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NOTA SOBRE NOMENCLATURA

A lo largo de esta Memoria se ha utilizado la nomenclatura y simbolismos de
aminoacidos recomendados por la Comisidon de Nomenclatura de Bioquimica (JCBN) de la
IUPAC-IUB (“Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides”, Pure & Appl.
Chem., 1984, 56, 595).

Mientras no se indique lo contrario, los aminoacidos se nombran mediante el sistema
de simbolos de una o tres letras y pertenecen a la serie natural L. Los sustituyentes de los
grupos funcionales de las cadenas laterales se indican entre paréntesis, inmediatamente

después del simbolo de una o tres letras del aminoéacido.

En cuanto a los péptidos, el residuo que tiene el grupo amino libre, o acetilado, se
denomina N-terminal y el que tiene el grupo carboxilo libre o en forma de amida se denomina
C-terminal. Tanto para nombrarlos como para representarlos graficamente, se comienza por el
residuo N-terminal, seguido de los aminoacidos internos en orden, para finalizar con el residuo

C-terminal.
NOTA SOBRE PUNTUACION

Con el fin de simplificar la publicacion de los resultados en revistas internacionales que
requieren uso del sistema inglés de puntuacion en la numeracion, se ha utilizado este sistema
en la Memoria de esta Tesis. Asi, las cifras decimales se indican con punto en lugar de con
coma, aceptado por la Real Academia Espafiola de la Lengua en el diccionario panhispanico

de dudas, desde su primera edicion en Octubre de 2005.






ABREVIATURAS EMPLEADAS

En esta Memoria se han empleado los acronimos y abreviaturas
recomendados en Guidelines for Authors (J. Org. Chem. 2008, 73). Algunas

abreviaturas menos frecuentes se indican a continuacion:

ACh: Acetilcolina

ATP: Trifosfato de adenosina

a-Bgt: a-Bungarotoxina

Bak: BCL2-antagonist/killer

Bcl-xL: B-cell ymphoma-extra large

Boc: terc-Butoxicarbonilo

Bzl: Bencilo

CFA: Complejo adjuvante de Freund’s

a-CTx: a-Conotoxinas

CYP: Citrocromo

DAPI: 4’-6-Diamidino-2-fenilindol

DC: Dicroismo circular

DCM: Diclorometano

DIEA: N,N-Diisopropiletilamina

DMAP: 4-Dimetilaminopiridina

DMF: N,N-Dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulfoxido

DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil

DPP-1V: Dipeptidil Peptidasa
EDC:1-Etil-3-(3-dimetialminopropil)-carbodiimida
EDTA: Acido etilendiaminotetracético

EM: Espectro de masas

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva

HBS: Hydrogen bond surrogate

HMBC: Correlacion Heteronuclear a larga distancia
HSQC: Correlacién Heteronuclear Single-Quantum

HCTU: Hexafluorofosfato de 2-(6-cloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio

HOBT: N-Hidroxibenzotriazol



HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia
5-HT: Receptor serotoninérgico

HTS: Cribado de alto rendimiento

IPPs: Interacciones proteina proteina

LDH: Lactato deshidrogenasa

LPS: Lipopolisacarido

MBHA: 4-Metilbencihidrilamina

MLA: Metillicaconitina

MOM: Metoximetilo

MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
NAChR: Receptor nicotinico de acetilcolina
NADA: N-araquidonoildopamina

NAMs: Moduladores alostéricos negativos
NMDA: Receptores ionotrépicos de glutamato (N-metil-D-aspartato)
NOE: Efecto Nuclear Overhauser

PAMs: Moduladores alostéricos positivos

PBS: Tampon fosfato salino

ppm: Partes por millén

PyBOP: Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxotripirrolidinofosfonio
RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RTX: Resiniferotoxina

ROS: Radicales libres de oxigeno

STD: Diferencia de transferencia de saturacion
TIPS: Triisopropilsilano

TE: Equivalentes de Trolox

TEM: Microscropia electrénica de transmision
TFA: Acido trifluoroacético

TFE: Trifluoroetanol

THF: Tetrahidrofurano

THC: Tetrahidrocannabinoides

TOSMIC: Isocianuro de p-tolueno sulfonilmetilo
tr: Tiempo de retencién

TRP: Receptores de potencial transitorio
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INTRODUCCION GENERAL






Los canales i6nicos median de forma selectiva el paso de iones a través
de la membrana plasmatica que separa dos medios acuosos de distinta
composicion, el extracelular y el intracelular, siendo este transporte
extremadamente rapido. Son complejos homo o heteromultiméricos, formados
por el ensamblaje de varias proteinas que se encuentran embebidas total o
parcialmente en la membrana celular, a las que se denomina subunidades.
Estas subunidades forman el poro hidréfilo, que comunica los espacios intra 'y
extracelular y permiten el paso rapido de determinados iones a favor del
gradiente electroquimico, generando una corriente idnica. En condiciones
fisioldgicas, los iones Na* y Ca?" se mueven hacia el interior de la célula,
generando una corriente de entrada que despolariza la membrana; la salida
de iones K" hacia el medio extracelular y la entrada de iones CI, facilita la

repolarizacion celular, alcanzandose los niveles de reposo’.

El funcionamiento anémalo de los canales i6nicos puede dar lugar a
distintas enfermedades conocidas con el nombre de canalopatias. La
busqueda de compuestos capaces de modular y/o corregir el mal
funcionamiento de los canales i6nicos puede abordarse desde diferentes
estrategias. Asi, se pueden buscar compuestos que actlen a nivel del poro o
bien compuestos que interaccionen con proteinas que participan regulando su

funcioén.

En la presente memoria nos vamos a centrar en el estudio de dos tipos
de canales ibnicos: los Receptores de Potencial Transitorio (TRP) y el
Receptor nicotinico a7 (hNAChR).

Canales idnicos “Receptores de Potencial Transitorio
(TRP)”

Aspectos Generales




Los Receptores de Potencial Transitorio (TRP) estan constituidos por
proteinas transmembrana que forman canales cationicos y permiten el flujo de
Na"y Ca*", aunque segun la isoforma, la permeabilidad y la selectividad para
cationes mono o divalentes varia sustancialmente. Su patron de distribucion
tisular es muy amplio, apareciendo expresados en practicamente todos los
tejidos, especialmente en el sistema nervioso central y periférico, donde
juegan un papel crucial en la transduccidon sensorial, convirtiendo los
estimulos ambientales en cambios de excitabilidad de la membrana
neuronal®>. Ademas, su permeabilidad al catién Ca?* implica la activacion de
sefales de transduccion celular que también contribuyen a la transmision

sensorial.

Estructuralmente, los canales TRP son homo o hetero-oligébmeros
formados por la asociacién de cuatro subunidades alrededor de un eje de
simetria central que coincide con el poro i6nico. Cada subunidad esta
formada por 6 segmentos transmembrana (S1-S6), un lazo hidréfilo entre el
quinto y sexto segmento transmembrana, que estructura el poro iénico, y dos
dominios intracelulares en los extremos N- y C-terminales® (Figura 1). La
region N-terminal puede contener dominios de unién a anquirina, que juegan
un papel clave en la interaccién de estos receptores con proteinas citosdlicas,
constituyendo complejos proteicos esenciales para la funcién del canal®®. El
dominio C-terminal contiene una regién importante para la asociacion de las
subunidades y zonas de interaccion con fosfoinositidos y proteinas

reguladoras®®.
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Figura 1. Subunidad del receptor TRP con 6 dominios transmembrana. Estructura de
tetrAmero constituida por cuatro subunidades que forman el poro.

Los canales TRP se expresan en una gran variedad de organismos
multicelulares que comprende desde las levaduras a los mamiferos, pasando
por los gusanos, la mosca de la fruta, y el pez cebra. Atendiendo a su
homologia estructural pueden ser clasificados en 7 subfamilias: TRPC
(Clasicos o Canobnigos), TRPV (Vainilloides), TRPM (Melastatina), TRPA
(Homdélogos de la proteina ANKTM), TRPP (Policistina), TRPLM (Mucolipina),
TRPN (Homélogos de la proteina NOMP-C)°. Dentro de ellas, cabe destacar
los TRPV, TRPM y TRPA por ser receptores ionotrépicos que responden a
estimulos térmicos que comprenden desde temperaturas nocivas frias a
calientes®. Estas subfamilas, a su vez, se dividen en distintos subtipos, siendo
los mas relevantes en relacion a esta memoria, TRPV1, TRPA1 y TRPMS,
gue estan implicados en dolor inflamatorio y neuropatico. Ademas, en los
dltimos afios, TRPM8 ha adquirido una mayor importancia por su implicacion

en el cancer de préstata.

El receptor TRPV1 destaca por ser un sensor molecular del umbral de
temperaturas altas nocivas para el organismo’. Fue clonado en el afio 1997° y
se le llamo6 receptor de capsaicina o receptor vanilloide. La capsaicina, un
derivado de la vainillina, es conocida por producir una sensacion de

guemazoén debida a la excitacion de terminales sensoriales polimodales. Esta



presente en determinadas especies vegetales del género Capsicum sp., como
por ejemplo el chile, y se caracteriza por activar de forma selectiva al receptor
TRPV1%°. Este receptor se activa por calor intenso, concretamente por
temperaturas que sobrepasen los 42°C, convirtiéendolo en una especie de
termdémetro molecular. Ademas, se activa a pH < 6, y también se ha descrito

su respuesta a alicina, componente activo del ajo**°.

Al contrario de lo que sucedia en TRPV1, TRPA1 es un termosensor de
temperaturas bajas. Una caracteristica peculiar de la estructura de TRPAL es
una larga region N-terminal que presenta 14 repeticiones de anquirina, que
podrian servir para la interaccion con otras proteinas''. Este receptor se
activa a temperaturas inferiores a 17°C. También es importante destacar que
puede ser activado por compuestos psicoactivos de la marihuana, asi como
por sustancias irritantes y agentes pungentes, incluyendo la acroleina, aceites

de mostaza, la canela y la alicina®*°.

TRPMS8 pertenece a la familia de los receptores de potencial transitorio
tipo melastatina. En consonancia con otros TRP, presenta una estructura
funcional tetramérica y es un canal catiénico que se activa por temperaturas

bajas, entre 8 y < 25°C, y también por mentol e icilina®.

Patologias asociadas a canales TRP

Los receptores TRP juegan un papel fundamental en la transduccién de
las distintas modalidades somatosensoriales en mamiferos, incluyendo la
sensacion térmica, la recepcion de feromonas, la regulacién del tono vascular,
la nocicepcion y el dolor®. La contribucién de los canales TRP a la etiologia o
progresion de enfermedades no pasa necesariamente por defectos en los
genes que los codifican, ya que modificaciones en la expresion, o en la
sensibilizacién o desensibilizacion de su actividad, aumentan potencialmente
su relevancia e implicacion en alteraciones de las funciones fisiolégicas.

Existen numerosas evidencias experimetales que relacionan a diversos



miembros de la superfamilia de canales i6nicos TRP con la deteccion de
estimulos intensos de origen térmico y mecénico, asi como de estimulos
quimicos. Por lo tanto, estos canales ionicos representan un papel relevante
en patologias que cursan con dolor. En este sentido, la nocicepcion es la
repuesta a la deteccion de estimulos nocivos™; y los responsables de

registrar dichos estimulos son conocidos como nociceptores.

El receptor TRPV1 juega un papel crucial para la transduccién de
sefiales dolorosas, especialmente en el dolor inflamatorio®**. Su extensa
distribucion tisular y celular, junto a la potenciacibn de su actividad por
mediadores pro-inflamatorios liberados durante un dafio tisular, ha convertido
a este receptor en un mediador critico de la sensibilizacién inflamatoria de los
nociceptores, que resulta en la manifestacion de hipersensibilidad en la zona
dafiada®'®. La mayor actividad y expresién del receptor TRPV1 en tejidos
inflamados es una de las causas principales de la hiperexcitabilidad de los
nociceptores que conduce a la manifestacion de los dos sintomas
caracteristicos de la inflamacién: la hiperalgesia y la alodinia.
Consecuentemente, el control farmacol6gico de la actividad y/o expresion
superficial de TRPV1 emergen como dos estrategias terapéuticas para el

control de la inflamacion y del dolor que la acompana.

Por otra parte, el receptor TRPA1, se ha relacionado con el dolor
inflamatorio, el estrés oxidativo y el prurito no dependiente de histamina®®.
Atendiendo a la inflamacién de las vias respiratorias, juega un papel
importante en el asma y el EPOC (Enfermedad pulmonar obstructiva cronica),
por lo que los antagonistas de TRPA1l pueden tener aplicacion en el

tratamiento de dichas enfermedades®’.

En cuanto a TRPM8, ademés de estar también relacionado con el dolor
inflamatorio, se ha descrito que juega un papel importante en el control de la

progresion del ciclo celular. Se ha observado la sobreexpresion de TRPMS8 en



tumores malignos de prostata, mama, colon, pulmén y piel. Concretamente,
en una linea de células tumorales de prostata, LNCaP, el canal TRPM8 se
expresa en el reticulo endoplasmatico y en la membrana plasmatica, donde
funciona como un canal i6nico permeable a Na* y Ca®*, y su expresion se ve
incrementada por andrégenos. Es importante destacar que TRPM8 es
considerada una diana potencial para la busqueda de farmacos antitumorales
eficaces contra el desarrollo del cancer de prostata®®.

Moduladores de canales TRP

Moduladores de TRPV1

Como se ha comentado, la modulacion del receptor TRPV1 puede
resultar Gtil para el tratamiento de la hiperalgesia, la mitigacion de dolor
neuropatico, y la inhibicién de la inflamacién neurogénica, entre otros®?°.
Este receptor es activado por ligandos endégenos como anandamida y N-
araquidonoildopamina (NADA), por compuestos naturales como la capsaicina
y la resiniferatoxina y por otros vanilloides, como por ejemplo el escutigeral

(Figura 2).

Existen dos tipos de antagonistas, competitivos y no competitivos.
Los competitivos se unen al sitio de unién del agonista. Los no competitivos,
pueden interaccionar con el receptor en un lugar diferente al del agonista. En

ambos casos la unién puede ser reversible o irreversible®.
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Figura 2. Ejemplos representativos de agonistas de TRPV1.

El primer antagonista competitivo de TRPV1 descrito fue la
capsazepina. Este compuesto es un analogo conformacionalmente restringido
de capsaicina con un agrupamiento tiourea®. Esta restriccion estérica resulto
ser fundamental para la actividad antagonista en dicho receptor. Por otro lado,
la introduccién de un atomo de yodo en el resto vanilloide del agonista
resiniferatoxina (RTX), permitid identificar al 5-iodo-RTX (1.1), como un
antagonista potente de TRPV1%***. Con el fin de mejorar los inconvenientes
de la capsazepina, como por ejemplo su baja solubilidad o la moderada
estabilidad metabdlica, se desarrollaron una serie de andlogos que
combinaban los grupos farmacoforos de la capsazepina y de los analogos de
RTX, destacando el compuesto 1.2 como el antagonista mas potente de este
tipo®™. Se han identificado algunos antagonistas competitivos de TRPV1 que
no presentan una estructura derivada de los vanilloides naturales gracias al
cribado masivo de alto rendimiento. En la Figura 3 se muestran algunos

ejemplos representativos de las distintas familias. Cabe destacar, los ureido



compuestos 1.3 y 1.4, que se encuentran en ensayos clinicos en fase |, y el

derivado de piridopirimidina 1.5.
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Figura 3. Ejemplos representativos de antagonistas competitivos de TRPV1.

Entre los antagonistas no competitivos, el rutenio rojo es el mas clasico.
El rutenio rojo, ([(NHs)sRUORU(NH;),ORu(NH3)s]®* 6CI), es un policatién
inorganico capaz de bloquear el influjo de Ca** a través del canal i6nico del
receptor, asi como de impedir la unién de otros ligandos endégenos como la
anandamida, los eicosanoides y N-araquidonoildopamina (NADA)?**%’. El
bloqueo casi irreversible del receptor TRPV1 por los antagonistas no
competitivos podria ser el responsable de los efectos adversos observados
hasta el momento para este tipo de compuestos. Recientemente, Messeguer
y col. han identificado una serie de antagonistas no competitivos, cuyo
esqueleto central es un anillo de triazina (Figura 4), que se unen al complejo
agonista-receptor o al canal abierto. Estos antagonistas no competitivos

surgieron a partir de trimeros de N-alquilglicina (peptoides), identificados
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previamente por el mismo grupo, que bloqueaban el canal TRPV1 con
eficacia micromolar pero presentaban efectos secundarios que parecian
deberse a su accesibilidad al canal cerrado. EI compuesto 1.6 bloquea el

canal abierto con afinidad nanomolar®.

Figura 4. Ejemplo representativo de antagonista no competitivo de TRPV1.

También se han descubierto algunos péptidos que modulan el receptor
TRPV1 interfiiendo directa o indirectamente en interacciones proteina-
proteina relacionadas con este canal, como se describird con mas detalle en

el apartado de antecedentes del capitulo 1.

Moduladores de TRPA1

La modulacion del receptor TRPA1l tiene implicacibn en dolor
inflamatorio, estrés oxidativo, afecciones respiratorias y prurito, entre
otros'®!’. Este receptor se activa por compuestos tales como el isotiocianato

de alilo y el cinamaldehido®® (Figura 5).
H

N
\/\NCS WO

Isotiocianato Cinamaldehido
de alilo

Figura 5. Ejemplos representativos de agonistas de TRPAL.
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En 2009, la empresa Glenmark Pharmaceuticals registr6 una serie de
compuestos con anillos de pirimidindiona fusionados como antagonistas de
TRPAL. Dentro de esta familia de compuestos, se ensayaron varios derivados
del tipo tetrahidroquinazolindionas, para demostrar la eficacia in vivo en
modelos de dolor/hiperalgesia, destacando el compuesto 1.7 como un potente
antagonista® (Figura 6). A su vez, la modificacion estructural de estos
compuestos permitio identificar una nueva familia de xantinas, donde cabe
destacar el derivado 1.8, que presenta mayor potencia, solubilidad y
biodisponibilidad. Por otra parte, Abbott Laboratories llevé a cabo un estudio
de derivados de oximas como antagonistas de TRPA1l que dio lugar a la
identificacion de varios moduladores, siendo el compuesto 1.9 el antagonista
mas potente, mostrando ademas buena biodisponibilidad oral®**. También el
derivado de octahidronaftaleno 1.10 presentd actividad antagonista TRPA1L.
Los compuestos 1.7 y 1.9 se encuentran actualmente en fases de desarrollo
clinico. Por otra parte, existen compuestos con accién dual TRPV3/TRPA1
como el derivado de difosfoxano 1.11 y el compuesto poli-insaturado 1.12%
(Figura 6).

12
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Figura 6. Ejemplos representativos de antagonistas de TRPAL.

Moduladores de TRPM8

Los receptores TRPM8 estan implicadas fundamentalmente en dolor
inflamatorio y neuropatico®, asi como en cancer de prostata. Este receptor es
activado por productos naturales como el mentol y la icilina, entre otros*
(Figura 7).

OH NO,
O
~"OH J—NH
PN o
Mentol Icilina

Figura 7. Ejemplos representativos de agonistas de TRPMS.
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Los primeros antagonistas de TRPM8 estudiados fueron los derivados
de benzotiofeno (1.13-1.14) (Figura 8)*. Los compuestos 1.13 y 1.14 fueron
eficaces en un modelo de dolor neuropatico in vivo, produciendo un alto
porcentaje de alivio del dolor. Otros compuestos con un resto de benzimidazol
como estructura central (1.15-1.16)® fueron capaces de reducir la respuesta a
icilina, revertir la hipersensibilidad al calor inducida por carragenina, asi como
la hiperalgesia térmica y mecanica inducida por CFA (Complete Freund’s
adjuvant). Finalmente, se estudi6 el bloqueo del receptor TRPM8 por
estructuras cannabinoides, como el THC y el THCA, entre otros, resultando

ser antagonistas no selectivos de varios receptores TRP*’.
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Figura 8. Ejemplos representativos de antagonistas de TRPMS8.
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Receptores Nicotinicos (hnAChR)

Aspectos Generales

Los receptores de Acetilcolina (ACh) o receptores colinérgicos son
proteinas de membrana que responden a la unién de su agonista endogeno,
el neurotransmisor acetilcolina. Se encuentran ampliamente distribuidos en el
sistema nervioso y en el sistema muscular. Estos receptores pueden dividirse
en dos clases, nicotinicos y muscarinicos, dependiendo de su especifidad de
unién a nicotina o muscarina, respectivamente. Los receptores muscarinicos
estan acoplados a proteinas G, mientras que los receptores nicotinicos
funcionan como canales i6nicos mediados por ligando. En la presente
memoria nos centraremos exclusivamente en estos Ultimos, que estan
implicados en multitud de trastornos cognitivos, neuroldgicos y dolor

inflamatorio, ademas de ser los receptores para la nicotina.

La estructura cuaternaria del receptor nicotinico viene dictada por el
ensamblaje de 5 subunidades proteicas dispuestas alrededor de un poro
central, que es permeable a Na*, K" y Ca®". Existen varios subtipos que se
diferencian fundamentalmente en las posibles combinaciones de
subunidades®. Estos receptores comparten una estructura béasica comun
pero presentan propiedades funcionales y farmacoldgicas especificas
dependiendo de las diferentes subunidades que componen los diferentes

subtipos.

Las distintas subunidades que pueden formar los receptores nicotinicos
musculares se denominan a, 8, y, ® y €. En el receptor neuronal existen dos
subunidades, denominadas a y 3 por homologia con las subunidades a y
del receptor muscular, y de cada una de ellas se ha identificado la existencia
de varios subtipos. En concreto, se han caracterizado nueve tipos de
subunidades a (02-a10) y tres subunidades B (B2-B4)*. Las subunidades

estan compuestas por un dominio N-terminal hidréfilo orientado hacia el
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exterior celular, constituido por unos 200 aminoacidos y que contiene los
elementos més importantes del sitio de unién de agonistas. Cuatro segmentos
hidrofobos (M1-M4) que atraviesan la membrana como estructuras a-
helicoidales. Uniendo los segmentos hidrofobos, existen varios dominios
hidréfilos que son poco extensos a excepcién del que une los fragmentos M3
y M4, que puede tener entre 50 y 250 aminoacidos y se encuentra orientado
hacia el interior de la célula, siendo la Unica zona de las subunidades que no

presenta homologia. Finalmente, un segmento corto C-terminal extracelular®.

o
Lado C fﬁb éﬁg(

Extracelular i

Lado )
v
Citoplasmico &—/ c

0 -
_--:2
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Figura 9. Representacion esquematica de una subunidad del receptor nicotinico: Un
segmento extracelular N-terminal (N), cuatro dominios transmembrana (M1-M4), y los
correspondientes segmentos que los conectan.

La a-bungarotoxina es uno de los componentes del veneno de serpiente
rayada taiwanesa que se une irreversible y competitivamente a los receptores
de ACh. Ademas, es un antagonista selectivo del receptor nicotinico a7. En
base a los estudios de unién de la a-bungarotoxina, los nAChR neuronales

pueden dividirse en dos grupos*’:

- Receptores sensibles a a-bungarotoxina, que a su vez pueden ser
homomeéricos, compuestos por 5 subunidades a iguales (a7-a9), o
heteroméricos, compuestos por diferentes subunidades a (a7 y a8 o
a9y al0).
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- Receptores insensibles a a-bungarotoxina, compuestos por
diferentes combinaciones de subunidades a (02-a6) y subunidades

B (B2-p4). Normalmente se encuentran como (a)2(B)s.

La diferente combinacién de subunidades a y a/B da lugar a receptores
gue difieren en términos de permeabilidad, cinéticas de activacion y
desensibilizacion y farmacologia del ligando®.

La mayoria de los nAChR en el sistema nervioso central contienen bien
las subunidades a4 y B2, o bien solo subunidades a7 (Figura 10). Sin
embargo, en el sistema nervioso periférico los subtipos mas abundantes son
a3 y B4. Los subtipos a4B2, a7 y a3B4 son los mejor caracterizados en

términos de selectividad de ligando™.

Hipocampo  Habénula

Cortex a4P2, adaSPl, oAB2, a3p4,
adP2, adaSp2, o a3p4, a7 a3p3p4. a7

Bulbo Olfatorio
adf2, a7

Glandula Pineal

R, Cerebelo
a4p2, a3pa,
: a7, a3p2
. e
4%§m3d2|52 ﬂ Espina bifida
a , asaa . 3 £
abf2p3, abadpp3 W ey

Amigdala adfi2 Ncleos del Rafe
adp2, a7 Hipotalamo adp2
adf2, a7 ,
Sustancia negra - 5;’&”32;{3;80
Area tegmental ventral  Nucleo Interpeduncular :
adf2, adaSp2, a3pd, adp2, a2p2,
aéB2p3, a7 a3f3pd, a7

Figura 10. Distribucién en el cerebro de los subtipos del receptor nicotinico de
acetilcolina.
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Receptor nicotinico a7

El nAChR a7 es un homopentamero constituido por 5 subunidades a7,
cada una, de aproximadamente 56 kDa y 502 aminoacidos*’. Se encuentra
distribuido fundamentalmente en el sistema nervioso y autonémico de los

vertebrados®

Los nAChR a7, dada su distribucion, la cinética del canal y la
permeabilidad al Ca?®', parece que juegan un papel relevante en otras
funciones fisiol6gicas, ademas de la mediacién de la neurotransmision
clasica. Por ejemplo, los nAChR a7 se encuentran implicados en procesos
como el control de la liberacién de diferentes neurotransmisores, el desarrollo
y mantenimiento de neuritas™, la aparicion de convulsiones®y en la viabilidad

y muerte neuronales*®

La unién de la ACh, que es el ligando endbégeno, ocurre en el dominio
extracelular de la subunidad a, justo en la interfaz entre dos subunidades

adyacentes (Figura 11).

____

Figura 11. Estructura de un receptor heteromérico (a),(B); y de un receptor
homomérico (a)s. En amarillo se representan los sitios de unién de ACh.

La activacion del receptor se produce cuando se unen dos moléculas de
acetilcolina. Una vez activado, el canal se estabiliza en una conformacion
abierta que permite la difusién de los cationes al interior de la célula (Figura
12). Se sabe que su desensibilizacion por acetilcolina y nicotina es rapida y

profunda, sin embargo, todavia no se conoce cémo se activa y se
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desensibiliza por la accion de agonistas, dado que los sitios de union y

ndmero de éstos aun no se han identificado de forma inequivoca®’.

Na' Ca™ Na' Ca*

R@ — @A

Figura 12. Representacion de la transicion entre el estado de reposo (R), el estado
activo (A), el estado inactivo (1) y el estado desensibilizado (D).

Debido a que a7 nAChR parece estar involucrado en patologias
centrales y periféricas que implican, entre otros, trastornos cognitivos,
esquizofrenia, inflamacion y dolor, se ha generado gran interés en el
desarrollo de agentes terapéuticos capaces de actuar sobre este subtipo

concreto de receptor nicotinico.

El papel de los canales a7 en funciones cognitivas, como atencion,
aprendizaje y memoria esta siendo bastante estudiado en la actualidad, mas
aun teniendo en cuenta su distribucién en regiones implicadas en dichas
funciones, tales como, hipocampo, corteza y varias regiones limbicas
subcorticales. Una de las observaciones mas consistentes en relacion con el
envejecimiento normal del cerebro humano es el descenso de los receptores
nicotinicos. Es razonable pensar que esta reduccion sea una de las causas
del deterioro cognitivo leve vy facilite la aparicion de trastornos

neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer®®, y ciertos trastornos
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psiquiatricos. Entre los diferentes subtipos de canales nicotinicos presentes
en el cerebro, a7 y a4p2 parecen particularmente involucrados en procesos
cognitivos. Estudios in vitro en cultivos neuronales han puesto de manifiesto
que la estimulacion de los receptores nicotinicos a7 protege a las neuronas
de la degeneracion y de la muerte neuronal inducida por la proteina amiloide
AB.», que tiene una alta afinidad por este subtipo de receptor nicotinico®. Esta
proteccion es proporcional al namero de receptores nicotinicos a7 expresados
en las neuronas. Centrandonos en la esquizofrenia, diferentes estudios post-
morten recogidos en la bibliografia muestran que los receptores nicotinicos,
en concreto los a7, aparecen reducidos en numero en los cerebros de
pacientes esquizofrénicos®. Por otra parte, diversos estudios indican que los
antagonistas de los receptores nicotinicos podrian ser capaces de reducir los

sintomas de la depresion y los cambios en el estado de animo*.

Adicionalmente, el receptor nicotinico a7 esta relacionado con los
procesos dolorosos, ya que la inyeccion intratecal de colina (agonista

selectivo de a7) en ratones produce antinocicepcion®>*,

Por otra parte, estos receptores también parecen desempefiar un papel
importante en relacibn a enfermedades que tienen un componente
inflamatorio, tales como diabetes®, asma® y artritis®®, pudiendo constituir una

posible diana terapéutica para el tratamiento de la inflamacion.

Moduladores de receptores nicotinicos a7

La modulacion del receptor nicotinico puede ser mediada por agonistas,
antagonistas o por moduladores alostéricos. La mayoria de los compuestos
descritos hasta el momento presentan actividad agonista, habiéndose
estudiado en menor medida los compuestos con actividad antagonista y los

moduladores alostéricos.
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Agonistas

- Analogos de Nicotina: El prototipo de agonista de estos receptores es
la nicotina (Figura 13). Sin embargo, la nicotina no presenta selectividad
frente a a7 y su uso esta limitado debido a sus efectos adversos. Partiendo de
la estructura de la nicotina se han llevado a cabo diferentes modificaciones en
los sustituyentes y en la flexibilidad conformacional dando lugar a compuestos
con alta afinidad y selectividad por el subtipo a4B2, pero ninguno selectivo

para a7>’.

- Analogos de Epibatidina: La epibatidina es un alcaloide aislado de la
piel de la rana “Epipedobates tricolor”. Este compuesto presenta alta potencia,
pero también alta toxicidad debido a la baja selectividad por los diferentes
subtipos del receptor. Por ello, se han disefiado y ensayado analogos de
epibatidina con alta afinidad y una mejora de la selectividad frente a a3(4,

como por ejemplo el compuesto 1.18® (Figura 13).

- Analogos de Citisina: La citisina es un alcaloide aislado de las semillas
de Cytisus que muestra una alta afinidad como agonista parcial de o432 y
baja afinidad por a7, frente al que se comporta como agonista total. Unos
afios después del descubrimiento de la citisina, se ha demostrado que la
introduccion de sustituyentes en el anillo de piridona, como por ejemplo un
hal6égeno en posicion 9 (1.19), permite incrementar la afinidad y eficacia por
los subtipos a4p2, a7 y a3p4>° (Figura 13).
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Figura 13. Agonistas derivados de nicotinina, epibatidina y citisina no selectivos de
a’.

- Ligandos selectivos de a7: Los compuestos que muestran selectividad

por el receptor a7 se pueden dividir en dos grupos diferentes.

» El primer grupo esta constituido por compuestos que contienen un
esqueleto de piridilpiperidina, tipico de la toxina anabaseina,
procedente de un gusano marino (Figura 14). Un ejemplo lo constituye
el compuesto 1.20a que presenta actividad agonista a7 y no muestra
actividad como antagonista de a4p2 y a3p4. Sin embargo, analogos
relacionados, en los que el grupo 4-OH se sustituye por 4-SMe (1.20b)
y 4-CF3; (1.20c), no presentaron actividad como agonistas a7 vy, por el
contrario, mostraron actividad antagonista frente a los subtipos a4p2 y
a3p4% (Figura 14).

1.20a: R= OH
1.20b: R= SMe
XN 1.20c: R= CF,
»
N
Anabaseina 1.20

Figura 14. Ejemplos representativos de agonistas selectivos de a7.
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» Al segundo grupo pertenecen los compuestos que contienen en su

estructura un resto azabiciclico, como el antagonista de 5-HT;

tropisetron®'. Los compuestos de esta familia han presentado actividad

dual, como antagonista de 5-HT; y agonista parcial de a7. Entre los

derivados de quinuclidinas cabe destacar:

O

@)

Espiroquinuclidinas:  EI  carbamato  conformacionalmente
restringido 1.21 (AR-R17779) fue el primer compuesto descrito en
la bibliografia con afinidad selectiva frente a a7. Su analogo 1.22,
mas activo, se ha evaluado en ensayos in vivo y presenta mejor
perfil farmacocinético (no inhibe el citocromo 2D6) y muestra

afinidad selectiva por a7°* (Figura 15).

Azabiciclos Arilamidas: Este tipo de compuestos fueron
identificados como agonistas débiles de a7 a través de un cribado
masivo de alto rendimiento. A partir del compuesto prototipo 1.23
(PNU-282987) se realizaron distintas modificaciones que
condujeron a compuestos que llegaron a ensayos clinicos. Estos
estudios clinicos fueron interrumpidos en fase | debido a que
producian taquicardia ventricular. La introduccién de un sistema
azabiciclico de siete eslabones y diversas sustituciones en el
anillo aromatico permitieron la identificacion del analogo 1.24
(PHA-543613), que mejoraba diez veces los datos de eficacia y
seguridad de 1.23. El compuesto 1.25a (TC-5619), un analogo
del prototipo 1.23, se encuentra en la actualidad en ensayos
clinicos (fase Il), presentdndose como un buen candidato con
actividad agonista selectiva a7%. Recientemente Targacept Inc.
ha desarrollado un nuevo agonista altamente selectivo para a7,
1.25b (TC-7020) (Figura 15).
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Carbamatos Azabiciclicos: En este tipo de compuestos,
representados por 1.26, el &tomo de oxigeno del carbamato
parece ser un elemento farmacoférico esencial en la interaccion
con el receptor a7, a través de su participacion en un enlace de

hidrogeno® (Figura 15).

Arilazabiciclos: EI compuesto 1.27 se engloba dentro de la tercera
generacion de agonistas selectivos a7 para el tratamiento de
déficits cognitivos asociados a esquizofrenia. Diferentes
modificaciones en su estructura dieron lugar al compuesto
diazabiciclico 1.28 (A-582941), que es el agonista mas potente

dentro de esta familia de compuestos® (Figura 15).
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Figura 15. Ejemplos representativos de agonistas selectivos a7.



Antagonistas

La busqueda de antagonistas del receptor nicotinico ha atraido menos
atencion ya que, hasta el momento, la mayoria de los esfuerzos se han
dirigido hacia la busqueda de agonistas, que presentan un potencial
terapéutico mas amplio. No obstante, los antagonistas a7 han sido estudiados
como terapia para el cancer de pulmén de célula no pequefia® y, por otra
parte, se ha descrito su utilidad en las intoxicaciones producidas por
organofosforados®’.

Un antagonista por excelencia del receptor nicotinico a7 es la
metillicaconitina (MLA), un alcaloide diterpénico aislado de varias especies de
Delphinium (Figura 16). Presenta alta toxicidad en animales, pero se utiliza
como una herramienta importante para el estudio de la farmacologia del

receptor nicotinico®®.

Otro ejemplo de antagonista a7 lo constituye el biciclo 1.29, aislado de
los extractos de la piel de ciertas ranas venenosas. El compuesto 1.29
bloquea selectivamente al receptor nicotinico a7, comportandose como un
inhibidor no competitivo con acetilcolina®. Otros compuestos con estructura
de triazol y pirazol carboxamida también presentaron actividad antagonista

selectiva frente a a7, destacando los compuestos 1.30 y 1.317° (Figura 16).

También se ha estudiado que ciertas caracolas marinas (Género
Conus) producen una amplia gama de toxinas que tienen efecto sobre
diferentes canales i6nicos, incluidos los nAChR. Estas toxinas son péptidos
de pequefio-mediano tamafio con un alto contenido en puentes disulfuro. La
optimizacion de una de estas a-conotoxinas (a-CTX) dio lugar al derivado
peptidico 1.32, un antagonista muy potente y selectivo del receptor a7’>"
(Figura 16).
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Figura 16. Ejemplos representativos de antagonistas selectivos de a7.

Moduladores alostéricos

Los moduladores alostéricos son compuestos que se unen al receptor
nicotinico en un sitio diferente al del agonista y que son capaces de regular el
canal incrementando o disminuyendo indirectamente el efecto del ligando
enddgeno o de un agonista exdégeno. Se denominan moduladores alostéricos
positivos (PAMs) a aquellos que incrementan la actividad del receptor y por el
contrario, aquellos que disminuyen dicha actividad son los moduladores
alostéricos negativos (NAMs). Dado que el segundo capitulo de esta memoria
se centra en el desarrollo de una nueva serie de PAMs del receptor nicotinico
a7, los aspectos relacionados con este tipo de modulaciéon se comentaran en

la introduccién de dicho capitulo.
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El objetivo de esta memoria es la modulacion de canales i6nicos usando
aproximaciones novedosas Yy/o poco estudiadas hasta el momento.
Concretamente, se pretende abordar la modulacion de interacciones proteina-
proteina (IPPs) relacionadas con canales ionicos TRP (Capitulo 1) y
profundizar en la modulacion alostérica del receptor nicotinico a7 (Capitulo 2).
Adicionalmente, y basados en precedentes bibliogréficos, los intermedios de
sintesis de capitulo 2 fueron ensayados como antitumorales y agentes
leismanicidas (Capitulo 3).

Los objetivos especificos se detallaran en el apartado correspondiente

de los mencionados capitulos.
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CAPITULO 1: Disefio, sintesis y validaciéon de una
quimioteca de péptidos helicoidales: una aproximacién

novedosa a la modulacion de canales TRP
.|






1.1 INTRODUCCION






Introduccién

1.1.1 Modulacion de Interacciones proteina-proteina (IPPs)

Hoy en dia, se sabe que muchas proteinas no ejercen su accién de
forma aislada, sino formando parte de complejos proteicos cuya funcion viene
determinada por la especificidad de esta union. Recientemente, se ha
demostrado que las IPPs son mucho mas accesibles de lo que se pensaba en
un primer momento. Hasta hace una década, los sistemas proteina-proteina
se consideraban dianas dificiles de abordar con péptidos convencionales,
peptidomiméticos o moléculas pequefias, debido a que estas interacciones
normalmente ocurren entre superficies relativamente extensas y a menudo
planas de la estructura proteica, que consisten frecuentemente en fragmentos
discontinuos de la secuencia primaria de las proteinas’®. Sin embargo,
estudios estructurales de RMN vy cristalografia de rayos X, combinados con
mutagénesis dirigida, han mostrado que, en muchos casos, s6lo pequefios
segmentos de la interfaz de interaccién (hot-spots) son responsables de la
mayoria de la energia libre de uniéon’. Estos hot-spots o zonas esenciales
para la interaccion son generalmente zonas de accesibilidad elevada,
relativamente hidr6fobas, muy empaquetadas y con una secuencia bastante
conservada’. En este sentido, el trabajo de Clackson y Wells, que definieron
los “hot-spots” como regiones de alta afinidad de interaccién entre las
proteinas implicadas, ha constituido un avance importante. Segun estos
autores, para interferir en la interaccion es suficiente con mimetizar aquellos
fragmentos que constituyen los “hot-spot,” en lugar de toda la interfaz de
interaccion, por lo que los moduladores de la IPPs pueden ser péptidos,
peptidomiméticos o0 moléculas pequefias.

