 2H, ArH), 3.70 - 3.64 (m,
4H), 3.64 - 3.58 (m, 4H). 13C RMN (126 MHz, DMSO-dg) § 163.7 (C=0), 158.4 (C=N) ,
1583 (C=N), 155.4 (d, ] = 247.9 Hz, Ar-CF), 137.6 (Ar-C) , 134.8 (d, ] = 6.3 Hz), 131.8 (Ar-C)
,127.1 (Ar-CH) , 126.8 (d, ] = 12.2 Hz, Ar-C), 125.3 (d, ] = 2.7 Hz, Ar-CH), 124.2 (2 x Ar-CH) ,
122.0 (2 x Ar-CH) , 116.6 (d, ] = 21.3 Hz, Ar-CH), 66.8 (2 x NCH.) , 43.3 (NCH.) , 43.1 (NCH>).

P.f. > 180 °C (desc.). HPLC (UV) > 95 %. LRMS (ES*) = 382.41 (M + H). HRMS (ES+)
requerida para C19H22FN70: 381.1719 (encontrada: 381.1723).

/
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8.17.2 Sintesis del dihidrocloruro de 2-fluoro-4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-(4-
((2-imidazolididin-2-iliden)amino)fenil)benzamida (84a)

o Siguiendo el procedimiento general 8.17, se

Cl desprotegieron 100 mg (0.13 mmol) de 84

o /@H?Y\H) obteniéndose 40 mg de 84a (83 %). tH RMN
NH N HN (500 MHz, DMSO-d¢) & 11.43 (s, 1H, NH),
(;)\\ﬁ/©\):H 10.69 (s, 1H, NH), 10.57 (s, 1H, NH), 8.69 (s, 2H,
H H@ NH), 8.29 (s, 2H, NH), 7.79 (d, ] = 8.4 Hz, 2H,
ArH), 7.73 (t,] = 8.5 Hz, 1H), 7.32 (d, / = 2.1 Hz,
1H, ArH), 7.25 (d,] = 8.4 Hz, 2H, ArH), 7.22 (dd, ] = 8.5, 2.1 Hz, 1H, ArH), 3.73 - 3.68 (m, 4H,
NCH?>), 3.67 - 3.60 (m, 4H, NCH;). 13C RMN (126 MHz, DMSO0-d¢) 6 162.5 (C=0), 159.7 (d,
J =250.0 Hz, Ar-CF), 158.4 (C=N), 157.6 (C=N), 140.3 (d,J = 10.9 Hz, Ar-C), 137.6 (Ar-C),
131.7 (Ar-C) , 131.6 (d, ] = 3.9 Hz, Ar-CH), 124.7 (2 x Ar-CH) , 121.7 (d, ] = 14.7 Hz, Ar-C),
121.2 (2 x Ar-CH) , 118.2 (Ar-CH), 110.1 (d, J = 26.3 Hz, Ar-CH). 66.8 (2 x NCH>), 43.13
(NCH:), 43.11 (NCH>). P.f. > 180 °C (desc.). HPLC (UV) > 95 %. LRMS (ES+) = 382.34 (M +
H). HRMS (ES+) requerida para C19H22FN-0: 381.1713 (encontrada: 381.1715).

Cl

8.17.3 Sintesis del dihidrocloruro de 4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-(2-fluoro-4-
((imidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida (85a)
Siguiendo el procedimiento general 8.17, se
desprotegieron 150 mg (0.19 mmol) de 85
o N H obteniéndose 54.9 mg de 85a (79 %). tH NMR
NH /©)J\N HNJ (500 MHz, DMSO-d¢) & 11.04 (s.a, 1H, NH),
(NJ\\?I H 10.60 (s.a, 1H,NH), 10.40 (s.a, 1H, NH), 8.70 (s.a,
H H 2H, NH), 8.46 (s.a, 2H, NH), 8.05 (d, ] = 8.6 Hz, 2H,
ArH),7.93 (dd,] = 8.7, 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.64 (dd, J
= 8.7, 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.40 (m, 3H, ArH), 3.71 (s, 4H, Imd-CHz), 3.67 (s, 4H, Imd-CHz). 13C
NMR (126 MHz, DMSO0-de) 6 164.8 (C=0), 158.6 (C=N), 158.4 (C=N), 156.4 (J = 245.46 Hz,
C-F), 140.0 (J = 10.3 Hz, Ar-C), 139.4 (Ar-C), 131.1 (Ar-C), 129.3 (2 x Ar-CH), 128.5 (Ar-CH),
122.0 (2 x Ar-CH), 117.9 (] = 13.2 Hz, Ar-CH), 116.5 (Ar-C), 108.0 (J = 24.7 Hz, Ar-CH), 42.8
(2 x Imd-CHz), 42.7 (2 x Imd-CHz). P.f. > 180 °C (desc.). HPLC (UV) = 95 %. LRMS (ES+*) =

38241 (M + H). HRMS (ES+) requerida para Ci9H22FN70: 381.1713 (encontrada:
381.1723).

ci’
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8.17.4 Sintesis del dihidrocloruro de 4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-(3-fluoro-4-
((imidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida (86a)
o Siguiendo el procedimiento general 8.17, se
F Cl desprotegieron 150 mg (0.19 mmol) de 86
o /@“ir\“) obteniéndose 37.9 mg de 86a (60 %). tH NMR
NH N HN (500 MHz, DMSO-d¢) & 11.07 (s.a, 1H, NH),
(,\T)\\ﬁ@)LH 10.86 (s.a, 1H, NH ), 10.23 (s.a,, 1H, NH), 8.71 (s.a
H H@ , 2H, NH), 8.63 (s.a, 2H, NH), 8.05 (d, J = 8.2 Hz,
cl 2H, ArH), 7.63 (t, ] = 8.3 Hz, 1H, ArH ), 7.27 (m,
1H, ArH), 7.11 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, ArH), 3.71 (m, 4H, Imd-CH;), 3.69 (m, 4H, Imd-CHz) 13C
NMR (126 MHz, DMSO-d¢) § 164.5 (C=0) , 157.8 (C=N), 157.6 (C=N) , 155.70 (d, J =
248.2 Hz), 139.3 (Ar-C), 134.3 (d,/ = 10.0 Hz), 130.6 (Ar-C),129.4 (2x Ar-CH), 1279 (d,] =
2.5 Hz, Ar-CH), 123.6 (d, ] = 12.4 Hz, Ar-C), 122.0 (2 x Ar-CH), 119.1 (d, ] = 3.3 Hz, Ar-CH),
111.2 (d, ] = 23.1 Hz, Ar-CH), 42.73 (Imd-CHz), 42.71 (Imd-CH;). P.f. > 180 °C (desc.). HPLC
(%UV) = 95 %. LRMS (ES+) = 382.41 (M + H). HRMS (ES+) requerida para Ci9H22FN-O:
381.1713 (encontrada: 381.1712).