Durante los ultimos afios, se ha dedicado un gran esfuerzo a la
caracterizacion de los aminoacidos importantes en las interacciones proteina-
proteina, a la identificacion de los motivos estructurales comunes en la
interfaz de interaccion de diferentes proteinas y al mapeo de las superficies

de contacto, lo que, en conjunto, posibilitaria abordar la busqueda de
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moduladores externos’®. El conocimiento de la estructura tridimensional de los
complejos  péptido-proteina 0  proteina-proteina  permite utilizar
aproximaciones de disefio racional en la busqueda de moléculas sintéticas
capaces de mimetizar, estructural y funcionalmente, la regién de interaccion
de la proteina diana’’. Asi, a partir de los datos estructurales de proteinas
aisladas, se pueden predecir sitios potenciales de unién mediante el cribado
virtual de bases de datos de moléculas pequefias. Alternativamente, los
estudios de modelizacion molecular pueden guiar la busqueda de esqueletos
moleculares restringidos donde anclar los residuos esenciales implicados en

la unién, proporcionandoles la orientacién apropiada (disefio de novo).

Otra posible estrategia seria la busqueda de compuestos capaces de
imitar la conformacion y propiedades electrénicas de los fragmentos
identificados como clave, mimetizando elementos de la estructura secundaria
proteica’®. Existen trabajos previos que describen la utilizacién de colecciones
definidas de péptidos para la identificacion de moduladores de IPPs,
constituyendo el paso previo hacia la identificacion de miméticos no-
peptidicos de la estructura secundaria. Cabe destacar el éxito obtenido
utilizando este tipo de estrategias en la modulacién de algunas interacciones
proteina-proteina de relevancia terapéutica. Asi, se han descrito diversas
estrategias quimicas orientadas a la busqueda de moduladores de estas IPPs
tales como péptidos conformacionalmente restringidos con estructura de
hélice a (a través de la formacion de puentes disulfuro, lactama, grapados C-
C)"*®, foldameros (B-péptidos, o/B-péptidos mixtos)® y proteomiméticos
(miméticos de hélices o de tipo terpenilo y sistemas heterociclicos
relacionados)®®. Todas estas estrategias han sido aplicadas con éxito para la

modulacion de IPPs de interfaz conocida.

36



Introduccién

1.1.2 Motivos helicoidales como elementos de

reconocimiento entre proteinas

Las hélices a son el elemento de estructura secundaria mas abundante
en la naturaleza y también el mas frecuentemente implicado en la interaccion
entre proteinas®. En muchos de estos complejos proteicos solo una de las
caras de la hélice a esta implicada en la interaccién, siendo los residuos
importantes para la afinidad los situados en disposicion relativa i, i+3 (i+4) e
i+7%. A menudo, la interaccion entre estos motivos helicoidales y los sitios de
unién complementarios estd mediada por residuos hidréfobos situados en las

posiciones indicadas.

Una hélice a se define como cualquier secuencia de al menos 5
amino&cidos consecutivos con angulos ¢ y y de -57°y -47°, respectivamente.
La adopcion de estos angulos permite que se establezca un patron de
enlaces de hidrogeno consecutivos entre el grupo carbonilo de residuos en
posicion i y el grupo NH de residuos en posicion i+4. En cada vuelta de la
hélice participan 3.6 aminoacidos, que avanzan 5.4 A a lo largo del eje. De
forma general, las hélices a contienen un promedio de 12 residuos, aunque

las hélices transmembrana pueden ser mas largas.

Aproximadamente un 30% de los residuos presentes en las proteinas
adoptan esta conformacion y por ello ha sido ampliamente estudiada. Existen
multiples factores que determinan la estabilidad de una hélice a. Asi, se
consideran muy importantes los aminoacidos que la forman, asi como la
posicién que los mismos ocupan dentro de la secuencia, las interacciones
entre cadenas laterales, la disposicion de las cadenas laterales de sus
extremos N-cap y C-cap, etc®. Todos éstos son factores a tener en cuenta a
la hora de disefiar péptidos helicoidales en disolucion acuosa. En este
sentido, diferentes estudios de los residuos que componen las proteinas

naturales han permitido establecer una preferencia por determinados residuos
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en segun qué posiciones de la hélice. Asi, es comun encontrar residuos de
Ala y Leu en el interior de la secuencia, mientras que es poco probable
encontrar Gly o Pro ya que dificultan la adopcion de los angulos diedros

8788  También es comin el uso de

caracteristicos de esta estructura
aminodacidos a,a-disustituidos, como el Aib, en la zona central de la hélice

para aumentar el contenido helicoidal de ésta®.

Por otra parte, dada la orientacion de los NH, hacia el extremo N-
terminal y la orientacion de los oxigenos hacia el C-terminal, a la hélice a, se
le atribuye un cierto caracter dipolar. Por esto, lo mas comun es encontrar
residuos cargados negativamente en el extremo N-terminal y residuos
positivos en el extremo C-terminal. No existe una tendencia clara sobre los
residuos que tienden a colocarse en el extremo C-terminal, mientras que en el
extremo N-terminal es comln encontrar residuos como Asn, Asp, Ser y Thr.
De forma general, estos aminoacidos pueden aceptar enlaces de hidrogeno
de los grupos NH de residuos cercanos en la secuencia®. Una forma sencilla
pero efectiva de estabilizar estructuras de hélice a es la acetilacion del

extremo N-terminal®*

. De este modo se elimina la carga positiva del extremo
de la hélice y ademas, el grupo carbonilo extra proporcionado por el acetilo
puede generar enlaces de hidrégeno estabilizantes con grupos NH de los
residuos proximos. Lo mismo ocurre cuando el extremo C-terminal se
encuentra en forma de amida, produciéndose un efecto similar al de la

acetilacion del extremo N-terminal.

Se han generado distintos modelos matematicos que permiten calcular
de forma tedrica el caracter helicoidal de una secuencia peptidica. Entre ellos
se encuentra AGADIR, un algoritmo matemético desarrollado por Serrano,
Mufioz y colaboradores, que tras varias mejoras es capaz de predecir con
bastante fiabilidad la helicidad de cualquier péptido lineal. Para ello, tiene en

cuenta diversos factores como el tipo y la posicibn de los aminoacidos,
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posibles enlaces de hidrogeno, interacciones entre cadenas laterales en
posiciones adecuadas, el caracter dipolar de la hélice, la dependencia del pH,

etc®.

El espaciado entre las cadenas laterales de los residuos implicados en
una hélice a se visualiza facilmente con el uso de la rueda helicoidal (Figura
17). Esta representacién esquematica de las hélices permite apreciar como
gquedan distribuidas en la superficie las cadenas laterales de sus residuos,
teniendo en cuenta que el angulo que forman dos residuos consecutivos en

una hélice a es de 100°.

Figura 17. Rueda helicoidal utilizada para el disefio de hélices a. En el ejemplo
presentado se puede observar una cara hidréfoba en naranja y una cara hidroéfila en
verde.

1.1.2.1. Estabilizacién de hélices a mediante interacciones no

covalentes

Numerosos estudios se han centrado en la busqueda de la
estabilizacién de la estructura de hélice a a través de interacciones entre las
cadenas laterales de los aminoacidos de la secuencia. Estos estudios han
identificado diferentes tipos de interacciones como puentes salinos®, enlaces
de hidrégeno®, interacciones hidr6fobas® e interacciones aromatico-basico®.

Las interacciones mas comunes se producen entre cadenas laterales de
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amino&cidos que se encuentran en posiciones (i, i+3) o (i, i+4), siendo estas

Gltimas las mas estabilizantes.

La estabilizacion aportada por los puentes salinos se ha estudiado en
sistemas que contienen residuos de Lys y Glu en las posiciones adecuadas
para la interaccién. Asi, se ha comprobado que los puentes salinos Lys-Glu™*
en posiciones centrales de la secuencia son mas estabilizantes que si se
encuentran en los extremos®’. Los pares His-Asp son méas estabilizantes que
Asp-His®, especialmente cuando se encuentran en posiciones (i, i+4). Del
mismo modo, existen estudios de triadas de aminoacidos que estabilizan
interacciones de este tipo, como Arg-Glu-Arg®. En cuanto a enlaces de
hidrégeno entre grupos funcionales de cadenas laterales de aminoacidos
implicados en una hélice a, o mas comun es encontrarlos entre Gln y Asn
situados en posiciones (i, i+4)94. Residuos de cadena corta, como Thr, Ser,
Asn o Asp, tienden también a favorecer este tipo de estabilizacién cuando se
encuentran en el extremo N-terminal de la secuencia'®. Del resto de
interacciones estudiadas cabe destacar que las observadas entre residuos de
Phe o Tyr y residuos de Lys o Arg, que en principio se consideraron de tipo
aromatico-basico (r-catién), son en realidad de tipo hidréfobo entre los anillos

aromaéticos y los metilenos de las cadenas laterales de los residuos basicos®.

1.1.2.2 Estabilizacién de hélices a mediante el uso de plantillas de

iniciaciéon

La mayor penalizacion a la hora de formar una hélice a viene dada por
la pérdida de entropia que conlleva el proceso de iniciacion de la hélice, es
decir, la colocacion de los tres primeros aminoacidos en la disposicion
adecuada para formar el primer enlace de hidrogeno. Una vez traspasada
esta barrera energética, la propagacion esta mas favorecida. Una manera de
eliminar esta barrera es sintetizar una molécula plantilla que facilite la
formacion del primer enlace de hidrégeno. Esta plantilla podria iniciar la hélice
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si se coloca en el extremo N-terminal, C-terminal o en el centro del péptido,
aunque los requisitos necesarios en cada caso serian diferentes. La
nucleacién en el centro del péptido se consigue mas faciimente usando
restricciones de las cadenas laterales de los aminoacidos. La nucleacion en el
extremo C-terminal no es facil de conseguir, pero en el extremo N-terminal se
pueden introducir restricciones conformacionales capaces de establecer una
geometria adecuada, que disponga los atomos de forma adecuada para
iniciar la hélice.

En la bibliografia aparecen numerosos ejemplos de derivados

peptidicos que utilizan este tipo de estrategia para inducir estructura de

hélice, recurriendo a plantillas de diversa naturaleza (Figura 18)**1%4,

HO,C O o OH OH (0]
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H O O
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Figura 18. Diferentes plantillas utilizadas para iniciar la estructura de hélice a al
introducirlas en el extremo N-terminal de un péptido.

Un ejemplo interesante, dentro de la introduccién de plantillas en el
extremo N-terminal que permitan superar la barrera energética para producir
la iniciacion de la hélice, es lo que Arora y col. denominan HBS (“hydrogen
bond surrogate”)!®*. Como ya se ha comentado anteriormente, las hélices a
se caracterizan por presentar un enlace de hidrogeno entre las posiciones (i,

i+4). Esta estrategia se basa en la sustitucién del primer enlace de hidrogeno
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por un enlace covalente, que en este caso es un enlace hidrocarbonado,
aprovechando la versatilidad y la tolerancia de diferentes grupos funcionales a
la reaccion de metéatesis (Figura 19). La ventaja de esta estrategia es que
permite conservar las cadenas laterales de todos los residuos, lo cual es
importante a la hora de sintetizar hélices que participen en interacciones
proteina-proteina.

O R 0 O R 0
R N N/LL%— R N N/‘lLL R
H H

(0] / (0]
HN " HN— . HN—
Ry R
HN \X HN
E)L” % %’")\H %
R R R R
Hélice-a Hélice-HBS

Figura 19. Estrategia HBS.

Basados en el trabajo de Satterhwait, que estudi6 el uso de hidrazonas
para la fijacién de hélices a'®, Arora y col. describieron en 2004 el primer

y
continuaron realizando diferentes estudios con el fin de validarla'®®!%. Para

estudio de estabilizaciéon de hélice a usando esta estrategia'®*"’

demostrar la eficacia del HBS en la estabilizacibn de conformaciones de
hélice a biol6gicamente relevantes, aplicaron con éxito la estrategia a un
péptido de 16 aminoacidos procedente del dominio BH3 de Bak, 1.38 (Figura
20), que adopta conformacion helicoidal cuando se une a Bcl-xL'°. Tras
varias modificaciones llegaron a los compuestos HBS 1.39 y 1.40, que
presentaron una helicidad del 46 y del 65%, respectivamente, frente al 20%
mostrado por 1.38. Los ensayos de afinidad de estos compuestos
demostraron que el derivado con mas helicidad 1.40 (K, = 69 + 16 nM) era

dos veces mas potente que su analogo lineal 1.38 (Kp =154 + 23 nM).
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1.38: Ac-GQVGRQLAIIGDDNR-NH,

1.39: X=D
1.40: X = KA®

Figura 20. Secuencia patrén y analogos HBS del dominio BH3 de Bak.

1.1.2.3. Miméticos de hélices a

Una alternativa a los métodos de estabilizacion de hélices a es el uso de
esqueletos no peptidicos capaces de imitar la disposicién tridimensional de
las cadenas laterales de una cara de la hélice’™'. Es el caso de los
compuestos disefiados por el grupo de Hamilton, basados en esqueletos de
bi- o tri-fenilos*? (Figura 21: 1.41-1.43), y los disefiados por Rebek y
colaboradores, que utilizan esqueletos de piperazina o piridazina como
armazoén para disponer adecuadamente los residuos i, i+3 0 i+4, e i+7 de las
hélices o™ (Figura 21: 1.44-1.45).

HO,C,, LRy

\R
R3 o N,R3 o N/\l,\ 3 R3
| R K/N
Rs 07 N3 “Ac
|
Rs
1.41 1.42 1.43 1.44 1.45

Figura 21. Esqueletos no peptidicos utilizados por Hamilton (1.41-1.43) y Rebek
(1.44-1.45) para mimetizar hélices a.
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1.1.3 ANTECEDENTES
Durante los ultimos afios, nuestro grupo viene trabajando en la
busqueda de nuevos moduladores de canales TRP, principalmente TRPV1™®,
Teniendo en cuenta que los ensayos clinicos con antagonistas de canales
TRPV1 han sido poco fructiferos hasta el momento, debido a efectos
adversos imprevistos, surge la necesidad de buscar nuevos enfoques para

modular estos canales, a través de mecanismos de accion alternativos.

El analisis de la estructura y funcion del receptor TRPV1 permitio
demostrar que el dominio C-terminal intracelular se encuentra altamente
conservado en muchos canales TRP y que es esencial para la
tetramerizacion de las subunidades. Estos estudios sugirieron ademas que
hay diferentes IPPs involucradas en la deteccion del estimulo y en la apertura

de estos canales.

Una estrategia novedosa para interferir en IPPs de receptores
acoplados a proteinas G es el uso de péptidos que imitan la secuencia de los
fragmentos del propio receptor identificados como hot spot. En este sentido,
Covic y col. han descrito una serie de péptidos potentes y selectivos,
denominados “pepducins”, que se anclan en la membrana celular y modulan

la actividad de estos receptores™®.

Inspirados en este trabajo, Ferrer-Montiel y col. disefiaron una serie de
péptidos cortos denominados “TRPducins” que imitan la secuencia de la
region TRP del extremo N-terminal del receptor TRPV1 y poseen un resto de
palmitoilo que facilita el anclaje en la membrana. Estos péptidos bloquean
selectivamente el canal, probablemente interrumpiendo o interfiriendo en las
interacciones proteina-proteina que tienen lugar en el citosol. El péptido
palmitoilado 1.46 presentd actividad como antagonista no competitivo de
TRPV1 y mostr6é actividad in vivo como antinociceptivo y antiprurito en un

modelo de insuficiencia hepatica cronica (Figura 20)''". Recientemente hemos
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demostrado que este péptido posee estructura helicoidal en disolucion acuosa
(resultados no publicados).

Por otra parte, existe también la posibilidad de modular proteinas
relacionadas con el canal ibnico TRPV1, como por ejemplo la modulacién del
complejo SNARE. En este contexto, Ferrer-Montiel y col. han descrito una
serie de péptidos palmitoilados, entre los que destaca el compuesto 1.472,
disefiado a partir del extremo N-terminal de la proteina sinaptosomal de 25
KDa (SNAP-25). Esta proteina del complejo SNARE actta como inhibidor de
la exocitosis neuronal, bloqueando de este modo la sensibilizacion
inflamatoria de TRPV1 por agentes proinflamatorios liberados a través de la
exocitosis neuronal®. Este compuesto presentd actividad como
antiinflamatorio y antinociceptivo in vivo en modelos de dolor neuropético e
inflamatorio cronico® (Figura 22). Por otra parte, el compuesto 1.47,
administrado por via subcutanea o intramuscular, redujo la hiperalgesia
térmica y mecanica, asi como la alodinia mecénica en estos modelos de
dolor. Por lo tanto, este péptido palmitoilado representa una nueva clase de
compuestos que pueden ser terapéuticamente relevantes para el tratamiento
del dolor crénico. Ademas, estos resultados corroboran también el papel

fundamental de la exocitosis neuronal en la patogénesis del dolor.

Pal-MGETVNKIAQES-NH, Pal-EEMQRR-NH,
1.46 1.47

Figura 22. Ejemplos representativos de antagonistas no competitivos de TRPV1.

Los compuestos 1.46 y 1.47 constituyen los primeros ejemplos de
moduladores directos e indirectos de canales TRP que actuan interfiriendo en
interacciones proteina-proteina. Estos antecedentes abren el camino a la
utilizacion de péptidos lineales para la basqueda de prototipos iniciales para

estos receptores ionotrépicos.
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El uso de colecciones de péptidos lineales, facilmente asequibles, ha
sido menos explorado en la busqueda de moduladores de IPP, ya que
normalmente estos péptidos adoptan conformaciones al azar, lo que podria
limitar su unién a la proteina deseada'***?%. Sin embargo, la interaccién con la
proteina diana podria verse potenciada si los péptidos lineales poseyeran
cierto caracter intrinseco para adoptar estructuras secundarias como las
hélices a. Péptidos lineales con un cierto caracter helicoidal, combinado con
un grado inherente de flexibilidad, serian muy apropiados para el
descubrimiento de moduladores de IPPs no conocidas, como punto de partida

para luego ser transformados en moléculas no peptidicas.
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Objetivos

Como objetivo general de este capitulo se planted intentar modular
interacciones proteina-proteina relacionadas con canales ionicos TRP,

utilizando péptidos lineales helicoidales.
Los objetivos concretos del presente trabajo son:

1. Diseflar una quimioteca de péptidos lineales con capacidad
para adoptar conformaciones de hélice a.

2. Sintetizar en fase solida los péptidos disefiados.

3. Realizar analisis conformacionales de los péptidos preparados

para determinar su estructura tridimensional en disolucion.

4, Validar la quimioteca en IPP conocidas, como p53-MDM2 vy
VEGF-FIt1.
5. Evaluar biol6égicamente la quimioteca como posibles

moduladores de canales i6nicos TRP.

Analisis Conformacional: Validacion:
Dicroismo Circular y RMN p53-MDM2 y VEGF-Flt-1

N

Coleccidn de Péptidos

Disefio y Sintesis

Lineales Helicoidales

}

Evaluacion bioldgica:
Canales ionicos TRP

Figura 23. Representacion gréfica de los objetivos
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Resultados y Discusion

1.3.1. Diseio

Aunque el conocimiento estructural sobre interacciones proteina-
proteina (IPP) relacionadas con canales idnicos es escaso, se sabe que en la
estabilizacién de las subunidades que forman el poro est4d implicado el
reconocimiento entre hélices a, que también son importantes en la
comunicacion de los complejos proteicos del canal con otras proteinas

123124 | 3 alta presencia de residuos hidrofébicos en las

reguladoras
superficies de interaccion de las hélices sugiere el uso de péptidos
helicoidales con residuos aromaticos y alifaticos, situados en las posiciones
apropiadas como fuente para el descubrimiento de nuevos moduladores de
interacciones proteina-proteina’®. Para garantizar al menos tres puntos de
interaccion se han disefiado péptidos con tres aminoacidos aromaticos y con
dos residuos aromaticos y un residuo alifatico situados convenientemente en
la misma cara de la hélice regular (disposicion relativa, i, i+4, i+7). Usando el
algoritmo AGADIR%'%* se predijo la helicidad del péptido Ac-
AAAF*AAAFRAAF-NH,, y de cuatro analogos que contienen glutamico (E) y
arginina (R) situados convenientemente en posiciones opuestas a la cara de
interaccion, que permiten estabilizar la hélice a través de puentes salinos
(posiciones 2 y 6). Utilizando el péptido Ac-AEAF'ARAF®AAF'-NH,, el de
mas alta helicidad (25%), como punto de partida para seleccionar los residuos
mas adecuados para las posiciones ocupadas por Ala se consideraron los 20
aminoacidos proteinogénicos en cada posicion. Se generaron colecciones de
péptidos virtuales y posteriormente se seleccionaron aquellos con estructura
helicoidal. La helicidad de cada péptido virtual se predijo con el programa
AGADIR, seleccionando péptidos con helicidades en un rango de 30-65%.
Uno de los aspectos que no contemplan los algoritmos matematicos como
AGADIR es la solubilidad acuosa, que resulta un factor determinante a la hora
de estudiar los péptidos disefiados. De forma general, el contenido elevado

de aminoacidos alifaticos y aromaticos aumenta la helicidad de los péptidos,
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pero el caracter hidrofobo de estos residuos provoca que los péptidos
resultantes sean poco solubles en agua. Para mejorarla es necesaria la
introduccion de residuos polares o cargados en las posiciones (i, i+5) para
evitar la interaccion entre ellos'?’. Para tener en cuenta la solubilidad en agua
se calcularon también los valores del logS (Tabla 1) mediante el programa
ALOGPS'®, de libre acceso en la web. Esto nos permitié discriminar entre
amino&cidos que proporcionando similar caracter helicoidal podrian ayudar en
la solubilidad de los péptidos disefiados.

Tablal|291. Equivalencia aproximada entre datos teéricos de logS y solubilidad en
agua

Solubilidad logS
Optima -2<logS<0
Buena -4 <logS<-2

Aceptable -6 <logS < -4
Baja -8 <logS < -6
Nula logS < -8

Finalmente, para equilibrar el balance helicidad-solubilidad se consider6 la
adiciéon de un residuo mas a la secuencia, ya sea en el extremo N o C
terminal. La combinacién de los residuos que proporcionaban las mejores
helicidades en cada posicion y que mostraban solubilidades te6ricas mas
adecuadas permitio el disefio de las cuatro series de péptidos lineales de 13

aminoacidos indicadas seguidamente (81 péptidos en total).
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Tabla 2. Quimioteca constituida por 81 péptidos. Datos tedricos de helicidad y logS

] ) Helicidad
Serie Secuencia log S
(%)
L1 (27 Compuestos) | Ac-SSEEAr’ARNAr’AAAr °N-NH, 35-65 -4.6a-5.0
L2 (18 Compuestos) | Ac-SSEEAI’ARNAr’AAAr'°N-NH, 27-55 -45a-4.9
L3 (18 Compuestos) | Ac-SSEEAr’ARNAI’AAAr'°N-NH, 32-46 -45a-4.9
L4 (18 Compuestos) | Ac-SSEEAr’ARNAr’AAAI'°N-NH, 33-58 -45a-4.9

Ar = Phe, Trp, Tyr. Al = Leu, lle

En esta memoria se recogen los datos referentes al estudio conformacional,
validacién y evaluacién biolégica de las cuatro series que componen la
gquimioteca. En cuanto a la sintesis, en esta memoria se describe la
preparacion de los péptidos de la serie L1 (27 péptidos), que he realizado

integramente.

1.3.2 Sintesis
La sintesis de los péptidos se realiz6 en fase soélida siguiendo la
estrategia Fmoc/t-Bu'®. Los Fmoc-AA-OH utilizados se eligieron
convenientemente protegidos en la cadena lateral: Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-

Ser(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH y Fmoc-Asn(Trt)-OH.

La resina seleccionada para la sintesis fue una matriz de poliestireno-
1% DVB (MBHA), funcionalizada como Rink amida, y de baja carga (0.34
mmol/g), para minimizar posibles problemas derivados de la agregacion de
los péptidos. La utilizacion de esta resina permite la obtencién directa de los
productos deseados con el extremo C-terminal en forma de amida durante el
proceso de separacion del péptido de la resina.

Como agente de acoplamiento se empleé el hexafluorofosfato de (2-(6-
cloro-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamonio (HCTU) con

diisopropiletilendiamina (DIEA) como base. El uso de HCTU reduce los
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tiempos de acoplamiento en fase sélida en comparacion con otros agentes de
acoplamiento més clasicos, como DIC/HOBL.

La sintesis manual de los péptidos 1.48-1.56 y 1.62 comenz6 con el
hinchado de la resina y la posterior eliminacién del grupo Fmoc en medio
béasico, usando una disolucién al 20% (v/v) de piperidina en DMF (Ver un
ejemplo representativo en el Esquema 1). Tras lavados posteriores para
eliminar los restos de piperidina, se llevd a cabo el acoplamiento del primer
aminoacido, Fmoc-Asn(Trt)-OH, utilizando como agente acoplante HCTU en
DMF anhidra. Los acoplamientos de los restantes aminoacidos se realizaron
del mismo modo, siguiendo la secuencia apropiada en cada caso (Esquema
1). Para comprobar que los acoplamientos se habian completado, una
alicuota de resina se monitorizé en un ensayo colorimétrico cualitativo de

ninhidrina (Test de Kaiser, deteccién de aminas primarias)™".

Una vez completada la elongacion de los péptidos y tras la eliminacion
del grupo Fmoc en condiciones estandar, se procedié a la proteccién del
extremo N-terminal en forma de N-acetilo por tratamiento con Ac,O y DIEA en

DMF a temperatura ambiente.

El siguiente paso fue la escision de los productos finales de la resina.
Para ello se utilizd un coctel de escision compuesto por TFA:H,O:TIPS™ en
proporciones volumétricas 95:2.5:2.5. El H,O y el TIPS se utilizaron para
atrapar los cationes que se forman en la desproteccion de los grupos
protectores Trt y '‘Bu, que si no se desactivan pueden dar lugar a productos
secundarios de alquilacion de grupos aroméaticos (especialmente Trp y Tyr).

Tras precipitacion y liofilizacion de los crudos de reaccion, éstos se
purificaron por cromatografia flash en cartuchos de fase reversa, utilizando un
equipo BIOTAGE, lo que permiti6 aislar los péptidos 1.48-1.56 y 1.62 con
buenos rendimientos y con purezas superiores al 85% (Tabla 3 y ejemplo
representativo en la Figura 23). Alternativamente, la purificacién del péptido
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1.52 se realiz6 mediante HPLC semipreparativo, permitiendo la obtencion del

producto deseado en un grado de pureza del 88%.

Un segundo grupo de péptidos 1.57-1.61 y 1.63-1.74 se prepard
también en fase sdlida, pero de forma automatizada, en un sintetizador
automatico de péptidos acoplado a microondas, lo que permiti6é acortar
considerablemente los tiempos de reaccion. En este caso los acoplamientos
se realizaron con HCTU y HOBt y la purificacion, al igual que en los
compuestos sintetizados manualmente, se llevd a cabo por cromatografia

flash en fase reversa (Tabla 3).
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Tabla 3. Rendimiento y pureza de los péptidos 1.48-1.74

Compuesto Secuencia Método de Pureza Rendimiento
Sintesis (%) (%)
1.48 (FFF) SSEEFARNFAAFN Manual 99 16
1.49 (WFF) SSEEWARNFAAFN Manual 89 7
1.50 (VFF) SSEE "ARNFAAFN Manual 86 74
1.51 (FWF) SSEEFARNWAAFN Manual 98 18
1.52 (WWF) SSEEWARNWAAFN Manual 88 9
1.53 (V WF) SSEE ' ARNVWAAFN Manual 91 21
1.54 (F'F) SSEEFARN "AAFN Manual 85 74
1.55 (W/F) SSEEWARN ' AAFN Manual 96 20
1.56 (' 'F) SSEE ' ARN ' AAFN Manual 86 65
1.57 (FFW) SSEEFARNFAAWN Automatizada 88 11
1.58 (WFW) SSEEWARNFAAVWN Automatizada 92 27
1.59 (V'FW) SSEE 'ARNFAAWN Automatizada 88 16
1.60 (F ) SSEEFARNWAAVWN Automatizada 85 11
1.61 ( ) | SSEEWARNWAAWN | Automatizada 85 11
1.62 ( ) | SSEE ' ARNWAAWN Manual 95 14
1.63 (F W) SSEEFARN AAWN Automatizada 98 26
1.64 ( ) SSEEWARN AAWN Automatizada 88 19
1.65 (W) SSEE 'ARN AAWN | Automatizada 88 16
1.66 (FF ) SSEEFARNFAA N Automatizada 97 29
1.67 (WF ") SSEEWARNFAA''N Automatizada 92 21
1.68 ('F") SSEE 'ARNFAA'N Automatizada 94 38
1.69 (FW") SSEEFARNWAA''N Automatizada 90 15
1.70 ( ) | SSEEWARNWAA /N | Automatizada 86 64
1.71 ( ) SSEE'ARNWAA'N Automatizada 93 15
1.72 (F/) SSEEFARNAA'N Automatizada 96 31
1.73 ( ) SSEEWARNAA'N Automatizada 98 30
1.74 ( ) SSEE'ARN/AA'N Automatizada 90 22
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En la Figura 24 se muestran a modo de ejemplo, los cromatogramas

correspondientes al péptido FWF (1.51) antes y después de la purificacion.
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Figura 24. Cromatogramas de HPLC del péptido FWF (1.51). A. Crudo. B. Péptido
purificado.
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Esquema 1. Sintesis del péptido FWF
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1.3.3 Estudios Conformacionales

Con objeto de determinar si los péptidos sintetizados se estructuran en
disolucién adoptando una conformacién de hélice a, como era de esperar en
base al disefio, se llevé a cabo el andlisis conformacional de algunos péptidos
de la quimioteca seleccionados al azar. Primeramente, se realizaron
experimentos de dicroismo circular (DC) a 5°C en H,O y en mezclas de
TFE/H,O al 30%. Por otra parte se realizaron también experimentos de
resonancia magnética nuclear (RMN) y se analizaron las desviaciones de
desplazamiento quimico y los NOEs. Adicionalmente, mediante dindmica
molecular restringida se determind la estructura tridimensional de aquellos
péptidos que presentaron numerosas sefiales de NOE no secuenciales
utilizando el programa CYANA.

1.3.3.1 Estudios de Dicroismo Circular

La actividad 6ptica de las proteinas es un pardmetro de gran utilidad a
la hora de determinar su estructura espacial. Asi, aunque el enlace peptidico
“‘per se” no es una estructura quiral, la interaccion entre grupos amida
adyacentes dispuestos en determinadas orientaciones lleva a que las
proteinas presenten actividad 6ptica en la region del ultravioleta lejano donde
absorbe el enlace peptidico (180-240 nm). Asi, cada elemento de estructura
secundaria de las proteinas presenta un perfil de dicroismo circular

caracteristico (Figura 25)*.

Los datos de dicroismo circular se representan en términos de
elipticidad en grados (8) o en diferencia de absorbancia (AA), pero este dato
debe normalizarse teniendo en cuenta la concentracién de la proteina o el
péptido que se estd estudiando y el niumero de unidades repetidas que

generan dicha sefial, que en el caso de las proteinas es el enlace peptidico y
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por extension el numero de residuos que lo conforman. Asi se define la

elipticidad molar por residuo que se calcula con la siguiente formula:

[6]=6/(10-1-c-N),
donde [B] (degcm?®dmol™), 8 (mdeg), | = 0.1 cm, ¢ (M) y N es el nimero
de residuos.

Por tanto, para poder determinar la elipticidad molar por residuo es
necesario conocer la concentracién exacta del péptido en estudio. Para ello,
existen varios métodos, siendo el mas comun la medida de absorbancia a 280
nm, siempre y cuando el péptido contenga residuos de Tyr o Trp. Con el valor
obtenido se aplica la ley de Lambert-Beer en funcién del nimero de

croméforos presentes y se determina la concentracion exacta®.

elipticidad @ Hojap

B Hélice o

B random coil

A (nm)

222 nm
208 nm

Figura 25. Espectros de dicroismo circular en el UV lejano para tres estructuras
ideales de una proteina: hoja B, hélice a, y random caoil.

El perfil de dicroismo circular de una hélice a viene caracterizado por la
presencia de un doble minimo a 208 y 222 nm y un maximo a 190 nm. El
porcentaje relativo de helicidad de un péptido puede ser estimado a través del
valor de la elipticidad molar por residuo a 222 nm, aunque este valor es

orientativo en el caso de péptidos pequefios'®. Para hacer estos célculos se
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ha utilizado la ecuacion descrita por Baldwin**®> y modificada por Fairlie'* para
calcular el porcentaje de helicidad en péptidos pequefios a partir de la
relacion [6]222/[0]max, donde [B]ma= (-44000+250T)(1-k/n), T es la temperatura
en grados Celsius y k = 4 (factor de correccion lineal finita) que es una
constante que adopta un valor de 4 y en nuestro caso ha sido tomado de los
estudios de Arora y colaboradores’®, ya que este valor es dificil de definir
cuando se trata de péptidos pequefios. El valor calculado de [B]na= -29595

grado-dmol™-cm?-residuo™.

Como ejemplo, en la Figura 26 se recogen los experimentos de
dicroismo circular para varios péptidos de la coleccién, tanto en disolucién
acuosa como utilizando una mezcla al 30% de TFE en agua. Los péptidos
estudiados, que se eligieron al azar, presentaron una ligera estructura de
hélice a en H,O, que aumentd de forma considerable cuando los

experimentos se realizaron utilizando un 30% de TFE.

50000 -
—— FWF_Agua/30%TFE

40000 - —— LWW_Agua/30%TFE
—— IWY_Agua/30%TFE

30000 -
——FIY_Agua/30%TFE

[

Q

[=}

[=]

o
\

—— WIW_Agua/30%TFE

—— YWL_Agqua/30%TFE
10000 -

% -10000 -

Elipticidad Molar/ degcm?dmol-!

-20000 -

-30000 -
190 200 210 220 230 240 250

A (nm)
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30000 —FWF_Agua
— L WW_Agua
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10000 -
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-30000 -
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Figura 26. Espectros de Dicroismo Circular para los péptidos FWF (1.51), LWW,
IWY, FIY, WIW y YWL en 30% TFE/H,Oy en H,O apH 5.5y 5°C.

Con los datos de elipticidad molar obtenidos a 222 nm, aplicando la
ecuaciéon correspondiente, se estimaron los porcentajes de helicidad para
cada uno de los péptidos (Tabla 4). Los perfiles observados apuntan a que los
productos presentan un grado aceptable de estructura espacial de hélice a en
disolucién acuosa (= 20%), que mejora considerablemente cuando los
experimentos se realizan en presencia de TFE (hasta un 47%), observandose
porcentajes de helicidad mas altos gracias a la capacidad de este disolvente
para favorecer estructuras de este tipo. Sin embargo, no se observa una total
correlacion entre los valores predichos y los calculados experimentalmente,
siendo éstos Ultimos un poco mas bajos que los que previamente se habia

estimado.
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Tabla 4. Datos de helicidad tedricos calculados con AGADIR y experimentales
calculados a partir de elipticidad molar por residuo [6]», (deg cm dmol eresiduo)
obtenida de los espectros de DC.

a . % Helicidad
Comp. Secuencia
H,O Teorica”

FWF (1.51) | Ac-SSEEFARNWAAFN-NH, 22 40 57
L Ac-SSEELARNVWAAWN-NH, 19 41 56
Ac-SSEE/ARNWAA/N-NH, 23 28 31

F Ac-SSEEFARNIAA/'N-NH, 26 38 38
L Ac-SSEE '/ARNWAAIN-NH, 30 47 56

4La notacion indica los residuos en posiciones 5, 9 y 12 de la secuencia peptidica.
®Calculado con Agadir.

De forma complementaria, y como un segundo criterio de helicidad se
sefiala también la relacion entre los valores de elipticidad molar a 208 y a 222
nm'%’. Valores inferiores a 0.65, indicarian que el péptido no se encuentra
estructurado como hélice a, mientras que valores comprendidos entre 1.25-
1.75 son los esperables para hélices a ideales. En nuestro caso los péptidos
estudiados presentan valores cercanos a 1.0, lo que indica que estarian en
cierta medida estructurados como hélices a (Tabla 5).

Tabla 5. Elipticidad molar por residuo [6] (deg cm dmol -residuo) a 222 y 208 nm,
relacion de helicidades a 222 y 208 nm en H,O/TFE

Péptidos [6]222 [6]208 [6]222/[6]208
FUF (1.51) 7190 8265 0.87
L -15038 -21618 0.70
-10580 -14188 0.75
F -14023 -15875 0.88
L -17331 -20308 0.85

En conclusion, los estudios de dicroismo circular confirman que los

péptidos estudiados tienden a estructurarse como hélices a.
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1.3.3.2 Estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La actividad bioldgica de las distintas macromoléculas, los &cidos
nucleicos o las proteinas, en medios biologicos estd estrechamente ligada a
su estructura tridimensional. Con objeto de ratificar la estructura helicoidal de
los péptidos preparados, algunos se estudiaron también mediante RMN.

Estos estudios se realizan en disolucién acuosa, tanto en H,O/D,0
(proporciones volumétricas 9:1) como en una mezcla de H,O/D,O/TFE. Los
parametros utilizados para la elucidacion de la estructura fueron la desviaciéon

del desplazamiento quimico (Ad) y los NOEs no secuenciales.
1.3.3.2.1 Desviacion de los desplazamientos quimicos (Ad)

La desviacién del desplazamiento quimico, Ad, de un determinado
ndcleo con respecto a los mismos valores en péptidos desestructurados es un
parametro que da idea de la estructura secundaria de un fragmento peptidico.
En los ultimos afios, a partir del analisis estadistico de los valores de & del
gran numero de proteinas cuya estructura se ha descrito por RMN, se ha
encontrado que existe una correlacion entre los angulos ¢ y @ del esqueleto
de la proteina y las desviaciones de los & observados para Ha, Ca o Cg.
Puesto que los elementos de estructura secundaria vienen definidos por unos
angulos ¢ y y caracteristicos, dependiendo del valor de Ad obtenido se puede
determinar si un residuo se encuentra en una lamina B, en una hélice a o en
estructura desordenada. El valor se calcula con las siguientes férmulas,

dependiendo de si nos fijamos en los Ad de Ha, Ca o CB.

_ ASHa — SHaobservado - SHarandom coil’ ppm
_ ASCa — Scaobservado - Scarandom coil’ ppm
- ASCB - SCBobservado - 8CBrandom coiI’ ppm

random coil = estructuras al azar
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Los valores de 8™"°™ ! para *H y 3C han sido tomados de Wishart et

136
al™>.

Para considerar que un péptido presenta estructura de hélice a, los
valores de desviacion de desplazamiento quimico de los protones Ha deben
ser < -0.1 ppm y los de Ca > 0.5 ppm**. De acuerdo con esto, todos los
péptidos seleccionados mostraron el perfil esperado para los protones Ha,
con valores negativos para casi todos los residuos de la secuencia a

excepcion del primer residuo de Ser (Figura 27).
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Figura 27. Histogramas que muestran los valores de A8, =(8pe">"2% = i, 2"%0™ <M

ppm para los péptidos LWW, FIY, YWL, IWY. Los extremos N- y C- terminales se
encuentran en forma de acetilo y amida respectivamente.

Frecuentemente, en péptidos helicoidales lineales, los valores absolutos
de los residuos centrales son mayores que los que estan en posiciones N- y

C- terminales, lo que indica que la hélice esti menos enroscada en los

extremos.
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El estudio de la variacién de los Ca en el espectro de “*C-RMN del
péptido IWY también corrobor6 la conformaciéon de hélice a, obteniéndose
valores positivos para los desplazamientos quimicos de todos los Ca (Figura
28).
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Figura 28. Histograma que muestra los valores de Adc, = 8¢,
ppm para el péptido IWY.

1.3.3.2.2 Efecto Nuclear Overhauser (NOE)

Cuando dos nlcleos se encuentran préximos en el espacio (a una
distancia inferior a 4.5-5.0 A) en RMN se puede dar un proceso de
transferencia de magnetizacion de uno a otro. Este fendmeno se conoce
como efecto nuclear Overhauser (NOE). Entre otros factores, el efecto NOE
depende de la distancia a la que se encuentren los nlcleos, siendo mas
intenso cuanto mas proximos estén espacialmente. En este sentido, las
seflales de NOE son una herramienta basica para el analisis estructural
mediante RMN ya que permiten cuantificar como de préximos o alejados se
encuentran dispuestos los &atomos espacialmente’®. En un péptido las
seflales NOE observadas se pueden dividir en dos grupos, atendiendo a la
distancia que separa a los dos nucleos entre los cuales ocurre la transferencia
de magnetizacion: (i) sefiales de corto alcance y (ii) de medio-largo alcance.
Al primer grupo pertenecen las sefiales de NOE intraresiduales, entre nlcleos
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presentes en el mismo aminoacido. En el segundo grupo, estarian incluidos
los NOEs secuenciales y los NOEs no secuenciales, que se diferencian segun
se da la transferencia con un nlcleo presente en un aminodcido
inmediatamente adyacente en la secuencia peptidica (secuenciales), o con un
nucleo presente en un aminodcido mas alejado (no secuenciales). Estos
ultimos son clave, desde el punto de vista de célculo de estructura, ya que
restringen el espacio conformacional del péptido.

Las sefiales de NOEs secuenciales permiten asignar los aminoacidos
consecutivos en la secuencia, siendo caracteristico de las hélices a una
mayor intensidad en las sefiales de tipo dungi+1) que en las de tipo dangi+1)
donde dungi+1) €S la distancia que separa los protones NH de residuos
situados en posiciones i e i+1. Por otra parte, los NOEs no secuenciales dan
una idea de la disposicion de los residuos en el espacio. En el caso de hélices

a los NOEs mas comunes son dang,i+3), dangii+a), dagi+3)-

En la Figura 29 se muestra el resumen de NOEs para el péptido IWY.
Se observan los NOEs no secuenciales caracteristicos de hélices a (dgng,i+3),
dangi+ay daggivs)), POr 1o que se puede extraer la conclusion de que el péptido
IWY presenta estructura de hélice a a lo largo de toda la secuencia tal y como

indicaban los datos de desviacion de desplazamiento quimico.
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Figura 29. Resumenes de NOE para el péptido IWY (30% HFA, 25°C). El grosor de
las lineas indica la intensidad de los NOEs secuenciales, fuerte, medio y débil.

1.3.3.2.3 Calculo de la estructura

Los calculos de la estructura del péptido IWY se llevaron a cabo usando
el programa CYANA'’, que utiliza datos experimentales derivados de los
espectros de RMN, introducidos en forma de restricciones geométricas
(distancias, angulos y enlaces) para obtener un conjunto de estructuras que
satisfagan estas restricciones. En la practica, los parametros de restriccion
utiizados son generalmente las cotas superiores de las distancias
interatbmicas, derivadas de la intensidad de los NOEs observados. Asi, los
calculos realizados con este programa para el péptido IWY sugieren que éste
adopta una conformacion 3D bien definida de hélice a, con los residuos 5, 9 y

12 alineados a lo largo de una sola cara de la hélice (Figura 30).
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Figura 30. Estructura de RMN en solucion para el péptido IWY. Izquierda:
superposicion de los 20 conférmeros de menor energia. Derecha: minimo absoluto en
vista lateral (arriba) y visto desde arriba (abajo). Los residuos de las posiciones 5, 9 y
12 estén representados de color naranja. No se muestran los atomos de hidrogeno, ni
las otras cadenas laterales.

1.3.4 Validacion de la colecciéon de péptidos como

moduladores de IPPs.

Una vez preparada y caracterizada la coleccion de péptidos, y confirmada
su estructura helicoidal, se llevé a cabo la validaciéon de la quimioteca en dos
IPP conocidas, en las que los hot-spots implicados en la interaccién poseen
estructura helicoidal y presentan bien 3 residuos aromaticos o bien 2
aromaticos y uno alifatico que son clave para la interaccién. Un resultado
positivo en estos sistemas modelo, nos permitiria corroborar que nuestra
coleccion de péptidos helicoidales puede resultar Gtil en la basqueda de
moduladores de otras IPP en las que estén implicados fragmentos
helicoidales con una cara hidréfoba. Las dos dianas seleccionadas para la
validacién son la interaccion de la proteina p53 con la proteina MDM2 vy la
interaccion del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) con su
receptor 1 (Flt-1).
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1.3.4.1 Modulacién de la interaccién de la proteina p53 con la proteina
MDM?2

P53 es una proteina proapoptotica que desempefia un papel central en la
regulacion del ciclo celular y la apoptosis, mientras que MDM2 es una
proteina adaptadora con actividad ubiquitinasa que inhibe p53 mediante el
reconocimiento y la ubiquitinacion del dominio N-terminal de trans-activacion
de p53. En los ultimos afios, la interfaz p53-MDM2 ha sido estudiada con
detalle, identificAndose el fragmento helicoidal 17-29 de p53
(ETFoSDLW.:KLL,PEN), y en concreto las cadenas laterales de los
residuos, Fi9, W,3 y Lis, cOMO hot-spot para la interaccion con el bolsillo de
uniéon de MDM2™%,

Asi, durante los ultimos afios se han descrito varias moléculas capaces de
inhibir la interaccion p53-MDM2, provocando la interrupcién del ciclo celular o
apoptosis en modelos de cancer. Debido al caracter hidréfobo de la
interaccion entre p53-MDM2, se ha seleccionado este sistema para validar

nuestra quimioteca.

Con este fin, algunos de los péptidos sintetizados fueron sometidos a
experimentos de RMN usando la técnica de Diferencia de Transferencia de
Saturacion (STD)'®, para evaluar su capacidad de interaccion con MDM2, y
por tanto para interferir en la formacion del complejo con p53. Estos
experimentos fueron realizados por el grupo del Dr. Carotenuto de la

Universidad de Napoles (ltalia).

Los experimentos de STD consisten en aplicar a algunos protones de la
proteina una radiofrecuencia selectiva de baja potencia, en una region en la
que no haya sefiales de los protones del ligando. Los efectos de la
radiofrecuencia aplicada se expanden a lo largo de la proteina, alcanzando
también el sitio de reconocimiento de los ligandos. En estas condiciones,
cualquier ligando que interaccione con la proteina se verd afectado por los
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efectos de la radiofrecuencia, con la consiguiente perturbacion de las
intensidades de sus sefiales de RMN. Asi, en una mezcla de ligandos,
solamente veran afectada la intensidad de sus sefiales aquellos que

interaccionen con el receptor.

Para nuestros estudios, en primer lugar se seleccioné el péptido FWL que
contiene alineados los residuos clave para la interaccion de p53 con MDM2
en una misma cara de la estructura helicoidal. También se estudiaron otros
péptidos hidréfobos, en concreto FLW, WLF y WFL, que presentan los
residuos clave para la interaccion con MDM2 pero en posiciones relativas
diferentes.
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Figura 31. (a) Espectro 1D de protdn del péptido FWL (0.5 mM) y la proteina MDM2
(0.025 mM). (b) Espectro STD adquirido tras saturacion a —1 ppm. Las sefales de los
residuos Phe, Trp y Leu estan indicadas con el simbolo de una letra.

Como se muestra en la Figura 31 el espectro de STD del complejo
FWL-MDM2 permite evidenciar la capacidad de interaccion de FWL con
MDM2, asi como la identificacion de los protones que interaccionan en la
interfaz de MDM2. En concreto, se observan diferencias significativas en la

region de los protones aromaticos (region 7.0-7.5 ppm) y en los protones de
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los grupos metilo de la leucina (< 1ppm). Este resultado sugiere la implicacion
directa de los residuos de Phe, Trp y Leu del péptido FWL en la interaccion
con MDM2, mostrando un efecto STD relativo ns; del 8%. Estos datos
sugieren que el péptido FWL ocupa el mismo bolsillo de MDM2 que p53,
mimetizando la hélice 17-29 identificada como hot-spot. El péptido WFL
también interaccion6 con MDM2 aunque con un efecto nsy del 5.1%, menor
que el de FWL, indicando la importancia de la disposicién del residuo de Leu
hacia C-terminal. Los analogos FLW Y WLF mostraron efectos aun menores

sobre la saturacién de la proteina (Nsa < 5%).

1.3.4.2 Interaccion del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular
(VEGF) con su receptor Flt-1

El Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) ejerce su
accion biolégica a través de su unién a diferentes receptores especificos
(VEGFRs), VEGF-1 (Flt-1) y VEGF-2 (KDR)*’, que se expresan
selectivamente en las células del endotelio vascular. Estos receptores poseen
un dominio intracelular tirosina-quinasa y una regién extracelular formada por
7 dominios de tipo inmunoglobulina (Ig). EI VEGF juega un papel relevante en
la angiogénesis fisiol6gica y patolégica. De hecho, en todos los tipos de
angiogénesis patoldgica descritos hasta el momento, incluyendo el cancer, se
han detectado niveles de sobreexpresion de VEGF. Como ejemplo, en los
procesos tumorales se ha comprobado que la neutralizacion de la interaccion
del VEGF con sus receptores, Flt-1 y KDR, inhibe el crecimiento tumoral y la

metastasis'*'.

El fragmento 17-25 de VEGF (EVVKF;MDV..QRS"..), situado en el
extremo N-terminal, que presenta estructura de hélice a constituye un hot-
spot importante para la interaccion VEGF-VEGFRSs, cuyos residuos clave son
Fi7, Y21 € Yo5. Mientras que la F;; es crucial para el reconocimiento molecular

entre las dos proteinas, los residuos Y,; e Y5 intervienen en la estabilizacion
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del complejo proteico. Recientemente, se ha descrito que péptidos lineales de
13 residuos asi como péptidos ciclicos derivados del fragmento 17-25 de
VEGF y estructurados como hélices a en disolucion son capaces de unirse al
receptor Flt-1 con afinidad micromolar**?. También se han descrito péptidos
helicoidales mas largos disefiados por D’Andrea y col.***, en los que el
residuo clave de Phe se sustituye por Trp, que han mostrado propiedades
bien proangiogénicas o antiangiogénicas.

El péptido FYY (1.72) de nuestra quimioteca (serie L1) posee en una
misma cara de la hélice los residuos aromaticos clave de VEGFi7.5, por lo
que su interaccion con el receptor Flt-1 podria representar una validacion
adicional de nuestra coleccién de péptidos. Cabe destacar, que el tercer
residuo aroméatico de nuestro péptido FYY (1.72) no esta exactamente en la
misma posicion relativa que en el VEGF, ocupando posiciones i, i+4 e i+7
mientras que en VEGF las posiciones de los residuos clave son i, i+4 e i+8.
Sin embargo, el hecho de que los tres residuos aromaticos se dispongan
hacia la misma cara de la hélice hace pensar que los péptidos de nuestra
quimioteca podrian establecer una interaccién con Flt-1 similar a la de su
ligando enddgeno. De hecho, resultados previos descritos por Inguimbert y
col. indicaron que péptidos ciclicos con solo dos residuos arométicos Y/Y o
Y/residuo aromatico, sin ningin aminoacido entre ellos, son capaces de
inhibir la interaccién VEGF-FIt-1'**,

La afinidad del péptido FYY (1.72), y de algunos analogos que
contenian Unicamente un punto de mutacion en posiciones 5, 9 o0 12, por el
dominio extracelular del receptor Flt-1 se determin6 mediante ensayos de
competiciéon con un ligando biotinilado (bt-VEGF,¢5)**. Estos experimentos
fueron realizados por el grupo del Prof. Michel Vidal en la Universidad Paris-

Descartes (Francia).

75



Resultados y Discusién

En este ensayo todos los péptidos con tres residuos aroméaticos en las
posiciones indicadas (100 uM) fueron capaces de competir con el bt-VEGF 4.
Mientras que el péptido modelo FYY (1.72) mostr6 un porcentaje de inhibicion
del 30%, la introduccién de residuos de Trp en las diferentes posiciones clave
supuso un incremento en el porcentaje de inhibicion de bt-VEGF 45 (45-50% a
100 uM), especialmente cuando se sustituyeron los residuos de Tyr (Tabla 6,
Figura 32). Del mismo modo, el cambio del residuo de Tyrg por Phe mejora
ligeramente la capacidad inhibitoria respecto al péptido modelo, mientras que
la sustitucion del residuo de Tyry, por lle (aminoacido alifatico), condujo a un
péptido inactivo. Este resultado se podria atribuir bien a la necesidad de un
residuo aromatico en posicion 12 o bien a una desestabilizacién de la

estructura de hélice a.

Con todos aquellos péptidos que mostraron un porcentaje de inhibicién
superior al 35%, se realizaron curvas dosis-respuesta, observando
porcentajes maximos de inhibicibn comprendidos entre el 60 y el 70%. Los
valores relativos de ICso corroboraron los resultados iniciales y confirmaron los
efectos beneficiosos de la sustitucion de los residuos de Tyr del péptido FYY
(1.72) por residuos de Trp (Tabla 6), siendo el péptido FWY (1.69) el

compuesto mas potente.
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Figura 32. Curvas dosis-respuesta para los péptidos FWY (1.69) y FYW (1.63) tras
los ensayos de desplazamiento sobre Flt-1.

Tabla 6. Inhibicién de la interaccién VEGF-Ftl-1. Ensayos de desplazamiento de bt-
VEGF65.

Compuesto L, a b
. — Inhibicién (%) ICs0 (M)
Numero Caédigo
1.72 F 29 ND
1.63 F 48 28.9
1.69 F 50 224
1.73 45 4
1.66 FF 38.6 194
1.74 33 ND
FYI 0 ND
QK°* 69 ND

®Porcentaje de bt-VEGF,¢5 desplazado del dominio extracelular de Flt-1 por el péptido
estudiado a una concentracién de 100 uM. °Concentracién capaz de desplazar el
50% de bt-VEGF.,5. ND = No determinado. ‘Compuesto de referencia, QK (Ac-
KLTWQELYQLKYKGI-NH,)'.

Teniendo en cuenta estos resultados iniciales de inhibicion de la
interaccion VEGF-FIt-1, se decidié evaluar el resto de los péptidos de la serie
L1, asi como algunos péptidos de las otras tres series que presentaban

residuos alifadticos en diferentes posiciones. Para ello, se determin6 el
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porcentaje de inhibicion de bt-VEGF4s5, con los 26 péptidos seleccionados, a
una concentracion de 30 yM. Como se observa en la Tabla 7, 12 de estos
péptidos mostraron una inhibicion de la interaccion VEGF-FIt-1 superior al
50%, 9 dieron lugar a porcentajes entre el 30% y el 50% y 5 mostraron
inhibicion inferior al 30% (Tabla 7).

Tabla 7. Inhibicién de la interacciéon VEGF-Ftl-1 a una concentracién 30 uM

Compuesto Inhibicién (%)* Compuesto Inhibicién (%)*
Nuamero | Coédigo (30 uM) Numero Caodigo (30 pM)
1.48 FFF 47 1.61 62
1.49 FF 60 1.62 59
1.50 FF 5 1.65 41
1.51 FWF 61 1.64 28
1.52 F 52 1.67 F 22
1.53 F 61 1.68 F 12
1.54 FYF 4 1.70 56
1.55 F 62 1.71 44
1.56 F a F 63
1.57 FF 63 F 29
1.58 F 54 FYL -
1.59 F 37 F 57
1.60 F 41 FL 4

®Porcentaje de inhibicion de la interaccion de bt-VEGF g5 con el dominio extracelular
de Flt-1 mediado por el péptido a una concentracién de 30 uM. En color morado se
sefialan los péptidos seleccionados en este ensayo, que presentan un porcentaje de
inhibicién superior al 50%, con excepcién del péptido YYW. ‘No presenta efecto.

En la Tabla 7 podemos observar que los péptidos que mostraron una
inhibicion mayor contienen en su secuencia al menos un residuo de Trp
combinado con residuos de Phe y Tyr. Todos los péptidos que presentan el
residuo de Phe méas proximo al C-terminal y combinado con al menos un

residuo de Trp presentaron una inhibicion superior al 50%, en contraposicion
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a los combinados con residuos de Tyr, en ausencia de Trp, que mostraron
una inhibicién inferior al 12%. En cuanto a los péptidos que presentan
residuos alifaticos proporcionaron mayor inhibiciébn aquellos que poseen

residuos de lle frente a Leu.

Puesto que en este tipo de ensayos se pueden observar falsos positivos
como consecuencia de la contaminacién con trazas de metales, para
confirmar los resultados obtenidos se repitieron los ensayos en presencia de
acido etilendiaminotetracético, conocido por su alta capacidad para quelar
metales (EDTA)®,

Para este estudio, se seleccionaron 10 de los 12 péptidos que
mostraron un porcentaje de inhibicién superior al 50% en el primer ensayo. En
la Tabla 8 se comparan los resultados de la evaluacion de estos péptidos

afiadidos a 30 yM, tanto en ausencia como en presencia de EDTA (Tabla 8).
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Tabla 8. Inhibicién de la interaccion VEGF-Ftl-12 una concentracion 30 uyM en
presencia o ausencia de EDTA

Compuesto Inhibicién (%)* Inhibicion (%)®

Niimero Cédigo (30 uM ~EDTA’) (30 UM +EDTA")
1.49 FF - =
1.51 FWF 61 53
1.52 F = 24
1.53 F o1 =
1.55 F &2 o
1.58 F 54 34
1.62 55 "
1.57 FF 63 1
1.70 56 >
F 63 71
F 57 55

®Porcentaje de inhibicion de la interaccion de bt-VEGFg5 con Flt-1 mediado por el
péptido a una concentracion de 30 uM. PEDTA: Acido etilendiaminotetracético,
utilizado como agente quelante que puede formar complejos con metales. En color
morado se sefialan los péptidos seleccionados, que presentan un porcentaje de
inhibicion superior al 40% en presencia de EDTA.

Los nuevos datos obtenidos en presencia de EDTA corroboran la
importancia de la presencia de un residuo de Trp junto con un residuo de Phe,
mientras que la presencia de dos residuos de Trp combinados con Phe
proporciona porcentajes de inhibicion inferiores al 40%. Ademas, aquellos
péptidos que en su secuencia tienen el residuo de Phe mas proximo al C-
terminal muestran mejores valores. Por otra parte, es de destacar que el
mejor valor corresponde al péptido FWI, con un residuo alifatico, que muestra

un porcentaje de inhibicion del 71%.
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Para los péptidos con un porcentaje de inhibicién superior al 40% en

presencia de EDTA, se realizaron las curvas dosis-respuesta y se determiné
su ICsq (Figura 33, Tabla 9).
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Figura 33. Representacion de las curvas dosis-respuesta para los péptidos YWW
(1.62), WFF(1.49), FWF (1.51), YWF (1.53), WYF (1.55), FWI, FIY.

Tabla 9. Determinacion de la ICs, en la interaccion péptido-Fltl

Compuesto a

Numero Caédigo 'Cso (M)
1.49 FF 28.2
1.51 FWF 12.7
1.53 135
1.55 F 36.3
1.62 31.6
F 0.05
F 30.6

4Concentracién capaz de inhibir el 50% de la union de bt-VEGF g5

Seis de estos péptidos mostraron valores de ICs, del orden micromolar,

con una cierta preferencia por el residuo de Trp en la parte central de la hélice

(posicién 9). Cabe destacar que el péptido FWI present6 un valor de 1Cs, del

orden nanomolar, que contrasta con la inactividad del péptido FYI (Tabla 6).
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Aunque todos los péptidos ensayados presentan una cara hidréfoba, no
todos fueron capaces de interaccionar con Flt-1 y no todos fueron
reconocidos de igual forma, lo que apunta a una cierta selectividad en funcion

de los residuos en posiciones 5, 9y 12.

En resumen la coleccién de péptidos helicoidales ha servido para
descubrir nuevas secuencias de alta afinidad por los receptores de VEGF Flt-
1. La combinacion FWI resultdé ser la optima entre todos los péptidos
evaluados y podria ser el punto de partida para el disefio de miméticos no
peptidicos.

1.3.5 Evaluacion de la coleccion de péptidos en canales

ionicos TRP.

Una vez validada la coleccién de péptidos se podia ya pensar en su
utilizacion como herramienta para intentar modular IPPs poco conocidas,
como las que podrian estar implicadas en el funcionamiento y regulacion de
canales ionicos. Estos receptores son muy complejos, requieren de la
oligomerizaciébn de mondémeros proteicos, que intervienen en la formacion del
poro del canal, y de la intercomunicacion con otras proteinas asociadas que
contribuyen a regular su funcion'?****, Muchas de estas interacciones tienen
lugar a través de motivos helicoidales, por lo que cabe la posibilidad de

intentar modularla con péptidos que se estructuren en forma de hélice.

En base a esos antecedentes, la coleccién completa de péptidos (series
L1-L4) ha sido evaluada por el equipo del Dr. Ferrer Montiel (Universidad
Miguel Hernandez, Elche) frente a canales idnicos que pertenecen a la familia
de los TRP (Receptores de potencial transitorio), concretamente TRPV1,
TRPM8 y TRPAL.

Asi, los componentes de las cuatro series de esta quimioteca se

evaluaron en las lineas celulares SH-SY5Y, HEK-CR1 y IMR90, transfectadas
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con plasmidos de TRPV1, TRPM8 y TRPAL, respectivamente. Tras activacion
del canal por el correspondiente agonista, se midieron los niveles de Ca**
intracelular mediante microfluorografia. Los resultados mostraron que algunos
péptidos de la serie L3 (FLF, YLF, YIY, YLY) y de la serie L4 (WYI, YFL, YYI),
que en su mayor parte contienen residuos de Tyr, presentaban actividad
significativa como bloqueantes de TRPV1 y TRPAl1 (> 20%) cuando se
evaluaron a una concentracion de 5 uyM (Tabla 10). El resto de los
compuestos de la quimioteca no mostré actividad de bloqueo (< 15%) frente a
ninguno de estos dos canales. Por otra parte, ningin compuesto resultd
activo frente a TRPM8. En cuanto a la secuencia y disposicion de los residuos
clave, es de destacar que todos los péptidos con un residuo alifatico en
posicién 5 y los que incorporaban en 5, 9 y 12 residuos arométicos fueron
totalmente inactivos. Los péptidos FLF, YLF, YIY y YLY, que presentan el
aminoacido alifatico en posicién central, mostraron actividades modestas y no
selectivas en TRPV1 y TRPAL. Sin embargo los compuestos WYI, YFL y YYI,
con el residuo alifatico préximo al extremo C-terminal (posiciéon 12) fueron
capaces de bloguear el receptor TRPAL con valores superiores al 50%, a una
concentracion de 5 uM. Ademas, se podria hablar de una cierta selectividad
en dicho canal frente al receptor TRPV1. En nuestro conocimiento, estos tres
compuestos constituyen los primeros ejemplos descritos de péptidos capaces

de bloquear la actividad de los canales TRPAL.
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Tabla 10. Péptidos con actividad bloqueante en canales TRPV1y TRPA1

. Bloqueo (%)
Comp. Secuencia
TRPA1">*

FLF Ac-SSEEFARNLAAFN-NH, 23.93+3.86 26.05 +5.96
LF Ac-SSEE 'ARNLAAFN-NH, 25.61+5.6 24.03 £ 10.9
Ac-SSEE 'ARNI/AA ' N-NH; 24.09 £ 3.56 17.95 + 3.06
L Ac-SSEE '/ARNLAA 'N-NH, 38.03 £4.39 37.34+5.71
Ac-SSEEWARN 'AAIN-NH, 28.18 £ 4.23 55.51+11.2
FL Ac-SSEE 'ARNFAALN-NH, 19.77 £ 3.71 51.18 £10.2
Ac-SSEE 'ARN 'AAIN-NH; 18.63 £ 3.33 51.38 +9.80

?Bloqueo de la entrada de Ca”" inducida por capsaicina en canales TRPV1. "Bloqueo
de la entrada de Ca®* inducida por allil isotiocianato en canales TRPA1l. En ambos
ensayos, los péptidos se afiadieron a una concentracién de 5uM.

A la vista de los resultados obtenidos se podria concluir que estos
péptidos podrian servir como modelo para el desarrollo de peptidomiméticos
capaces de reproducir la disposicién 3D de los dos residuos aromaticos y las
cadenas laterales alifaticas dentro de la estructura helicoidal. Dado que estos
péptidos no comparten ninguno de los requisitos estructurales que se
encuentran en los bloqueadores conocidos de los poros de los canales TRP,
normalmente compuestos cargados positivamente, ni similitud con la
estructura quimica de las moléculas pequefas que actian como antagonistas
competitivos, es posible que intervengan en IPPs relacionadas con la
formacion del poro del canal o con la modulacién del mismo por otras
proteinas. Aungque el mecanismo exacto de accién de estos péptidos esta por
determinar, los bloqueadores del canal TRPA1, descritos aqui, podrian
constituir un primer paso hacia el desarrollo de antagonistas innovadores para

este canal.
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Conclusiones

En este capitulo de Tesis se ha abordado el disefio, la sintesis, el
estudio conformacional, la validaciobn y la evaluacion biolégica de una
coleccion de péptidos lineales, disefiados para interaccionar e interferir con
IPPs en las que los motivos helicoidales sean clave para la interaccion.

Las conclusiones extraidas de los resultados de este capitulo se

resumen en los siguientes puntos:

-El programa AGADIR, que predice de forma tedrica la capacidad helicoidal
de péptidos lineales, ha sido una herramienta fundamental en el disefio de
novo de una coleccibn de péptidos de estructura general Ac-
SSEEX’ARNX°AAX'N-NH,. En esta estructura los residuos X corresponden

a residuos aromaticos y alifaticos que se dispondrian en una cara de la hélice.

- La sintesis en paralelo utilizando metodologia de fase sélida (estrategia
Fmoc/tBu), permitié la preparacion de los 81 péptidos componentes de la

gquimioteca de manera individual.

- Los estudios conformacionales realizados en una seleccidon aleatoria de
péptidos mediante dicroismo circular y RMN han demostrado que los péptidos

disefiados adoptan estructura de hélice a en disolucién acuosa.

- Se ha verificado la utilidad de algunos péptidos de la quimioteca para
interferir en dos IPPs para las que se conoce la relevancia de hélices a
interfaciales (p53-MDM2, VEGF-VEGFRS). En el segundo caso, tras unos
primeros resultados positivos, se ha ampliado el nimero de compuestos
evaluados, lo que ha permitido identificar nuevos inhibidores potentes de la
interaccion VEGF-Flt-1.

- La quimioteca completa se ha evaluado en canales termosensoriales
TRPV1, TRPM8 y TRPAL. Se han encontrado algunos péptidos con actividad

significativa como blogueantes de TRPV1 y especialmente TRPA1, que
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pueden constituir el punto de partida para el desarrollo de nuevos
antagonistas de estos canales idnicos.

Todos estos resultados se resumen graficamente en la Figura 34.

Ademas, este tipo de quimiotecas podria ser de interés para estudiar
IPPs en las que no se conozcan los residuos clave para la interaccion,
pudiendo proporcionar pistas valiosas sobre la estructura y composicion de
las interfaces de estas IPPs.

s Validacion
Analisis
i 53-MDM2 VEGF-Flt-1
Conformacional RMN P !
jo s ~.«H.«1Lf/1r‘¢w‘;|.,“ FRipe
E i o b
] ¢, W E
A .
- L aw jH
Serrenda
CcD
H 5 9 12N,
Sintesis en Fase Sélida ——> Ac-SSEE ARN °AA N-NH,
= lle, Leu, Phe, Trp, Tyr
Disefio de novo Evaluacién biolégica

AGADIR o a o o
4,0 4
1]

Compuestos 5 il

Antagonistas TRPA1

% Efecto

Figura 34. Resumen de resultados y conclusiones.
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Parte Experimental

1.5.1 Instrumentaciéon General

Los espectros de dicroismo circular se registraron en un
espectropolarimetro Jasco J-810 equipado con una unidad de control de
temperatura Peltier. Los espectros de masas (Electrospray, modo positivo) se
registraron en un equipo HPLC-MS WATERS integrado por un modulo de
separacion 2695, un detector Photodiodo Array 2996 y un espectrémetro de
masas Micromass ZQ 2000. Los experimentos de HPLC analiticos se
realizaron en un aparato Agilent Technologies 1120 Compact LC, con una
columna Eclipse Plus C18. Los experimentos de HPLC semipreparativo se
realizaron en un equipo WATERS integrado por una bomba Waters 2545 y un
detector de Photodiodo Array 2998. Los experimentos de masa exacta se
realizaron en un equipo Agilent 6520 Q-TOF LC/MS. Las purificaciones en
fase reversa se llevaron a cabo utilizando un equipo Biotage ISOLERA ONE.
Las reacciones se sometieron a agitaciéon orbital en un equipo GERHARDT.
Las centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuga termostatizada
Universal 320R de Hettich utilizando tubos falcon. La liofilizacién de las

disoluciones acuosas se llevé a cabo en un aparato Telstar Lioalfa-6.
1.5.2 Reactivos y Disolventes

Los disolventes anhidros utilizados se adquirieron de casas
comerciales o bien se prepararon por destilacion segun métodos estandar.
Los aminoacidos comerciales se compraron a Novabiochem e IrisBiotech. El

resto de reactivos fueron adquiridos de las casas comerciales habituales.

1.5.3 Sintesis de Péptidos en fase sélida
La sintesis de estos péptidos se llevo a cabo en fase sélida siguiendo la

estrategia Fmoc/t-Bu'®

, a partir de 200 mg (sintesis manual) y 280 mg
(sintesis automatizada) de resina Rink amida, en cada caso utilizando como

aminoacido de partida Fmoc-Asn(Trt)-OH.
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1.5.3.1 Soporte polimérico

En el presente trabajo se utilizé una Unica resina del tipo MBHA-PS (1%
DVB) de carga 0.34 mmol/g, comln para todos los productos sintetizados,
funcionalizada con el espaciador Rink Amida.

1.5.3.2 Sintesis Manual

La sintesis se realizé empleando jeringas de polipropileno, de volumen
10 mL, equipadas con una placa filtrante de polietileno poroso. De forma
general, la resina se mantuvo en la jeringa afadiendo los reactivos y
disolventes adecuados en cada caso de modo que se mantuviera cubierta y
solvatada. La agitacion del soporte polimérico se realiz6 con varillas de teflén
y/o con un agitador orbital. Los excesos de reactivos, disolventes y posibles
subproductos se eliminaron por filtracién. El protocolo general de
acoplamiento se describe en la Tabla 11. Todos los derivados se obtuvieron

con el extremo N-terminal acetilado como se indicara mas adelante.

La escision del compuesto de la resina se realizé como se indicara en el
apartado 1.5.3.5. A continuacion el crudo de reaccion se purificd por
cromatografia de media presién, en cartuchos de fase reversa, utilizando un

gradiente adecuado para cada producto.
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Tabla 11. Protocolo general de acoplamiento de aminoacidos en la sintesis manual

Etapa Reactivos Operacion Tiempo
1 DCM/DMF/DCM/DMF Hinchado 4 x 0.5 min
o a Desproteccion ) )
2 20% Piperidina/DMF 1 x 1 min, 3 x 10 min
Fmoc
3 DMF/DCM/DMF/DCM/DMF Lavado 4 x 0.5 min
Fmoc-AA-OH(2 eq) /HCTU(2 )
4 Acoplamiento 1h
eq) /DIEA (2 eq) /IDMF
5 DMF/DCM/DMF/DCM Lavado 5x 0.5 min
6 Ensayo ninhidrina Control -

%Las proporciones entre reactivos y disolventes son volumétricas.

1.5.3.3 Sintesis automatizada

La sintesis de forma automatizada, se realiz6 utilizando un sintetizador

de péptidos, acoplado a microondas, modelo Cem Libertyl.

Para la sintesis de cada producto se parte de 279 mg de resina Rink
amida. En este caso, la desproteccién del grupo Fmoc se lleva a cabo con
piperidina-DMF al 20%, utilizando un protocolo ligeramente diferente, una
primera desproteccion a 40°C durante 30 segundos, seguida de otra
desproteccion a 75°C durante 5 minutos. El acoplamiento se realiza utilizando
HBTU/HOBt como agente acoplante, a 75°C durante 5 minutos. En este
proceso de sintesis, tanto la acetilacion como el paso de separacion del
péptido de la resina se realizaron de la misma forma que se describe en los
apartados 1.5.3.4y 1.5.3.5.

La incorporacion de cada aminoacido se llevd a cabo mediante el

protocolo descrito en la Tabla 12.

93




Parte Experimental

Tabla 12. Protocolo general de acoplamiento en la sintesis automatizada

Etapa Reactivos Operacion Tiempo
1 DMF Hinchado 7 ml x 1 Ciclo
L a Desproteccion 30 seg/ 40°C, 5 min/
2 20% Piperidina/DMF
Fmoc 75°C

3 DMF Lavado 7 ml x 4 Ciclos
Fmoc-AA-OH(2 eq) /HBTU(2 ] )

4 Acoplamiento 5 min/ 75°C
eq) HOBt /DIEA (2 eq) /DMF

5 DMF Lavado 7 ml x 4 Ciclos

6 Ensayo ninhidrina Control -

4Las proporciones entre reactivos y disolventes son volumétricas.

1.5.3.4 Acetilacion de aminas

El protocolo a seguir para la acetilaciéon del extremo N-terminal se

describe a continuacion en la Tabla 13.

Tabla 13. Protocolo general de acetilacién de aminas

Etapa Reactivos Operacion Tiempo
1 DCM/DMF/DCM/DMF Hinchado 4 x 0.5 min
2 20% Piperidina/DMF? Desproteccién Fmoc 1 x 1 min,3 x 10 min
3 DMF/DCM/DMF/DCM/DMF Lavado 4 x 0.5 min
4 Ac,O:DMF:DIEA (1:1:1) Acetilacion txd mil?’
4 x 10 min
5 DMF/DCM/DMF/DCM Lavado 4 x 0.5 min
6 Ensayo ninhidrina Control -

®Las proporciones entre reactivos y disolventes son volumétricas
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1.5.3.5 Escision de los productos de la resina

Sobre la resina, dispuesta en la jeringa, se afiadié la mezcla acidolitica
formada por (TFA:H,O:TIPS) en proporciones (95:2.5:2.5), aproximadamente
1 ml de disolucién por 100 mg de resina. Tras la adicién de la disolucién, se
dejoé reaccionar a temperatura ambiente durante 5 horas. Posteriormente, se
recogieron los filtrados en un tubo falcon y se le afiadi6 Et,O, previamente

enfriado, para provocar la precipitacién del péptido.

La mezcla se centrifugé durante 10 min a 5000 rpm y a -15 °C. Se

decant6 el sobrenadante y se repitié el proceso de lavado con Et,O dos veces

7

mas.

El precipitado seco obtenido se disolvi6 en agua o en mezclas de

agua/acetonitrilo y se liofilizé para obtener el crudo final.
1.5.4 Métodos cromatograficos

1.5.4.1 Cromatogdrafia liquida de alta presion (HPLC)

e HPLC analitico: Se realiz6 en fase reversa utilizando una columna
Eclipse Plus C18 de dimensiones 4.6 mm x 150 mm (um). Las muestras se
analizaron utilizando un gradiente de 10-30% de A en B durante 20 min,
usando como fase mévil A: CH;CN y fase movil B: H,O + 0.05% TFA, a un
flujo de 1.5 ml/min y con una deteccion en continuo a una longitud de onda de
220 nm.

e HPLC-MS: Se realiz6 en fase reversa utlizando una columna
SUNFIRE™ C18 (3.5 um) de dimensiones 4.6 mm x 50 mm. Las muestras se
analizaron utilizando un gradiente de 2-40% de A en B durante 15 min,
utilizando como fase mévil A: CH3;CN + 0.1% &cido férmico y B: H,O + 0.1%
acido férmico, a un flujo de 1 ml/min y con una deteccidén en continuo entre
230-400 nm.
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e HPLC-MS semipreparativo: Se realiz6 en fase reversa utilizando una
columna SUNFIRE™ C18 (5 um) de dimensiones 10 mm x 150 mm. Las
muestras se purificaron utilizando un gradiente de 2-40% de A en B en 15
min, utilizando como fase mévil A: CH;CN + 0.08% &acido férmico y B: H,O +
0.1% acido férmico, a un flujo de 8 ml/min y con una deteccion en continuo a
longitudes de onda de 190-400 nm. Para la inyeccion, el crudo de reaccion se
disolvié en la minima cantidad posible de H,O o mezclas de CH3;CN/H,O.

1.5.4.2 Cromatografia flash

Se llevé a cabo en un sistema lIsolera One (Biotage) empleando
cartuchos KP-C18-HS de 12 g, utilizando mezclas de H,O/CHsCN. Para el
sembrado del cartucho, los crudos de reaccion se disolvieron en la minima
cantidad de H,O.

1.5.5 Caracterizacion de los Péptidos

Las muestras se analizaron utilizando un gradiente 10-30% de A en
B durante 20 min (HPLC-analitico, columna Eclipse Plus).

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Phe-Ala-Ala-Phe-Asn-NH; (1.48)

TFA

N Ay
O_OH NH o
OH
0 Lo y oo yoo y oo oo cH O NH,
M N N N N N N NH,
R c R C R N =R . =R
o ~oH o l o \]§ o

CH,

H
o} O CH, o}
HO™ S0 HN :

Sintesis Manual. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (0-15% de
acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 18 mg de un soélido blanco, tras liofilizacién. Rendimiento: 16%,
Pureza: 99%, HPLC: tg= 17.48 min. EM-ES: [M+2]*'=766.0. HRMS: Masa
exacta calculada para CggHgsN1902,: 1529.6899. Encontrada: 1529.6894.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Trp-Ala-Arg-Asn-Phe-Ala-Ala-Phe-Asn-NH; (1.49)

TFA

Oy _OH
OH
(0] (@] CH NH
H H 3 H 2
H3C)LN/';‘(N\)LNgN\)L /d N \)L /¢NH2
H o N H o) B H
OH

U b
o H2N

Sintesis Manual. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (0-15% de
acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 9 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 7%
Pureza: 89% HPLC: tg= 18.11 min. EM-ES: [M+2]**=785.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Tyr-Ala-Arg-Asn-Phe-Ala-Ala-Phe-Asn-NH, (1.50)
TFA

OH HNﬁ/NHz
NH

° o
OH
o Lo Lo Lo Lo S0 cH o NH,
HSCJKN N\:)LN N\;)LN N\)LN N\:)L N\)LN/H(N\;AN NH,
H o :\OHH o " ch, o0 3 o ¢ o o

Sintesis Manual. 78 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion.
Rendimiento: 74% Pureza: 86%, HPLC: tg= 14.38 min. EM-ES:
[M+2]**=774.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Trp-Ala-Ala-Phe-Asn-NH, (1.51)

TFA

HN
sr
O+ OH NH
OH
o) b0 w0 w0 " CH3 NH,
HBC)LN N\:AN N\:AN NQ&N NQ& Qk NH,
H S H S OH S H ;
o O CH; o

HO™ Yo H2N
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Sintesis Manual. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (0-15%
de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 20 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 18%
Pureza: 98%, HPLC: tg= 17.36 min. EM-ES: [M+2]**=785.0. HRMS: Masa
exacta calculada para C;oHgeN20022: 1568.7008. Encontrada: 1568.6979.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Trp-Ala-Arg-Asn-Trp-Ala-Ala-Phe-Asn-NH; (1.52)

TFA

T 2

HN NH
(@] OH N
NH
oH =~
)OL Lo Lo L0 Lo L0 cH o NH,
N N N N N N NH
DS RS DR DR N R e
0 g © l O CH, o \2’O O CHs o = o
HO™ S0 HaN :

Sintesis Manual. Purificacion: HPLC-Semipreparativo (2% de
acetonitrilo a 40% en 15 min) obteniéndose 10 mg de un sélido blanco, tras
liofilizacién. Rendimiento: 9% Pureza: 88%, HPLC: tg= 18.25 min. EM-ES:
[M+2]?*=805.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Tyr-Ala-Arg-Asn-Trp-Ala-Ala-Phe-Asn-NH, (1.53)

TFA

OH HNYNHZ
0Oy OH NH
NH o
OH =
o} e e e e W O CHy O NH,
M N N N N N N NH,
0 gy O l O CHg o \?‘O O CHg o = o)
HO S0 HoN :

Sintesis Manual. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (0-15%
de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 23 mg de un sdlido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 21%,
Pureza: 91%, HPLC: tg= 14.72 min. EM-ES: [M+2]*"=793.0.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Tyr-Ala-Ala-Phe-Asn-NH; (1.54)

TFA
OH

ok L(N¢ JiN¢ S P Ji ¢ Hjuf:ﬂj” i

O CHs o}
HO o H2N :

Sintesis Manual. 93 mg de un sdlido blanco, tras lioflizacion.
Rendimiento: 74%, Pureza: 85%, HPLC: tg= 13.58 min. EM-ES:
[M+2]**=774.0.