8.17.5 Sintesis del ditrifluoroacetato de 3-cloro-4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-
(4-((2-imidazolididin-2-iliden)amino)fenil)benzamida (87a)
TFA@ Siguiendo el procedimiento general 8.17, se
Ho H desprotegieron 32.6 mg de la mezcla de
N

N
o /©/ \\(\) 870bteniéndose 26 mg de 87a (80 %). 1H NMR
HN

(NH N (500 MHz, DMSO-de) § 10.80 (s.a, 1H, NH),
H
N)\\(,(,D 10.60 (s, 1H, NH), 10.55 (s.a,1H), 8.61 (s.a, 2H,
H H
cl NH), 8.41 (s.a., 2H, NH), 8.22 (s, 1H, ArH), 8.02
TFA®

(d, ] = 8.4 Hz, 1H, ArH), 7.85 (d, ] = 8.4 Hz, 2H,
ArH), 7.65 (d,] = 8.4 Hz, 1H, ArH), 7.27 (d, ] = 8.4 Hz, 2H. ArH), 3.70 (m, 4H, Imd-CH>), 3.66
(m, 4H, Imd-CH;). 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 163.3 (C=0), 158.1(C=N), 158.0 (C=N),
137.1 (Ar-C), 135.7 (Ar-C), 134.7 (Ar-C), 131.4 (Ar-C), 129.7 (Ar-C), 129.3 (Ar-CH),
128.1(Ar-CH), 127.9 (Ar-CH), 124.2 (2 x Ar-CH), 121.5(25 x Ar-CH), 42.8 (Imd-CH>), 42.7
(Imd-CH2). P.f. 172-174 °C HPLC (%UV) = 95 %. LRMS (ES+*) = 398.26 (M + H). HRMS
(ES+) requerida para C19H22FN70: 397.1418 (encontrada: 397.1412).
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8.18 Procedimiento general para la medida de pK. mediante espectroscopia

ultravioleta (UV) en placas de 96 pocillos.

8.18.1 Procedimiento general para la preparacion de las disoluciones tampodn
utilizadas para la medida de pK;

Las disoluciones fueron preparadas en agua destilada. Los pH fueron medidos con un pH-
metro marca HANNA (HI-2210) a una temperatura de 30 °C. La disolucién estandar de HCl
0.1 M fue valorada utilizando K,CO3z como patrén primario, midiéndose una concentracion
C = 0.108 M. La disolucion estandar de NaOH 0.1 M fue sonicada durante 10 minutos y
valorada utilizando ftalato acido de potasio como patrén primario, midiéndose una
concentracion C = 0.102M. Todas las disoluciones tampén fueron preparadas con una
fuerza i6nica constante (I = 0.1 M). La fuerza i6nica de las disoluciones tampo6n fue
calculada y ajustada afiadiendo KCl como se indica para cada disolucién. Se prepararon 32
disoluciones entre pH = 3.0 hasta pH = 13.58 con una diferencia de 0.2 unidades de pH
entre cada disolucién. Los espectros UV fueron medidos a una temperatura de 30 °C con

un espectrémetro UV-Vis THERMO Multiskan.

8.18.1.1 Preparacion de disoluciones tampén AcOH/AcONa (pH 3.0 - 5.0)

100 mL de una solucién de acetato sédico (AcONa) a una concentraciéon de 0.1 M fue
preparada disolviendo 820.3 mg de AcONa (10 mmol) en 100 mL de agua destilada. 50 mL
de cada disolucién tampén fueron preparados de la siguiente manera: 25 mL de una
disolucién de AcONa 0.1 M se puso en agitacion en un matraz a 30 °C. Luego el pH deseado
(pH 3.0, 4.0 y 5.0) fue ajustado afiadiendo con una bureta una disoluciéon de HCl 0.1 M
previamente valorada utilizando K,COz como patrén primario. El volumen final fue
ajustado a 50 mL afiadiendo agua destilada. Finalmente, se calcul6 la fuerza i6nica de la
disoluciéon (I = 0.05 M) y se ajusté a 0.1 M afladiendo 186.3 mg (2.5 mmol) de KCL La
concentracion requerida de KCI fue calculada restando 0.1 (I requerida) de la fuerza iénica

calculada para cada uno de las disoluciones tampén (Tabla 1).

8.18.1.2 Preparacion de disoluciones tampén KH;PO,/K;HPO, para pH 5.8
hasta 8.0

1L de una disolucion de fosfato de potasio se preparé disolviendo 6.8 g (50 mmol) de
fostato dipotasico (KHPO4) en 1 L de agua destilada. Luego, 50 mL de cada disoluciéon
tampoén fueron preparados de la siguiente manera: 25 mL de esta disolucién se puso en
agitacion a 30 °C y su pH fue ajustado al valor requerido afiadiendo HCI 0.1 M o NaOH 0.1

M (previamente cuantificados, véase 3.2.1.1) con una bureta. El volumen final fue ajustado
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a 50 mL afiadiendo agua destilada. La fuerza iénica de las diferentes disoluciones tampén
se calcul6 (1 = 0.027 a 0.068 M) y se ajusté a 0.1 M afiadiendo la cantidad de KCI necesaria
(Tabla 1).

8.18.1.3 Preparacion de disoluciones tampén Na;B.07/HsBO3 para pH 8.0 hasta 10.8
1L de una disolucién de borax 0.025 M fue preparada disolviendo 9.54 g (25 mmol) de
Na;B407.10H20 en 1L de agua destilada. Luego, 50 mL de cada disoluciéon tampén (pH 8.0
hasta pH 9.0) fueron preparados de la siguiente manera: 25 mL de esta disolucién de
borax se pusieron en agitacion a 30 °C. El pH fue ajustado al valor requerido afiadiendo
una soluciéon de HCl 0.1 M (pH 8.0 hasta pH 9.0). El volumen fue ajustado hasta 50 mL
afiadiendo agua destilada. La fuerza iénica de las diferentes disoluciones tampdn se
calcul6 (I = 0.053 a 0.061 M) y se ajust6 a 0.1 M afiadiendo la cantidad de KCl necesaria
(Tabla 1).

50 mL de cada disolucién tampdn (pH 9.2 hasta pH 10.8) fueron preparados a partir de 25
mL de la disolucién de borax 0.025 M en agitacién a 30 °C. El pH fue ajustado al valor
requerido afiadiendo una soluciéon de NaOH 0.1 M. El volumen fue ajustado hasta 50 mL
afiadiendo agua destilada. La fuerza idnica de las diferentes disoluciones tampdn se

calculd y se ajust6 a 0.1 M afiadiendo 186.3 mg (2.5 mmol) de KCI (Tabla 1).

8.18.1.4 Preparacion de disoluciones tampé6n Na;HPO4/Na3PO4 para pH 10.9
hasta 12.0

Se prepard 1 L de una disoluciéon de Na;HPO4 0.05 M disolviendo 7.098 g (50 mmol) de
Na;HPOsen 1 L de agua destilada. Luego, 50 mL de cada disolucién tampén (pH 10.9 hasta
pH 12.0) fueron preparados de la siguiente manera: 25 mL de esta disolucién se pusieron
en agitacion a 30 °C. El pH fue ajustado al valor deseado afiadiendo una disolucién de
NaOH 0.1 M. El volumen fue ajustado a 50 mL afiadiendo agua destilada. La fuerza iénica
para estas disoluciones fue calculada entre 0.066 a 0.088 M. La fuerza i6nica de las
diferentes disoluciones tampo6n se calculé (I = 0.077 a 0.088 M) y se ajusté a 0.1 M
afiadiendo la cantidad de KCl necesaria (Tabla 1).