Ac-Ser-Ser-GIu-GIu-Trp-AIa-Arg-Asn-Tyr-AIa-AIa-Phe-Asn-N H, (1.55)

s

HO o HzN

Sintesis Manual. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (0-15%
de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 22 mg de un soélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 20%.
Pureza: 96%, HPLC: tg= 14.92 min. EM-ES: [M+2]*=793.0.

Ac-Ser-Ser-GIu-GIu-Tyr-AIa-Arg-Asn-Tyr-AIa-AIa-Phe-Asn-N H, (1.56)

YNHZ OH

BETEACIRAY Y

HO (0]
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Sintesis Manual. 66 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion.
Rendimiento: 65%. Pureza: 86%, HPLC: tzg=11.06 min. EM-ES:
[M+2]**=782.0.

Ac-Ser-Ser-GIu-GIu-Phe-AIa-Arg-Asn-Phe-AIa-AIa-Trp-Asn-NHz (1.57)

A z}%m AN

Sintesis automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min). Se
obtienen 29 mg de un sélido blanco, tras liofilizacién. Rendimiento: 11%.
Pureza: 88%. HPLC: tg= 18.45 min. EM-ES: [M+2]**=805.0.

Ac-Ser-Ser-GIu-GIu-Trp-AIa-Arg-Asn-Phe-AIa-AIa-Trp-Asn-NHz (1.58)

¢Ji % Ji¢ ¢L°”3 J¢

Sintesis automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min). Se
obtienen 29 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 27%.
Pureza: 92%. HPLC: tg= 17.80 min. EM-ES: [M+2]**=786.0.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Tyr-Ala-Arg-Asn-Phe-Ala-Ala-Trp-Asn-NH; (1.59)
TFA

},N

HN_NH,
Os_OH o NH
o
OH
o b0 b © e b 0 L9 CHy O NH,
PN N NI N NI N N NH,
O gy O O CH, o \/"o O CH, o .0
NH
HO™ Yo HoN

Sintesis automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min). Se
obtienen 17 mg de un sdlido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 16%.
Pureza: 88%. HPLC: tg= 14.46 min EM-ES: [M+2]*'=793.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Trp-Ala-Ala-Trp-Asn-NH; (1.60)
FA

H

N

(0]

.
HNYNHZ
O__OH NH
NH o
OH
o Lo Lo© ho© Lo O GCHy, O NH,
Hsc)k” N%” N\AH NQ&H NQ&N Qku)}(NQk” NH,
0 gl O 0O ¢, o o cH, 0 AR
NH
HO YO H2N

Sintesis automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min). Se
obtienen 11 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 11%.
Pureza: 85%. HPLC: tz= 17.50 min EM-ES: [M+2]**=805.0.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Trp-Ala-Arg-Asn-Trp-Ala-Ala-Trp-Asn-NH, (1.61)

TFA

YNHZ

NH o
=
O CH o) NH
H 3H 2
)L%QL DS NN
o ¢éw o M o
N0 _—
NH
HO o H2N

Sintesis automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (0-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min). Se
obtienen 11 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 11%.
Pureza: 85% HPLC: tg= 18.51 min EM-ES: [M+2]**=824.0.

Ac-Ser-Ser-GIu-GIu-Tyr-AIa-Arg-Asn-Trp-AIa-AIa-Trp-Asn-N H, (1.62)

¢Ji 1¢LJ§¢L ¢LC”3“ Ji

HO ) HZN

Sintesis Manual. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (0-15% de
acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 15 mg de un soélido blanco, tras liofilizacién. Rendimiento: 14%,
Pureza: 95%, HPLC: tz= 15.91 min. EM-ES: [M+2]**=813.0.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Tyr-Ala-Ala-Trp-Asn-NH; (1.63)

TFA
OH

HNYNHZ
Os_OH NH o
OH
o) e w h w W O CHy O NH,
H3C)LN N\,)LN N\,)LN N\,)LN N\,)LN NQLN/H(NQLN NH
HO\OHHOtAHOCHHO\/"g e, oo U M

5 O CH, o
-
\NH
HO™ Yo HaN

Sintesis automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 41 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 26%,
Pureza: 98%, HPLC: tg= 14.23 min. EM-ES: [M+2]**=793.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Tyr-Ala-Ala-Trp-Asn-NH, (1.64)

TFA
2

HNYNH
OH
O«_OH N NH o
OH =
0 Lo Lo Lo Lo oo cH, O NH,
M N N N NI NI NI NH,
HC R C R . - N . . =N
0 gi O ° o e o \2’O o e oo N o
~_WH
HO™ Yo HoN

Sintesis Automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 31 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 19%,
Pureza: 88%, HPLC: tg= 15.45 min. EM-ES: [M+2]*=813.0.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Tyr-Ala-Arg-Asn-Tyr-Ala-Ala-Trp-Asn-NH, (1.65)

TFA
HN—NH;,
OH N oH
0y_OH NH
0
OH
0 Lo . . . L0 CHy, O NH,
L N N N N N N NH,
O gy O ¢ OCH30¥OOCH30’/O
__NH
HO Yo H2N

Sintesis Automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 26 mg de un soélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 16%,
Pureza: 88%, HPLC: trg= 11.92 min. EM-ES: [M+2]2+:813.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Phe-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH, (1.66)
TFA
HN
YNHZ
O+_OH NH
OH
o) Lo b9 b9 b9 L9 CHy O NH,
HSCXN%N\ANQN\AN/ iN\)LN/dN\)LN N\,)LN/HfN\,)LN NH;
Ho LMo < " o ™ o i F o v o <" o
" b o
HO N0 HN

Sintesis Automatizada. Purificacién: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 45 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 29%,
Pureza: 97%, HPLC: tz= 14.38 min. EM-ES: [M+2]*'=774.0.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Trp-Ala-Arg-Asn-Phe-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH, (1.67)

LG % M ERIRRe

2
HO o OH

Sintesis Automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 33 mg de un soélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 21%,
Pureza: 92%, HPLC: tg= 15.42 min. EM-ES: [M+2]2+:794.0. HRMS: Masa
exacta calculada para C7oHggN,oO,3: 1584.6957. Encontrada: 1584.7008.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Tyr-Ala-Arg-Asn-Phe-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH, (1.68)

T f%m L

2
HO @) OH

Sintesis Automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 60 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 38%,
Pureza: 94%, HPLC: tg= 11.51 min. EM-ES: [M+2]**=782.0. HRMS: Masa
exacta calculada para CggHosN19024: 1561.6797. Encontrada: 1561.6801.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Trp-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH, (1.69)

NH,
O OH Y
oH
) 9y 0 8 G NH,
e NQL N QL QL QL NH,
" Son O
HO o HaN

OH

Sintesis Automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 24 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 15%,
Pureza: 90%, HPLC: tg= 14.69 min. EM-ES: [M+2]**=793.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Trp-Ala-Arg-Asn-Trp-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH; (1.70)

s

HoN
HO ¢} OH

Sintesis Automatizada. 106 mg de un soélido blanco, tras lioflizacion.
Rendimiento: 65%, Pureza: 86%, HPLC: tg= 16.40 min. EM-ES:
[M+2]?*=813.0.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Tyr-Ala-Arg-Asn-Trp-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH, (1.71)

TF
2

A
OH HNﬁ,NH
O«_OH NH
NH o
OH —
o Lo L O L0 Lo L O CHy, O NH,
Hsc)L” NQ(H N\AH NQLH NQLH NQLH&(NQLH NH,
0 gt © l o et o \FO o ¢, T o & ¢!
HO™ Yo HoN Q\

OH

Sintesis Automatizada. Purificacién: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 24 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 15%,
Pureza: 93%, HPLC: tg= 12.40 min. EM-ES: [M+2]2+=801.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Phe-Ala-Arg-Asn-Tyr-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH, (1.72)

TFA

HNYNHz OH
O<_OH NH o
OH
0 Lo Lo© Lo Lo© L O CHyp O NH,
M N N N N N N NH,
0 i O l o e o \}’O o et o = o
HO™ S0 HaN Q\

OH

Sintesis Automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 49 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 31%,
Pureza: 96%, HPLC: tg= 11.27 min. EM-ES: [M+2]*=782.0.
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Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Trp-Ala-Arg-Asn-Tyr-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH, (1.73)

TFA

HN}/,\,H2
O._OH NH OH
NH o
OH -
o) y O y O y O y O h O CHy O NH,
HSCXN N\;AN N\;AN N%N N\;AN N%N/H(NJN NH,
Ho:Ho:HoéHHo:HoéHsHoiHo

OH

Sintesis Automatizada. Purificacion: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 48 mg de un soélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 30%,
Pureza: 98%, HPLC: trg= 12.78 min. EM-ES: [M+2]2+=801.0.

Ac-Ser-Ser-Glu-Glu-Trp-Ala-Arg-Asn-Tyr-Ala-Ala-Tyr-Asn-NH, (1.74)

TFA
HN
OH SN OH
O<_OH NH o
OH

0 Lo Lo Lo© L O L O CHy, O NH,
M N NI N NI N N NH,

0 g © l o e o \2’O o e, o = o

HO o HN :]\

OH

Sintesis Automatizada. Purificacién: Cromatografia Flash (Biotage) (O-
15% de acetonitrilo en 4 min, 15%-40% en 35 min, 40%-100% en 10 min),
obteniéndose 35 mg de un sélido blanco, tras liofilizacion. Rendimiento: 22%,
Pureza: 90%, HPLC: tz= 8.69 min. EM-ES: [M+2]**=790.0.

1.5.6 Métodos para la determinacion conformacional

1.5.6.1 Dicroismo Circular

Los espectros de dicroismo circular se registraron en H,O y en

disolucién de trifluoroetanol (TFE) al 30% en agua. Las concentraciones
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utilizadas fueron de 50-100 mM. Se hicieron medidas entre 190-250 nm
usando una celda de 0.1 cm de paso Optico. Los experimentos se llevaron a
cabo a una velocidad de barrido de 50 nm/min, un tiempo de respuesta de 2 s
y 1 nm de anchura de banda. Los espectros obtenidos son el promedio de 4

barridos a los que se les corrigio la linea base.

1.5.6.2 Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN para todos los heteronlcleos observables se
registraron en una sola muestra 1mM disueltos en 50% de TFE, 43% de H,O
y 7% D,O (v/v). Los espectros monodimensionales de 'H se adquirieron
utilizando 298 K en un espectrémetro Bruker Avance 800 MHz. Las
asignaciones de los desplazamientos quimicos de *H se obtuvieron mediante
el uso de una combinacion de experimentos de resonancia homonuclear
estandar (TOCSY y NOESY).

1.5.7 Ensayos Biolégicos

1.5.7.1 Ensayos de Afinidad por el receptor Flt-1

Sobre una microplaca de 96 pocillos se afiadieron 100 pl de tampdén
fosfato (PBS, pH 7.4) que contiene VEGFR-1 ECD/Fc Chimera (20 ng/pocillo)
0 VEGFR-1 D1-D3/Fc chimera (15 ng/pocillo) y se incubaron a 4°C durante
una noche. Tras lavar tres veces con 250 ul de PBS 0.1 %, (v/v) Tween 20
(buffer A), la placa se bloqued con 200 pl de PBS con 3 % (w/v) de BSA y se

agitd durante 2h a 37°C. La placa se lavd de nuevo con buffer A.

A continuacién, se afiadieron en cada pocillo 100 pl de una disolucion
gue contiene 131 pM de bt-VEGF.es Yy los péptidos a ensayar a varias
concentraciones diluidos en PBS con 1%DMSO. Tras 3h de agitacion a 37°C,
la placa se lavo de nuevo con buffer A y se adicionaron sobre cada pocillo
100 pl del complejo streptavidina-HRP diluido 1:8000 en PBS con 0.1 % (v/v)
de Tween 20 y 0.3% (w/v) BSA. Después de 1h de incubacién a 37°C en
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oscuridad la placa se lavo con 250 pl de buffer A y se afiadieron 100 pl de
sustrato quimioluminiscente. El bt-VEGF 45 anclado se cuantificé por medidas

de quimioluminiscencia.

1.5.7.2 Ensayos frente a los canales iénicos TRP

En estos ensayos se utilizaron lineas celulares SH-SY5Y, HEK-CR1 y
IMROO, transfectadas con plasmidos de TRPV1, TRPM8 y TRPAL,
respectivamente. La cuantificacion de la capacidad bloqueante de los canales
ionicos por los compuestos a ensayar se determind mediante el célculo de la
concentracion intracelular de Ca?" a través de medidas de fluorescencia,
empleando la sonda molecular Fluo-4-AM. Los ensayos se realizaron en una

multiplaca de 96 pocillos.

Las células se trataron con 100 pl de una disolucion de Fluo-4 NW y
probenecid 2.5 mM. A continuacidon se afadieron los compuestos a la
concentracion deseada (5 pM) y se incubaron a 37°C durante 30 min. y a
temperatura ambiente durante otros 30 min. Las medidas de fluorescencia se
realizaron en un equipo POLARstar Omega BMG LAB tech a las longitudes
de onda 485 nm (excitacién) y 520 nm (emision). Para la activacion de los
canales se afiadio capsaicina 5 uM, en el caso de TRPV1, mentol 50 uM para
TRPMS vy alilisotiocianato, 10 uM para TRPAL1. Como control de bloqueo de

los canales se afiadi6 el compuesto Arg 15-15 a 50 uM**" o rojo de rutenio™.
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2.1.1 Modulacioén alostérica de canales nicotinicos a7

Los moduladores alostéricos se definen como moléculas que no
poseen actividad frente al receptor en ausencia del agonista. Desde el punto
de vista terapéutico, se ha especulado que la modulacién alostérica podria
ser mas conveniente que la busqueda de compuestos con actividad agonista
directa, ya que se modulan los efectos de los ligandos endégenos, en lugar
de activar o desactivar el receptor per se'*®. Los moduladores alostéricos se
pueden clasificar como positivos (PAMs) o negativos (NAMs), segun que
incrementen o disminuyan la respuesta del agonista. Un inconveniente de
este tipo de moduladores podria ser su efecto limitado en pacientes que

presenten disminuidos los niveles de activacion endégena*®.

En términos generales, la interaccién de un agonista con un canal ibnico
conduce a una transicion conformacional desde el estado de reposo (canal
cerrado) al estado activado (canal abierto). Dicha activacion puede ser
seguida de un retorno al estado de reposo, con la consiguiente disociacion del
agonista, o de una transicion al estado desensibilizado (canal cerrado), en
caso de que el agonista permanezca unido. Asi, concentraciones altas de
agonista pueden producir desensibilizacion en menos de 1 segundo. Sin
embargo, algunos moduladores pueden reactivar el canal y no esta del todo

claro que esta reactivacion requiera de la disociacién del agonista.

Los moduladores alostéricos positivos (PAMs) de a7 pueden clasificarse
como de tipo | o ™!, Los primeros facilitan la transicion del estado de reposo
del receptor (canal cerrado) al estado activado (canal abierto), aumentado la
respuesta del agonista. Por otra parte, los de tipo Il estabilizan el estado
activado (canal abierto) mejorando la respuesta del agonista y ademas

disminuyendo dréasticamente la desensibilizacion del receptor*™.

Los primeros moduladores alostéricos descritos para los canales a7

fueron la ivermectina, un agente antiparasitario, el 5-hidroxiindol, la
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galantamina, un inhibidor de la acetilcolinesterasa, y la genisteina, un
inhibidor de tirosina quinasa (Figura 35). Esta primera generacion de PAMs,
de tipo | carece de la selectividad, potencia y eficacia adecuadas, aunque
estudios posteriores llevaron al descubrimiento de una segunda generacion
que presentaba mejores propiedades en relacion a estos aspectos'®. Asi, el
compuesto 2.1, PAM de tipo |, fue capaz de revertir la disminucion en el
aprendizaje inducida por escopolamina en un modelo de memoria a largo
plazo en ratas®®?. Otros PAM de tipo | son los compuestos 2.2 y 2.3 (Figura
35), aunque el primero también present6 actividad antagonista en receptores
5-HT2B/C de serotonina™®. Ademas de su interés en modelos animales de
esquizofrenia, estudios de comportamiento con 2.3 han permitido determinar
la capacidad de los receptores a7 para influir directamente en la funcion

cognitiva™*.

cl Y
NTN cl ~ N_ _N
o) Ij - O I
HO N N
/
FEF 24 2.2 23

o]
Figura 35. Ejemplos representativos de moduladores alostéricos positivos de tipo |,
selectivos del receptor nicotinico a7.

En cuanto a los moduladores alostéricos positivos de tipo I, el
compuesto PNU-120596'%°, descrito por Pfizer (Figura 36), fue el primero en

ser ensayado en animales, mostrando selectividad frente a los receptores a7.
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Otros ejemplos representativos de este tipo de moduladores son los
compuestos 2.4'%°, 2.5"" y TQS'® también selectivos de a7 frente a a4p2 y
a3p4.

~N
o
H H
HO S
N_ _N
) Wans
N F
0 N- ~
~o o \ -
Cl N F
PNU-120596 2.4 F

Cl

H
N
_ . U I Le
||_ S\
o ~ NOﬁ NH; Q d "NH,
O

25 TQs

Figura 36. Ejemplos representativos de moduladores alostéricos positivos de tipo I,
selectivos del receptor nicotinico a7.

Otro tipo de modulacién de este sistema de canales es la modulacién
endégena mediada por proteinas pertenecientes a la familia de la Ly-
6/urokinasa, activadora del receptor de plasminégeno (UPAR). Estas
proteinas participan en distintos procesos biolégicos como la transduccién de
sefales, la adhesion celular y la activacion de células inmunes. Dentro de
esta superfamilia Ly6/uPAR destacan SLURP1 y SLURP2, encontradas en la
circulacion plasmatica, y Lynxl y Lynx2, que portan un resto de
glicosilfosfatidilinositol**. Estas proteinas presentan una gran homologia con

la a-bungarotoxina (antagonista selectivo para a7).

Entre los moduladores alostéricos negativos (NAMs) no se ha
encontrado ninguno selectivo de a7. Sin embargo, si estan recogidos en la
bibliografia algunos analogos de sulfonilpiperazina'® y de benzamida'®* que

se comportan como NAMs selectivos de los receptores a432 y a3(34.
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2.21 Evaluaciéon de una colecciéon heterogénea de
productos naturales como moduladores de canales

nicotinicos

Con objeto de identificar nuevos quimiotipos capaces de interaccionar
con los receptores nicotinicos de ACh, el equipo del Prof. Manuel Criado de la
Universidad Miguel Herndndez (Alicante) llevé a cabo la evaluacion frente a
receptores nicotinicos de una quimioteca heterogénea de 240 compuestos
naturales de bajo peso molecular (Greenpharma Natural compounds library).
Los ensayos se realizaron en ovocitos que expresaban bien el receptor
homomérico a7 o bien los receptores 042 o a3B4. A continuacion, se
midieron las respuestas generadas por la administracion conjunta de ACh y
los compuestos, en mezclas de 3 0 4 compuestos, y se compararon con la
respuesta observada cuando se administraba solo acetilcolina. Los
compuestos de las mezclas que mostraron resultados positivos se analizaron
individualmente administrandose junto a acetilcolina. Uno de estos
compuestos, isoliquiritigenina (1, Figura 37), se identific6 como un modulador
alostérico positivo selectivo de a7. Se trata de una chalcona polihidroxi
sustituida que aumentaba aproximadamente seis veces la respuesta evocada
por ACh.

HO
Figura 37. Estructura del compuesto Isoliquiritigenina.
A raiz de este resultado, se decidi6 realizar un estudio con una
coleccion comercial de derivados de chalcona (2-101, Anexo |), de estructura

anéloga a la de isoliquiritigenina. En este caso, los compuestos se ensayaron

individualmente, administrdndose conjuntamente con acetilcolina. De esta
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nueva coleccién, seis compuestos (64, 87, 97, 98, 99, 101, Figura 38)
mostraron actividad significativa como PAMs del receptor nicotinico a7, como
se describira con més detalle en el apartado 4.5. Estas chalconas presentan
en su estructura al menos un grupo hidroxilo en el anillo A, con preferencia
por dos grupos hidroxilo en posiciones 2’4’ 6 2’,5'. De entre todos ellos cabe
destacar el compuesto 97 (4-OH, 2'5-OH) (Figura 38) que fue

aproximadamente 5 veces mas potente que isoliquiritigenina.

O CH, O OH
O OH
H5CO | O | O
DG O A
OH
H3CO HO O OH
64 87 HO 97

OCH, OCH,

O OH O OH
e T [ JC
L~ O g
OH OH OH HO
98 99

101

Figura 38. Estructura de los compuestos activos 64, 87, 97, 98, 99 y 101

En base a los resultados de este estudio nos propusimos explorar en
mayor profundidad las posibilidades de esta serie de PAMs de o7. Teniendo
en cuenta el patréon de sustitucién de los compuestos que mostraron mejores
valores de actividad, parecia conveniente sintetizar nuevas chalconas,
modificando tanto el ndmero como la posicion y naturaleza de los
sustituyentes de los anillos aromaticos, con el fin de identificar nuevos
moduladores alostéricos positivos mas potentes y selectivos del receptor a7,

asi como mejorar su perfil farmacocinético.
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2.2.2 Chalcona: Una Estructura privilegiada

2.2.2.1 Sintesis de chalconas

Las chalconas son compuestos aromaticos que poseen dos anillos de
fenilo unidos por un espaciador que consiste en un grupo carbonilo a,B-
insaturado. Comunmente se sintetizan por condensacion de Claisen-
Schmidt*®? entre acetofenonas y benzaldehidos, bajo condiciones de catalisis
homogénea, generalmente basica (NaOH, KOH, Ba(OH),-8H,0), o mediante
el uso de acidos de Lewis (Yb(OTf);, AICl;, F3B-Et,O) en disolventes
organicos préticos (MeOH, EtOH) o 1,4-dioxano (Esquema 2).

0 10 O
Xr H X Catalisis | X
i A l//
R

Esquema 2. Condensacion de Claisen-Schmidt

Existen otros métodos menos convencionales para la sintesis de

163

chalconas como la acilacién de Friedel-Crafts™ a partir de acetofenona y

164

benzaldehido en presencia de Al(Cl);, la reaccion de Wittig™", entre un hiluro

estabilizado de trifenilbenzoilmetileno con diferentes aldehidos de tipo

aromaético, o la arilacién oxidativa de alquenos terminales con aroil hidrazidas

d165

en presencia de Pd™™, entre otras. Estas técnicas menos convencionales

pueden emplear catalizadores y reactivos como o6xido de zinc, PEG-400,

ZrCly, liquidos iénicos, etc®®.

2.2.2.2 Actividad farmacoldqgica

Las chalconas son precursoras de los flavonoides e isoflavonoides,
moléculas que contienen en su estructura quimica un numero variable de
grupos hidroxilo, lo cual les confiere una gran capacidad antioxidante y
excelentes propiedades de quelacién del hierro y otros metales de transicion.

La notable diversidad estructural y funcional de los flavonoides ha
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proporcionado las bases para la investigacion en areas que van desde la

genética y la bioguimica a la salud humana. Ademas tienen efectos
terapedticos en un elevado nimero de patologias'®®*®,

Las chalconas, a su vez, pueden ser consideradas como estructuras
privilegiadas ya que se ha descrito que poseen multiples aplicaciones

terapéuticas. Presentan un amplio espectro de actividad biolégica como por

|166,l69-172 173-175
1) )

ejemplo actividad antitumora antiinflamatoria

antibacteriana™®”'"*'"’  antifingica'’®, analgésica'” y antioxidante!®®®,
Algunos ejemplos representativos de chalconas bioactivas quedan reflejados

en la Tabla 14.
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Tabla 14. Ejemplos representativos de chalconas con diferentes actividades
farmacolégicas

Estructura Actividad Farmacolodgica
Q |
X 0 . H H 181
O ‘ Antiproliferativo
0
O o |
o0 OH
O N O Antiproliferativo*®
~o o
O N O Antiinflamatorio®®®
(‘) OBu
o |
O NN O o Antileishmania*®*
cl o
O OH o
N Antimicrobiano
L
N OH
o
cl
O S ‘ Antifangico™®®
.
=
o
~ s cl
. )LN Antinociceptivo®’
H H

Ademas, las chalconas pueden actuar como moduladores de canales
ibnicos. Existen algunos ejemplos descritos en la bibliografia de chalconas
gue actian como bloqueantes de canales de K* voltaje-dependientes, como la

6188

sulfonato-chalcona 2. , que inhibe la corriente de K" alcanzando el maximo

de inhibicién después de 5 min. Este compuesto presentd interés para el
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tratamiento de la desmielinizacion post-traumética de los axones de la medula
espinal, contribuyendo a mejorar el impulso en neuronas desmielinizadas.
También se describié la activaciébn por sulfonato chalconas de canales
TREKZ2, un canal de dos poros que presenta cuatro dominios transmembrana
y que constituye una de las cuatro familias de los canales de K*. La activacion
de dichos canales presenta interés en dolor neuropético, neuroproteccion y

secrecion de insulina®®®,

Por otra parte, existen chalconas descritas como bloqueantes de
canales de Ca®', destacando el compuesto 2.7, que inhibe la contraccion
tonica producida por norepinefrina y fenilefrina'®°. Este efecto indica que dicho

compuesto se comporta como bloqueante de los canales de Ca*".

o} O OH

09
) ) |
o}
® -
\
HO 2.6 S a7 O

Figura 39. Derivados de chalcona con actividad moduladora de canales iénicos.

En nuestro conocimiento, hasta el momento no se han descrito en la
bibliografia chalconas capaces de actuar como moduladores de canales

nicotinicos.
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Objetivos

En base a los antecedentes comentados, el objetivo de este capitulo se

centra en la busqueda de nuevas chalconas o compuestos anélogos, que

tengan actividad como moduladores alostéricos del canal nicotinico a7. Se

pretende mejorar la potencia y selectividad del prototipo referido previamente,

97, e identificar nuevos analogos con mejor perfil farmacolégico. Para ello, se

propone la preparacion de una coleccion de derivados de dicho compuesto

97, llevando a cabo diferentes modificaciones:

>

Variar el numero y posicion de los grupos OH, tanto en el anillo aromético
A como en el anillo aromatico B.

Introducir en el anillo aromatico B sustituyentes diferentes al grupo
hidroxilo, asi como sustituir este anillo por un sistema de indol.

Modificar el sistema carbonilico a, insaturado del espaciador.

Realizar modificaciones que conlleven una mayor restriccion
conformacional.

Los compuestos de esta coleccibn seran evaluados para medir su

capacidad de modulacion de la actividad inducida por acetilcolina en canales

nicotinicos a7, lo que nos deberia permitir establecer relaciones estructura-

actividad. Los mejores compuestos seran sometidos a caracterizacion

farmacologica adicional.
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HTS
(100 Compuestos)

|

6 Compuestos
Actividad significativa como
PAMS o7

o &
HO

MODIFICACIONES
ESTRUCTURALES

Modificaciones en el

Espaciador Modificaciones

en el Anillo A

Modificaciones en

el Anillo B EVALUACION o7 nAChR

RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD (SAR)

Figura 40. Representacion gréafica de los objetivos
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Resultados y Discusion

2.4.1 Sintesis de Chalconas polihidroxiladas

De acuerdo con los objetivos propuestos, en primer lugar, nos
planteamos la preparacion de una serie de chalconas polihidroxiladas con el
fin de determinar el nUmero de grupos hidroxilo que dan lugar a los mejores
resultados de actividad biolégica, asi como las posiciones Optimas de
sustitucion en los anillos aromaticos. En general, se ha mantenido la
sustitucién en posiciones 2’ y 5’ del anillo A, dado que los mejores resultados
del cribado de la coleccion de chalconas comerciales se obtuvieron con los
grupos OH situados en estas posiciones. La sintesis de las chalconas (1,3-
diaril-2-propen-1-onas) objeto de estudio, se realiz6 en dos etapas (Esquema
3). En primer lugar se sintetizaron los derivados metoxilados 2.16-2.22
siguiendo la reaccién de condensacion de Claisen-Schmidt, a partir del
correspondiente  benzaldehido con Ila acetofenona apropiada, bajo
condiciones de catalisis basica (NaOH, 40%) en EtOH. Una vez aisladas las
metoxi chalconas, en una segunda etapa se llevé a cabo la desproteccion de
los grupos metoxilo utilizando BBr; (IM) en DCM bajo atmésfera inerte™?,

dando lugar a las chalconas polihidroxiladas 2.23-2.30 (Esquema 3).
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o) o)
@/MH . @/U\ NaOH (40%)
H3CO— H3CO— EtOH
= = HCO
2.8: R=2-OMe 2.12: R'= 3-OMe 2.16:R=2,4-OMe, R'=2,5-OMe (85%)
2.9: R=24-OMe 2.13 R'= 4-OMe 2.17: R= 2-OMe, R 2.4,5-OMe (87%)
2.10: R= 2.6-OMe 2.14: R'= 2,5-OMe 2.18: R= 2,6-OMe =25.0Me (90%)
2.11: R= 2.4,6-OMe 2.15: R'= 2,4,6-OMe 2.19: R= 2.4,6-OMe R'= 25-0Me  (81%)
2.20:R=24-OMe  R'= 2.4,5-OMe (82%)
2.21:R=24-OMe, R=3.0OMe (42%)
BBr;/ CH,CI , '
fa/ ~riabiz 222:R=24-OMe, R'=4-OMe  (41%)
t.a., Ar

2.23: R= 2,4-OH, R=250H  (28%)

2.24: R=2,4-OMe, R=250H  (21%)

2.25: R= 2.6-OH R=25-0H  (38%)

2.26: R= 2.4-OH R'=2450H (45%)

2.27: R= 2-OH, R'=245-0H (13%)

2.28:R=246-OMe, R=250H  (2%)
2.29:R= 2.0H, 46-OMe R=2,5-OH  (9%)
2.30: R= 2,6-OH, 4-OMe R'=2,5-OH  (23%)

Esquema 3

Los derivados metoxilados 2.16-2.22 se purificaron mediante
cristalizaciéon de MeOH, obteniéndose con alta pureza y buenos rendimientos
en general. Estos compuestos han sido caracterizados mediante técnicas de
HPLC, EM, y RMN. En los espectros de 'H-RMN se observan las sefiales
correspondientes a los protones del doble enlace del sistema carbonilico a, -
insaturado en el entorno de 7.5-8.0 ppm con una constante de acoplamiento
de 15.6-16.0 Hz, lo que indica que el doble enlace generado presenta

configuracion E (trans).

Una vez preparados los derivados metoxilados se procedio a la
desproteccion de los grupos metoxilo por tratamiento con BBrs. Segun
describen McOmie y col.*®!, la cantidad de equivalentes de BBr; necesaria
para completar la reaccién de desproteccion depende del nimero de grupos

metoxilo a desproteger, utilizandose un equivalente por cada grupo metoxilo.
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Ademas los autores recomiendan el uso de un equivalente adicional por cada
nitrégeno potencialmente basico y por cada oxigeno presente en la molécula.
Sin embargo, en nuestro caso al utilizar la cantidad recomendada de BBr3;, se
aislaron productos parcialmente desprotegidos. Asi, la desproteccion del
compuesto 2.16 con 5 equivalentes de BBr; dio lugar tanto al compuesto
esperado 2.23, como al producto 2.24, en el que Unicamente habia tenido
lugar la desproteccion de los grupos metoxilo del anillo A. La posicion de los
grupos metoxilo en este Ultimo compuesto se determind mediante
experimentos de RMN heteronucleares de correlacion C-H a dos o tres
enlaces (HMBC). Asi, se observé correlacién entre los protones del OMe en
posicion 2 del anillo B con el C, (6: 109.58 ppm) y del OMe en posicion 4,
también del anillo B, con el carbono de la posicion 6 (6: 130.66 ppm), que
confirmaron que ambos grupos metoxilo se encontraban en el anillo aroméatico
B.

En el caso de la desmetilacion de 2.19 se aislaron los compuestos 2.28-
2.30, todos ellos parcialmente desprotegidos en el anillo B de la chalcona,
mientras que el compuesto totalmente hidroxilado no se consigui6 aislar. En
base a estos resultados, para obviar la formaciébn de compuestos
parcialmente desprotegidos, se decidid utilizar 2 equivalentes de BBr; por
cada grupo metoxilo a desproteger y otros 2 equivalentes por cada nitrégeno
y oxigeno presentes en la molécula, obteniéndose los compuestos 2.25-2.27

satisfactoriamente, aunque con rendimientos de moderados a bajos.

Los productos hidroxilados finales se purificaron por cromatografia flash
en fase reversa usando mezclas de acetonitrilo y agua como eluyente. El bajo
rendimiento con el que se obtienen los productos se podria explicar por la
baja solubilidad de estos compuestos en el proceso de siembra, lo que

dificulté su purificacion. Ademas, los intentos de purificacion mediante
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cristalizacion fueron infructuosos debido a la inestabilidad de estos
compuestos polihidroxilados al calentar.

La confirmacién de la estructura y posicion de los grupos metoxilo en los
compuestos 2.28-2.30 se realizé de nuevo mediante experimentos de RMN

heteronucleares de correlacién C-H a dos o tres enlaces (HMBC).

La obtencion de los derivados hidroxilados mono sustituidos en el anillo
A, a partir del 2,4-dimetoxibenzaldehido 2.9 y las acetofenonas 2.12 y 2.13
respectivamente, siguiendo el procedimiento habitual, dio lugar a los
compuestos 2.21 y 2.22, siendo imposible la desproteccion de éstos por
tratamiento con BBrs;, por lo que se recurrié a una ruta alternativa. En primer
lugar, se intentdé la condensacién de los productos desprotegidos 2,4-
dihidroxibenzaldehido y la correspondiente monohidroxiacetofenona, bajo las
condiciones habituales con NaOH (40%) en EtOH. Sin embargo, no se
llegaron a formar los compuestos deseados, por lo que se llevé a cabo un
estudio de diferentes condiciones de reaccién. En primer lugar se emple6
Ba(OH),-8H,0 como base'®, sin embargo, tampoco se obtuvieron los
derivados polihidroxilados buscados. Por otra parte, también se realizé sin
éxito la condensacién usando como alternativa catalisis &cida, con acidos de
Lewis como por ejemplo Yb(OTf); y AICI**. Finalmente el uso de BF;-Et,0

en las condiciones descritas por Narender y col.***

permitio la obtencion de
los derivados m- y p-hidroxilados 2.35 y 2.36. Sin embargo, el derivado o-
hidroxilado tampoco pudo obtenerse por este procedimiento, recuperandose

en este caso los productos de partida inalterados, 2.31 y 2.32 (Esquema 4).
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Q * BF5Et,0
H N 1,4-Dioxano, t.a.
* HO— -
HO OH =

2.31 2.32: 0-OH Z-2.35: m-OH (50%)
2.33: m-OH Z-2.36: p-OH (80%)
2.34: p-OH

Esquema 4

Estos compuestos fueron caracterizados mediante las técnicas
habituales. Es de destacar que en estas condiciones de reaccion se
obtuvieron los isémeros Z, un resultado diferente al obtenido bajo condiciones
de catalisis basica, en las que siempre se habia observado la formacion de
los isémeros E. Asi, en los espectros de *H-RMN de Z-2.35 y Z-2.36 aparecen
las sefiales correspondientes a los protones del doble enlace en el entorno de
7.5-8.0 ppm con una constante de acoplamiento de 8.8 Hz.

A la vista de estos resultados, y con el fin de obtener el isbmero E de

estos compuestos, se siguid el método descrito por Kim y col*®®

, que consistia
en llevar a cabo la proteccion de los grupos hidroxilo con metil clorometil éter
(MOMCI) antes de proceder a la condensacién (dada la baja reactividad de
los aldehidos con hidroxilos libres en la condensacion alddlica en medio
béasico). Asi, en primer lugar, se preparé el aldehido MOM protegido 2.37 y a
continuacién se realizé su condensacion con la correspondiente acetofenona
monohidroxilada en las condiciones habituales, seguido de una segunda
etapa de desproteccion del grupo MOM por tratamiento con HCI (10%). Este
procedimiento permitio la obtencion de los compuestos deseados E-2.35, E-
2.36 y E-2.38, aunque el rendimiento global de las dos etapas fue bajo. En el
caso del o-hidroxi derivado E-2.38, se formé ademds el subproducto 2.39,

aislado también del medio de reaccion. La formacién de flavanonas en medio
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acido es muy comun a partir de chalconas orto-hidroxi sustituidas en el anillo

aromatico A, como se ha descrito por Mai y col.*®.

o)
o o 1) KOH (50%)/ HoO X
MeOH, t.a. ‘ | —oH
=
joali"se
HO4 2) HCI (10%)
MOMO OMOM = EtOH, 60 °C HO OH
2.32: 0-OH E-2.35: m-OH (18%)
2.37 2.33: m-OH E-2.36: p-OH (20%)
2.34: p-OH E-2.38: 0-OH (12%)
CIMOM, acetona
K2CO3, t.a.
o)
o)

HO” i :OH O
HO OH

2.31
2.39 (10%)
Aislado junto al compuesto E-2.38
Esquema 5

En los espectros de 'H-RMN de los derivados E-2.35, E-2.36 y E-2.38

se observan las sefales correspondientes a los protones del doble enlace del
sistema carbonilico a,B-insaturado, en el entorno de 7.5-8.0 ppm con una
constante de acoplamiento de 15.4-15.9 Hz, lo que demuestra que los
compuestos formados por este método se corresponden a los isémeros E. En
el espectro de *H-RMN del compuesto 2.39 se pudo observar la aparicién de
un sistema ABX, correspondiente a los protones alifaticos del nuevo anillo

formado y la desaparicién de los protones correspondientes al doble enlace.