La disoluciéon tampon de glicina/NaOH (pH = 12.6) es de marca Fluka (referencia: 33552).
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Tabla 8.1. Preparacién de disoluciones tampdn con fuerza iénica constante (I = 0.1 M)

Vde | Vde Vol. de Vol. lzgsff; Conc. de KCl | Masa de
buffer pH |sal HCl NaOH de calculada requerida KCl
(mL) | (mL) (mL) agua (M) (M) (mg)
3,00 22,8 2,2 0,05 0,05 186,38
AcONa/ 2t X
AcOH 4,00 19,9 5,1 0,05 0,05 186,38
5,00 8,8 16,2 0,05 0,05 186,38
6,00 0,73 24,27 0,028 0,072 0,00
6,20 1,12 23,88 0,030 0,07 0,00
6,40 1,68 48,32 0,032 0,068 0,00
6,60 2,47 47,53 0,035 0,065 0,00
6,80 3,50 46,5 0,039 0,061 0,00
KH,PO4/ 25 X
K,HPO, 7,00 4,75 45,25 0,044 0,056 0,00
7,20 6,14 43,86 0,05 0,05 0,00
7,40 7,53 42,47 0,056 0,044 0,00
7,60 8,78 41,22 0,061 0,039 0,00
7,80 9,80 40,2 0,065 0,035 0,00
8,00 10,59 39,41 0,068 0,032 0,00
8,20 5,73 19,27 0,06 0,040 0,00
8,40 5,46 44,54 0,059 0,041 0,00
8,60 5,09 X 44,91 0,058 0,042 0,00
8,80 4,89 45,11 0,056 0,044 0,00
9,00 3,97 46,03 0,053 0,047 0,00
9,20 2,98 47,02 0,05 0,050 0,00
9,40 3,69 46,31 0,05 0,050 0,00
Borax 25
9,60 4,35 45,65 0,05 0,050 0,00
9,80 4,9 45,1 0,05 0,050 0,00
10,00 X 5,33 44,67 0,05 0,050 0,00
10,20 5,63 44,37 0,05 0,050 0,00
10,40 5,85 44,15 0,05 0,050 0,00
10,60 5,99 44,01 0,05 0,050 0,00
10,80 6,08 43,92 0,05 0,050 0,00
11,00 2,2 22,8 0,077 0,023 0,00
11,20 3,1 46,9 0,077 0,023 0,00
Na,HPO./ 11,40 4,1 45,9 0,079 0,021 0,00
Na-PO 25 X
askbUs 11,60 6,4 43,6 0,081 0,019 0,00
11,80 9,1 40,9 0,084 0,016 0,00
12,00 12,9 37,1 0,088 0,012 0,00
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8.18.2 Procedimiento general para la preparacion de la placa de 96 pocillos para las
medidas de los espectros de UV

Se pes6 entre 1 y 2 mg de cada compuesto en un eppendorf utilizando una balanza
analitica de alta precision. El compuesto fue disuelto en el DMSO necesario para obtener
una concentracion inicial de 10 mM (disolucién madre). La placa de 96 pocillos (placa UV-
transparente de marca Thermo Scientific Nunc) se rellené como se muestra en la Figura 1.
Cada una de las lineas fue rellenada con 196 pL de cada una de las disoluciones tampdn,
desde el pH mas acido hasta el pH mas basico. Luego, 4 pL de la disolucién madre fueron
afiadidos a cada uno de los pocillos cargados con las disoluciones tampén procurando
agitar las disoluciones con la micropipeta. La concentracion final del compuesto obtenida
en cada uno de los pocillos es de 200 uM. También se preparé una disolucién “blanco” (sin
compuesto analito) por cada disoluciéon tampén utilizada en el ensayo. Para esto se tomé
196 uL de las disoluciones tampén y luego se les afiadi6 4 ul. de DMSO. El DMSO
representa un 2 % del volumen total de las disoluciones. Luego, la placa de 96 pocillos fue
colocada en el espectrometro (THERMO Multiskan Spectrum Apparatus) y agitada por 10
minutos a 30 °C antes de medir los espectros de UV. Los espectros de UV fueron

registrados entre 200 nm y 400 nm, midiendo absorbancia cada 2 nm.

Buffer (196 uL) | 3
Buffer pH:

Compuesto 1 (4 uL) m— *._0
Compuesto 2 (4 uL) = |" .+.¢
Compuesto 3 (4 uL) — .+.,*
Compuesto 4 (4 uL) = .*.’.
Compuesto S (4 uL) —= .*.‘*.
@ur) = .‘.*.
—C

Compuesto 7 (4 uL)

s
%
»

Blanco: DMSO (4 uL) )

Figura 8.1. Ejemplo de relleno de una placa de 96 pocillos para la determinacion simultanea de los pKas de 7
compuestos.
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8.18.3 Analisis de los datos para calcular el pK,

Para el andlisis espectral y la determinaciéon de pK.s, seguimos el método descrito
previamente por Tomsho et al%. Los detalles de dicho andlisis se encuentran recogidos en
el capitulo 2.4. Se uso6 el programa Excel para tratar los datos (pasos a-e) y el programa
Prism 5.0 para la representacion grafica de los datos y calculo del pK, (paso f). En resumen,

el analisis consiste en los siguientes pasos:

(a) Correccién de los espectros UV (A = 250-400 nm) mediante la sustraccién del espectro

de UV de los blancos para cada pH y longitud de onda.

(b) Normalizacién de los espectros (las absorbancias estan normalizadas a cero para A =

400 nm).

(c) Calculo del espectro diferencial entre el espectro de UV del compuesto a pH acido (pH

3) y los espectros de UV a todos los restantes pHs.

(d) Determinacion de las longitudes de onda de absorbancia (positiva y negativa) maxima

correspondientes a las longitudes de onda analiticas.

(e) Calculo de la absorbancia total a las longitudes de onda analiticas para cada uno de los

pH analizados.

(f) Representacién grafica de la absorbancia total vs pH. El valor de pK. se determina

mediante regresion no linear utilizando la ecuacién 1:

e —e, ¥ lo(pH - pKa)
Absorbancia total =—2—2 [ . [S¢]
1+ 10(PH -PKa)

(1)

donde &na y €a-son los coeficientes de extincidn de la forma acida y basica del compuesto,

respectivamente, y S; es la concentracién del compuesto.
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8.18.4 Espectros y determinacion

iminoimidazolidinicos.