Durante un estudio de solubilidad en tamp6n PBS a pH 7.4 con el
compuesto E-2.23 se constatd que con el tiempo este compuesto se
transformaba parcialmente en su correspondiente isomero Cis Z-2.23
(proporcion aproximada del 40% en 7 dias). Esta conversion puede deberse a
la fotoisomerizacion de la chalcona E por la luz, tal y como se ha descrito en
la bibliografia, donde se indica que la isomerizacion E/Z puede ser reversible,

dependiente del pH y de la luz UV*’. Este tipo de transformacion también ha
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podido correlacionarse con los sustituyentes existentes en los anillos Ay B de

la molécula®®

(Esquema 6). La isomerizacion se repiti6 a escala preparativa
para disponer de cantidad de Z-2.23 y poder evaluar la influencia de la

estereoquimica del doble enlace en la actividad moduladora de a7.

| Tampon PBS a pH 7.4
7 dias

E-2.23

5.0e+1 | }\
2 5e+1 “ ||

0.0 T T T T T e e e e e e
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Figura 41. A) Cromatograma de la mezcla de isomeros E-2.23 y Z-2.23 (25 °C, 7
dias).

2.4.2 Modificaciones en el anillo aromatico B

2.4.2.1 Introduccién de un grupo acetamido

Con el fin de determinar la importancia de los grupos hidroxilo en la
actividad, se pensé en la sustitucion del hidroxilo de la posicién 4 por un
grupo acetamido en el anillo B de la chalcona prototipo 97. Un grupo NH
situado en la misma posicién podria jugar un papel similar al del grupo OH,
pudiendo establecer, en su caso, el mismo tipo de interacciones con el
receptor.

Siguiendo las mismas condiciones de condensacion alddlica y posterior
desmetilacion descritas en el apartado 2.4.1, se llevé a cabo la reaccion de la

2,5-dimetoxiacetofenona (2.14) con 4-acetamidobenzaldehido (2.40) para dar
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lugar a la formacion de la 4-acetamidochalcona buscada 2.41. También se
obtuvo la 4-aminochalcona 2.42, resultante de la desacetilacion del grupo
amino durante la reaccién de condensacion (Esquema 7). El posterior
tratamiento con BBr; de 2.41 condujo a la acetamidochalcona deseada 2.43,
mientras que un tratamiento similar de 2.42 permitié el aislamiento de la

aminochalcona hidroxilada 2.44, junto con el derivado parcialmente

desprotegido 2.45.
0 HCO O N J
NaOH (40%)
—_—
)OL Hoo EtOH, ta. | O
N O OcH
H3CO RHN 3
2.41: R= Ac (10%)
2.40 2.14 242:R=H (7%)
A partir de 2.41 A partir | BBr3 / CH,Cl,
BBr3 / CH,Cl, de 2.42| ta., Ar
ta., Ar
O OH

2.44:R=0H (58%)

2.43 (38%)

Esquema 7

Los derivados acetamidochalcona y aminochalcona metoxilados 2.41 y
2.42 se purificaron por cromatografia en gel de silice obteniéndose con un
alto grado de pureza, aunque en rendimientos bajos. La purificacién de los
derivados hidroxilados 2.43, 2.44 y 2.45 se realizO en fase reversa,
obteniéndose con rendimientos moderados. Los espectros de MS y RMN

confirmaron en todos los casos la formacion de los compuestos indicados.
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En cuanto a la elucidacién estructural de 2.45, esta descrito que el
desplazamiento quimico de los grupos hidroxilo en posicion orto al CO en
chalconas (~12 ppm) es mayor que en posicion meta (~9 ppm)**°. La posicion
del grupo OH libre en 2.45 se asigné en base a esta regla, ya que en el
espectro de 'H-RMN se observé solo una sefial a 12.71 ppm, mientras que en
el espectro del analogo 2.44, totalmente desprotegido, se observaron dos
sefiales a 12.37 y a 9.11 ppms. Ademds, experimentos heteronucleares de
RMN de correlacion C-H a dos o tres enlaces (HMBC) permitieron determinar
de forma inequivoca la posicién ocupada por el grupo OH en el anillo A. Asi,
se observaron correlaciones entre el proton del OH a &: 12.35 ppm vy los
carbonos de las posiciones 1’ (8: 120.2 ppm) y 3 (&: 118.5 ppm) que

confirmaron que el grupo OH se encuentra en la posicién 2’.

12.37 ppm 12.71 ppm

O OH

O OH 9.11 ppm O OCHjg

2.44 2.45

HoN

Figura 42. Desplazamientos quimicos de los grupos fenol en los compuestos 2.44 y
2.45,

2.4.2.2 Sustitucion del anillo B por Indol

Teniendo en cuenta la actividad mostrada por el 5-hidroxindol como

2
700

PAM de tipo | del receptor nicotinico a7, otra de las modificaciones que se

llevaron a cabo fue la sustitucién del anillo aromatico B por 5-hidroxi-indol.

La sintesis de este derivado se intenté en primer lugar por
condensacién de 2,5-dimetoxiacetofenona (2.14) con 5-metoxindol-3-
carboxaldehido (2.46) bajo las condiciones habituales de catélisis béasica
(NaOH (40%) en EtOH. Sin embargo, la condensacion no se producia ni a
temperatura ambiente, ni calentando a 80 °C, observandose por HPLC la

presencia exclusiva de los productos de partida. Se plantedé después como
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método alternativo de sintesis el descrito por Michael y col.?®, usando
piperidina como base en MeOH a reflujo. Sin embargo, esta nueva ruta
tampoco nos llevé al compuesto deseado 2.47. Finalmente, el empleo de
piperidina en MeOH bajo radiacion microondas condujo al compuesto 2.47
con rendimiento moderado. El posterior tratamiento con BBr; dio lugar al

derivado trihidroxilado 2.48 con un 80% de rendimiento (Esquema 8).

o H3CO
H O  OCH, o
HsCO Piperidina
N + MeOH, MW
N
H
OCH,4 OCHj,3
2.46 2.14 2.47 (41%)
BBr3 / CHzclz
ta., Ar
OH
2.48 (80%)
Esquema 8

Estas chalconas derivadas de indol 2.47 y 2.48 se identificaron en base
a sus datos analiticos y espectroscépicos. De nuevo en este caso el producto
formado fue el isomero de configuracién E, como se dedujo de los valores de

las constantes de acoplamiento para los protones del sistema a,B-insaturado.
2.4.3 Modificaciones en el espaciador

Otra regién a explorar en el sistema chalcona, con miras a establecer
relaciones estructura-actividad, es el espaciador que une los dos anillos
aromaticos. Estas modificaciones permitiran determinar la importancia de la

cadena de cetona a,B-insaturada para la interaccién con el receptor nicotinico
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a7. Con este fin nos planteamos en primer lugar la reduccion del doble
enlace, asi como la del grupo carbonilo y, adicionalmente, se ha preparado un

compuesto en el que se ha introducido en el espaciador un anillo de pirrol.

Como prototipo de estas modificaciones se eligid el compuesto 2.23
gue, como se vera mas adelante en el apartado 4.5, era el que habia dado

mejores resultados como PAM de los receptores a7.

2.4.3.1 Reduccion del doble enlace

En primer lugar se tante6 la reduccién del doble enlace de la cadena del
sistema a,B-insaturado intentando mantener intacto el grupo carbonilo. Un
primer experimento se realiz6 mediante hidrogenacion catalitica usando Pd-C
en MeOH. Esta reaccién condujo mayoritariamente al producto 2.49 fruto de
la reduccion del doble enlace y del grupo carbonilo, ademas del compuesto
deseado 2.50, obteniéndose en una proporcién 2:1, respectivamente. Ambos
productos fueron aislados y, una vez separados, tratados con BBr; para dar
lugar a los correspondientes derivados hidroxilados. Se obtuvo asi el
compuesto 2.51 a partir de 2.50, pero no fue posible aislar el derivado

hidroxilado del compuesto 2.49, debido a la descomposicién observada.
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O OCHs OH OCH3 OCH3
| O H2 Pd-C
O MeOH
OCH; H
HyCO OCH;, 3co OCH; HyCO ocH, OCHs
2.16 2.49 (47%) 2.50 (19%)
BBrs/ CH2C|2 BBI’3/ CH2C|2
ta., Ar t.a., Ar
OH OH
OH
/‘\))\¢ Ho/‘\/oij\¢
2.51 (27%)
Esquema 9

Dada la baja proporcién en la que se obtuvo el derivado deseado 2.51,
se procedio a la basqueda de un método alternativo de sintesis que permitiera
su obtencién con mejor rendimiento. Segin Mori y col.?%?, el uso de
difenilsulfuro (Ph,S) durante la hidrogenacién con Pd-C permite la reduccién
selectiva del doble enlace, evitando la reduccion adicional del grupo carbonilo.
Por lo tanto, se procedi6é a la hidrogenacion de 2.16 en dichas condiciones,
llegandose a la obtencién de 2.50 como Unico producto de reaccién, con buen

rendimiento.

Teniendo en cuenta que, como se vera mas adelante, el compuesto
2.51 resultdé ser activo frente al receptor nicotinico a7, se plante6 la
preparacion de los analogos saturados correspondientes a todos los

derivados hidroxilados sintetizados hasta el momento (Esquema 10).
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o] o]
| I N H,, Pd-C, Ph,S I N
—OCH; o ——OCH;
MeOH
1 \ / e 1 \ /
H3CO—; H3CO—;
Z
2.16:2,4,2'5' 2.50: 2,4,2')5' (78%)
217:2,2'4'5' 2.52:22'4'5  (43%)
2.18:2,6,2',5' 2.53:2,6,2'5"  (79%)
2.19:2,4,6,2' 5 2.54:2,4,62'5 (33%)
2.20: 2,4,2'4'5' BBr;/ CH,Cl, 2.55:242'4'5 (61%)
2.21:2,4,3 t.a., Atm. Ar 2.56:2,4,3' (90%)
2.22: 2,44 2.57:2,4.4 (65%)
0
X
| —OH
1 \ /
HO—;
=

251:2425  (28%)
2.58:2,2'4'5 (77%)
2.59:2,62'5  (41%)
2.60:2,4,2'4'5' (32%)

Esquema 10
Los derivados metoxilados intermedios 2.50, 2.52-2.57 se purificaron
mediante cromatografia en gel de silice, obteniéndose con alta pureza y
rendimientos de moderados a excelentes. En los espectros de *H-RMN de los
derivados 2.50, 2.52-2.57 cabe destacar la desaparicién de los protones del
doble enlace y la apariciébn de dos nuevas sefiales correspondientes a los

grupos CH,, en el entorno de 2.7-3.2 ppm.

La desproteccion posterior de los grupos metoxilo bajo las mismas
condiciones empleadas anteriormente, con BBr; en DCM, condujo a los
derivados hidroxilados 2.51, 2.58-2.60, que fueron obtenidos con
rendimientos variables tras ser purificados mediante cromatografia flash en
fase reversa. Todos ellos fueron caracterizados mediante las técnicas
habituales. Desafortunadamente, los hidroxi derivados correspondientes a los
compuestos 2.54, 2.56 y 2.57 no pudieron aislarse en forma pura tras el

tratamiento habitual con BBr3, obteniéndose mezclas imposibles de separar.
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Por otra parte, los compuestos 2.61-2.63, monohidroxilados en el anillo
A, se obtuvieron por hidrogenaciéon de los correspondientes precursores
polihidroxilados E-2.35, E-2.36 y E-2.38 utilizando el mismo método
comentado anteriormente (Pd-C/H,, Ph,S) (Esquema 11). Estos compuestos
se intentaron preparar también por hidrogenacion de los correspondientes
isbmeros Z-2.35 y Z-2.36. Sin embargo, en ambos casos se recuperaron los

compuestos de partida inalterados.

(0] (0]
X H,, Pd-C, Ph,S N
| | §OH ———— | ZoH
MeOH %
HO OH HO OH
E-2.38: 0-OH 2.61: 0-OH (23%)
E-2.35: m-OH 2.62: m-OH (22%)
E-2.36: p-OH 2.63: p-OH (38%)
Hy, Pd-C, Ph,S
OH MeOH
HO 0}
N N
1rOH
NN
Z-2.35: m-OH
Z-2.36: p-OH

Esquema 11

Adicionalmente, y con el fin de completar las relaciones estructura-
actividad, se decidi6 preparar los derivados saturados del compuesto
prototipo 97 y de 94, monosustituidos en el anillo B (Esquema 12). Para ello,
primeramente se condesaron los intermedios 2.64 y 2.14 para dar lugar a las
chalconas 2.65 y 2.66. La hidrogenacién selectiva del doble enlace, en las
condiciones ya comentadas condujo a los derivados reducidos 2.67 y 2.68.
Finalmente, ambos compuestos fueron sometidos a la reaccion de

desmetilacion. Mientras el compuesto 2.69, analogo reducido de 97, se
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obtuvo con buen rendimiento, el anélogo reducido de 94 no pudo obtenerse

tras el tratamiento de 2.68 con BBrs;, recuperandose el producto de partida

inalterado.
O OCH, O OCH,
0,
ol SN H o+ NaOH (40%)
! — EtOH, ta. o . X
HOT
OCHj3 Z OCHj,
2.64a: 4-OH 2.14 2.65: 4-OH (48%)
2.64b: 2-OH 2.66: 2-OH (52%)
H,/Pd-C
Ph,S, 20 Psi
O OH O OCH,
BBT3/CH20|2

-z
O ta., Ar
O HOq b
OH o~ OCH
HO 3

2.69 (72%) obtenido 2.67: 4-OH (86%)
a partir de 2.67 2.68: 2-OH (82%)

Esquema 12

2.4.3.2 Reduccion del grupo carbonilo y derivados de oxima

Otra de las moadificaciones que nos planteamos fue la reduccién del
grupo carbonilo, o la formacién de un derivado del mismo, para determinar su
importancia en la actividad bioldgica.

En primer lugar se intenté la reduccion del grupo carbonilo del
compuesto 2.16 mediante tratamiento con NaBH, en THF a temperatura
ambiente, aunque no se observé reaccién y se recuperd el producto de
partida inalterado. También se intentd la reaccion descrita por Luche®® para
la reduccion selectiva del grupo carbonilo en derivados a,B-insaturados, que
implica el uso de NaBH, y CeCl; en MeOH a temperatura ambiente. Tras

varias tentativas, modificando el tiempo y la temperatura de la reaccion, el
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compuesto deseado 2.70 se obtuvo en una mezcla con el derivado
metoxilado 2.71 y producto de partida inalterado. Sin embargo, dicha mezcla
no pudo ser separada por los métodos cromatograficos habituales (Esquema
13), por lo que, finalmente, el compuesto 2.70 no pudo ser aislado en forma

pura.

O OCHs R  OCHs; O OCH;,

| O NaBH,/CeCl, | O . | O
_—
® 0 ®
OCH OCH OCH
HsCO OCH, 3 HsCO OCH, 3 H,cO OCH, 8

2.16 2.70: R= OH 2.16
2.71: R= OCHj

Esquema 13

Por otra parte, también se intenté modificar el grupo carbonilo por
formacién de la correspondiente oxima. La reaccion del compuesto 2.20 con
hidroxilamina en piridina a 60 °C, siguiendo un procedimiento descrito en la
bibliografia para la preparacion de oximas derivadas de chalcona®, no
permitié aislar el compuesto deseado, sino que se obtuvo una mezcla de
compuestos (HPLC-MS) que no se consigui6é separar, ni tampoco identificar
mediante *H-RMN.

2.4.3.3 Derivados de Pirrol

Eligiendo como modelo el compuesto 2.23, 2,42’ 5-
tetrahidroxisustituido, en base a los datos de actividad biol6gica de que ya
disponiamos, y aprovechando la reactividad del doble enlace del conector
o,B-insaturado se decidié abordar la preparacion de analogos en los que se
introdujera un anillo heterociclico en el espaciador, concretamente un anillo
de pirrol. Esta modificacion llevaria a derivados pirrélicos que presentarian
cierta analogia con algunos productos descritos como PAM del receptor

nicotinico a7*°":2%,

148



Resultados y Discusion

Figura 43. Estructura del compuesto elegido como patrén y modificaciones
propuestas para la cadena de unién de los anillos aromaticos.

El reactivo TosMIC (isocianuro de p-toluenosulfonilmetilo) es de uso
comun en quimica de heterociclos para la sintesis de pirroles, oxazoles,
imidazoles y tiazoles, siguiendo un mecanismo de reaccién que se basa en la
acidez de los protones en alfa a la sulfona y en el caracter de buen grupo
saliente del tosilo. Asi, se hizo reaccionar la chalcona 2.16 con TOSMIC en
presencia de NaH, usando como disolvente una mezcla de Et,O/DMSO (3:1),
lo que llevd al compuesto 2.72 (Esquema 14)°®. La reaccién utilizada,
conocida como de Van Leusen, podria tener lugar mediante adicion Michael
del carbanién de Tosmic, generado por tratamiento con base (NaH en nuestro
caso), al carbono beta de la chalcona, posterior ataque del enolato sobre el
carbono del isocianuro, eliminacion de tosilo y por ultimo transposicién 1,3 de
hidruro para dar el 1H-pirrol, aunque también se ha postulado que podria
ocurrir a través de una cicloadicién 3+2%72%_ E| tratamiento del compuesto
2.72 con BBr; condujo a su derivado hidroxilado 2.73.

El compuesto 2.72 se purificé por cromatografia en gel de silice,
mientras que la purificacién del derivado hidroxilado 2.73 se realizé6 por

cromatografia flash en fase reversa.
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O OCH3 \©O
SN
e

O HNa, Et,0/DMSO (3:1)
OCH
H,CO OCH, 3
R1: 2,4-dimetoxifenilo

2.16 R,: 2,5-dimetoxifenilo

|

OCH,4 / NH
BBr3/CH,Cl, Y%
ta., Ar O OCHs
A
H,CO o o
H,CO
2.73 (43%) 2.72 (53%)

Esquema 14
Por otra parte, también se intentd, aunque sin éxito, la preparacion del
compuesto en que el espaciador fuese un anillo de pirazol. Sin embargo, en la

9

reaccion de 2.16 con trimetil silii diazometano®® se obtuvo una mezcla

compleja de compuestos que no pudieron ser identificados por HPLC-MS.

2.4.3.4 Oftras modificaciones: Derivados de tetrahidroisoguinolina vy

tetrahidro-B-carbolina

Por dltimo, para intentar encontrar nuevos quimiotipos capaces de
modular al receptor nicotinico a7, se diseflaron anélogos de hidroxi
tetrahidroisoquinolina e hidroxi tetrahidro-B-carbolinas. Algunos derivados de
estos heterociclos se encuentran recogidos en la bibliografia como
antagonistas no competitivos de a7, aunque no son selectivos®®. Los
compuestos disefiados mantienen 3 atomos de carbono como espaciador
entre los anillos aromaticos que portan los hidroxilos y pueden considerarse
como analogos conformacionalmente restringidos en la parte equivalente al

anillo A de los derivados de chalcona.

150



Resultados y Discusion

La sintesis del derivado de tetrahidroisoquinolina 2.76, objeto de
estudio, se ha llevado a cabo por reaccibn de condensacion de Pictet
Spengler®™ entre la 3,4-dimetoxifenetilamina (2.74) y el derivado de
fenilpropionaldehido 2.75 en presencia de TFA, bajo radiacién microondas. El
tratamiento posterior de 2.76 con BBrs; proporcioné el derivado hidroxilado

2.77 por desproteccion de los grupos metoxilo (Esquema 15).

OCHj
H3CO
H3CO TFA O = NH
3 j@\/\ ' Folueno, MW Haeo
H,CO NH, Tolueno, M.W.
0~ H
2.74 2.75 2.76
(61%)  OCHs;
BBr3/CH,Cl,
ta., Ar
(91%) OH
Esquema 15

La sintesis del derivado de tetrahidro-p-carbolina 2.79 se realizd
también por reaccibn de condensacion de Pictet Spengler entre la 5-
metoxitriptamina (2.78) y el derivado de fenilpropionaldehido 2.75 bajo
condiciones de catdlisis acida en CH,Cl,. EI compuesto obtenido, 2.79, tras
purificaciobn cromatografica se tratd6 con BBr; para dar lugar a su derivado
hidroxilado 2.80, que fue purificado por cromatografia flash en fase reversa

(Esquema 16).
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NH HsCO NH
HSCO\@EC 2 TFA 0 O L
+ R
N CH20|2 N
H
2.79 (20%)

2,78 2.75

BBrg/CHzclg
ta., Ar

HO
\*
N
H

NH

Q2

OH

2.80 (45%)

Esquema 16
Todos los compuestos de este apartado, que se obtuvieron como
mezclas racémicas, han sido caracterizados mediante las técnicas habituales,
de MS y 'H y **C-RMN. Cabe destacar que la sefial del H en posicién 1 de

estos compuestos se observa en torno a 4.00-4.50 ppm.
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2.4.4 Evaluacion biolégica

2.4.4.1 Estudios electrofisiol6gicos en ovocitos

2.4.4.1.1 Evaluacion de una coleccion comercial de chalconas

Como ya se comento en la introduccion de este capitulo, se realizé un
estudio de modulacion de canales nicotinicos con una coleccién comercial de
un centenar de derivados de chalcona (Anexo |). Los ensayos se realizaron
en ovocitos que expresaban bien el receptor homomeérico a7 o bien los
receptores heteroméricos a4fB2 y a3p4. A continuacion, se midieron las
respuestas generadas por la administracién conjunta de ACh y cada uno de
los compuestos individuales, y se compararon con la respuesta observada
cuando se administraba solo acetilcolina. A partir de esta coleccién se
encontraron seis compuestos que mostraban actividad significativa como
moduladores alostéricos positivos (PAMs) del receptor nicotinico a7. En la
Tabla 16 se recogen los datos de Imax y ECsg, para estos compuestos. Estos
ensayos se realizaron en la Universidad Miguel Hernandez de Alicante por el

grupo del Prof. Manuel Criado.

Segun se puede observar en la Tabla 16, los compuestos que
presentaron mejor actividad como PAMs de a7, 87 y 97, poseen dos grupos
OH en el anillo A, en posiciones 2’ y 5°, y un OH en posicion 4 del anillo B.
También result6 ser activo el analogo de 97 en el que el 4-OH se cambié a la
posicién 2 (99). Otras posiciones o disposiciones de los grupos hidroxilo del
anillo A que condujeron a compuestos activos fueron 2, 4’ (98) y 2’, 4’, €&’
(101).
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Tabla 16. Resultados de actividad de los compuestos 64, 87, 97, 98, 99, 101 de la
coleccion comercial frente al receptor nicotinico o.7.

Actividad Actividad
Comp Estructura Imax? Comp Estructura Imax®
O CH,
O OH
64| ooy L, 212032 | o O 2.6£0.18
OH
C
OCH, OH

OH
87 ) 6.580.4 | og ) 3.4+0.24

. ae
97 ) 3329.6° | 101 (oo 2.840.15
OH HO

4valores derivados de las curvas de respuesta a las dosis correspondientes. Las respuestas se
registraron a -80 mV y se normalizaron con respecto a la mostrada por solo ACh (0.2 mM). Los
datos son la media + la desviacion estandar, con n = 6. "Valores extrapolados por no haber
alcanzado la saturacion maxima.

2.4.4.1.2 Estudio de los nuevos derivados de chalcona preparados

Con el fin de determinar si las nuevas chalconas preparadas
presentaban actividad frente al receptor nicotinico a7 se llevaron a cabo
estudios electrofisiol6gicos en ovocitos de Xenopus que Unicamente
expresaban dicho receptor.

La actividad en el receptor nicotinico a7 se determind mediante la

técnica electrofisiologica de fijacion de voltaje (Patch Clamp)*?

, que consiste
en mantener un potencial fijo de membrana determinado en una célula,
mediante un sistema de retroalimentacion. Se realiz6 un primer ensayo a una
dosis de 10 uM de compuesto y 200 uyM de ACh, determinandose el
porcentaje de corriente del receptor nicotinico a7, con respecto al ensayo en
ausencia de compuesto, con ACh solo. Cuando este ensayo se realizé con
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las mismas dosis de los compuestos en ausencia del ligando endégeno (ACh)
no se observé ninguna actividad, lo que nos permitié deducir que no actuaban
como agonistas por si mismos. Se ensayaron todos los compuestos de la
coleccion, observandose que los derivados metoxilados, precursores de los
compuestos finales hidroxilados, presentaban porcentajes de corriente
inferiores a 100 (valor asignado al control, solo con 200 uM de ACh) (ver
anexo I, Tabla All.1). Los compuestos cuyo porcentaje de corriente fue
superior a 100 se comportaban como moduladores alostéricos positivos
(PAMs), siendo capaces de potenciar la respuesta provocada por la ACh.
Para aquellos compuestos que presentaron un porcentaje de corriente
superior a 250 se determinaron los valores de Imax y las ECso. En la Tabla 17
se recogen los resultados referentes a la actividad en receptores nicotinicos
a7 de las chalconas hidroxiladas que se describen en la presente memoria.
Como se ha comentado en la introduccion, los PAMs del receptor nicotinico
a7 pueden clasificarse como de tipo | o tipo Il dependiendo de su accién
sobre el canal. Los compuestos 2.23-2.29 potenciaron la corriente idnica
evocada por ACh, observandose que esta corriente disminuia muy
lentamente, mostrando una cinética mas similar a los PAMs tipo |II.
Atendiendo a los valores de Imax (en relacion a la eficacia) y ECs, (en
relacién a la potencia) podemos destacar el compuesto 2.23, que presenta los

mejores valores en cuanto a eficacia y potencia.
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Tabla 17. Resultados de actividad de los compuestos 97, 2.23-2.30, 2.35, 2.36, 2.38,
2.48, 2.51, 2.69 en el receptor nicotinico a7t

Actividad a Actividad a
Comp Estructura 10 uM (::ﬁ))a Comp Estructura 10 uM (%b)a
Imax Imax
[o] OH HO 170
1258 HO
97 1) 3319.6° | 2-2.23 m° O 2.3%0.2
L wd =
HO H H OH
o OH HO
2760 or 950
E-2.23 T aens | 2-2.35 5O 11.982.1
O I, wd \2
HO OH H H OH
[o] OH 789 HO
2.24 ) sex16 | z2.36 m° Cyom 110
O OH HO — -
H;CO’ OCH;3 H H
[o] OH [o]
580
2.25 YA 130 E-2.35 e 9+0.9
O OH OH . HO O OH OH
O OH %} 199
627
2.26 S L, q4rs03 | E-2.36 s O, 8.1
HO OH HO OH
[o] OH [o] OH
251 475
2.27 > M, 3o2t0.24° | 238 ® e 19.7+6
OH OH HO OH
o] OH o OH
2.28 SURS . 2.43 e 116
OH

Iz

! ®Respuesta del compuesto a 10 uM en ovocitos de o7. ®Valores derivados de las curvas de
respuesta a las dosis correspondientes. Las respuestas se registraron a -80 mV y se
normalizaron con respecto a la mostrada por solo ACh (0.2 mM). Los datos son la media * la
desviacion estandar, con n = 6. “Valores extrapolados por no haber alcanzado la saturacion
maxima. *No testado. Imax: Respuesta maxima con respecto al control sin compuesto (Valor
=1). ECso: Concentracion del compuesto (uM) a la que se obtiene la mitad de la respuesta

maxima.
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3 828
2.29 "I O rai0s | 244 0O 124

OH
[o] OH
260
2.30 YR® 100 2.48 , ~ ) 3+0.2
OH

El compuesto E-2.23, que posee dos grupos OH en el anillo A, en
posiciones 2" y 5, y dos OH en posiciones 2 y 4 del anillo B, mejord
considerablemente la potencia respecto al compuesto 97 con la misma
sustitucion en el anillo A, pero con un solo hidroxilo en 4 en el anillo B. El
analogo de E-2.23 en el que el 4-OH se cambid a la posicion 6 (2.25) resultd
ser inactivo. La presencia de dos grupos metoxilo en 2 y 4 del anillo B (2.24)
disminuyd la actividad respecto a su analogo E-2.23 con dos grupos hidroxilo.
Cuando se mantienen dos grupos OH en posiciones 2 y 4 del anillo B, la
presencia de un OH adicional en 4’ del anillo A (2.26) reduce la actividad. La
sustituciéon 2-OH en B combinada con 2’, 4, 5 OH en A (2.27) disminuye
mucho la eficacia pero mantiene una potencia micromolar. Por otra parte, la
combinaciéon de 2 y 4-OH en el anillo B con un solo grupo OH en el anillo A
(E-2.35, E-2.36 y 2.38) conduce a resultados mas modestos de actividad,
siendo la sustituciéon en 2’ (2.38) preferida sobre 3’ (E-2.35) y 4’ (E-2.36), en
cuanto a la eficacia, pero el compuesto E-2.35 fue el mas potente de los tres.
El analogo de 2.38 en el que se ha eliminado el grupo 4-OH del anillo B (22,
Anexo 1) resulté ser un compuesto totalmente inactivo, lo que nos sugiere de
nuevo la importancia del grupo OH en posicién 4 del anillo B. EI compuesto
2.29 con grupos OH en 2’ y 5 del anillo A y en posicion 2 del anillo B y
metoxilado en las posiciones 4 y 6 present6 una actividad similar a su analogo
2.24 e inferior a E-2.23, sugiriendo que la presencia de estos grupos metoxilo

interfiere en la actividad, aunque no la elimina totalmente. Sin embargo, la
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sustitucion del grupo metoxilo en 6 por un grupo OH (2.30) proporciond un
compuesto totalmente inactivo, confirmando que la presencia de grupos OH
en las posiciones 2 y 6 del anillo B no permite la modulacion de la actividad

de ACh en los canales a7.

El compuesto E-2.23 se estudié también en cultivos primarios de células
cromafines bovinas. Las células cromafines se encuentran inervadas por
neuronas colinérgicas preganglionares que liberan acetilcolina, estimulo que
induce la secrecién de catecolaminas. Usando como modelo de estudio
cultivos primarios de células cromafines bovinas, se ha evaluado el efecto de
E-2.23 sobre la exocitosis inducida por colina®®. Se realizaron registros
siguiendo un protocolo de estimulacién repetida con colina 100 uM previo y
tras la exposicion de las células a E-2.23 (1 pM). Como era de esperar, la
aplicacion del compuesto produjo un aumento del contenido de catecolaminas

liberadas por exocitosis.

Los isbmeros Z de los compuestos 2.23 y 2.36 mostraron menor
actividad como PAMs que sus respectivos isomeros E-2.23 y E-2.36 (Tabla
17). Sin embargo, sorprendentemente, la actividad de Z- y E-2.35 fue muy
similar entre si. Eso se podria explicar por el hecho de que el isomero Z-2.35
se transforma en disolucion en su correspondiente isomero E-2.35 (Figura
44), por lo que la actividad observada frente al receptor nicotinico a7 en

ambos casos puede ser atribuida a la contribucién del isémero E-2.35.
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Z-2.35
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Figura 44. Cromatogramas que muestra la transformacién del compuesto Z-2.35 a E-
2.35. A) Cromatograma de Z-2.35 a tiempo 0 minutos. B) Cromatograma de Z-2.35 a
tiempo 150 minutos.

En referencia a los datos de actividad biolégica de los derivados en los
que se ha modificado el anillo B, se observa que la sustitucion del fenol por
una anilina (2.44) o acetanilida (2.43) conduce a la pérdida drastica de la
actividad (Tabla 17). Sin embargo, el andlogo 2.48 en el que el anillo
aromético B se ha sustituido por un sistema indol, fue capaz de potenciar la
accion de la Ach en el receptor nicotinico a7, con menos eficacia que E-2.23
pero con una ECs, muy similar (Tabla 17), comparable también a la del 5-
hidroxindol®®. Curiosamente, la cinética de las corrientes observadas para el
compuesto 2.48 fue caracteristica de un PAM de tipo I, que facilita la
transicion del canal cerrado al canal abierto pero sin estabilizar el canal
abierto. Este resultado es similar al del 5-hidroxindol?® y diferente del resto de
los compuestos mas activos (E-2.23, 2.51 y 2.69), que tienen un

comportamiento de moduladores positivos de tipo |l.

Con respecto a los derivados resultantes de la modificacion de la
cadena de cetona a,B-insaturada, nos centraremos inicialmente en los
derivados de chalcona con el doble enlace reducido. Solo los compuestos
2.51 y 2.69 mostraron una actividad superior a 250, a 10 uM (Tabla 18). Si se

comparan los datos de Imax y ECs, con los obtenidos para el compuesto E-
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2.23 se puede concluir que existe una ligera disminucion de la potencia y de
la eficacia. Sin embargo, al carecer del doble enlace o,B-insaturado, esta
estructura presenta la ventaja de ser menos reactiva, no pudiendo
comportarse como aceptor de Michael, lo que podria contribuir a disminuir la
toxicidad con respecto a E-2.23. Para el resto de derivados saturados
preparados, 2.60-2.65, no se calcularon los valores de Imax y ECsg, ya que la

actividad era inferior a 250.

Como en el caso de las chalconas, los metoxilo derivados 2.50, 2.52-
2.57 inhibieron la activacion inducida por ACh en canales a7 (Tabla All.2,
Anexo Il). El porcentaje de inhibicién fluctué entre un 55 y un 85% vy, en
general, fue mas alto que para las correspondientes chalconas. EI compuesto
mas potente resulté ser el derivado reducido 2.50, analogo metoxilado de
2.51.
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Tabla 18. Resultados de actividad a 10 uM en el receptor nicotinico o7 de los
compuestos 2.60-2.65

Actividad a Actividad a
Comp Estructura 10 uM (ZA)a Comp Estructura 10 uM (2/0)a
Imax Imax
o OH 0 OH
989 155
2.51 15.4641.2 | 2.63 > O
HO' OH OH HO OH
[o] OH (o]

=

2.60 O 93 2.64 O 201
0 i HO O OH OH )

[o]
[o] o
2.61 YRS 100 2.65 100

666

OH
OH
O OH O OH
70
o 2.69 (D 151188
H OH

2.62 O
HO i HO O OH

®Respuesta del compuesto a 10 uM en ovocitos de a7. “Valores derivados de las curvas de
respuesta a las dosis correspondientes. Las respuestas se registraron a -80 mV y se
normalizaron con respecto a la mostrada por solo ACh (0.2 mM). Los datos son la media * la
desviacion estandar, con n = 6. “Valores extrapolados por no haber alcanzado la saturacion
méaxima. *No testado. Imax: Respuesta maxima con respecto al control sin compuesto (Valor
=1). ECso: Concentracion del compuesto (uM) a la que se obtiene la mitad de la respuesta
maxima.

El derivado hidoxilado de pirrol fue incapaz de modificar la activacion del
receptor por ACh (2.73), mientras que su derivado metoxilado inhibia

modestamente la mencionada activacion (2.72).

Mencion aparte merecen los derivados de tetrahidroisoquinolina y
tetrahidro-pB-carbolina, ya que todos ellos, metoxi- e hidroxi- derivados
inhibieron la actividad de la ACh en el receptor que nos ocupa (Tabla 19). En
el caso de las tetrahidroisoquinolinas, el trihidroxiderivado 2.77 mostré una

inhibicion inferior a su analogo con OMe, 2.76, en linea con lo comentado
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anteriormente. Sin  embargo, curiosamente, la tetrahidro-pB-carbolina
dihidroxilada 2.80 fue mejor inhibidor que su analogo metoxilado 2.79. Queda
por demostrar si estos compuestos se comportan como NAMS o como
antagonistas competitivos de canales a7. Se encuentra recogido en la
bibliografia que los derivados de tetrahidroisoquinolina presentan actividad en
los receptores ionotrdpicos de glutamato (NMDA), que desempefian un papel
destacado en procesos tales como aprendizaje, memoria y plasticidad
sinaptica y neuronal. La disfuncion de estos receptores contribuye en una
amplia gama de trastornos neuronales, tales como esquizofrenia, Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, corea de Huntington y epilepsia®**. También
podemos destacar que las tetrahidroisoquinolinas hidroxiladas son de
especial interés debido a sus acciones farmacol6gicas sobre la inflamacion y
trastornos relacionados. Por ejemplo el bromhidrato de 2.77 reduce la
liberacion de HMGB1 en células activadas por LPS, en modelos de infarto e

isquemia en animales?®*®.
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Tabla 19. Resultados de actividad a 10 uM en el receptor nicotinico o7 de los
compuestos 2.76, 2.77, 2.79 y 2.80

Comp

Estructura

Actividad a

10 uM (%)* | Comp

Estructura

Actividad a
10 puM (%)*

H;CO
L
H;CO

2.76 55 2.79 40

2.77 70 2.80 20

OH

®Respuesta del compuesto a 10 pM en ovocitos de o7.

Teniendo en cuenta los resultados presentados en este apartado, se
puede concluir que la chalcona polihidroxilada (2,4,2’,5-OH) 2.23 y su
correspondiente derivado saturado 2.51, asi como el derivado 2.69, analogo
saturado del compuesto 97, presentan el mejor perfil de actividad como PAMs
del receptor nicotinico a7, siendo seleccionadas, por tanto, para estudios

farmacoldgicos mas extensos y detallados.

Con el fin de determinar si este tipo de compuestos eran selectivos
frente al receptor nicotinico a7, se llevé a cabo un ensayo con dos de ellos, 97
y 2.23, en ovocitos que expresaban Unicamente los receptores o7, a3p4 6
o4p2. Los resultados recogidos en la Tabla 20 muestran claramente que los

compuestos actian selectivamente como PAMs en el receptor nicotinico a.7.
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Tabla 20. Resultado de selectividad de los compuestos 97 y E-2.23 frente al receptor

nicotinico
Receptor Compuesto
97 E-2.23
a3p4 87 + 2.6 (5)*** 93 + 1.2 (3)*
adp2 83 +4.9 (3)* 98 + 1.8 (3)
a7 1258 + 95 (7)*** 2760 + 220 (5)***

Las respuestas en presencia de 10 uM del compuesto indicado y 50 uM de ACh. Se registraron
a -80 mv y se normalizaron respecto a la respuesta mostrada solo por ACh (100 pM).

2.4.4.2. Ensayos de toxicidad

Dado que la presencia de la cetona a,B-insaturada en la estructura de
las chalconas proporciona una cierta reactividad quimica, pudiéndose
comportar como aceptores de Michael frente a agentes nucledfilos, se han
llevado a cabo estudios preliminares de toxicidad con el mejor compuesto de
la serie, E-2.23.

e 2.4.4.2.1Ensayos de Citotoxicidad

En primer lugar, se evaluo la citotoxicidad de la chalcona hidroxilada E-
2.23 mediante la realizacion del ensayo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio) en células HEK293. El ensayo se realiz6 en placas de 96
pocillos con concentraciones crecientes (0.01-10 uyM) de E-2.23, en un
intervalo de 24 horas (Figura 45). El resultado de este experimento mostro
que este compuesto no presenta citotoxicidad a concentraciones de hasta 10
MM,
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Figura 45. Efecto del compuesto E-2.23 sobre la citotoxicidad en células HEK293.
Cada valor se expresa como la media de 6 experimentos realizados por duplicado

Ademas, el compuesto E-2.23 se evalu6b en un modelo de células
alternativo, un cultivo primario de células postmitéticas de hipocampo. En la
Figura 46 se representan dos diagramas: en el de la izquierda la actividad
lactato deshidrogenasa liberada al medio (que cuantifica la muerte de la
célula) a diferentes concentraciones del compuesto (1-50 pM), y en la
derecha el porcentaje de viabilidad celular. Este ultimo valor alcanza un 125%
a 10 pyM, confirmando que el compuesto no presenta toxicidad a esa
concentracién. Podria resultar citotoxico a concentraciones superiores, como

se demuestra en la actividad LDH a 50 puM.