. Compuesto 2
pH

Espectro UV — 3 8.8

4 9.2

3 5 — 96
— 6 — 10

— 64 — 104

6.8 — 10.8
72 — 112
76 — 11.6

— 8 — 12

— 84

T = VV -
250 300 350 400
Wavelength (nm)

Espectro diferencial

308 nm
/3N

absorbancia

T 1
350 400

Wavelength (nm)

180

de

absorbancia

2.5+

2.04

1.5

0.5

0.0-

pK. para los

Absorbance

compuestos

Espectro UV normalizados

34
24
14
c T
250 300
Wavelength (nm)
Célculo de pK,

> ‘ —
350

12

400

bis(2-
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e (Compuesto 33e
pH Espectro UV normalizado
Espectro UV — 3 8.84 P
4 9.21
4 499 — 9.64
— 6.01 — 10.03
3 — 6.48 — 1045 g
6.86 — 10.8 s
2 74 — 1129 s
2
7.66 — 11.64 <
1 — 813 — 12
— 8.53
c T T = T
250 300 350 400 250 300 350
longitud de onda (nm) Wavelength (nm)
Espectro diferencial calculo de pK,
298 nm 4 °
2 \ 4
K]
3]
g
04 R}
5 2
7]
2
©
2
0- ()
T T T 1 T T T v T T T
250 300 350 400 0 2 4 6 8 10 12
longitud de onda (nm) pH
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e Compuesto 34a
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e Compuestos 85a
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e Compuesto 87a
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8.19 Ensayos biolégicos in vitro e in vivo

8.19.1 Actividad antiparasitaria

Los siguientes ensayos se llevaron a cabo en el Departamento de Quimioterapia
Antiparasitaria del Instituto Tropical Suizo en Basilea (Prof. R. Brun y M. Kaiser):

- actividad in vitro sobre los parasitos T. b. rhodesiense, T. cruzi, P. falciparum, L. donovani,
y citotoxicidad de los compuestos sobre células L6 de rata.

- actividad in vivo en modelos murinos de enfermedad del suefio: modelo STIB900 de
infeccién aguda (fase temprana) y modelo GVR35 de infeccion crénica (fase tardia).

Todos los estudios de eficacia in vivo en ratones (modelos STIB900 y GVR35) se llevaron a
cabo de acuerdo con las normas y reglamentos para la proteccion de los derechos de los

"

animales ("Tierschutzverordnung") del "Bundesamt fiir Veterindrwesen " suizo. Fueron
aprobados por la oficina veterinaria del Cantén de Basilea, Suiza.

Por otro lado, los ensayos in vitro con cepas silvestres y resistentes de T. b. brucei se
llevaron a cabo en el laboratorio del Dr. de Koning en el Instituto de Infeccién, Inmunidad
& Inflamacién de la Universidad de Glasgow durante 2 estancias de 15 dias en dicho
laboratorio.

Cabe destacar que la diferencia de actividad que se puede observar entre las cepas
STIB900 de T. b. rhodesiense y s427 de T. b. brucei se debe probablemente a las pequefias

diferencias existentes en los protocolos de ambos laboratorios aunque no se puede

descartar que se deba a las diferencias bioquimicas entre ambas cepas de tripanosomas.

8.19.1.1 Actividad in vitro contra T. b. rhodesiense.

La actividad tripanocida de los compuestos fue determinada utilizando el ensayo “Alamar
blue”s. Para este ensayo, cada pocillo de la placa se rellen6 con 50 pL. de medio esencial
minimo (MEM) suplementado con HEPES (25 mM), glucosa (1g/L), 1% MEM amino acidos
no-esenciales (100x), 2-mercaptoetanol (0.2 mM), piruvato sédico (1mM) y suero de
caballo inactivado por calor (15%). A continuacién, se afadieron en los pocillos siete
diluciones triples de los compuestos a ensayar (concentraciones en el rango 90 a 0.123
png/mL). Luego, fueron afiadidos en cada pocillo 104 células de parasitos (formas
sanguineas del parasito T. b. rhodesiense STIB900) en 50 pL y la placa fue incubada a 37 °C
bajo atmosfera de CO; (5%) durante 72 h. A continuacion, se afiadié 10 pL de solucién de
resazurin (Alamar blue, 12.5 mg en 100 mL de agua destilada) en cada pocillo y la placa
fue incubada durante 2 - 4 h mas. Finalmente, se hizo una lectura fluorimétrica de la placa
de 96 pocillos (Fluorimetro de microplacas Spectramax Gemini XS, Molecular Devices
Cooperation, Sunnyvale, CA, USA) a longitudes de onda de 530 nm y 590 nm. Los datos

obtenidos fueron tratados y analizados en el programa GraphPad. La disminucién de la
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fluorescencia se expresd en porcentaje de la fluorescencia de los cultivos control y se
representd frente a las concentraciones de los compuestos. A partir de las curvas de
inhibicién sigmoidal, se calcul6 la concentraciéon inhibitoria 50% (Clso) de los compuestos

ensayadoss.

8.19.1.2 Actividad in vitro contra T. b. brucei

Una leve modificacién del protocolo usado para T. b. rhodesiense fue usada para el ensayo
de las cepas salvajes y resistentes de T. b. brucei’. La cepa TbAT1-KO fue obtenida de la
modificacion de la cepa salvaje de T. b. brucei Lister 427 (s427) por supresiéon del gen
TbAT18. La cepa B48 es un mutante derivado de ThAT1-KO por seleccién in vitro a altos
niveles de pentamidina, y no expresa el transportador de alta afinidad de pentamidina
(HAPT1)e.

El compuesto a ensayar es incubado en una placa de 96 pocillos con las células de parasito
que se encuentran a una concentracion de 1 x 105 células/mL. Se preparan 24
concentraciones de los compuestos (100 mM hasta 1.19 x 10-5> mM), luego las células se
incuban en presencia de los compuestos (37 °C y 5% CO:) por unas 48 horas. Pasado este
tiempo, el reactivo “Alamar Blue” se afiade a cada pocillo de la placa con el cultivo de las

células y estas se incuban durante 24 horas mas.

8.19.1.3 Actividad in vitro contra T. cruzi, L. donovaniy P. falciparum

Los valores de Clso contra las cepas de amastigotes de L. donovani MHOM/ET/67/L82
fueron determinados utilizando el ensayo de “Alamar blue”10. Los valores de Clso contra P.
falciparum (estadio eritrocitico) fueron determinados por en el ensayo de incorporaciéon
de [3H]hipoxantina utilizando la cepa K1 resistente a cloroquina y pirimetaminall. Los
valores de Clso contra tripomastigotes de la cepa Tulahuen C2C4 de T. cruzi conteniendo el
gen —D-galactosidasa (LacZ) fueron determinados utilizando un ensayo colorimétrico con
el sustrato “rojo de clorofenilo B-D-galactopiranésido (CPRG)-Nonidet”12. Los detalles del
protocolo para todos estos ensayos han sido publicadas anteriormente por nuestro

grupols,
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8.19.2 Actividad tripanocida in vivo