175 7 * 150 1
150 1 o
5151 =
125 1 3
- 3 100 - B
8 100 - 3
b 2 75
T 75 1 5
: 50 > %]
< ] 3
25 | R 25
0 T T r ) 0 : )
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2.23 (uM) 2.23 (uM)

Figura 46. Efecto del compuesto E-2.23 en la toxicidad celular (panel izquierdo) y
viabilidad (panel derecho) de las neuronas de hipocampo. Datos expresados como
media £ S.E.M. *,P -valor < 0.05 (prueba t de Student) en comparacién con DMSO.
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por

e 2.4.4.2.2 Ensayos en Organos aislados

Teniendo en cuenta los posibles efectos adversos que podrian ocurrir

la interaccion de los compuestos recogidos en esta memoria con otras

dianas biolégicas o por la presencia de canales a7 en diferentes tejidos, el

mejor compuesto de la serie, E-2.23, fue seleccionado para realizar estudios

en

6rganos aislados y sobre la presion arterial. Estos estudios fueron

realizados por el grupo del Dr. Ricardo Borges en la Universidad de La

Laguna. Los principales resultados obtenidos se resumen seguidamente:

>

>

>
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Efecto sobre la actividad a-adrenérgica y purinérgica en conducto
deferente de rata: Los resultados de este estudio mostraron que E-2.23 no
cambi6 la contraccién basal ni la respuesta contractil inducida en el
conducto deferente, por lo que se descartan acciones “per se” o sobre

receptores al adrenérgicos y purinérgicos.

Efecto sobre la actividad B-adrenérgica en auricula de rata: No se
observaron diferencias significativas con el control a ninguna de las dosis
ensayadas, no viéndose efectos ni en la frecuencia auricular ni en la
fuerza del latido. Se descartan efectos directos sobre receptores f-

adrenérgicos y sobre canales de sodio y calcio.

Efecto sobre ileon de rata: No se observaron diferencias significativas
entre las muestras tratadas con E-2.23 y las no tratadas, ni en la fuerza
de la contraccién, ni en su frecuencia. Como esta preparacion es muy
sensible a farmacos con actividad colinérgica, adrenérgica, 5-HT vy
opioide, se descarta actividad directa sobre los correspondientes

receptores.

Efecto sobre la placa motora: El compuesto E-2.23 no causé efecto sobre
el tono basal ni sobre la contraccion producida por estimulacion eléctrica,

por lo que se descartan acciones tanto pre- como post-sinapticas,
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mediadas por receptores nicotinicos musculares (a4p2). Los receptores
nicotinicos a7 no son relevantes en la funcion de la placa motora, lo cual

hace esperable la falta de efecto observado.

» Efecto sobre la presion arterial y la frecuencia cardiaca: El compuesto E-
2.23 promovio una reduccién de la frecuencia cardiaca, dependiente de
dosis, que se hizo evidente después de infusién intravenosa a 1 ug/kg.
También produjo una caida en la presion sanguinea, significativa a la
dosis mas alta probada (100 ug/kg). Teniendo en cuenta la falta de efecto
observado en auricula aislada, se puede pensar que este efecto se debe a
una accién a nivel central 0 a una estimulacibn de los ganglios
parasimpaticos. Ademas, conociéndose las propiedades antioxidantes que
presentan las hidroxichalconas, la disminucién de la presion arterial podria

estar relacionada con una disminucién en el estrés oxidativo?*®.

Todos estos resultados muestran que el compuesto E-2.23 presenta un
bajo perfil de toxicidad, lo que nos animé a continuar con mas estudios

farmacologicos.

2.4.4.3 Ensayos de Neuroproteccion

Es conocido que la Rotenona, una sustancia de origen vegetal y la
Oligomicina A, un macrélido producido por bacterias del género
Streptomyces, inducen deterioro oxidativo en la célula a través del bloqueo de
los complejos mitocondriales | y V, respectivamente®’. La Rotenona bloquea
la cadena de transporte electrénico entre la NADH deshidrogenasa (Complejo
I) y la Coenzima Q. Por otra parte, la Oligomicina A inhibe la sintesis de ATP
por ATP sintasa (Complejo V). Asi, el bloqueo de la cadena respiratoria
genera una acumulacion de radicales libres con la consiguiente muerte
celular, liberacién de sustancias toxicas y destruccion de otras células. El
efecto neuroprotector del compuesto E-2.23 fue evaluado en la linea celular

HT22%'®, una linea de células neuronales colinérgicas de hipocampo derivada
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de células HT4. Las células fueron incubadas previamente durante 24 horas
con R/O, mostrando una reduccion de la viabilidad celular de un 66% frente a
las células control (100% de viabilidad celular), medida como la reduccion de
MTT. Para llevar a cabo el ensayo, el compuesto E-2.23 se preincubd durante
24 horas con células HT22 y posteriormente se coincubé con Rotenona y
Oligomicina A otras 24 horas adicionales. Se observé que en presencia de E-
2.23 la viabilidad de las células aumentaba hasta un 77% a 1 yM y un 83% a
10 uM. Este efecto esta mediado por canales a7 nAChR, ya que la incubacion
previa con a-Bgt 0.1 M, un antagonista casi irreversible del receptor nicotinico
a7, disminuy6 el porcentaje de viabilidad celular, impidiendo la accién del
compuesto E-2.23. Por otra parte, el agonista especifico del receptor
nicotinico a7, PNU-282987, afiadido a la misma concentracién de E-2.23 (10
MM)  mostré un efecto neuroprotector similar (84% de viabilidad), también
revertido por a-Bgt. Estos estudios fueron realizados por el equipo de la Dra.

Manuela Garcia en el Instituto Tedéfilo Hernando de la UAM.
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Figura 47. Citoproteccion frente a la muerte celular inducida por Rotenona (30 uM) y
Oligomicina A (1 yM) en células HT22. Cada columna representa la media + S.E.M.
de cinco lotes diferentes de células. El andlisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA, seguido de la prueba de Newman-Keuls. *** P < 0,001 en comparacion con
el grupo basal; « P < 0,05, ¢« ¢« ¢« P <0,001 en comparacion con el grupo R/O;

e P < 0.05 eee P < 0.001 en comparacién con el correspondiente grupo sin
preincubacién con a-Bgt.

Estos resultados confirmaron que el compuesto E-2.23 muestra
propiedades neuroprotectoras significativas asociadas a su interaccién con el

receptor a7, y posiblemente también debidas a su potencial antioxidante.

2.4.4.4 Capacidad antioxidante
La habilidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) es un

método de medicion de la capacidad antioxidante in vitro. El ensayo
determina la degradacién oxidativa de una molécula fluorescente,
habitualmente fluoresceina, tras tratamiento con generadores de radicales
libres tales como azoderivados. Los antioxidantes protegen a la molécula
fluorescente de la degradacién oxidativa. Existen chalconas metoxi- e
hidroxiladas y algunas flavonas descritas que presentan capacidad

219 +

antioxidante, determinada mediante este mismo ensayo~~ 6 a partir de la

actividad captadora de radicales libres (DPPH)?*?. Dado el elevado nimero de
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sustituyentes hidroxilo de algunas de las chalconas preparadas, se decidid
estudiar la capacidad antioxidante de las que habian mostrado mejor
actividad como PAMs de a7 (en colaboracion con la Dra. Marta Miguel,
ICTAN-CSIC). El grado de proteccién se cuantifica utilizando el antioxidante

221

Trolox (analogo de la vitamina E)*~ como estandar, con un valor de 1 umol

TE/umol (TE= equivalentes de Trolox)*?

. Los compuestos E-2.23 y 2.51
presentaron valores de 4.5 pmol TE/umol y 7.0 pupmol TE/umol,
respectivamente, lo que supone 4.5 y 7 veces mas capacidad antioxidante
que el Trolox. Por lo tanto, la gran capacidad antioxidante de E-2.23 podria
contribuir, al menos parcialmente, a su efecto neuroprotector en el ensayo

descrito en el punto anterior.

2.4.4.5 Capacidad de aprendizaje In vivo

Teniendo en cuenta los efectos cognitivos observados tras estimulacion

de los receptores nicotinicos a7?%

, se decidié evaluar el efecto del compuesto
E-2.23 en la memoria espacial de roedores empleando el Test de Morris?**. El
ensayo se realizé durante 5 dias consecutivos, utilizando ratones de 14
meses, divididos en dos grupos (ratones control y ratones tratados). Dos
horas antes de comenzar el experimento, se les administré, via
intraperitoneal, el vehiculo (3,57% DMSO) al grupo control y el compuesto E-
2.23 a dosis de 1, 10 o 100 ug/kg al grupo tratado. Una hora después del
tratamiento se les colocd en una piscina que tenia una plataforma no visible
situada bajo la superficie, y se determin6 los segundos que tardaban los
animales en encontrarla. Este ensayo ha sido realizado por el equipo del Dr.

Ricardo Borges (ULL).

Como se muestra en la Figura 48, mientras que los animales tratados
con el vehiculo tardaron el mismo tiempo en encontrar la plataforma a lo largo
de los dias del experimento, una dosis de 10 pg/kg del compuesto E-2.23

redujo a la mitad el tiempo requerido para alcanzarla, 1o que sugiere un efecto
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positivo en las funciones cognitivas. El ensayo se realizé también a una dosis
més alta de 100 pg/kg, sin embargo el resultado no significativo encontrado
no es del todo fiable, debido a la dificultad para disolver el compuesto a esta
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Figura 48. Efecto del compuesto E-2.23 en la memoria espacial (test de Morris). La
prueba se repitié diariamente durante los 5 dias de tratamiento. N= 5-16 ratones. ** p
< 0,01, test de Dunnet.

2.4.4.6 Ensayos de analgesia In vivo

Teniendo en cuenta los efectos antinociceptivos de los PAMs del
receptor nicotinico a7, especialmente los descritos para el compuesto PNU-
120596 (PAM tipo 11)°*??® se decidi6 estudiar también el efecto analgésico de
E-2.23. En concreto, se estudiaron la posible reduccion de la hiperalgesia
térmica y mecanica que resulta de la inflamacién generada por inyeccion
intraplantar del complejo adyuvante de Freund (CFA)?’. Estos estudios se
realizaron en la UMH (Dra. Asia Fernandez Carvajal, Dr. Antonio Ferrer-

Montiel).
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Como se muestra en la Figura 49, se compardé la actividad
antinociceptiva en los test de hiperalgesia térmica y mecéanica entre los
compuestos PNU-120596 y E-2.23, administrados por via intravenosa.
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4 puesto 2.23 10 mg/kg IV

-%- Pata derecha compuesto 2.23
-A- Pata derecha

-B- Pata izquierda compuesto 2.23
-6~ Pata izquierda

Figura 49. Efecto del PNU-120596 (Graficos 1 y 3) y del compuesto E-2.23 (Graficos
2 y 4) en el modelo de inflamacién de la pata inducida por CFA (0.5 mg/mL) en ratas.
Tiempo de hiperalgesia térmica (Graficos 1 y 2) en la pata trasera izquierda, con y sin
la administracion del compuesto (10 mg/kg IV). Tiempo de hiperalgesia mecanica
(Gréficos 3 y 4) en la pata trasera derecha con y sin la administracion del compuesto
(10 mg/kg V). Los diagramas muestran el tiempo de retirada de la pata en respuesta
a la estimulacién térmica o mecanica (n 2 6 ratas/grupo). Los datos se expresan como
media £ SEM n = 6. Test de Bonferroni * P <0,05; ** P <0,01, *** p <0,001.

En el test de hiperalgesia térmica, los compuestos no presentaron
actividad antinociceptiva significativa a lo largo del tiempo (hasta cuatro horas
desde su administracién). Sin embargo, a dosis de 10 mg/kg ambos
compuestos disminuyeron significativamente la hiperalgesia mecanica. En el
caso de E-2.23, este efecto analgésico fue transitorio y desaparecié casi
totalmente 2 horas después de su administracién, probablemente debido a la

eliminacion rapida del compuesto.

Los resultados indican que el nivel maximo de analgesia mostrada por
el compuesto E-2.23 es comparable a la ejercida por PNU-120596, aunque la

accion fue mas rapida y menos duradera.

Dado los buenos resultados obtenidos con el compuesto E-2.23 en el
test de hiperalgesia mecanica, se decidié evaluar también el compuesto 2.69
a la misma dosis (10 mg/kg). El efecto analgésico maximo se produjo a las 2
horas de su administracion, a partir de las cuales comienza a descender,

desapareciendo practicamente transcurridas 4 horas. El compuesto 2.69
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present6 un efecto analgésico muy similar al del PNU-120596, y algo mas

duradero en el tiempo que E-2.23.
ympuesto 2.69 10mg/Kg IV
=== Pata derecha

Pata derecha compuesto 2.69
M —— Pataizquierda
Pata izquierda compuesto 2.69

*k
*

Figura 50. Efecto del compuesto 2.69 en el modelo de inflamacién de la pata inducida
por CFA (0.5 mg/mL) en ratas. Tiempo de hiperalgesia mecanica en la pata trasera
derecha con y sin la administracion del compuesto (10 mg/kg V). Los diagramas
muestran el tiempo de retirada de la pata en respuesta a la estimulacion mecénica (n
= 6 ratas/grupo). Los datos se expresan como media £+ SEM n = 6. Test de Bonferroni
* P <0,05; ** P <0,01, *** p <0,001.

2.4.5 Estudios de Farmacocinética

Con el fin de obtener una informaciébn mas completa acerca de la
biodisponibilidad de los mejores compuestos de la serie se decidio realizar un
estudio preliminar de farmacocinética de E-2.23, 2.51 y 2.69 (CEREP). Un
buen candidato a farmaco ademas de poseer la capacidad de modular la
diana de interés, debe tener unas buenas propiedades, de absorcién,

distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADME-tox).

El estudio consisti6 en determinar los siguientes parametros: 1) la
solubilidad a pH intestinal, pH=7.4 (similar al de la sangre) y pH gastrico; 2) la
permeabilidad; 3) la unidn a proteinas plasmaticas; y 4) el tiempo de vida

media y el aclaramiento intrinseco, relacionados con el metabolismo.

Los datos del estudio de solubilidad a los distintos pHs se muestran en
la Tabla 21.
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Tabla 21. Valores de solubilidad para los compuestos E-2.23, 2.51 y 2.69.

Solubilidad a Solubilidad a Solubilidad a
Compuestos
pH Intestinal (uM) pH=7.4 (uM) pH Gastrico (uM)
E-2.23 11.6 6.4 38.8
2.51 184.2 176.4 185.0
2.69 188.4 159.9 200.0
Haloperidol 156.9
Simvastatina 29.3

Teniendo en cuenta que la determinacion de la solubilidad se realiz6 a
una concentraciéon maxima de compuesto de 200 uM, se pudo determinar que
la chalcona E-2.23 presentd baja solubilidad, viéndose reducida
drasticamente a pH plasmatico, lo que dificultaria su absorcion y distribucién
en el organismo. Los compuestos 2.51 y 2.69 presentaron mejores valores de
solubilidad a los distintos pHs, posiblemente debido a la ruptura de la
planaridad de la molécula si se compara con E-2.23. Estos valores de
solubilidad fueron similares a los de los farmacos de referencia, como el
haloperidol (156.9 uM) que se absorbe facilmente por via oral, y superiores a

los de simvastatina, un farmaco aprobado para uso oral.

Los ensayos de permeabilidad se realizaron en la linea celular Caco-2,
células de carcinoma de colén humano utilizadas como modelo de absorcion
oral®®. Los compuestos E-2.23 y 2.51 afiadidos a una concentracion de 100
uM, mostraron una baja permeabilidad en la direccion apical-basolateral (A-

B), unido a una importante salida activa (direccién basolateral-apical, B-A) de
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ambos compuestos. Los niveles de salida activa por la accion de proteinas de
expulsion se pueden identificar mediante el calculo de la relacion B-A/A-B, de
forma que cuando los compuestos presentan una relacion superior a 2 estan
normalmente sujetos a este tipo de expulsion. Los valores calculados en el
caso de E-2.23 (3.75) y 2.51 (12.4) sugieren que la expulsién activa de estos
compuestos es importante, especialmente en 2.51. Sin embargo, el
compuesto 2.69 presenta mucho mejores valores de permeabilidad A-B y una
relacion B-A/A-B de 0.35, mostrando por tanto un mejor perfil de
permeabilidad. El porcentaje de recuperacion de producto puede también ser
muy Util en la interpretacibn de los datos de permeabilidad. Cuando la
recuperacion es baja, como en nuestro caso, puede indicar problemas de
solubilidad, unién del compuesto a la placa, metabolismo por las células

Caco-2 o acumulacién del compuesto en la monocapa celular.

Tabla 22. Valores en el experimento de Caco-2 para los compuestos E-2.23, 2.51 y
2.69.

Comp. Permea?ilidad Permeal:ilidad Recuperacion | Recuperacion
A-B (10° cm/s) | B-A (10” cm/s) | media A-B (%) | media B-A (%)
E-2.23 5.3 19.9 54 25
2.51 3.1 38.5 49 76
2.69 335 12.0 45 73
Propanolol 61.7 22.3 78 54

La union a proteinas plasmaticas dificulta la distribucion de los farmacos
en el organismo, por lo que es importante determinar este parametro para

nuestros compuestos®?. Todos ellos presentan un alto porcentaje de union a
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proteinas plasmaticas, en torno al 96-97%, por lo que su volumen de
distribucion sera bajo, dificultando su llegada a los tejidos.

Tabla 23. Porcentaje de unién a proteinas plasmaticas para los compuestos E-2.23,
2.51y2.69.

Compuestos Unidn a Proteinas Plasmaticas (%)
E-2.23 96
2.51 97
2.69 97
Warfarina 97
Acebutolol 19

El metabolismo de un farmaco se puede definir como las
transformaciones que sufre en el organismo para ser excretado finalmente.
Uno de los parametros que se suele determinar es la vida media del
compuesto, que se define como el tiempo que tarda en metabolizarse al 50%.
El ensayo se ha realizado en microsomas hepéaticos humanos ya que el
higado es el 6rgano mas importante para el metabolismo de farmacos. Se
puede distinguir entre el metabolismo de fase |, mediado principalmente por
los subtipos de CYP450, y el metabolismo de tipo Il, que involucra la
conjugacion con otros compuestos mediante la accion de distintas
transferasas. Los compuestos E-2.23 y 2.69 presentaron una vida media de
23 y 18 min, respectivamente, indicativa de un metabolismo rapido. Por otro
lado, el compuesto 2.51 posee una vida media mayor, en este caso, de 42
min. Por tanto, la reduccion del doble enlace, susceptible de oxidacién por

CYPs aumenta la vida media de este tipo de compuestos. De la comparacion
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de los valores de ty, de 2.51 (2,4,2’,5-OH) y 2.69 (4,2’',5-OH) se deduce que
la eliminacion del grupo 2-OH disminuye la vida media, indicando que la
posicidn 2 seguramente es susceptible de oxidacion. Estos valores se han
comparado con los de farmacos de referencia como el propranolol, que tiene
una vida media > 60 minutos, o con la terfenadina que, por el contrario, tiene

una vida media corta de 10 minutos en este ensayo.

El ensayo en microsomas también permite determinar el aclaramiento
del farmaco, que nos informa sobre la eliminacion de éste. En humanos, un
aclaramiento < 8.6 se considera bajo y > 47.0 alto, por lo que lo més
adecuado seria encontrarse dentro de este rango. Los tres compuestos
ensayados superan el valor de 47.0, lo que nos indica que presentan una

eliminacion rapida en todos los casos.

Tabla 24. Valores de tiempo de vida media y aclaramiento intrinseco para los
compuestos E-2.23, 2.51 y 2.69.

Tiempo de vida media Aclaramiento intrinseco
Compuestos )
(min) (uL/min/mg proteina)
E-2.23 23 299.5
2.51 42 165.7
2.69 18 387.1
Propanolol > 60 <1155

Terfenadina 10 723.1

En base a los resultados de este estudio, se puede indicar que las
propiedades farmacocinéticas de estos compuestos no son 6ptimas, por lo

gue se plante¢ el disefio y sintesis de profarmacos que pudieran mejorarlas.
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2.4.6 Sintesis y estudios de Profarmacos

Una de las estrategias empleadas para mejorar la solubilidad y/o la
permeabilidad de compuestos activos es la preparacion de profarmacos. En
general un profarmaco se genera mediante la unién covalente del principio
activo a un agrupamiento a través de una unién lo suficientemente labil como
para permitir la liberacién del farmaco en el organismo, por via quimica o
enzimatica. En este sentido, los profarmacos de aminoacidos han sido
ampliamente estudiados, ya que el grupo que se afiade al farmaco cumple los
requisitos de ser inerte biolégicamente, no presentando toxicidad, ademas de

20 Teniendo en cuenta la

ser facilmente metabolizable y excretable
experiencia de nuestro grupo de investigacion en sintesis de péptidos, nos
planteamos también la preparacion de profarmacos peptidicos, mediante la
derivatizacion del grupo OH de la posicién 4 del anillo B a través de la
formacion de ésteres. Una vez en el organismo, éste enlace éster deberia ser
susceptible de romperse por la accion de las esterasas, liberando el
compuesto activo. Ademas de mejorar la solubilidad, los profarmacos de
aminoacidos y péptidos pueden atravesar membranas a través del

reconocimiento por proteinas transportadoras especificas®".

Para la preparacion de los profarmacos, se eligieron los compuestos E-
2.23, 2.51 y 2.69 ya que, como se ha comentado en repetidas ocasiones, son
los que presentaban mejores valores de actividad frente al receptor nicotinico
a7. Nos planteamos la sintesis de tres tipos diferentes de profarmacos, los

derivados de valina, dipéptidos y tripéptidos.
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HO I OH OH HO I OH OH HO I OH

2.23 2.51 2.69

Figura 51. Compuestos prototipo elegidos para la sintesis de profarmacos

2.4.6.1 Derivados de Valina

Existen diferentes ejemplos de profarmacos derivados de aminoacidos
unido al farmaco, como es el caso del Valaciclovir®®?, un antiherpético
comercializado y que esta basado en la labilidad de un enlace éster con
valina (Val) para liberar el principio activo aciclovir. Asi, teniendo en cuenta
esta estrategia nos planteamos, en primer lugar, la preparacion del

profarmaco de E-2.23 derivado de valina.

La sintesis se realiz6 por reaccion del compuesto 2.81 con Boc-Val-OH
en DCM, usando como agente de acoplamiento clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y como base 4-dimetilaminopiridina
(DMAP), para dar lugar al compuesto 2.82 con buen rendimiento tras
purificacién por cromatografia flash en gel de silice. La desproteccion de los
grupos metoxilo en presencia de BBr; dio lugar al compuesto 2.83, en el que
también se eliminaba el grupo Boc. Este producto fue purificado por

cromatografia en fase reversa (Esquema 17).
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Esquema 17

Estos derivados de Val han sido caracterizados mediante técnicas de
HPLC, EM, y RMN. En los espectros de 'H-RMN, ademéas de las sefales
caracteristicas de la chalcona de configuracion E se pudieron observar las
sefales correspondientes al residuo de Val, con el doblete de los grupos
metilo de la cadena lateral en torno a 1.0-1.1 ppm, el protén a en el entorno
de 4.0-4.2 ppm, y el hidrogeno B a 2.1-2.4 ppm.

Una vez completada la sintesis, se realiz6 un estudio de estabilidad
quimica del derivado hidroxilado 2.83 en PBS (pH=7.4) y 5% de DMSO a
temperatura ambiente. Este estudio reveld la gran inestabilidad quimica del
compuesto en disolucién acuosa, que se transformaba en el derivado E-2.23

en tan solo 30 min.
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Figura 52. Estudio de estabilidad quimica del compuesto 2.83 en PBS y 5% DMSO
en tiempo 0 (A) y 30 (B) minutos (HPLC).

En base a este resultado se decidié no preparar los derivados de valina
previstos para el resto de compuestos y pasar a la preparacion de derivados

de dipéptidos y tripéptidos.

2.4.6.2 Derivados del dipéptido Val-Val

Esta estrategia, descrita por el grupo de P. Gomes, consiste en la
sintesis de derivados dipeptidicos del principio activo, que se recupera tras
ciclacion intramolecular del fragmento dipeptidico para formar la

correspondiente dicetopiperazina®®. La velocidad de liberacion de los
compuestos activos depende del tamafio de las cadenas laterales del péptido,
con una velocidad de degradacion significativamente mas reducida cuando se
incorporan aminoacidos estéricamente impedidos. Este efecto es mas
pronunciado cuando se trata de aminoacidos  ramificados, como por ejemplo
Valina. En la bibliografia se recogen algunos ejemplos representativos de
profarmacos siguiendo esta estrategia, destacando entre ellos los de

paracetamol’® y algunas ciclosporinas®*. El principal inconveniente de la
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utilizacion de este tipo de profarmacos es su suceptibilidad frente a

peptidasas no especificas.

La sintesis del derivado dipeptidico 2.84 se llevé a cabo por reaccion de
la chalcona a,B-insaturada 2.81 con Boc-Val-Val-OH (comercial) en DCM, en
presencia de clorhidrato 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y
4-dimetilaminopiridina (DMAP), como agente de acoplamiento y base,
respectivamente. EI compuesto 2.84, previamente purificado por
cromatografia flash en gel de silice, se trat6 con BBr; para dar lugar al
compuesto totalmente desprotegido 2.85, que se purificé por cromatografia en

fase reversa (Esquema 18).

O OCHs >Lo O  OCH,
| O Boc-Val-Val-OH O)\NH |
EDC, DMAP, DCM NG
O OCH ﬁ O
HO OCH; 3 Hr\f\o OCH;8 OCHjz

2.81 (60%) 2.84 (47%)
BBI’3/ CH2C|2
ta., Ar
B O OH
"®

2.85 (72%)

Esquema 18
El andlisis por HPLC de 2.85 indico la presencia de dos
diasteroisémeros y una cierta proporcion de isomero Cis en el doble enlace.

Por este motivo se decidié continuar la sintesis de este tipo profarmacos

Unicamente con los derivados saturados, ya que la presencia de mezclas
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complejas de isébmeros y su dificil separacion iba a dificultar los estudios a

realizar posteriormente con este compuesto.

La reaccién de los derivados saturados 2.69 y 2.86 con Boc-Val-Val-OH,
en las condiciones ya comentadas, dio lugar a los compuestos 2.87 y 2.88
con buenos rendimientos. El tratamiento posterior con BBr; para llevar a cabo
la desproteccion de los grupos metoxilo condujo a los compuestos

desprotegidos 2.89 y 2.90, también con buenos rendimientos (Esquema 19).

Estos compuestos fueron purificados mediante cromatografia en gel de
silice, en el caso de los derivados metoxilados y en fase reversa los derivados
hidroxilados, obteniéndose todos ellos con alta pureza. Su caracterizacién se
ha realizado de manera habitual mediante HPLC, EM, y RMN. En los
cromatogramas de HPLC-MS se observé la presencia de dos picos con la
misma masa molecular, en una proporcién 56:44 para el derivado 2.89 y
50:50 para el derivado 2.90, lo que apuntaba a una mezcla de
diasteroisébmeros, que se corrobor6 en los espectros de 'H-RMN. La
formacién de los dos diasteroisomeros se achaco a la epimerizacion del Ca
del residuo de valina C-terminal durante el acoplamiento con el grupo

hidroxilo de la chalcona.
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Esquema 19

2.4.6.3 Derivados del tripéptido Val-Pro-Val

Esta estrategia, descrita por S. Veldzquez y colaboradores, consiste en
la unién al principio activo de secuencias oligopeptidicas que son reconocidas
especificamente por la enzima dipeptidil-peptidasa IV (DPP-IV/CD26)**°. Este
tipo de enzima es capaz de hidrolizar secuencias dipeptidicas de péptidos
naturales que contienen un residuo de Pro, o en menor medida uno de Ala, en

la penultima posicion de su extremo N-terminal.

En nuestro caso, para evitar la formacion rapida de dicetopiperazinas
favorecidas por la presencia de prolina, se decidio incorporar directamente un
fragmento tripeptidico, Val-Pro-Val, en el hidroxilo de la posicion 4 del anillo B.
La liberacién del compuesto se llevaria a cabo por la actuacion de la enzima
CD26, seguida de una posterior hidrolisis quimica del residuo de Valina, que

habiamos determinado que ocurria muy facilmente en disoluciébn acuosa.
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Cabe resaltar que los enlaces peptidicos en los que estan involucrados
residuos de Pro, y especialmente las secuencias con Pro en la penultima
posicion del extremo N-terminal, no son reconocidos por exopeptidasas no
especializadas por lo que dicha secuencia protege a los péptidos frente a la
degradacion proteolitica no especifica, un aspecto importante en la
estabilidad de un profarmaco portador de secuencias peptidicas®®.

La sintesis de los derivados tripeptidicos se llevo a cabo solamente con
los compuestos saturados, dado los problemas de isomerizacion E-Z de las
chalconas. Concretamente, partiendo de los derivados de 1-propanona 2.67 y
2.86, la reaccion de acoplamiento con Boc-Val-Pro-Val-OH*' 2.92 en
DCM/THF (1:1), permitid la obtencién de los compuestos 2.93 y 2.94 con
rendimientos moderados. El tratamiento de los derivados tripeptidicos 2.93 y
2.94 con BBr; condujo a los analogos desprotegidos 2.95 y 2.96, que se
purificaron por cromatografia en fase reversa (Esquema 21). El tripéptido 2.91
se sintetizd previamente por reaccién del dipéptido Boc-Val-Pro-OH
(comercial) con el aminoacido H-Val-OBzl-Tos en THF, utilizando
benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio  hexafluorofosfato (PyBOP) como
agente de acoplamiento en presencia de trietilamina (TEA). El producto 2.91
se obtuvo como un Unico diasteroisémero, indicando que la reaccion de
acoplamiento transcurrié sin epimerizacion del residuo de prolina C-terminal.
La hidrogenacion catalitica del tripéptido Boc-Val-Pro-Val-OBzl (2.91) en
presencia de Pd sobre carbono dio lugar al correspondiente tripéptido
desprotegido en el extremo C-terminal Boc-Val-Pro-Val-OH*’ (2.92), también

como un Unico diasteroisémero (Esquema 20).

Todos estos compuestos han sido caracterizados de la manera
habitual, mediante HPLC, EM, y RMN.
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Esquema 21
En los espectros de *H-RMN se puede observar que, también en este
caso, los compuestos 2.95 y 2.96 se obtuvieron como mezclas de
diasteroisémeros. La proporcion fue de 49:51 (HPLC) para el derivado 2.95 y
62:38 (HPLC) para el analogo 2.96. De nuevo, la formacién de
diasteroisémeros es debida a la epimerizacion del residuo C-terminal durante

el proceso de acoplamiento del tripéptido.

2.4.6.4 Estudios de Estabilidad quimica y enzimatica

o 2.4.6.4.1 Estabilidad de los profarmacos en disolucion

acuosa

Con objeto de poder estimar la estabilidad de los profarmacos

preparados en medios fisioldgicos, se llevd a cabo un estudio en PBS (pH=
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7.4), conteniendo un 5% de DMSO a 25° C. La evolucion de los compuestos a
diferentes tiempos se siguié por HPLC -analitico.

Como ya se comentd anteriormente, el derivado de Valina 2.83 resulté
ser muy inestable en disolucién acuosa, liberando el compuesto 2.23 en un
breve espacio de tiempo, (100% de transformacién 30 minutos) (Figura 52,
Figura 55).

Los derivados dipeptidicos 2.89 y 2.90, segun la aproximacion en la que
se baso su disefio, deberian transformarse via formacion de dicetopiperazinas
en los correspondientes precursores 2.51 y 2.69, respectivamente. En ambos
casos, aproximadamente el 60% del farmaco habia sido liberado tras 5 horas
en disolucion, dando lugar al correspondiente compuesto activo (Figura 53,

Figura 55, Esquema 22).
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Figura 53. Cromatogramas de estabilidad del compuesto 2.89 a tiempo 0 (A) y 150
minutos (B) y del compuesto 2.90 a tiempo 0 (C) y a 150 minutos (D).
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En cuanto a los derivados tripeptidicos 2.95 y 2.96 se observa que en
disoluciéon de PBS/5% de DMSO, presentan una minima degradacién al cabo
de 5 horas. Este resultado pone de manifiesto por tanto la necesidad de la
presencia de la enzima para ser transformados en el compuesto activo, lo que

se corresponde con la estrategia en la que se baso6 su disefio (Figura 54,
Figura 55, Esquema 23).
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Figura 54. Cromatogramas de estabilidad del compuesto 2.95 a tiempo 0 (A) y 150

minutos (B) y del compuesto 2.96 a tiempo 0 (C) y a 150 minutos (D).
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En la Figura 55 se recogen los porcentajes de degradacion a los
tiempos indicados para los diferentes profarmacos entre 15 y 300 minutos.
Como se puede observar en el caso de los derivados dipeptidicos la
degradacion a las 5 horas fue significativamente mayor que en el caso de los
derivados tripeptidicos, como era de esperar teniendo en cuenta los
mecanismos de liberacion del farmaco en los que se ha basado el disefio de
cada uno de ellos. En la Figura 56 se recoge el porcentaje de degradacion a
los tiempos indicados de los derivados de Val, Val-Val y Val-Pro-Val.

.00
90
80

70 -
—— 2.89

- 2.95

2.90
== 2.96
== 2.83

60
50
40 A
30

20

10

0 T T T T T T |
15 30 45 60 120 150 300

Figura 55. Degradacion de los profarmacos al compuesto precursor activo mostrado
en un diagrama de lineas. (PBS + 5% DMSO, 25° C).
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Figura 56. A) Degradacién de los profarmacos dipeptidicos. B) Degradacion de los
profarmacos tripeptidicos (PBS + 5% DMSO, 25° C).

2.4.6.4.2 Estabilidad de los profarmacos tripeptidicos frente a la

enzima dipeptidil-peptidasa IV (CD26)

Para confirmar que el fragmento Val-Pro en los profarmacos
tripeptidicos se metabolizaba por la enzima dipeptidil-peptidasa IV (CD26),

como era de esperar dada la estrategia utilizada, se llevé a cabo un estudio
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de estabilidad con los compuestos 2.95 y 2.96 en presencia de la enzima,
tanto recombinante como natural (suero sanguineo). Estos estudios fueron
realizados por el grupo de la Dra. Lieve Naesen en el Instituto Rega (Lovaina,
Bélgica).

Los compuestos fueron incubados a 37 °C de cuatro formas diferentes:
con PBS sdlo, con la enzima dipeptidil-peptidasa IV en PBS, con un 20% de
suero humano en PBS y por ultimo con un 20% de suero bovino en PBS.
Después de 0, 15, 60 y 360 minutos de incubacion, las disoluciones se

trataron con MeOH frio, se centrifugaron y finalmente se analizaron por
HPLC.
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Figura 57. A) Conversion del profdrmaco 2.95 en el compuesto 2.51 en PBS. B)
Conversion del profarmaco 2.96 en el compuesto 2.69 en PBS. Las barras rojas y
verdes se corresponden con cada uno de los is6meros del respectivo profarmaco.

Tras la incubacién de 2.95y 2.96 a 37 °C en PBS, a tiempo 0, existe ya
un porcentaje importante tanto del compuesto 2.51 (36%) como del 2.69
(50%). Puesto que en los estudios de estabilidad realizados previamente en
PBS a temperatura ambiente no se observaron porcentajes tan elevados de
compuesto liberado, estos resultados podrian explicarse por la mayor
temperatura de incubacién (Figura 57). A tiempo 360 minutos los porcentajes
de producto liberados llegaron a 54 y 68%, respectivamente, indicando una
estabilidad quimica moderada de los profarmacos tripeptidicos en estas
condiciones.

Una vez incubados en presencia de la enzima CD26 en PBS, se puede
observar que la conversion del profarmaco en el producto activo fue
practicamente del 100% después de 60 minutos (98% en el caso del
compuesto 2.95 y del 95% en el caso de 2.96) (Figura 58). Estos resultados
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indican que, en presencia de la enzima recombinante, la mayor parte de la

hidrdlisis observada se produce via enzimética.

A CD26 (10mU)

100
90 | ®2.51

80 { =m2.95(1)

| m2.95(2)

Conversionde 2.95en 2.51
(%)
(3,
o

0 15 60 360

Tiempo (min)

B CD26 (10mU)

100
90 11 m2.69
80 1 m206(1)

70 1 m2.96 (2)
60

50
40
30
20
10

(%)

Conversionde 2.96 en 2.69

0 15 60 360

Tiempo (min)

Figura 58. A) Conversion del profarmaco 2.95 en presencia de CD26 recombinante
en el compuesto 2.51 en 360 minutos. B) Conversién del profarmaco 2.96 en
presencia de CD26 recombinante en el compuesto 2.69 en 360 minutos.
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También se determind la estabilidad de estos profarmacos en suero
humano y en suero bovino, como fuente natural de la enzima CD26. Cuando
se incubd en suero humano con un 20% de PBS (Figura 59) se puede
observar que la conversion fue practicamente del 100% a los 360 minutos.
Algo muy similar sucede cuando la incubacion es en suero bovino (Figura 60).
Se puede observar que la degradacion a tiempo O disminuyé ligeramente
cuando los profarmacos se incubaron con la enzima recombinante y con
sueros humano y bovino en comparacion con la conversion a tiempo 0 en
PBS solo.
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Figura 59. A) Conversién del profarmaco 2.95 en suero humano con un 20% de PBS
en el compuesto 2.51 en 360 minutos. B) Conversion del profarmaco 2.96 en suero
humano con un 20% de PBS en el compuesto 2.69 en 360 minutos.
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Figura 60. A) Conversion del profarmaco 2.95 en suero bovino con un 20% de PBS
en el compuesto 2.51 en 360 minutos. B) Conversion del profarmaco 2.96 en suero
bovino con un 20% de PBS en el compuesto 2.69 en 360 minutos.

Teniendo en cuenta todos estos resultados se puede concluir que
aungue un porcentaje de hidrélisis ocurre de manera espontanea en
disolucién acuosa a 37° C, la liberacion del principio activo aumenta
considerablemente en presencia de la enzima dipeptidil-peptidasa IV (CD26),
validando la estrategia utilizada.

2.4.6.5 Estudios electrofisioldgicos en Ovocitos

Todos los profarmacos sintetizados, derivados de Val, dipeptidicos y
tripeptidicos han sido evaluados en ovocitos que expresaban el receptor
nicotinico 7. Ninguno de estos compuestos fue capaz de potenciar la
actividad mediada por ACh en el mencionado receptor. Mas bien al contrario,
todos ellos disminuyeron la actividad con respecto a la inducida por ACh sola.

Se requeriran estudios adicionales para poder interpretar estos resultados.
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Tabla 25. Resultados de actividad a 10 uM en el receptor nicotinico o7 de los
compuestos 2.85, 2,89, 2.90, 2.95 y 2.96

Comp Estructura Actividad | comp Estructura Actividad
a10 uM a10 uM
2.85 \HIEO O lH 25 2.95 O'W?ﬂfo 25
Br®® o OH O OH
HND
2.89 2o » 2.96 f . 25
AP ﬁ r, L OWf S
Br®® O OH
NH;
290 | %o ® 15

O OH

®Respuesta a 10 uM en ovocitos de a7.
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Conclusiones

Los resultados més relevantes del trabajo que se recoge en el capitulo 2
de esta memoria, cuyo objetivo principal era la modulacién alostérica del

receptor nicotinico a7, se resumen en las siguientes conclusiones:

- Se han preparado diferentes series de compuestos, nuevas chalconas
y derivados de chalcona, mediante modificaciones en el nimero y posicion de
los grupos OH fendlicos, sustitucion de los grupos hidroxilo por otros grupos
funcionales o sustitucién del anillo aromatico B por otros sistemas aromaticos,
asi como modificaciones en la naturaleza del espaciador e incorporacion de

mayor restriccion conformacional.