8.19.2.1 Modelo murino STIB900 de enfermedad del suefio aguda

Este modelo murino mimetiza la primera fase de la enfermedad. Cuatro ratones hembra
NMR1 fueron utilizados para cada grupo en este experimento. Cada ratén fue inoculado
via intraperitoneal con 104 tripomastigotes de la forma sanguinea del parasito T. b.
rhodesiense de la cepa STIB900. Sangre heparinizada proveniente de un ratén donador con
una parasitemia de aproximadamente 5 x 106/mL fue suspendida en PSG para obtener
una suspension de tripanosomas de 1 x 105/mL. Cada ratén fue inyectado con 0.25 mL de
esta suspension. Los compuestos fueron disueltos en 100% de DMSO, luego diluido 10
veces en agua destilada o como lo especifica el proveedor. El tratamiento con los
compuestos se inici6 3 dias después de la infeccién durante 4 dias consecutivos para todas
las vias de administraciéon (i.p., p.0o.) en un volumen de 0.1 mL/10g. Tres ratones
infectados y sin tratamiento fueron usados como control. No se realizd una inyecci6on
control con el vehiculo solo (ie, DMSO-agua) porque se establecié anteriormente que este
vehiculo no afecta a la parasitemia ni tampoco a los ratones. La parasitemia fue
monitoreada en la sangre obtenida por un corte realizado en la cola del ratén; primero,
dos veces por semana durante 15 dias después del tratamiento, seguido de una vez a la
semana durante los 60 dias restantes del experimento. Los ratones fueron considerados
curados cuando no hubo recaida en la parasitemia detectada en la sangre de la cola
durante los 60 dias del periodo de observacion. Se calculé el tiempo medio (en dias) de

recaida en la parasitemia para cada grupo de ratones.

8.19.2.2 Modelo murino GVR35 de enfermedad del suefio cronica

La cepa GVR35 de T. b. brucei fue aislada de un fiu en el Serengeti en 1966 (aislado
primario S10)4. El modelo murino GVR35 mimetiza la segunda fase (fase neurolégica) de
la enfermedad del suefio. Se utilizaron cinco ratones hembra NMR1 por experimento. Cada
raton fue inyectado con 2 x 104 tripomastigotes de la forma sanguinea del parasito T. b.
brucei de la cepa GVR35. El tratamiento fue por via intraperitoneal en un volumen de 10
mL/Kg durante 5 dias consecutivos desde el dia 14 hasta el dia 18 después de la infeccion.
Un grupo control fue tratado el dia 14 post-infecciéon con una sola dosis de aceturato de
diminaceno (40 mg/Kg del peso corporal, via i.p.). Dicha dosis es subcurativa pues solo
elimina los parasitos del sistema hemolinfatico aunque no del SNC, lo que trae como
consecuencia la reaparicion de tripanosomas en la sangrel4. La parasitemia fue
monitorizada dos veces en la primera semana después del tratamiento, seguido por una

vez por semana hasta el dia 180 post-infeccién. Los ratones se consideraron curados
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cuando no se detect6 recaida en la parasitemia en sangre extraida de la cola del ratén
durante los 180 dias de observacidén. Los ratones supervivientes fueron sacrificados el dia
180, y el dia de la muerte de los animales fue anotado (los ratones curados como > 180

dias).

8.20. Ensayo de permeabilidad con células endoteliales microvasculares de cerebro
humano (hCMEC/D3)

Los compuestos fueron disueltos en agua destilada a una concentracién 10 mM (Solucién
madre). El ensayo de permeabilidad se realizé utilizando la monocapa de células
hCMEC/D3 siguiendo el protocolo descrito antes por nuestro grupo?. Antes de realizar el
ensayo de permeabilidad, la concentraciéon 6ptima de trabajo (i.e., concentracién que no
perturba el complejo celular entre las células endoteliales) fue determinada utilizando el
tinte fluorescente “Lucifer yellow” (LY) como marcador de la integridad de las uniones
estrechas entre las células endoteliales. La concentraciéon oOptima usada para la
pentamidina, 2, 4, y 33e fue de 100 uM. El experimento se realizé de la siguiente manera:
después de 6 dias de cultivo, los insertos precubiertos, con y sin células endoteliales,
fueron transferidos a una placa de 6 pocillos conteniendo 2.6 mL de la disoluciéon tampo6n
usada (“tampén transportador” = soluciéon salina tampén de Hanks, CaCl, y MgCl;, 10 mM
de HEPES, 1 mM de piruvato de sodio y, cuando se requeria, 0.1% de BSA) en el
compartimiento abluminal. Al tiempo 0, el tampén transportador conteniendo el
compuesto a ensayar, con o sin LY (50 uM disuelto en el cultivo celular), fue colocado en
cada uno de los compartimientos luminales. Las incubaciones se realizaron a 37 °C, 95%
de humedad y 5% de CO,. A diferentes tiempos, 10, 25 y 45 min, cada inserto de cultivo
(con y sin células) fue transferido a un nuevo compartimiento conteniendo tampoén
transportador nuevo (Figura 8.2). La cantidad de cada compuesto en el compartimiento
abluminal a los diferentes tiempos (T = 0, 10, 25, y 45 min) asi como en el compartimento
luminal al final del experimento fue cuantificada por fluorimetria (para el LY) o por HPLC-
MS (parala pentamidina, 2, 4, y 33e). La permeabilidad endotelial fue calculada a partir de
la velocidad de aclaramiento (“clearance rate”) y de la superficie del inserto de cultivo,
como se describi6 previamentez2.

Para destruir temporalmente las uniones estrechas entre las células endoteliales, se aplic6
una disolucién hiperosmoética de D-manitol (1.4 mM en EBM-2) a las células endoteliales

30 min antes de los estudios de permeabilidad.
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8.20.1 Analisis de los resultados por HPLC

Muestras de 1 mL fueron recogidas a los diferentes tiempos directamente del
compartimiento basal y transferidas a viales de HPLC (Waters) de 1.5 mL. Dichas muestras
se almacenaron en el congelador para su posterior andlisis. Las muestras fueron
descongeladas y guardadas a 4 °C un dia antes de su andlisis. Las muestras fueron agitadas
utilizando un agitador orbital durante 40 minutos y luego analizadas por HPLC. Se utilizé
un instrumento marca Waters (“Waters 2690 separation module with Waters 996
photodiode array detector”) con una columna Waters Sunfire C18-3.5 um (4.6 x 50 mm).
Las condiciones de inyeccion fueron las siguientes: temperatura de la columna = 30 °C,
flujo = 1 mL/min, volumen de inyecciéon = 10 pL. La fase moévil utilizada fue una mezcla de
H,0 (+0.05 % TFA):CH3CN (+0.05 % TFA) y en las siguientes condiciones: pentamidina
(isocratico 20:80, tiempo de gradiente = 10 min), 2 (isocratico 10:90, tiempo de gradiente
=5 min), 4 (isocratico 15:85, tiempo de gradiente = 5 min), y 33e (isocratico 7:93, tiempo
de gradiente = 5 min). Las longitudes de onda analiticas fueron las siguientes: pentamidina
(262 nm), 2 (275 nm), 4 (234 nm), y 33e (275 nm). Cada una de las muestras fue
inyectada 3 veces y el promedio del valor del area del pico de UV fue usado para
determinar la concentracion de la muestra de acuerdo a la curva de calibracién preparada.
La curva de calibracién fue obtenida para cada compuesto utilizando 6 diferentes
concentraciones que se obtuvieron por doble dilucién serial de una disolucién madre de
cada compuesto en la disoluciéon tampén del ensayo, y empezando a una concentracién de
150 uM (pentamidina, 2, y 4) o 120 uM (33e). Cada concentracién fue analizada por
triplicado y se represent6 graficamente el valor medio del area de pico del compuesto en
funcién de la concentracién. La ecuacién de la curva de calibracién fue obtenida por el

analisis de regresion lineal utilizando el programa Microsoft Excel.

8.21 Ensayo in vitro de metabolismo hepatico del derivado N-hidroxilado 35e

Se utilizaron los compuestos comerciales benzamidina (Alfa Aesar), benzamidoxima
(Thermo Fisher Scientific), y NADH (Sigma Aldrich). Las fracciones enzimaticas utilizadas
provienen de microsomas hepaticos humanos y mitocondrias hepaticas humanas. Los
ensayos fueron realizados por el Dr. Tomas Herraiz del Instituto de Ciencia y Tecnologia

de Alimentos y Nutriciéon (ICTAN) del CSIC.
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8.21.1 Procedimiento general para el ensayo de reduccion de derivados de

hidroxilaminas

La actividad amidoxima reductasa fue determinada siguiendo la reducciéon de la
benzamidoxima a benzamidina, y la reduccion de 33e a 2, por HPLC. Para tal finalidad, se
incub6 el compuesto N-hidroxilado (33e o benzamidoxima) en un volumen final de 0.2 mL
de una disolucién tampén de fosfato (40 mM) a pH = 6.0 a una concentracién de 0.5 mM. El
tiempo de preincubacion fue de 3 minutos y la reaccién fue iniciada por la adicién de
NADH (1.2 mM) seguida de una incubacién a 37 °C en agitaciéon durante 60 min. La
reaccion se detuvo por la adiciéon de MeOH frio (150 pL), y a continuacién centrifugada a
10000 rpm durante 10 min. Se tomaron alicuotas de 20 puL del medio de reaccién y fueron

estudiadas por HPLC para determinar los posibles productos de reduccion.
8.21.2 Procedimiento general para el analisis por HPLC

La formacién del producto reducido (i.e., benzamidina o compuesto 2) en el medio de
reaccion fue monitorizada por HPLC. Se utilizé una columna de fase reversa (Novapak
C18; 150 mm x 3.9 mm, 4 um). Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:
eluyente A: 50 mM de una solucién tampoén de fosfato (pH = 6.0) conteniendo acetato de
sodio 20 mM; elyuente B: 50% de A en acetonitrilo. La benzamidoxima fue inyectada en
condiciones isocraticas utilizando una mezcla de 98% de A y 8% de B. La benzamidina fue
detectada por UV a una longitud de onda de 335 nm (tiempo de retencién: tg = 2.5 min). La
temperatura de la columna fue de 40 °C. El flujo de inyeccion fue de 1 mL/min. Se realizé
una curva de calibraciéon de la absorbancia de la benzamidina en funcién de la
concentracion y se usd para determinar la concentracion de este compuesto en el medio
de reaccién. Para el compuesto cabeza de serie 2 y el derivado 33e las condiciones
cromatograficas fueron las siguientes: elyuente A: una solucién buffer de fosfato de
amonio ajustada a pH = 3.0 a una concentraciéon de 50 mM, eluyente B: 20% de A en MeCN.
Se utiliz6 un gradiente lineal de 0% de B hasta 14.2% de B en 20 minutos. La temperatura
de la columna fue de 40 °C. El flujo de inyeccion fue de 1 mL/min. El compuesto 33e fue
detectado por UV a una longitud de onda de 280 nm. El tiempo de retencién de los

compuestos fue: tg = 15.3 min para 2 y tg = 14.9 min para el compuesto 33e.
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8.21.3 Procedimiento general para el analisis de la incubacién enzimatica por HPLC-

MS

El analisis por HPLC-MS fue realizado en una aparato marca Agilent 1200 HPLC equipado
con un detector de diodos (DAD 1200) acoplado a un espectrémetro de masas cuadrupolo
6110 MSD (Agilent Technologies). La separaciéon cromatografica fue realizada en una
columna Zorbax SB-C18 (2.1 x 150 mm, 5 um). Las condiciones cromatograficas fueron las
siguientes: eluyente A: H20 con 0.1% de acido férmico; eluyente B: MeCN con 0.1% de
acido férmico. Los alicuotas del ensayo con el compuesto 33e fueron inyectados en un
gradiente lineal de 0% —12% de B con un tiempo de inyeccién de 20 min. Para el ensayo
con la benzamidoxima, se usaron condiciones isocraticas (100% A). El flujo de inyeccion
utilizado fue de 0.3 mL/min. La temperatura de la columna fue 40 °C y el volumen de
inyeccion de 20 pL. El andlisis por espectrometria de masas se realizé mediante ionizacién
electrospray en modo positivo (ES+). Las condiciones de deteccién fueron: fragmentador:

90 V (compuesto 33e) y 60 V (benzamidoxima) en un rango de 50-600 unidades de masa.
8.22 Estudios biofisicos por SPR

Los experimentos de SPR fueron realizados a 25 °C con un aparato Biacore X-100 (GE
Healthcare, Biacore AB, Uppsala Sweden) en la Unidad de Resonancia de Plasmén de

Superficie (SPR) del Instituto de Quimica Médica del CSIC (Dra. L. Lagartera).
8.22.1 Estudios de union a albumina de suero humano (HSA)
8.22.1.1 Inmovilizacion de la HSA

La HSA utilizada para el experimento (Sigma-Aldrich) esta libre de acidos grasos y de
globulina. Fue usada sin previa purificacién. Se prepar6é una disolucién madre en una
disoluciéon tampén fosfatos (PBS, pH = 7.4) y se guardd a -20 °C. Justo antes de su
utilizacién, esta disolucién fue diluida a una concentracion de 100 pg/mL en una
disolucién de acetato de sodio 10 mM (pH = 5.0). La HSA fue inmovilizada sobre un sensor
chip CM5 (Biacore) utilizando quimica de acoplamiento de aminas. La superficie fue
bloqueada con la inyecciéon durante 7 min de una disoluciéon 1 M de etanolamina, pH = 8.0.

El nivel de inmovilizacién varié entre 8000 y 9000 RU.
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8.22.1.2. Experimento de unién a HSA

Los fArmacos control (warfarina, fenitoina, prednisona y sulfanilamida) y los compuestos
2, 33a, 33e, 34d, 35b y 35e se prepararon en una disolucién madre a una concentraciéon
de 10 mM en DMSO. Las disoluciones madres fueron diluidas en PBS conteniendo DMSO
(3%) para alcanzar una concentracién final de 40 pM en PBS. Los estudios de afinidad se
realizaron a un flujo de 90 puL./min con tiempos de asociacién y de disociaciéon de 40 s y 60
s, respectivamente. La regeneracion entre cada una de los ciclos de inyecciones no fue
necesaria. Para limpiar el sistema de flujo, se realiz6 un lavado extra después de cada
inyeccion con 50% de DMSO. Las respuestas de union de los compuestos a la HSA fueron
corregidas restando la respuesta producida por el DMSO mediante el programa de
correccion de disolvente de Biacore X-100. Se realizaron varias medidas de afinidad con la
warfarina durante el ensayo para controlar la eficiencia de unién de la HSA a lo largo del
experimento. Las curvas de dosis-respuesta se obtuvieron por el trazado de la RU / Da *
100 frente a las concentraciones del compuesto estudiado. A la concentracién de 40 uM
todos los compuestos dieron respuestas medibles. El grafico de nivel de unién a HSA se
dividié en regiones de baja, intermedia y alta respuesta de unién usando el nivel de
respuesta de la warfarina, fenitoina y prednisona como controles, respectivamente. La

sulfanilamida se utilizé como control negativo.