- Se han descubierto nuevos moduladores alostéricos positivos (tipo 1)
del receptor nicotinico a7 mediante ensayos in vitro de los compuestos
anteriores en ovocitos de Xenopus. Dentro de las chalconas se ha identificado
a 2.23 (2,4,2’,5-OH) como el compuesto mas potente y eficaz, mejorando el
perfil farmacolégico del prototipo 97. Entre los derivados no chalconoides
destacan los compuestos 2.51 (2,4,2’,5’-OH) y 2.69 (4,2’,5’-OH), con el doble

enlace reducido.

- Los ensayos de citotoxicidad en lineas celulares y toxicidad en
organos aislados confirmaron que estos compuestos muestran un perfil de

seguridad aceptable.

- Los estudios realizados en cultivos neuronales tratados con Rotenona
y Oligomicina A han permitido determinar la actividad neuroprotectora de
2.23, que mostrd actividad igual o mayor a la del compuesto de referencia
PNU-282987 (agonista selectivo a7).

- Los ensayos de analgesia In vivo han demostrado que los compuestos
2.23 y 2.69 presentan actividad antinociceptiva comparable a la del modelo de
referencia PNU-120596 (también PAM tipo Il). Estos compuestos podrian ser

candidatos para seguir realizando estudios farmacolégicos mas amplios.
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- El Test de Morris mostré la accion positiva del compuesto 2.23 sobre
la capacidad de aprendizaje en roedores, sugiriendo un efecto en funciones
cognitivas y, por tanto, su potencial interés en procesos neurodegenerativos

como la enfermedad de Alzheimer.

- La evaluacion preliminar de las propiedades farmacocinéticas de 2.23,
2.51 y 2.69, sugiri6 que los dos ultimos compuestos poseen en general un
mejor perfil, aunque la permeabilidad y la inestabilidad metabdlica necesitan

mejorarse.

- Se han preparado profarmacos aminoacidicos y peptidicos de los
compuestos que han mostrado una mayor actividad farmacoldgica en el
receptor nicotinico o7. A falta de estudios adicionales, entre estos

profarmacos los derivados dipeptidicos parecen los mas prometedores.

Todas estas conclusiones se representan de manera gréfica en la

Figura 61.
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DE MOLECULA PROTOTIPO A COMPUESTO OPTIMIZADO
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Figura 61. Resumen de resultados y conclusiones del capitulo 2.
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Parte Experimental

2.6.1 Generalidades

Las reacciones se siguieron por cromatografia en capa fina y HPLC-MS.
Los disolventes utilizados como eluyente en cromatografia fueron de calidad
HPLC vy las placas de gel de silice de cromatografia en capa fina Merk 60
F254. Los compuestos se detectaron con luz UV a 254 nm y/o a 365 nm.

Los disolventes anhidros empleados en las reacciones se prepararon
mediante técnicas habituales (D. D. Perrin, D. R. Perrin, Purification of

Laboratory Chemicals, Pergamon Press: Oxford. 23Ed., 1989).

Los espectros de 'H-RMN y de 'C-RMN se registraron en
espectrémetros Varian-INOVA 300, Bruker-AVANCE 300, Varian-MERCURY
400 o Varian-INOVA 400, Varian UNITY 500 usando TMS como referencia
interna en el caso de las muestras disueltas en CDCl; y la sefal
correspondiente al disolvente en el resto de casos (DMSO-dg 0 D,O). Los
desplazamientos quimicos se indican en ppm Yy las constantes de
acoplamiento (J) en Hercios (Hz). Las asignaciones de las diferentes sefiales
de “C-RMN se realizaron mediante experimentos HSQC de correlacion

heteronuclear *H, *C.

Los HPLC analiticos se realizaron en un equipo Waters, equipado con
una columna de fase reversa Novapak C18 (3.9 x 150 mm, 4 ym) y con un
flujo de 1 mL/min, o Agilent, equipado con una columna de fase reversa
Eclipse Plus C18 (4.6 x 150 mm, 5 ym) y con un flujo de 1.5 mL/min. En
ambos casos, la fase moévil empleada y referida como A:B corresponde a
mezclas de CH3;CN (A) y disolucién al 0.05% de TFA en H,O (B) y la
deteccion de picos se realizd por UV a 220 y 254 nm. Los andlisis de HPLC-
MS se llevaron a cabo en un equipo Waters 2695, con una columna de fase
reversa Sunfire C18 (4.6 x 50 mm, 3.5 ym) y conectado a un espectrometro

Waters Micromass ZQ. El flujo utilizado fue de 1 mL/min y como eluyentes se
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utilizaron mezclas de disolucién al 0.1% de HCOOH en CH3;CN (A) y
disolucion al 0.1% de HCOOH en H,0 (B).

Las masas exactas se realizaron en un Sistema 6520 Accurate-Mass Q-
TOF LC/MS de Agilent Technologies. La fase movil empleada es una mezcla
de Acetonitrilo:agua (75:25). Se empleé un caudal de 200 pL/min con una
inyeccion directa de 5 uL. La ionizacion puede ser electrospray (+/-), con un
voltaje de 4500 V, un fragmentador de 150 V y un Skimmer de 85 V.

Las separaciones cromatograficas se realizaron en columna de media
presion (flash) con gel de silice Merck 60 (230-400 mesh) y en el caso de la
fase reversa empleando cartuchos SNAP KP-C.5-HS 12 g (12 x 150 mm), 25
g, en un equipo Biotage Isolera One. Los eluyentes empleados y la relacion

v:v se indican en cada caso.

Las purificaciones realizadas mediante cromatografia circular centrifuga,
fueron llevadas a cabo en un cromatotrén Harrison Research modelo 8924,
en platos circulares de vidrio sobre los que se utilizé gel de silice 60 PF254

con yeso, a 1 6 2 mm de espesor.

Los puntos de fusién se midieron en un aparato Mettler Toledo MP70 y

estan sin corregir.

El dispositivo de microondas utilizado es un equipo Initiator™ de

Biotage®

Los productos finales obtenidos fueron cristalizados (el disolvente de

cristalizaciéon se indica en cada caso) o liofilizados en un equipo Telstar 6-80.
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Figura 62. Numeracion del sistema de chalcona utilizado para la asignacién de las
sefiales de RMN

2.6.2 Sintesis de Polimetoxi y Polihidroxi Chalconas

2.6.2.1 Procedimiento General para la sintesis de chalconas

polimetoxiladas:

A una disolucién del correspondiente benzaldehido (1.91 mmol) en
EtOH (15 mL), se afiade la acetofenona deseada (0.263 mL, 1.66 mmol). La
disolucién se enfria a 0°C y se aflade, lentamente, NaOH 40% (1.87 mL). Tras
15 horas de agitacion a temperatura ambiente se afiade agua y se elimina el
disolvente organico a presion reducida. La fase acuosa se extrae con AcOEt y
la fase organica resultante se lava con agua y disolucién saturada de NacCl, se
seca sobre MgSO, y se evapora el disolvente a sequedad. El residuo
resultante se cristaliza de MeOH.

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(2,4-dimetoxifenil)-2-propenona (2.16)

Solido cristalino amarillo (465 mg). Rdto. 85%.
(P.f.:85-87°C, MeOH, p.f.Lit**8 112°C, EtOH).
HPLC (Sunfire): tr = 9.75 min (gradiente de 15
a 95% de A en B en 10 min). 'H-RMN (500
MHz, DMSO-dg) &: 3.74 (s, 3H, OMe), 3.80 (s,
3H, OMe), 3.83 (s, 3H, OMe), 3.85 (s, 3H,
OMe), 6.60 (dd, 1H, J = 8.6, 2.4 Hz, 5-H), 6.63 (d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-H), 7.00
(d, 1H, J = 3.0 Hz, 6’-H), 7.09 (dd, 1H, J = 9.0, 3.0 Hz, 4’-H), 7.12 (d, 1H, J =
9.0 Hz, 3’-H) 7.30 (d, 1H, J = 16.0 Hz, H,), 7.66 (d, 1H, J = 8.6, 6-H), 7.70 (d,
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1H, J = 16.0 Hz, Hg) ppm. *C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) &: 55.53 (OMe),
55.55 (OMe), 55.80 (OMe), 56.33 (OMe), 98.40 (C-3), 106.38 (C-5), 113.90
(C-3’, C-6), 115.79 (C-1), 118.00 (C-4), 124.49 (C,), 129.87 (C-1’), 130.23 (C-
6), 138.10 (Cg), 151.67 (C), 153.02 (C), 159.84 (C), 162.93 (C), 191.90 (CO)
ppm. EM (ES"): m/z 329.5 (M+H)", 351.5 (M+Na)".

(E)-3-(2-Metoxifenil)-1-(2’,4’,5’-trimetoxifenil)-2-propenona (2.17)

Sdlido cristalino amarillo (475 mg). Rdto. 87%.
(P.f.:128-130°C, MeOH). HPLC (Sunfire): tg=
7.50 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en
10 min). 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dq) &: 3.74
(s, 3H, OMe), 3.89 (s, 3H, OMe), 3.90 (s, 3H,
OMe), 3.93 (s, 3H, OMe), 6.80 (s, 1H, 6'-H),
7.01 (t, 1H, J = 7.8 Hz, 5-H), 7.10 (d, 1H, J = 8.1 Hz, 3-H), 7.21 (s, 1H, 3"-H),
7.42 (id, 1H, J = 7.8, 1.5 Hz, 4-H), 7.66 (d, 1H, J = 15.9 Hz, H,), 7.70 (dd, 1H,
J =7.8, 1.5 Hz, 6-H), 7.83 (d, 1H, J = 15.9 Hz, Hg) ppm. *C-NMR (75 MHz,
DMSO-dg) 8: 55.66 (OMe), 55.91 (OMe), 55.98 (OMe), 56.68 (OMe), 98.06 (C-
3’), 111.79 (C-3), 112.76 (C-6’), 119.48 (C-1), 120.83 (C-1’), 123.31 (C.),
127.43 (C-4), 128.50 (C-5), 131.72 (C-6), 136.00 (Cg), 142.82 (C), 153.64 (C),
154.60 (C), 158.15 (C), 188.93 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 329.5 (M+H)", 351.5
(M+Na)".

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(2,6-dimetoxifenil)-2-propenona (2.18)

Sélido cristalino amarillo (494 mg). Rdto. 90%.
(P.f.:123-125°C, MeOH). HPLC (Sunfire): tg=
6.72 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en
10 min). "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) &: 3.74
(s, 3H, OMe), 3.82 (s, 3H, OMe), 3.86 (s, 6H, 2-
OMe), 6.73 (d, 2H, J = 8.5 Hz, 3-H y 5-H), 7.02 (m, 1H, 4’-H), 7.09 (d, 1H, J =
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9 Hz, 3-H), 7.12 (d, 1H, 6’-H), 7.37 (t, 1H, J = 8.5 Hz, 4-H), 7.72 (d, 1H, J =
16.2 Hz, H,), 7.91 (d, 1H, J = 16.2 Hz, Hg) ppm. *C-NMR (75 MHz, DMSO-d)
8: 55.56 (OMe), 56.03 (OMe), 56.03 (OMe), 56.32 (OMe), 104.23 (C-3 y C-5),
111.48 (C-3’), 113.96 (C-6’), 114.05 (C-4’), 118.35 (C,), 128.81 (C-4), 129.83
(C-1), 132.22 (C-1’), 133.61 (Cg), 151.91 (C), 153.08 (C), 159.86 (C), 159.86
(C), 192.45 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 329.5 (M+H)", 351.5 (M+Na)".

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(2,4,6-trimetoxifenil)-2-propenona (2.19)

Soélido cristalino amarillo (483 mg). Rdto. 81%.
(P.f.:117-119°C, MeOH, p.f.Lit*°, 114-116°C).
HPLC (Sunfire): tr = 7.52 min (gradiente de 15
a 95% de A en B en 10 min). 'H-RMN (400
MHz, DMSO-dg) &: 3.73 (s, 3H, OMe), 3.80 (s,
3H, OMe), 3.85 (s, 3H, OMe), 3.85 (s, 6H, 2-
OMe), 6.30 (s, 2H, 3-H y 5-H), 6.98 (d, 1H, J = 2.9 Hz, 6’-H), 7.07 (dd, 1H, J =
9.0, 2.9 Hz, 4-H), 7.11 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 3-H), 7.57 (d, 1H, J = 16.1 Hz, H,),
7.87 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hg). C-RMN (100 MHz, DMSO-ds) &: 56.19 (OMe),
56.24 (OMe), 56.69 (OMe), 56.94 (2-OMe), 91.7 (C-3 y C-5), 105.67 (C-1),
114.60 (C-3’), 114.63 (C-6’), 118.49 (C-4’), 126.54 (C,), 130.94 (C-1’), 134.80
(Cp), 152.36 (C), 153.71 (C), 161.87 (C), 161.87 (C), 163.84 (C), 193.25 (CO)
ppm. EM (ES"): m/z 359.5 (M+H)", 381.5 (M+Na)".
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(E)-3-(2,4-Dimetoxifenil)-1-(2’,4’,5’-trimetoxifenil)-2-propenona (2.20)

Soélido cristalino amarillo (488 mg). Rdto. 82%.
(P.f.:130-132°C, MeOH). HPLC (Sunfire): tg=
4.92 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en
5 min). '"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) &: 3.73
(s, 3H, OMe), 3.82 (s, 3H, OMe), 3.88 (s, 3H,
OMe), 3.89 (s, 3H, OMe), 3.91 (s, 3H, OMe),
6.59-6.64 (m, 2H, 3-H y 5-H), 6.79 (s, 1H, 6'-H), 7.19 (s, 1H, 3-H), 7.55 (d,
1H, J = 15.9 Hz, H,), 7.63 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 6-H), 7.76 (d, 1H, J = 15.9 Hz,
Hg) ppm. *C-NMR (75 MHz, DMSO-d¢) &: 56.15 (OMe), 56.41 (OMe), 56.56
(OMe), 56.59 (OMe), 57.29 (OMe), 98.75 (C-3), 99.07 (C-3’), 106.93 (C-5),
113.45 (C-6), 116.87 (C-1), 120.47 (C-1’), 125.52 (C,), 130.75 (C-6), 137.06
(Cp), 148.40 (C), 153.96 (C), 154.96 (C), 160.40 (C), 163.23 (C), 189.61 (CO)
ppm. EM (ES"): m/z 359.4 (M+H)", 381.5 (M+Na)".

(E)-3-(2,4-Dimetoxifenil)-1-(3’-metoxifenil)-2-propenona (2.21)

Solido cristalino amarillo (205 mg). Rdto: 42%.
(P.f..70-73°C, MeOH, p.f.Lit**°, 76-79°C).
HPLC (Sunfire): tz= 9.82 min (gradiente de 15
a 95% de A en B en 10 min). 'H-RMN (300
MHz, DMSO-d) &: 3.83 (s, 6H, OMe), 3.89 (s,
3H, OMe), 6.59-6.64 (m, 2H, 3-H y 5-H), 7.20
(ddt, 1H, J = 8.1, 2.7, 0.8 Hz, 4-H), 7.46 (t, 1H, J = 8.1 Hz, 3’-H), 7.54 (dd, 1H,
J=27,1.5Hz, 6-H), 7.69 (dt, 1H, J = 8.1, 0.8 Hz, 2"-H), 7.72 (d, 1H, J = 15.7
Hz, H,), 7.93 (d, 1H, J = 8.1 Hz, 6-H), 7.99 (d, 1H, J = 15.7 Hz, Hg) ppm. **C-
NMR (75 MHz, DMSO-d) &: 55.32 (OMe), 55.52 (OMe), 55.83 (OMe), 98.26
(C-3), 106.36 (C-5), 112.81 (C-6’), 115.90 (C-1), 118.77 (C-4’), 119.11 (C-2)),
120.78 (C,), 129.84 (C-3), 130.15 (C-6), 138.87 (Cg), 139.55 (C-1°), 159.51
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(C), 159.99 (C), 163.16 (C), 188.93 (CO) ppm. EM (ES*): m/z 299.3 (M+H)",
321.3 (M+Na)".

(E)-3-(2,4-Dimetoxifenil)-1-(4’-metoxifenil)-2-propenona (2.22)

Sélido cristalino amarillo (203 mg). Rdto:
41%. (P.f.:81-84°C, MeOH, p.f.Lit**, 82°C).
HPLC (Sunfire): tg= 9.85 min (gradiente de
15 a 95% de A en B en 10 min). 'H-RMN
(300 MHz, DMSO-dg) &: 3.84 (s, 3H, OMe),
3.86 (s, 3H, OMe), 3.90 (s, 3H, OMe) 6.61-
6.64 (m, 2H, 3-H y 5-H), 7.07 (d, 2H, J = 8.9 Hz, 2"-H y 6’-H), 7.76 (d, 1H, J =
15.6 Hz, H,), 7.92 (d, 1H, J = 8.2 Hz, 6-H), 7.97 (d, 1H, J = 15.6 Hz, H), 8.11
(d, 2H, J = 8.9 Hz, 3"-H y 5-H) ppm. *C-NMR (75 MHz, DMSO-d) &: 55.51
(OMe), 55.51 (OMe), 55.81 (OMe), 98.28 (C-3), 106.28 (C-5), 113.93 (C-3’, C-
5’), 116.04 (C-1), 119.01 (C,), 129.96 (C-6), 130.62 (C-2’, C-6’), 130.86 (C-1),
137.88 (Cg), 159.83 (C), 162.92 (C), 162.92 (C), 187.41 (CO) ppm. EM (ES"):
m/z 299.3 (M+H)", 321.3 (M+Na)".

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenona (2.65)

Solido cristalino amarillo (223 mg). Rdto: 48%.
(P.f:126-129°C, MeOH, P.f.Lit**? 127-128°C).
HPLC (Sunfire): tz= 8.40 min (gradiente de 15 a
95% de A en B en 10 min). 'H-RMN (300 MHz,
DMSO-dg) &: 3.74 (s, 3H, OMe), 3.79 (s, 3H,
OMe), 6.81 (d, 2H, J = 8.5 Hz, 3-H y 5-H), 7.00
(m, 1H, 4-H), 7.09 (m, 2H, 3-H y 6’-H), 7.18 (d, 1H, J = 15.9 Hz, H,), 7.42 (d,
1H, J = 15.9 Hz, Hg), 7.56 (d, 2H, J = 8.5 Hz, 2-H y 6-H), 10.08 (s, 1H, OH)
ppm. *C-NMR (75MHz, DMSO-d¢) &: 55.56 (OMe), 56.36 (OMe), 113.84 (C-
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6’), 113.90 (C-3’), 115.94 (C-3, C-5), 117.96 (C-4’), 123.56 (C-1), 125.56 (C,),
129.80 (C-1"), 130.65 (C-2, C-6), 143.62 (Cg), 151.64 (C), 153.03 (C), 160.08
(C), 191.79 (CO) ppm. EM (ES*): m/z 285.5 (M+H)*, 307.5 (M+Na)".

(E)-1-(2’,5’-dimetoxifenil)-3-(2-hidroxifenil)-2-propenona (2.66)

Sélido cristalino anaranjado 332 mg. Rdto: 70%.
(P.f.:114-119°C, MeOH). HPLC (Sunfire): tg= 8.75
min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min).
"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) &: 3.74 (s, 3H, OMe),
3.79 (s, 3H, OMe), 6.85 (td, 1H, J = 7.5, 0.9 Hz, 5-
H), 6.91 (dd, 1H, J = 8.2, 0.9 Hz, 3-H), 7.01 (dd, 1H, J = 2.8, 0.8 Hz, 4-H),
7.10 (d, 1H, J = 2.8 Hz, 3'-H), 7.11 (d, 1H, J = 0.8 Hz, 6’-H), 7.25 (ddd, 1H, J =
8.2, 7.5, 1.6 Hz, 4-H), 7.39 (d, 1H, J = 16.1 Hz, H,), 7.63 (dd, 1H, J = 7.5, 1.6
Hz, 6-H), 7.76 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hg), 10.23 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (75
MHz, DMSO-dg) &: 55.56 (OMe), 56.35 (OMe), 113.92 (C-3’, C-6’), 116.21 (C-
3), 118.04 (C-4’), 119.50 (C-1), 121.28 (C-1), 126.14 (C,), 128.59 (C-4),
129.75 (C-6), 131.56 (C-5), 138.80 (Cg), 151.68 (C), 153.04 (C), 157.06 (C),
192.30 (CO) ppm. EM (ES*): 285.5 (M+H)*, 267.5 (M+H-H,0)".

(E)-1-(Dimetoxifenil)-3-(2-metoxi-4-hidroxifenil)-2-propenona (2.81)

Solido amarillo (310 mg). Rdto: 60%. (P.f.: 172-
175°C, MeOH). Purificaciébn por cromatografia
flash en cartuchos de gel de silice. Eluyente:
gradiente de 0 a 50% de AcOEt en hexano. HPLC
(Sunfire): tg= 8.51 min (gradiente de 15 a 95% de
A en B en 10 min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-de) 8: 3.73 (s, 3H, OMe), 3.79
(s, 3H, OMe), 3.80 (s, 3H, OMe), 6.43 (dd, 1H, J = 8.4, 2.2 Hz, 5-H), 6.46 (d,
1H, J = 2.2 Hz, 3-H), 6.98 (d, 1H, J = 3.0 Hz, 6'-H), 7.07 (dd, 1H, J = 9.0, 3.0

218



Parte Experimental

Hz, 4-H), 7.11 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 3-H), 7.22 (d, 1H, J = 16 Hz, H,), 7.54 (d,
1H, J = 8.4 Hz, 6-H), 7.67 (d, 1H, J = 16.0 Hz, Hy) ppm. *C-NMR: (125 MHz,
DMSO-ds) 8: 55.56 (OMe), 56.35 (OMe), 56.37 (OMe), 99.16 (C-3), 108.39 (C-
5), 113.90 (C-6’), 113.93 (C-3’), 114.25 (C-1), 117.83 (C-4’), 123.47 (C,),
130.07 (C-1’), 130.40 (C-6), 138.71 (Cg), 151.61 (C), 153.04 (C), 160.12 (C),
161.81 (C), 191.98 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 315.3 (M+H)*, 337.3 (M+Na)".

2.6.2.2 Procedimiento General para la sintesis de chalconas

polihidroxiladas:

A una disolucién de la correspondiente metoxi chalcona (1 equivalente)
en CH,Cl, seco, previamente enfriada a 0 °C, en atmésfera de argon, se
adiciona lentamente una disolucion 1M de BBr; en CH,CI, (2 equivalentes por
heteroatomo). Después de 24-48 h de agitacién a temperatura ambiente, se
afiade H,O y CH,Cl,. A continuacion se filtra y el precipitado se lava con H,O

y CH,Cl,. Este precipitado se purifica segun se indica en cada caso.

(E)-1-(2’,5’-Dihidroxifenil)-3-(2,4-dihidroxifenil)-2-propenona (E-2.23)

O OH Preparado a partir de 2.16 (200 mg) y obtenido

junto a 2.24 usando 10 equivalentes de BBra.
| O Solido rojizo (48 mg). Rdto. 28%. (P.f.:180-

O OH 182°C). Purificacion por cromatografia flash en
HO OH

fase reversa. Eluyente: gradiente de 2 a 25% de

ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tg = 3.69 min (gradiente de 15 a
95% de A en B en 5 min). "H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) &: 6.33 (dd, 1H, J =
8.6, 2.3 Hz, 5-H), 6.40 (d, 1H, J = 2.3 Hz, 3-H), 6.81 (d, 1H, J = 8.8 Hz, 3’-H),
7.00 (dd, 1H, J = 8.8, 2.9 Hz, 4’-H), 7.41 (d, 1H, J = 2.9 Hz, 6’-H), 7.67 (d, 1H,
J =15.5 Hz, H,), 7.67 (d, 1H, J = 8.6 Hz, 6-H), 8.04 (d, 1H, J = 15.5 Hz, Hp),
9.14 (s, 1H, OH), 10.07 (s, 1H, OH), 10.33 (s, 1H, OH), 12.25 (s, 1H, OH)
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ppm. *C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 8: 102.48 (C-3), 108.20 (C-5), 113.26 (C-
6'), 114.44 (C-1), 116.27 (C,), 118.28 (C-3), 120.58 (C-1’), 123.96 (C-4),
131.29 (C-6), 141.37 (Cg), 149.28 (C), 154.96 (C), 159.63 (C), 161.94 (C),
193.31 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 273.5 (M+H)*. HRMS (ES+) m/z encontrada
272.0689 ([M]" Cy5H1,05 calculada 272.0685).

(E)-1-(2’,5’-Dihidroxifenil)-3-(2,4-dimetoxifenil)-2-propenona (2.24)

Preparado a partir de 2.16 (200 mg) y obtenido
junto a 2.23 usando 10 equivalentes de BBrs.
Solido amorfo (24 mg). Rdto. 13%. Purificacion
por cromatografia en columna. Eluyente:
gradiente de 1:40 a 1:30 de MeOH en CH,Cl,.
HPLC (Sunfire): tr = 9.23 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min).
'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 3.85 (s, 3H, OMe), 3.92 (s, 3H, OMe), 6.64
(d, 2H, J = 8.7 Hz, 3-H y 5-H), 6.82 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3-H), 7.01 (dd, 1H, J =
8.9, 2.8 Hz, 4-H), 7.44 (d, 1H, J = 2.8 Hz, 6’-H), 7.76 (d, 1H, J = 15.6 Hz, H,),
7.91 (d, 1H, J = 8.4 Hz, 6-H), 8.04 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hg), 9.16 (s, 1H, OH),
12.08 (s, 1H, OH) ppm. "*C-RMN (100 MHz, DMSO-dg) &: 46.62 (OMe), 46.92
(OMe), 89.34 (C-3), 97.53 (C-5), 105.68 (C-6"), 106.75 (C-3’), 109.11 (C-1),
109.58 (C,), 111.69 (C-1’), 115.18 (C-4’), 121.85 (Cg), 130.66 (C-6), 140.39
(C), 145.88 (C), 151.28 (C), 154.48 (C), 184.22 (CO) ppm. EM (ES"): m/z
301.3 (M+H)". HRMS (ES+) m/z encontrada 301.1081 ([M+H]® Ci;H¢Os
calculada 301.1071).
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(E)-1-(2’,5’-Dihidroxifenil)-3-(2,6-dihidroxifenil)-2-propenona (2.25)

Preparado a partir de 2.18 (300 mg) usando 10

o of equivalentes de BBrs;. Solido amorfo rojizo (94

OH O mg). Rdto. 38%. (P.f..> 250°C*®) Purificacion
O OH por cromatografia flash en fase reversa.
OH Eluyente: gradiente de 10 a 30% de ACN en

H,0 (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tg = 5.04 min
(gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds)
§: 6.41 (d, 2H, J = 8.2 Hz, 3-H y 5-H), 6.83 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3"-H), 7.00 (dd,
1H, J = 8.9, 2.9 Hz, 4-H), 7.06 (t, 1H, J = 8.2 Hz, 4-H), 7.22 (d, 1H, J = 2.9 Hz,
6’-H), 8.10 (d, 1H, J = 15.6 Hz, H,), 8.26 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hg), 9.26 (s, 1H,
OH), 10.36 (s, 1H, OH), 12.14 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (125MHz, DMSO-
ds) 8: 106.65 (C-3, C-5), 109.73 (C-1), 113.80 (C-6’), 118.63 (C-3’), 120.60 (C-
4’), 120.99 (C,), 124.23 (C-1’), 132.52 (C-4), 137.58 (Cg), 149.36 (C), 154.99
(C), 159.37 (C), 159.37 (C), 194.25 (CO) ppm. EM (ES*): m/z 273.3 (M+H)".
HRMS (ES+) m/z encontrada 273.0759 ([M+H]" CisH1,Os calculada
273.0757).

(E)-3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(2’,4’,5’-trihidroxifenil)-2-propenona (2.26)

Preparado a partir de 2.20 (200 mg) usando
12 equivalentes de BBr;. Sélido amorfo rojizo

| O (72 mg). Rdto. 45%. (P.f.> 250°C“)
OH

O OH Purificacién por cromatografia flash en fase
HO OH

reversa. Eluyente: gradiente de 10 a 30% de
ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tr = 4.42 min (gradiente de 15 a
95% de A en B en 10 min). 'H-RMN (500 MHz, DMSO-dq) &: 6.29 (s, 1H, 6'-
H), 6.32 (dd, 1H, J = 8.7, 2.3 Hz, 5-H), 6.39 (d, 1H, J = 2.3 Hz, 3-H), 7.42 (s,
1H, 3'-H), 7.58 (d, 1H, J = 15.5 Hz, H,), 7.63 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 6-H), 7.97 (d,
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1H, J = 15.5 Hz, Hg), 8.71 (sa, 1H, OH), 10.00 (s, 1H, OH), 10.26 (s, 1H, OH),
10.41 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 102.51 (C-3’), 103.1
(C-3), 108.06 (C-5), 111.69 (C-1), 113.39 (C-6’), 114.86 (C-1’), 116.16 (C,),
131.08 (C-6), 138.19 (Cg), 139.89 (C), 154.48 (C), 159.16 (C), 159.27 (C),
161.48 (C), 191.36 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 289.5 (M+H)". HRMS (ES+) m/z
encontrada 289.0704 ([M+H]" C1sH1,0¢ calculada 289.0707).

(E)-3-(2-Hidroxifenil)-1-(2’,4’,5’-trihidroxifenil)-2-propenona (2.27)

Preparado a partir de 2.17 (200 mg) usando
10 equivalentes de BBr;. Solido amorfo rojizo

| O (38 mg). Rdto. 23%. (P.f.> 212°C“)
OH

O OH Purificaciébn por cromatografia flash en fase
OH

reversa. Eluyente: gradiente de 10 a 30% de
ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tr = 5.36 min (gradiente de 15 a
95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) &: 6.32 (s, 1H, 6'-
H), 6.87 (t, 1H, J = 7.4 Hz, 5-H), 6.94 (d, 1H, J = 8.2 Hz, 3-H), 7.27 (ddd, 1H, J
= 8.2, 7.4, 1.5 Hz, 4-H), 7.45 (s, 1H, 3-H), 7.80 (d, 1H, J = 15.7 Hz, H,), 7.80
(dd, 1H, J = 1.5 Hz, 6-H), 8.06 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hg), 8.76 (s, 1H, OH),
10.31 (s, 1H, OH), 10.52 (s, 1H, OH), 13.13 (s, 1H, OH) ppm. ®C-NMR: (75
MHz, DMSO-dg) &: 103.11 (C-3'), 111.72 (C-1), 115.07 (C-6"), 116.26 (C-3),
119.48 (C-5), 120.36 (C-1’), 121.41 (Cy), 129.30 (C-4), 132.00 (C-6), 138.40
(Cp), 139.02 (C), 154.99 (C), 157.30 (C), 159.34 (C), 191.36 (CO) ppm. EM
(ESM): m/z 273.4 (M+H)". HRMS (ES+) m/z encontrada 273.0752 ([M+H]"
C1sH1,05 calculada 273.0757).
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(E)-1-(2’,5’-Dihidroxifenil)-3-(2,4,6-trimetoxifenil)-2-propenona (2.28)

Preparado a partir de 2.19 (200 mg) y obtenido
junto a 2.29 y 2.30 usando 12 equivalentes de
BBr;. Aceite (3 mg). Rdto. 2%. Purificacion por
cromatografia flash en fase reversa. Eluyente:
gradiente de 10 a 40% de ACN en H,O (0.05%
TFA). HPLC (Sunfire): tg = 4.70 min (gradiente

de 15 a 95% de A en B en 5 min). '"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) &: 3.87 (s,
3H, OMe), 3.94 (s, 6H, 2-OMe), 6.34 (s, 2H, 3-H y 5-H), 6.82 (d, 1H, J = 8.9
Hz, 3'-H), 6.99 (dd, 1H, J = 8.9, 2.9 Hz, 4’-H), 7.26 (d, 1H, J = 2.9 Hz, 6'-H),
7.91 (d, 1H, J = 15.6 Hz, H,), 8.20 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hg), 9.27 (s, 1H, OH),
12.24 (s, 1H, OH) ppm. "*C-RMN (100 MHz, DMSO-ds) &: 55.73 (OMe), 56.26
(OMe), 91.18 (C-3 y C-5), 105.09 (C-1), 113.72 (C-6’), 118.62 (C-3'), 119.06
(C-1), 120.49 (C,), 124.14 (C-4’), 136.09 (Cg), 149.34 (C), 155.06 (C), 156.33
(C), 161.75 (C), 163.94 (C), 194.04 (CO) ppm. EM (ES*): m/z 331.3 (M+H)".

(E)-1-(2’,5’-Dihidroxifenil)-3-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-2-propenona

(2.29)

OH

Preparado a partir de 2.19 (200 mg) y obtenido
junto a 2.28 y 2.30 usando 12 equivalentes de
BBrs;. Aceite (33 mg). Rdto. 18%. Purificacion
por cromatografia flash en fase reversa.
Eluyente: gradiente de 10 a 40% de ACN en
H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tr = 4.41

min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 5 min). '"H-RMN (400 MHz, DMSO-
de) 8: 3.79 (s, 3H, OMe), 3.90 (s, 3H, OMe), 6.17 (s, 1H, 3-H), 6.18 (s, 1H, 5-
H), 6.81 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3'-H), 6.99 (dd, 1H, J = 8.9, 2.9 Hz, 4-H), 7.23 (d,
1H. J = 2.9 Hz, 6-H), 7.93 (d, 1H, J = 15.6 Hz, H,), 8.22 (d, 1H, J = 15.6 Hz,
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Hg), 9.24 (s, 1H, OH), 9.35 (s, 1H, OH), 12.34 (s, 1H, OH) ppm. "*C-RMN (100
MHz, DMSO-ds) &: 55.35 (OMe), 56.03 (OMe), 90.43 (C-3), 93.77 (C-5),
104.47 (C-1), 113.65 (C-6’), 118.19 (C,), 118.57 (C-3), 120.43 (C-1’), 124.04
(C-4’), 137.08 (Cg), 149.27 (C), 155.11 (C), 160.87 (C), 161.74 (C), 163.47
(C), 193.93 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 317.4 (M+H)". HRMS (ES+) m/z
encontrada 317.1005 ([M+H]" C,7H160¢ calculada 317.1020).

(E)-1-(2’,5’-Dihidroxifenil)-3-(2,6-dihidroxi-4-metoxifenil)-2-propenona
(2.30)

Preparado a partir de 2.19 (200 mg) y obtenido

O OH junto a 2.28 y 2.29 usando 12 equivalentes de

OH | O BBrs. Aceite (89 mg). Rdto. 47%. Purificacion

O por cromatografia flash en fase reversa.

~o OH OH Eluyente: gradiente de 10 a 40% de ACN en

H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tx = 3.83
min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 5 min). 'H-RMN (400 MHz, DMSO-
de) &: 3.71 (s, 3H, OMe), 6.03 (s, 2H, 3-H y 5-H), 6.81 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3'-H),
6.98 (dd, 1H, J = 8.9, 2.8 Hz, 4-H), 7.21 (d, 1H, J = 2.8 Hz, 6"-H), 7.95 (d, 1H,
J = 15.5 Hz, H,), 8.24 (d, 1H, J = 15.5 Hz, Hg), 12.43 (s, 1H, OH), 13.30 (s,
1H, OH), 13.42 (s, 1H, OH), 13.69 (s, 1H, OH) ppm. "*C-RMN (100 MHz,
DMSO-dg) &: 55.05 (OMe), 93.01 (C-3, C-5), 104.08 (C-1), 113.61 (C-6’),
117.49 (C,), 118.53 (C-3"), 120.41 (C-1’), 123.98 (C-4), 138.11 (Cp), 140.12
(C), 149.23 (C), 155.16 (C), 160.78 (C), 163.13 (C), 194.01 (CO) ppm. EM
(ES): m/z 303.4 (M+H)". HRMS (ES+) m/z encontrada 303.0868 ([M+H]"
C16H1406 calculada 303.0863).
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Preparacion de (2)-1-(2’,5’-dihidroxifenil)-3-(2,4-dihidroxifenil)-2-
propenona (Z-2.23)

Se prepara una disolucion de 2.23 (30 mg) en PBS (cloruro sédico,
cloruro de potasio, fosfato sddico y fosfato de potasio) y se mantiene durante
15 dias a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se liofiliza para
eliminar el agua. Al liofilizado se le afiade MeOH y se filtra. La disolucion de
MeOH, que conserva aun parte de las sales, se purifica por cromatografia
flash (Biotage) en fase reversa con un gradiente de 2 a 25% de ACN en H,0O
(0.05% TFA).

Sélido amorfo (5 mg). Rdto. 16%. (P.f..> 235
oCc)), HPLC (Sunfire): tg = 3.13 min (gradiente
de 15 a 95% de A en B en 5 min). '"H-RMN (500
MHz, DMSO-dg) 6: 6.26 (dd, 1H, J = 8.4, 2.4 Hz,
5-H), 6.33 (d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-H), 6.80 (d, 1H, J
= 8.8 Hz, H,), 6.90 (d, 1H, J = 8.8 Hz, Hg), 6.99
(dd, 1H, J =8.4, 3.2 Hz, 4-H), 7.11 (d, 1H, J =
8.9 Hz, 3-H), 7.18 (d, 1H, J = 3.1 Hz, 6’-H), 7.22 (d, 1H, J = 8.4 Hz, 6-H), 9.23
(s, 1H, OH), 9.41 (s, 1H, OH), 9.64 (s, 1H, OH), 11.33 (s, 1H, OH) ppm. EM
(ES"): m/z 273.5 (M+H)".

2.6.3 Sintesis de las (Z)-Chalconas 2.35y 2.36

Procedimiento General: A una disolucién de 2,4-dihidroxibenzaldehido
(0.4 g, 2.93 mmol) y la correspondiente hidroxiacetofenona (0.2 g, 1.468
mmol) en 1,4-dioxano (12 mL), se afiade BF3;Et,O (0.91 mL, 7.34 mmol). La
reaccion se mantiene a temperatura ambiente durante 24 horas. Transcurrido
este tiempo el solido formado se separa por filtracién, se lava con CH,Cl, y

H.0, y se seca a vacio.
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(2)-3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(3’-hidroxifenil)-2-propenona (Z-2.35)

Sdlido rojizo (188 mg). Precipitado con CH,Cl,.
Rdto: 50%. (P.f..> 202°C“*)). HPLC (Sunfire): tg =
2.09 min (gradiente de 15 a 95% de Aen B en 5
min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) &: 7.26 (ddd,
1H, J = 8.1, 2.2, 0.9 Hz, 4-H), 7.49 (dd, 1H, J = 9.0,
2.2 Hz, 5-H) 7.52-7.59 (m, 2H, 3-H, 5-H), 7.82 (i,
1H, J = 2.2 Hz, 2"-H), 7.96 (m, 1H, 6-H), 8.29 (d,
1H, J = 9.0 Hz, 6-H), 8.57 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H,), 9.37 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Hp),
9.92 (s, 1H, OH), 10.28 (sa, 2H, OH) ppm. *C-RMN (125 MHz, DMSO-dg) &:
102.60 (C-3), 112.70 (C-1), 113.32 (C), 115.00 (C-2’), 119.06 (C-1’), 120.16
(C-5), 120.33 (C-5'), 122.70 (C-4’), 123.01 (C-6’), 133.30 (C-6), 154.90 (Cp),
158.49 (C), 159.49 (C), 161.49 (C), 188.3 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 239.3
(M+H-H,0)*. HRMS (ES+) m/z encontrada 239.0698 ([M+H-H,0]" C;5H3,0,
calculada 239.0703).