8.22.2 Estudios de union a ADN

Los oligonucleotidos (Sigma Aldrich) utilizados en estos ensayos fueron;
Oligo 1: [Biotina] CGAATTCGTCTCCGAATTCG (AATT)

Oligo 2: [Biotina] CATATATATCCCCATATATATG (ATa4)

Oligo 3: [Biotina] CGCGCGCGTTTTCGCGCGCG (CGa4)

8.22.2.1 Inmovilizacién de los oligonucleétidos

Para la inmovilizacion de los oligonucle6tidos se escogieron chips que llevaran
incorporados la molécula de estreptavidina. El oligonucle6tido biotinilado se une a la
estreptavidina con una alta afinidad permitiendo mayor accesibilidad del ligando hacia el
analito. Ademdas permite tener el oligonucleétido en una misma orientacién. Los
oligonucleétidos biotinilados en 5’, se prepararon a una concentracion inicial de 100 pM
para posteriormente diluirlos a la concentracién de 25 nM en una disolucién buffer: MES

10 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1 mM, y TWEEN 20 0.005% a pH = 6.25.
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El chip fue lavado previamente a la inmovilizacién con inyecciones sucesivas de NaOH 50
mM y NaCl 1M. Cuando la linea base se mantuvo estable se llevé a cabo la inmovilizacién a
un flujo de 10 pL/min. La disolucién buffer empleada fue la misma que la utilizada para la
dilucién de los oligonucleétidos. La cantidad de oligonucle6tidos inmovilizada fue en el

rango 300 - 400 RU. El canal 1 se emple6 como referencia (sin inmovilizar).
8.22.2.2 Experimentos de uniéon con los compuestos sintetizados en esta tesis

Las medidas de afinidad se realizaron tras el equilibrado de cada oligonucleé6tido en la
disolucién buffer descrita anteriormente a 18 pL/min durante 5 minutos seguido del
periodo de disociaciéon de otros 5 minutos. Una vez estabilizada la sefial se procedi6 a
realizar experimentos de unién para llevar a cabo una seleccién de los mejores
compuestos. Las medidas se realizaron a una concentracién de 25 pM de cada compuesto
en el tampdn descrito anteriormente. El periodo de disociacién fue de otros 5 minutos.
Después de la disociacion, se regener6 la superficie con una disolucién de NaCl 200mM y
NaOH 10mM a 10pl/min. Las medidas de afinidad para cada oligonuceldtido se realizaron
a concentraciones para cada compuesto entre de 0.05 a 60 uM. Después de la disociacion

se regenero la superficie con una disoluciéon de NaCl 200 mM y NaOH 10 mM.

Las constantes de unién (K4 en M-1) se calcularon a partir del ajuste de los datos obtenidos
en el estado estacionario. Las respuestas que se observaron en el estado de equilibrio
(RUobs) fueron divididas por la respuesta maxima previsible para el ligando (RUmax),
representadas graficamente frente a las concentraciones de los ligandos empleados (L =
concentracion en la disolucion que fluye sobre las superficie del chip), y ajustadas a un
modelo de 1 tipo de sitio (K> = 0) o bien de 2 tipos de sitio de union: r = (RUgbs/ RUmax) =
(K1L+2K:1K2L2) /(1+K;:L+K1K,12)

RUobs €s la respuesta en el estado estacionario
RUmax s la respuesta maxima

K1 es la constante de disociacién del primer sitio
K; es la constante de disociacién del segundo sitio

L es la concentracion del analito en disoluciéon
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Con el objetivo de optimizar las propiedades farmacocinéticas de los compuestos
dicatidnicos cabeza de serie de derivados bis(2-iminoimidazolidinio) (2 - 5) y
bisguanidinio (7 - 8), mas especificamente su permeabilidad en la BHE, para poder
conseguir moléculas activas en la fase tardia de la enfermedad del suefio, se sintetizaron
tres series de derivados de polaridad reducida. Para modular la polaridad de estos
compuestos, se probaron dos aproximaciones basadas en (1) la disminucién de la
basicidad de la molécula mediante la introduccién de sustituyentes N-alcoxilo sobre los
nitrégenos N1 de los anillos de imidazolina o de las guanidinas, y la introduccién de
atomos electronegativos (F, Cl) en los anillos aromaticos del espaciador difenilico; (2) la
introduccién de sustituyentes alquilo sobre los nitrégenos de las guanidinas para

aumentar su lipofilia.

Se sintetizé una serie de 18 derivados de los compuestos cabeza de serie bis(2-
iminoimidazolidina) 2 - 5 introduciendo grupos alcoxilos e hidroxilos (OMe, OEt, OBn,
OTHP, OH) sobre el N1 de los anillos de imidazolina. Siete de estos compuestos (33a-b,
34b,d, 35a y 36a,() fueron sintetizados mediante una metodologia “one pot” puesta a
punto en nuestro grupo de investigacién. Once de los compuestos fueron sintetizados
mediante la purificacién y caracterizacion de las tioureas intermedias correspondientes y
posterior reaccion de ciclacién para obtener los productos finales 33c; 34a,c; 35b-c; 36b-
c. Los compuestos con R = OH fueron obtenidos mediante la desproteccién del grupo THP

presente en los compuestos 33c¢ - 36c¢.

Ademas, fueron sintetizadas una serie de 10 derivados de los compuestos cabeza de serie
bisguanidinicos 7 - 8 durante la realizacion de esta tesis. En cuatro de estos compuestos
se introdujeron grupos alcoxilos e hidroxilo (OH, OMe, OEt, OBn, OTHP) sobre un
nitréogeno del grupo guanidinio y en seis compuestos fueron introducidos grupos
alquilicos (Me, Et, iPr). Todas las series de alcoxi y alquilguanidinas fueron obtenidas
protegidas por el grupo etoxicarbonilo. En esta tesis se puso a punto la desproteccién de

este grupo mediante una hidrolisis basica.
Finalmente, se sintetizaron una serie de 5 compuestos derivados del compuestos cabeza

de serie 2 introduciendo un atomo de fluor (83a - 86a) o uno de cloro (87a) sobre los

anillos aromaticos del esqueleto N-fenilbenzamida presente en esta molécula.
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Con la finalidad de comprobar si nuestras aproximaciones para bajar la basicidad de los
compuestos cabeza de serie funcionaban, se puso a punto una novedosa metodologia para
medir el pK. de serie de compuestos por espectroscopia UV mediante el uso de placas de
96 pocillos. Hemos medido el pK. de 19 de los compuestos sintetizados en esta tesis. Asi,
hemos comprobado que la introducciéon de grupos alcoxilos sobre el nitrégeno N1 del
anillo de imidazolidina disminuye significativamente la basicidad de estos compuestos en
aproximadamente 2 unidades de pK.. También hemos observado que la introduccién de
un atomo de fluor o cloro sobre uno de los anillos aromaticos de la N-fenilbenzamida tiene
un efecto menos pronunciado sobre la basicidad de estas moléculas (0.2 — 0.7 unidades de
pK.). Ademas, la magnitud del efecto del atomo de halégeno sobre el pK. de la molécula
depende de qué anillo sustituye, siendo mas marcado cuando ocurre en el anillo A y

mucho mas débil en el anillo B.

Con la finalidad de conocer la capacidad tripanocida de las nuevas moléculas sintetizadas,
hemos probado su actividad tanto in vitro contra T. brucei como in vivo en modelos
murinos de fase temprana y, para los mas efectivos, de fase neuroldgica de la TAH.
Ademas, se comprobd la bioactividad in vitro de estos compuestos contra otros protozoos

parasitos tales como Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani 'y Plasmodium falciparum.

En comparacién con los compuestos cabeza de serie todos los nuevos derivados de bis(2-
iminoimidazolidina), salvo 33e, resultaron tener una actividad inferior, tanto en los
ensayos in vitro como en los ensayos in vivo en el modelo STIB900 de infecciéon aguda que
reproduce la fase temprana (hemolinfatica) de la TAH. En estas series, los derivados N-
hidroxilados fueron los mas activos aunque solo el derivado 33e resulté6 100% curativo
por administracién intraperitoneal a la dosis de 20 mg/Kg. Debido a los buenos resultados
obtenidos en el ensayo in vivo en la fase hemolinfatica, se comprobé la actividad del
compuesto 33e en el modelo murino de infeccién crénica GVR35. El compuesto 33e
resulté moderadamente activo en este modelo de fase neurolégica de la TAH aumentando
el tiempo de supervivencia libre de parasitos sin llegar a curar el 100% de los ratones. Asf
pues, el derivado N-hidroxilado 33e con un esqueleto N-fenilbenzamida se perfil6 como el

compuesto mas interesante de estas series.

Los resultados de los ensayos in vitro contra T. b. rhodesiense mostraron que los derivados
de guanidina con restos N-alcoxilo eran inactivos mientras que los analogos con restos
alquilicos Et (58a, 65a) e iPr (57a, 66a) eran los mas eficaces contra este parasito, dando
actividades en el rango nanomolar bajo, superando a sus respectivos cabezas de serie sin

sustituir 7 y 8. Dos de los nuevos derivados N-alquilados (57a, 58a) del cabeza de serie 7
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resultaron 100% curativos in vivo en el modelo murino STIB900 de infeccion aguda
cuando fueron administrados por via intraperitoneal a una dosis de 20mg/Kg. Asi pues, se
comprobd nuevamente que los mejores candidatos tripanocidas poseian el esqueleto N-
fenilbenzamida. Ademas, se comprob6 que la adicién de sustituyentes alquilos sobre los
restos de guanidina aumentaba la lipofilia y mejoraba la actividad in vitro e in vivo de

dichos compuestos.

En el caso de los compuestos fluorados (83a, 85a y 86a) y clorado (87a) se observé una
actividad entre baja y moderada en el ensayo in vitro contra la cepa T. b. brucei. Solo el
compuesto 84a presentd actividad interesante contra este parasito (Clso = 1.02 uM). Cabe
destacar que estos ultimos resultados se obtuvieron con una cepa diferente, la cepa T. b.
brucei (ensayos en la Universidad de Glasgow), usando un protocolo ligeramente diferente
a aquel usado para la cepa T. b. rhodesiense (ensayos en el Instituto Tropical Suizo) lo que
podria explicar las diferencias de actividad encontradas entre ambos laboratorios. Solo los
resultados con la cepa T. b. rhodesiense nos permitird comparar estas actividades con las
de otras series. En cuanto a la actividad in vitro contra los pardasitos causantes de la
enfermedad de Chagas (T. cruzi) y la leishmaniasis (L. donovani), los compuestos no
presentaron actividad significativa, salvo en el caso del compuesto 34d que presenté una
actividad interesante frente a L. donovani (Clso = 1 uM) con una selectividad frente a
células de mamiferos destacable (IS = 30). En cambio, todos los compuestos presentaron

actividad moderada contra P. falciparum con Clso en el rango 0.642 - 6.3 uM.

Con el objetivo de estudiar las propiedades farmacocinéticas de los mejores compuestos
tripanocidas sintetizados en esta tesis, se llevaron a cabo ensayos in vitro de
permeabilidad de la BHE humana (modelo hCMEC/D3), ensayo de unién a proteinas
plasmaticas por SPR, y ensayos in vitro de metabolismo con fracciones hepaticas humanas
con el compuesto 35e. Se comprobé que ninguno de los compuestos 2, 33a, 33e, 34d, 35b
y 35d tenian alta afinidad por la HSA, lo cual supone una alta disponibilidad en sangre
para actuar contra el pardsito. De manera sorprendente, el compuesto 33e que posee
actividad en la fase neuroldgica de la enfermedad del suefio en ratones mostr6 una baja
permeabilidad in vitro en la linea celular microvascular de cerebro humano. Las
diferencias entre especies podrian ser responsables de las diferencias observadas entre
los resultados in vitro e in vivo. Por ultimo, hemos comprobado que el derivado mas activo
(33e) no se metabolizaba in vitro por el complejo mARC tal como lo habiamos supuesto.
Por lo tanto, parece que dicho compuesto no actiia como profarmaco sino como farmaco

gracias a su actividad intrinseca sobre T. brucei (Clso = 0.888 uM).
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Finalmente, hemos medido experimentalmente por SPR la constante de afinidad de los
compuestos cabeza de serie (2 - 4 y 7), de los derivados bis(2-iminoimidazolidinicos)
(33a, 33e; 35b, 35e), y de los derivados bisguanidinicos (57a, 58a y 65a) por tres tipos
de oligonucledtidos con secuencias AATT, (AT)s y (CG)s. Se comprobé que los derivados
bis(2-iminoimidazolidinicos) 33a, 33e, 35b, 35e y los derivados bisguanidinicos 57a,
58a y 65a poseen mayor afinidad por los oligonucleétidos AATT y (AT)s vs (GC)a
confirmandose que son ligandos del surco estrecho especificos de secuencias AT. Los
compuestos derivados de la N-fenilbenzamida (33a y 33e) mostraron poseer la mayor
afinidad por los oligonucle6tidos AATT y (AT)4 entre todos los compuestos probados,
recalcando el potencial de dicho esqueleto de N-fenilbenzamida para el disefio de ligandos
especificos del surco estrecho. El compuesto 33e que posee actividad in vivo en la fase
neurolégica de la TAH mostré mayor afinidad que el compuesto cabeza de serie 2, en
particular por el oligonucleétido de secuencia AATT (Ka = 130 x 105 M-1). Puesto que el
genoma mitocondrial de T. brucei posee una alta cantidad de estas secuencias, estos
resultados podrian indicar que el mecanismo de accién de 33e esta relacionado con su

unién al ADN mitocondrial e inhibicibn de la transcripcion del ADN.
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