(Z)-3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(4’-hidroxifenil)-2-propenona (Z-2.36)

Solido rojizo (300 mg). Precipitado con CHCls.
Rdto: 80%. (P.f.:> 214°C®). HPLC (Sunfire): tg =
1.20 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 5
min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) &: 7.10 (d, 2H, J
= 9.0 Hz, 2-H y 6’-H), 7.40 (dd, 1H, J = 8.9, 2.3 Hz,
5-H), 7.52 (d, 1H, J = 2.3 Hz, 3-H), 8.18 (d, 1H, J =
8.9 Hz, 6-H), 8.47 (d, 2H, J = 9.0 Hz, 3-H, 5-H),
8.47 (d, 1H, J = 8.7 Hz, H,), 9.19 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Hy) ppm. *C-NMR (125
MHz, DMSO-dg) &: 102.93 (C-3), 112.68 (C-1), 113.93 (C,), 117.70 (C-3’, C-
5’), 120.01 (C-1’), 121.38 (C-5), 130.84 (C-6), 133.02 (C-2’), 133.19 (C-6"),
153.59 (Cg), 159.10 (C), 161.84 (C), 166.38 (C), 187.83 (CO) ppm. EM (ES™):
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m/z 239.3 (M+H-H,O)*. HRMS (ES+) m/z encontrada 239.0705 ([M+H-H,0]"
C1sH1,04 calculada 239.0703).

2.6.4 Sintesis de Chalconas E-2.35, E-2.36 y E-2.38

Procedimiento General: A una disoluciéon de 2,4-MOM-benzaldehido
(0.55 g, 2.1 mmol) en EtOH (10 mL), se afiade la correspondiente
acetofenona (0.3 g, 1.8 mmol). La disolucién se enfria a 0°C y se le afiade,
lentamente, KOH 50% (1.95 mL). Tras 15 horas de agitacion a temperatura
ambiente, se le afiade HCI 10% (5 mL) y se calienta a 60°C durante 6 horas.
A continuacion, se evapora el EtOH y se neutraliza el medio &cido con una
disolucién de NaHCO; 10%. La fase acuosa se extrae con AcOEt y la fase
organica resultante se lava con agua y disolucion saturada de NaCl. Se seca
sobre MgSQO, y se evapora el disolvente a sequedad. El residuo resultante se
purifica mediante cromatografia flash en fase reversa utilizando el eluyente

indicado en cada caso.

(E)-3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(2’-hidroxifenil)-2-propenona (E-2.38)

o Obtenido junto al compuesto 2.39. Sdlido
amorfo rojizo (45 mg). Rdto. 12%. (P.f.: >

|H0 O 92°C?). Eluyente: gradiente de 2 a 50% de
O ACN en H,0 (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tg=

Ho oH 8.47 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en
10 min). "H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) &: 6.30 (dd, 1H, J = 8.3, 2.3 Hz, 5-H),
6.36 (d, 1H, J = 2.3 Hz, 3-H), 6.98 (m, 2H, 4-H y 6'-H), 7.50 (td, 1H, J = 8.3,
7.8, 1.6 Hz, 5-H), 7.73 (d, 1H, J = 8.3 Hz, 6-H), 7.77 (d, 1H, J = 15.4 Hz, H,),
8.13 (d, 1H, J = 15.4 Hz, H;), 8.14 (dd, 1H, J = 7.3, 1.2 Hz, 3-H), 10.07 (s, 1H,
OH), 10.31 (s, 1H, OH), 12.98 (s, 1H, OH) ppm. *C-RMN (100 MHz, DMSO-
de) 8: 102.44 (C-3), 108.28 (C-5), 113.23 (C-3’), 115.69 (C-6'), 117.77 (C-4),
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119.03 (C-5’), 120.56 (C,), 130.29 (C-6), 130.81 (C-1), 135.89 (Cg), 141.39 (C-
1"), 159.71 (C), 162.20 (C), 162.20 (C), 193.66 (CO) ppm. EM (ES"): m/z
257.3 (M+H)*, 239.3 (M+H-H,0). HRMS (ES+) m/z encontrada 239.0705
([IM+H-H,0O]" C15H,,0, calculada 239.0703).

2-(2,4-dihidroxifenil)-4-cromanona (2.39)

Obtenido junto al compuesto 2.38. Aceite (15 mg).

Rdto: 10%. Eluyente: gradiente de 2 a 30% de

O ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tg =

O o) 7.55 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10

HO OH min). '"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) &: 2.65 (dd,

1H, J = 16.8, 2.8 Hz, B-H), 3.27 (dd, 1H, J= 16.8, 13.7 Hz, p-H), 5.66 (dd, 1H,

J=13.5, 2.7 Hz, a-H), 6.27 (dd, 1H, J = 8.3, 2.3 Hz, 5-H), 6.34 (d, 1H, 2.3 Hz,

3-H), 7.08 (t, 1H, J = 7.6 Hz, 3-H), 7.08 (m, 1H, 2’-H), 7.23 (d, 1H, J = 8.3 Hz,

6-H), 7.56 (m, 1H, 4'H), 7.78 (dd, 1H, J = 7.8, 1.7 Hz, 5'-H), 9.41 (s, 1H, OH),
9.65 (s, 1H, OH) ppm. EM (ES"): m/z 257.2 (M+H)".

(E)-3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(3’-hidroxifenil)-2-propenona (E-2.35)

o Sdlido amorfo rojizo (65 mg). Rdto. 18%. (P.f.: >
75°CY). Eluyente: gradiente de 2 a 50% de

| O ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tg=
O OH 6.62 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en

Ho oH 10 min). "H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) §: 6.31
(dd, 1H, J = 8.5, 2.1 Hz, 5-H), 6.38 (d, 1H, J = 2.1 Hz, 3-H), 6.97 (dd, 1H, J =
7.8, 1.2 Hz, 4-H), 7.30 (t, 1H, J = 7.8 Hz, 5'-H), 7.34 (d, 1H, J = 1.2 Hz, 2’-H)
7.45 (dd, 1H, J = 7.8, 1.2 Hz, 6'-H), 7.56 (d, 1H, J = 15.6 Hz, H,), 7.64 (d, 1H,
J = 8.5 Hz, 6-H), 7.92 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hg), 9.77 (s, 1H, OH), 9.99 (s, 1H,
OH), 10.23 (s, 1H, OH) ppm. *C-RMN (100 MHz, DMSO-ds) &: 102.50 (C-3),
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108.03 (C-5), 113.34 (C-1), 114.41 (C-2’), 117.37 (C,), 119.11 (C-6’), 119.64
(C-4’), 120.94 (C-5'), 129.76 (C-6), 130.61 (C-1)), 140.21 (Cy), 157.65 (C),
159.20 (C), 161.44 (C), 189.23 (CO) ppm. EM (ES*): m/z 257.3 (M+H)*, 239.3
(M+H-H,0). HRMS (ES+) m/z encontrada 257.0801 ([M+H]® CisH1,04
calculada 257.0808).

(E)-3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(4’-hidroxifenil)-2-propenona (E-2.36)

o Sdlido amorfo rojizo (25 mg). Rdto. 20%.

(Pf: > 185°CY, P.f.Lit**3 187-188°C).

| O OH Eluyente: gradiente de 2 a 50% de ACN en

"o O oH H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): ts= 1.00

min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10

min). "H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) &: 6.30 (dd, 1H, J = 8.7, 2.3 Hz, 5-H),

6.37 (d, 1H, J = 2.3 Hz, 3-H), 6.87 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 2"-H, 6'-H), 7.61 (d, 1H,

J =15.9 Hz, H,), 7.91 (d, 1H, J = 15.9 Hz, Hg), 7.95 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 6-H),

7.96 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 3'-H, 5’-H), 9.93 (s, 1H, OH) 10.15 (s, 1H, OH), 10.33

(s, 1H, OH) ppm. *C-RMN (100 MHz, DMSO-dg) &: 102.52 (C-3), 107.94 (C-

5), 113.53 (C-1), 115.32 (C-5’, C-3), 117.12 (C,), 129.84 (C-6), 130.18 (C-1),

130.76 (C-2’, C-6"), 138.93 (Cg), 158.93 (C), 161.15 (C), 161.69 (C), 187.39

(CO) ppm. EM (ES"): m/z 239.3 (M+H-H,0). HRMS (ES+) m/z encontrada
239.0701 ([M+H-H,0]" C45H,,0, calculada 239.0703).

2.6.5 Sintesis de Acetamido Chalconas

A una disolucién de 4-acetamidobenzaldehido (0.31 g, 1.91 mmol) en
EtOH (25 mL), se afiade 2,5-dimetoxiacetofenona (0.3 g, 1.66 mmol). La
disolucion se enfria a 0°C y le se afade, lentamente, NaOH 40% (1.87 mL).
Tras 15 horas de agitacion a temperatura ambiente se afiade agua y se

evapora el etanol. La fase acuosa se extrae con AcOEt y, tras separacion, la
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fase orgéanica resultante se lava con agua y disolucion saturada de NaCl. Se
seca sobre MgSO, y se evapora el disolvente a sequedad. El residuo
resultante se purifica mediante cromatografia flash (Biotage) empleando
como eluyente un gradiente de 10 a 100% de AcOEt en hexano. Se aislaron

los productos 2.41 y 2.42 que se describen a continuacion.

(E)-3-(4-Acetamidofenil)-1-(2’,5’-dimetoxifenil)-2-propenona (2.41)

Sélido amarillo (54 mg). Rdto. 10%. P.f.
(153-156°C, MeOH, p.f.Lit***, 154-155°C)
HPLC (Sunfire): tr = 4.42 min (gradiente de
15 a 95% de A en B en 5 min). '"H-RMN (300
MHz, DMSO-dg) 8: 2.07 (s, 3H, CH3), 3.75 (s,
3H, OMe), 3.81 (s, 3H, OMe), 7.02 (d, 1H, J
= 2.4 Hz, 6"-H), 7.08 — 7.15 (m, 2H, 3-H y 4-H), 7.29 (d, 1H, J = 15.9 Hz, H,),
7.44 (d, 1H, J = 15.9 Hz, Hg), 7.66 (m, 4H, 2-H, 3-H, 5-H, 6-H), 10.16 (s, 1H,
NH) ppm. EM (ES*): m/z 325.3 (M+H)".

(E)-3-(4-Aminofenil)-1-(2’,5’-dimetoxifenil)-2-propenona (2.42)

Sélido amarillo (33 mg). Rdto. 7%. P.f.: (110-
112 °C, MeOH, p.f.Lit**°, semisélido). HPLC
(Sunfire): tg = 4.45 min (gradiente de 15 a
95% de A en B en 5 min). "H-RMN (300 MHz,
CDCl;) & 3.80 (s, 3H, OMe), 3.83 (s, 3H,
OMe), 6.65 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 3-H y 5-H),
6.92 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 3’-H), 7.00 (dd, 1H, J = 9.0, 3.0 Hz, 4-H), 7.13 (d, 1H,
J=3.0 Hz, 6-H), 7.18 (d, 1H, J = 15.8 Hz, H,), 7.41 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 2-H y
6-H), 7.55 (d, 1H, J = 15.8 Hz, Hg) ppm. EM (ES™): m/z 283.3 (M+H)".

H,N
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(E)-3-(4-Acetamidofenil)-1-(2’,5’-dihidroxifenil)-2-propenona (2.43)

o on Obtenido a partir del compuesto 2.41 (40 mg)
usando 10 equivalentes de BBrs, siguiendo el
| O procedimiento general descrito en la pagina
)OJ\ O OH 83. Sdlido rojizo (14 mg) gue no necesito
H purificacion ulterior. Rdto. 38%. (P.f. >237
oC@) HPLC (Sunfire): tx = 4.18 min
(gradiente de 15 a 95% de A en B en 5 min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) §:
2.08 (s, 3H, COCHy), 6.84 (d, 1H, J = 8.8 Hz, 3’-H), 7.04 (dd, 1H, J = 8.8, 2.9
Hz, 4’-H), 7.50 (d, 1H, J = 2.9 Hz, 6'-H), 7.68 (d, 2H, J = 8.6 Hz, 2-H y 6-H),
7.74 (d, 1H, J = 15.6 Hz, H,), 7.80 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hg), 7.83 (d, 2H, J =
8.6 Hz, 3-H y 5-H), 10.20 (s, 1H, NH), 11.87 (s, 1H, OH) ppm. "*C-RMN (125
MHz, DMSO-dg) &: 24.16 (C-CHs), 115.01 (C-6’), 118.27 (C-3'), 118.83 (C-2 y
C-6), 120.07 (C,), 120.89 (C-1), 124.27 (C-4’), 129.08 (C-1’), 130.10 (C-3y C-
5), 141.84 (C), 144.35 (Cg), 149.45 (C), 154.66 (C), 168.70 (C-CO amida),
193.11 (C-CO cetona) ppm. EM (ES’): m/z 298.5 (M+H)".

(E)-3-(4-Aminofenil)-1-(2’,5’-dihidroxifenil)-2-propen-1-ona (2.44)

Obtenido junto con 2.45 a partir del
O OH

compuesto 2.42 (30 mg), usando 8

| O equivalentes de BBrs;, siguiendo el

O OH procedimiento general descrito en la pagina
H,N 83. Sélido rojizo (15.8 mg). Rdto. 58%. (P.f.>

252°C®).  Purificacién por cromatografia
circular centrifuga. Eluyente: MeOH:CH,ClI,(1:60). HPLC (Sunfire): tr = 4.22
min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 5 min). '"H-RMN (300 MHz, DMSO)
§:6.03 (s.a, 2H, NH,), 6.60 (d, 2H, J = 8.3 Hz, 3-H y 5-H), 6.79 (d, 1H, J = 8.9
Hz, 3'-H), 7.00 (dd, 1H, J = 8.9, 2.7 Hz, 4’-H), 7.50 (d, 1H, J = 2.7 Hz, 6’-H),
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7.56 - 7.60 (M, 3H, 2-H, 6-H y H,), 7.72 (d, 1H, J = 14.8 Hz, Hg), 9.11 (s, 1H,
OH), 12.37 (s, 1H, OH) ppm. EM (ES™): m/z 256.4 (M+H)".

(E)-3-(4-Aminofenil)-1-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-2-propenona (2.45)

Obtenido junto con 2.44 a partir del
compuesto 2.42 (30 mg), usando 8
equivalentes de BBrs, siguiendo el
procedimiento general descrito en la pagina
H,N 83. Solido rojizo (12 mg). Rdto. 40%.
(P.f.:207-209°C). Purificacién por cromatografia circular centrifuga. Eluyente:
MeOH:CH,CI, (1:100). HPLC (Sunfire): tr = 5.00 min (gradiente de 15 a 95%
de A en B en 5 min). '"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) d: 3.82 (s, 3H, OMe), 6.03
(s, 2H, NHy), 6.61 (d, 2H, J = 8.6 Hz, 2-H y 6-H), 6.90 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 3'-H),
7.17 (dd, 1H, J = 9.0, 3.0 Hz, 4’-H), 7.64 — 7.69 (m, 4H, 3-H, 5-H, 6’-H y H,),
7.77 (d, 1H, J = 15.2 Hz, Hg), 12.71 (s, 1H, OH) ppm. *C-RMN (100 MHz,
DMSO-dg) 4: 55.92 (OMe), 112.93 (C-3, C-5), 113.54 (C-2, C-6), 114.07 (C,),
118.55 (C-3), 120.24 (C-1), 121.71 (C-1’), 123.42 (C-4’), 131.96 (C-6),
147.12 (Cg), 151.53 (C), 152.66 (C), 156.45 (C), 192.78 (CO) ppm. EM (ES*):
m/z 270.4 (M+H)".

2.6.6 Sintesis de Indolil chalconas

A una disolucién de 5-metoxi-1H-indol-3-carboxaldehido (0.241 g, 1.38
mmol) en MeOH (4 mL), bajo atmésfera de Argdén se le afade 2,5-
dimetoxiacetofenona (0.250 g, 1.38 mmol). Lentamente se adiciona piperidina
y la mezcla de reaccion se somete a 5 ciclos de 40 minutos a 115° C en un
reactor microondas. Tras los ciclos se neutraliza el exceso de piperidina con
acido acético. El disolvente se evapora bajo presion reducida. El residuo

resultante se trata con ACOEt y la fase organica se lava con agua y disolucion
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saturada de NaCl. Se seca sobre MgSO, y se evapora el disolvente a
sequedad. El residuo resultante se cristaliza en MeOH.

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(5-metoxi-1H-indol-3-il)-2-propenona (2.47)

Solido cristalino amarillo (468 mg). Rdto: 41%.
(P.f.. 145-147 °C, MeOH). HPLC (Sunfire): tg=
8.91 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10
min). "H-RMN: (300 MHz, DMSO-d¢) &: 6.77 (dd,
1H, J =8.7, 2.5 Hz, 6-H), 6.82 (d, 1H, J = 8.7 Hz,
7-H), 7.00 (dd, 1H, J = 8.7, 2.9 Hz, 4-H), 7.31 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 3-H), 7.31,
(d, 1H, J = 2.5 Hz, 4-H), 7.41 (d, 1H, J = 2.9 Hz, 6'-H), 7.45 (d, 1H, J = 15.2
Hz, H,), 8.06 (d, 1H, J = 3.0 Hz, 2-H), 8.10 (d, 1H, J = 15.2 Hz, H), 11.35 (d,
1H, J = 3.0 Hz, NH) ppm. EM (ES*): m/z 337.4 (M+H)".

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(5-metoxi-1H-indol-3-il)-2-propenona (2.48)

OH Preparado a partir de 247 (250 mg) por

HO i tratamiento con 10 equivalentes de BBr; siguiendo
Q \ O el procedimiento general que se describe en la
y | OH | Pagina 83. Sélido rojizo (180 mg) que no necesito

H de purificacion ulterior. Rdto: 80%. (P.f.: >240

oC®, MeOH). HPLC (Sunfire): tg= 5.45 min (gradiente de 15 a 95% de A en B
en 10 min). "H-RMN: (400 MHz, DMSO-d¢) &: 6.77 (dd, 1H, J = 8.7, 2.5 Hz, 6-
H), 6.82 (d, 1H, J = 8.7 Hz, 7-H), 7.00 (dd, 1H, J = 8.7, 2.9 Hz, 4-H), 7.31 (d,
1H, J = 8.7 Hz, 3-H), 7.31, (d, 1H, J = 2.5 Hz, 4-H), 7.41 (d, 1H, J = 2.9 Hz, 6'-
H), 7.45 (d, 1H, J = 15.2 Hz, H,), 8.06 (d, 1H, J = 3.0 Hz, 2-H), 8.10 (d, 1H, J =
15.2 Hz, Hg), 11.35 (d, 1H, J = 3.0 Hz, NH) ppm. *C-NMR (100 MHz, DMSO-
de) 5: 104.74 (C-4), 112.45 (C-3), 112.73 (C-3'), 112.84 (C-6'), 113.18 (C-6),
113.97 (C,), 118.38 (C-7), 120.55 (C-1), 123.66 (C-4), 126.06 (C), 131.80
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(C), 134.85 (C-2), 140.70 (Cg), 149.26 (C), 152.88 (C), 154.98 (C), 192.48
(CO) ppm. EM (ES"): m/z 296.4 (M+H)".

2.6.7 Sintesis de 1,3-difenil-1-propanonas

Método A: A una disoluciébn de la correspondiente chalcona (0.304
mmol) en MeOH (30 mL), se le afiade Pd/C al 10% (10% en peso). La
suspension se hidrogena a temperatura ambiente y a 15 psi durante 4 horas.
Tras la filtracion del catalizador, se evapora el disolvente y el residuo
resultante se purifica mediante cromatografia flash empleando el sistema de

eluyentes indicado en cada caso.

Método B: A una disolucién de la correspondiente chalcona (0.304
mmol) en MeOH (30 mL), se le afiade Pd/C al 10% (10% en peso) y Ph,S
(0.003 mmol). La suspension se hidrogena a temperatura ambiente y a 20 psi
durante 24 horas. Tras la filtracién del catalizador, se evapora el disolvente y
el residuo resultante se purifica mediante cromatografia flash (Biotage)

empleando el sistema de eluyentes indicado en cada caso.

1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(2,4-dimetoxifenil)-1-propanol (2.49)

Obtenido junto con 2.50 a partir de 2.14 (100
mg). Sdlido amorfo blanco (47 mg). Rdto. 47%
(Método A). Purificacién por cromatografia flash

en cartuchos de gel de silice. Eluyente:

gradiente de 0 a 25% de AcOEt en hexano.
HPLC (Sunfire): tr = 9.49 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min).
'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) &: 1.70 (m, 1H, H, Pr), 1.83 (m, 1H, H, Pr), 2.49
(m, 1H, Hs Pr), 2.60 (m, 1H, Hs Pr), 4.84 (dd, 1H, J= 8.1, 3.9 Hz, H, Pr), 3.70
(s, 3H, OMe), 3.71 (s, 3H, OMe), 3.73 (s, 3H, OMe), 3.74 (s, 3H, OMe), 6.42
(dd, 1H, J = 8.2, 2.5 Hz, 5-H), 6.49 (d, 1H, J = 2.5 Hz, 3-H), 6.73 (dd, 1H, J =
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8.8, 3.2 Hz, 4-H), 6.85 (d, 1H, J = 8.8 Hz, 3"-H), 6.98 (d, 1H, J = 8.2 Hz, 6-H),
7.02 (d, 1H, J = 3.2 Hz, 6’-H) ppm. *C-RMN: (100 Hz, DMSO-de) &: 25.59 (C;
Pr), 37.93 (C, Pr), 55.07 (OMe), 55.24 (OMe), 55.79 (OMe), 65.96 (C; Pr),
98.26 (C-6'), 104.15 (C-4’), 111.46 (C-5), 111.51 (C-6), 112.28 (C-3'), 122.46
(C-1), 129.42 (C-3), 135.83 (C-1’), 149.60 (C), 153.21 (C), 157.91 (C), 158.67
(C) ppm. EM (ES+): m/z 355.6 (M+Na)".

1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(2,4-dimetoxifenil)-1-propanona (2.50)

Sélido amorfo blanco Método A: 20 mg; Rdto.
19%. Obtenido junto con 2.49 a partir de 100
mg de 2.14, Método B: 79 mg; Rdto. 78%.
Purificacion por cromatografia flash en

cartuchos de gel de silice. Eluyente:
gradiente de 0 a 25% de AcOEt en hexano. HPLC (Sunfire): tx = 9.87 min
(gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds)
8: 2.75 (t, 2H, Hy), 3.11 (t, 2H, H,), 3.72 (s, 6H, OMe), 3.75 (s, 3H, OMe), 3.80
(s, 3H, OMe), 6.42 (dd, 1H, J = 8.2, 2.4 Hz, 5-H), 6.50 (d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-H),
7.01 (d, 1H, J = 8.4 Hz, 6-H), 7.03 (m, 1H, 4’-H), 7.10 (m, 2H, 3’-H y 6’-H)
ppm. *C-NMR: (100 MHz, DMSO-ds) &: 24.15 (Cp), 43.31 (C,), 55.07 (OMe),
55.26 (OMe), 55.50 (OMe), 56.22 (OMe), 98.26 (C-3), 104.28 (C-5), 113.48
(C-6"), 113.91 (C-3'), 119.02 (C-4’), 121.02 (C-1), 128.46 (C-1"), 129.80 (C),
129.80 (C-6), 152.23 (C), 157.89 (C), 158.97 (C), 201.12 (CO) ppm. EM
(ES+): m/z 331.4 (M+H)", 353.5 (M+Na)".
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3-(2-Metoxifenil)-1-(2’,4’,5’-trimetoxifenil)-1-propanona (2.52)

Sdlido blanco (43 mg). Rdto: 43%. (Método B)
(P.f.:111-113°C). Purificacion por cromatografia
flash en cartuchos de gel de silice. Eluyente:

(o) gradiente de 0 a 30% de AcOEt en hexano.
HPLC (Sunfire): tz= 9.66 min (gradiente de 15
a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (500
MHz, DMSO-dg) &: 2.82 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Hy), 3.13 (t, 2H, J = 7.6 Hz, H,),
3.71 (s, 3H, OMe), 3.77 (s, 3H, OMe), 3.87 (s, 6H, OMe), 6.74 (s, 1H, 6'-H),
6.85 (td, 1H, J = 7.4, 1.1 Hz, 5-H), 6.94 (dd, 1H, J = 8.2, 1.1 Hz, 3-H), 7.13
(dd, 1H, J = 7.4, 1.1 Hz, 6-H), 7.17 (ddd, 1H, J = 8.2, 7.4, 1.7 Hz, 4-H), 7.21
(s, 1H, 3-H) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 25.05 (Cy), 43.27 (C,),
55.29 (OMe), 55.89 (OMe), 55.99 (OMe), 56.51 (OMe), 97.78 (C-3'), 110.64
(C-3), 112.27 (C-6’), 120.33 (C), 120.33 (C), 127.33 (C-4), 129.32 (C-5),
129.66 (C-6), 142.62 (C), 153.83 (C), 155.04 (C), 157.17 (C), 198.28 (CO)
ppm. EM (ES+): m/z 331.4 (M+H)".

~ _O

1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(2,6-dimetoxifenil)-1-propanona (2.53)

Sdélido blanco (79 mg). Rdto: 79%. (Método B)
(P.f.: 100-103°C). Purificacion por
cromatografia flash en cartuchos de gel de
silice. Eluyente: gradiente de 0 a 30% de
AcOEt en hexano. HPLC (Sunfire): tg= 10.00
min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-
de) 8: 2.83 (m, 2H, Hg), 2.98 (t, 2H, H,), 3.73 (s, 9H, OMe), 3.77 (s, 3H, OMe),
6.61 (d, 2H, J = 8.3 Hz, 3-H y 5-H), 7.06 (dd, 1H, J = 2.7, 1.0 Hz, 4-H), 7.09
(d, 1H, J = 1.0 Hz, 6-H), 7.09 (d, 1H, J = 2.7 Hz, 3-H), 7.14 (t, 1H, J = 8.3 Hz,
4-H) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) 5: 17.94 (Cg), 42.53 (C,), 55.64 (2C,
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OMe), 55.67 (OMe), 56.22 (OMe), 103.89 (C-3, C-5), 113.65 (C-6'), 113.84
(C-3)), 116.34 (C-1), 119.12 (C-4’), 127.30 (C-4), 128.35 (C-1"), 152.34 (C),
152.90 (C), 157.78 (2C), 201.48 (CO) ppm. EM (ES+): m/z 331.4 (M+H)*,
353.4 (M+Na)".

1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(2,4,6-trimetoxifenil)-1-propanona (2.54)

Soélido blanco (37 mg). Rdto: 33%. (Método B)
(P.f.: 134-137°C). Purificacion por cromatografia
flash en cartuchos de gel de silice. Eluyente:
gradiente de 0 a 30% de AcOEt en hexano.
HPLC (Sunfire): tg= 9.98 min (gradiente de 15
a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (500
MHz, DMSO-dg) &: 2.74 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Hy), 2.94 (t, 2H, J = 7.7 Hz, H,),
3.72 (s, 6H, 2-OMe), 3.73 (s, 3H, OMe), 3.75 (s, 3H, OMe), 3.78 (s, 3H, OMe),
6.19 (s, 2H, 3-H y 5-H), 7.05 (dd, 1H, J = 2.7, 1.1 Hz, 4-H), 7.09 (d, 1H, J =
1.1 Hz, 6-H), 7.09 (d, 1H, J = 2.7 Hz, 3'-H) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-
de) &: 17.64 (C;), 42.93 (C,), 55.17 (OMe), 55.53 (OMe), 55.61 (OMe), 55.61
(OMe), 56.20 (OMe), 90.70 (C-3, C-5), 108.46 (C-1), 113.61 (C-6’), 113.80 (C-
3’), 119.06 (C-4’), 128.37 (C-1°), 152.31 (C), 152.87 (C), 158.28 (2C), 159.26
(C), 201.61 (CO) ppm. EM (ES+): m/z 361.4 (M+H)", 383.4 (M+Na)".

3-(2,4-Dimetoxifenil)-1-(2’,4’,5’-trimetoxifenil)-1-propanona (2.55)

Solido blanco (66.5 mg). Rdto: 61%. (Método
B) (P.f.:103-106°C). Purificacion por
cromatografia flash en cartuchos de gel de
silice. Eluyente: gradiente de 0 a 30% de
AcOEt en hexano. HPLC (Sunfire): tg= 9.51
min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10
min). "H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) &: 2.74 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Hp), 3.08 (t, 2H,
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J=7.7Hz H), 3.71 (s, 3H, OMe), 3.72 (s, 3H, OMe), 3.75 (s, 3H, OMe), 3.86
(s, 3H, OMe), 3.87 (s, 3H, OMe), 6.42 (dd, 1H, J = 8.3, 2.4 Hz, 5-H), 6.50 (d,
1H, J = 3-H), 6.74 (s, 1H, 6™-H), 7.02 (d, 1H, J = 6-H), 7.20 (s, 1H, 3’-H) ppm.
3C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds) &: 24.52 (C;), 43.67 (C,), 55.20 (OMe), 55.39
(OMe), 55.89 (OMe), 56.02 (OMe), 56.53 (OMe), 97.76 (C-3’), 98.38 (C-3),
104.42 (C-5), 112.23 (C-6’), 121.44 (C-1), 124.59 (C-1’), 130.01 (C-6), 142.61
(C), 153.82 (C), 155.04 (C), 158.01 (C), 159.01 (C), 198.46 (CO) ppm. EM
(ES+): m/z 361.4 (M+H)", 383.4 (M+Na)*.

3-(2,4-Dimetoxifenil)-1-(3’-metoxifenil)-1-propanona (2.56)

Aceite (79 mg). Rdto: 90%. (Método B).
Purificacibn  por cromatografia flash en
cartuchos de gel de silice. Eluyente: gradiente
de 0 a 30% de AcOEt en hexano. HPLC
(Sunfire): tg= 8.95 (gradiente de 15 a 95% de A
en B en 10 min). 'H-RMN (500 MHz, DMSO-ds)
8:2.80 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Hy), 3.20 (t, 2H, J = 7.6 Hz, H,), 3.72 (s, 3H, OMe),
3.76 (s, 3H, OMe), 3.82 (s, 3H, OMe), 6.43 (dd, 1H, J = 8.2, 2.4 Hz, 5-H), 6.52
(d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-H), 7.07 (d, 1H, J = 8.2 Hz, 6-H), 7.20 (ddd, 1H, J = 8.2,
2.7, 0.8 Hz, 4-H), 7.40-7.46 (m, 2H, 2’-H y 5'-H), 7.56 (dd, 1H, J =7.8, 1.3 Hz,
6’-H) ppm. *C-NMR (125MHz, DMSO-ds) &: 24.25 (Cg), 38.37 (C,), 55.12
(OMe), 55.30 (2C, OMe), 98.30 (C-3), 104.36 (C-5), 112.35 (C-6’), 119.12 (C-
4’), 120.43 (C-1), 120.86 (C-5’), 129.95 (C-6, C-2’), 138.03 (C-1’), 157.92 (C),
159.08 (C), 159.41 (C), 199.40 (CO) ppm. EM (ES+): m/z 301.4 (M+H)*,
323.4 (M+Na)".
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3-(2,4-Dimetoxifenil)-1-(4’-metoxifenil)-1-propanona (2.57)

Aceite (59.6 mg). (Lit**°). Rdto: 65%. (Método
B). Purificacion por cromatografia flash en
cartuchos de silice. Eluyente: gradiente de 0
a 30% de AcOEt en hexano. HPLC (Sunfire):
tr= 9.94 min (gradiente de 15 a 95% de A en
B en 10 min). "H-RMN (500 MHz, DMSO-d) &: 2.79 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Hy),
3.13 (t, 2H, J = 7.6 Hz, H,), 3.72 (s, 3H, OMe), 3.77 (s, 3H, OMe), 3.83 (s, 3H,
OMe), 6.42 (dd, 1H, J = 8.2, 2.4 Hz, 5-H), 6.52 (d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-H), 7.03
(d, 2H, J = 8.9 Hz, 3-H y 5"-H), 7.07 (d, 1H, J = 8.2 Hz, 6-H), 7.94 (d, 2H, J =
8.9 Hz, 2-H y 6"-H) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-d¢) &: 24.41 (C;), 38.11
(C.), 55.16 (OMe), 55.35 (OMe), 55.55 (OMe), 98.30 (C-3), 104.33 (C-5),
113.89 (C-5', C-3"), 121.03 (C-1), 129.55 (C-1’), 129.93 (C-6’, C-2’), 130.22
(C-6), 157.93 (C), 159.06 (C), 163.02 (C), 197.96 (CO) ppm. EM (ES+): m/z
301.4 (M+H)", 323.4 (M+Na)".

1-(2,5-Dihidroxifenil)-3-(2,4-dihidroxifenil)-1-propanona (2.51)

O OH Obtenido a partir de 2.50 (230 mg) usando 10

Rdto: 27%. (P.f.: 150-152°C). Purificacion por
O OH cromatografia flash en fase reversa. Eluyente:
HO OH .
gradiente de 2 a 30% de ACN en H,O (0.05%
TFA). HPLC (Sunfire): tg= 6.90 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10
min). "H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) &: 2.72 (t, 2H, J = 7.5 Hz, Hp), 3.16 (t, 2H,
J=7.5Hz H,), 6.12 (dd, 1H, J = 8.1, 2.4 Hz, 5-H), 6.27 (d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-
H), 6.80 (d, 1H, J = 8.8 Hz, 3’-H), 6.84 (d, 1H, J = 8.1 Hz, 6-H), 6.97 (dd, 1H, J

O equivalentes de BBr;. Solido rojizo (50 mg).
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= 8.8, 2.9 Hz, 4-H), 7.20 (d, 1H, J = 2.9 Hz, 6'-H), 9.02 (s, 1H, OH), 9.42 (s,
2H, OH), 11.41 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-d) &: 24.19 (Cy),
43.36 (C,), 102.13 (C-3), 106.69 (C-5), 114.43 (C-6"), 117.07 (C-1), 118.19 (C-
3), 119.73 (C-1’), 123.96 (C-4’), 129.88 (C-6), 149.12 (C), 153.44 (C), 155.60
(C), 156.32 (C), 206.31 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 275.6 (M+H)*. HRMS (ES+)
m/z encontrada 275.0917 ([M+H]" C45H1405 calculada 275.0914).

3-(2-Hidroxifenil)-1-(2’,4’,5’-trihidroxifenil)-1-propanona (2.58)

Obtenido a partir de 2.53 (55 mg) usando 10
equivalentes de BBr;. Solido anaranjado (36 mg).
O Rdto: 77%. Precipitado con CH,)Cl,. (P.f.:
O OH|  >2500c®). HPLC (Sunfire): te=  7.47 min
OH o (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). 'H-
RMN (500 MHz, DMSO-dg) &: 2.82 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Hy), 3.11 (t, 2H, J = 7.7
Hz, H.), 6.27 (s, 1H, 6'-H), 6.70 (td, 1H, J = 7.5, 1.2 Hz, 5-H), 6.78 (dd, 1H, J =
8.1, 1.2 Hz, 3-H), 7.01 (td, 1H, J = 7.5, 1.7 Hz, 4-H), 7.09 (dd, 1H, J=7.5, 1.7
Hz, 6-H), 8.82 (s, 1H, OH), 9.43 (s, 1H, OH), 10.41 (s, 1H, OH), 12.25 (s, 1H,
OH) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 25.59 (Cp), 37.76 (C,), 103.09
(C-3), 111.03 (C-6), 114.92 (C-3), 115.13 (C-1), 119.02 (C-5), 127.08 (C-1"),
127.23 (C-4), 129.92 (C-6), 138.36 (C), 154.55 (C), 155.24 (C), 157.65 (C),
203.54 (CO) ppm. EM (ES+): m/z 275.2 (M+H)*, 257.3 (M-H,O0)". HRMS
(ES+) m/z encontrada 275.0922 ([M+H]* C1sH140s calculada 275.0914).

3-(2,6-Dihidroxifenil)-1-(2’,5’-dihidroxifenil)-1-propanona (2.59)

Obtenido a partir de 2.54 (55 mg) usando 10

O OH
equivalentes de BBr;. Solido rojizo (19 mg). Rdto:
OH
O 41%. Precipitado con CH,Cl,. (P.f.: >150°C),
O OH HPLC (Sunfire): tg= 6.73 min (gradiente de 15 a
OH
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95% de A en B en 10 min). 'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) &: 2.83 (t, 2H, J =
7.7 Hz, Hg), 3.06 (t, 2H, J = 7.7 Hz, H,), 6.28 (d, 2H, J = 8.0 Hz, 3-H y 5-H),
6.78-6.80 (m, 2H, 3"-H, 4-H), 6.99 (dd, 1H, J = 8.9, 2.9 Hz, 4-H), 7.24 (d, 1H, J
=2.9 Hz, 6"-H), 9.18 (s, 1H, OH), 11.38 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (125 MHz,
DMSO-de) &: 18.59 (Cp), 38.56 (C,), 106.20 (C-3, C-5), 113.31 (C), 114.83 (C),
118.35 (C-3’), 119.79 (C-4’), 124.22 (C-6’), 126.57 (C-4), 149.35 (C), 153.83
(C), 156.21 (2C), 205.95 (CO) ppm. EM (ES+): m/z 275.2 (M+H)", 257.3 (M-
H,0)". HRMS (ES+) m/z encontrada 275.0916 ([M+H]" CysH;,0, calculada
275.0914).

3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(2’,4’,5’-trihidroxifenil)-1-propanona (2.60)

Obtenido a partir de 2.56 (60 mg) usando 12
equivalentes de BBrs;. Sélido rojizo (16 mg).
O Precipitado con CH,Cl,. Rdto: 32%. (P.f.
O L, OHl ' 2350c®). HPLC (Sunfire): tg= 6.05 min
HO OH (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min).
'H-RMN: (300 MHz, DMSO-ds) &: 2.74 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Hg), 3.08 (t, 2H, J =
7.7 Hz, H,), 6.11 (dd, 1H, J = 8.1, 2.2 Hz, 5-H), 6.26 (d, 1H, J = 2.5 Hz, 3-H),
6.26 (s, 1H, 6’-H), 6.84 (d, 1H, J = 8.1 Hz, 6-H), 7.19 (s, 1H, 3'-H), 9.22 (s, 1H,
OH), 10.35 (s, 1H, OH), 10.90 (s, 1H, OH) ppm. EM (ES+): m/z 291.4 (M+H)".
HRMS (ES+) m/z encontrada 291.1720 ([M+H]" CisHw.Og  calculada
291.1784).

3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(2’-hidroxifenil)-1-propanona (2.61)

Obtenido por hidrogenacion de 2.36 (150 mg).
Sélido amorfo rojizo (35 mg). Rdto: 23%.
O Purificacion por cromatografia flash en fase
O HO reversa. Eluyente: gradiente de 2 a 35% de

HO
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ACN en H,0O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tr = 8.17 min (gradiente de 15 a
95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) &: 2.75 (t, 2H, J =
7.6 Hz, Hy), 3.24 (t, 2H, J = 7.6 Hz, H,), 6.12 (dd, 1H, J = 8.1, 2.3 Hz, 5-H),
6.27 (d, 1H, J = 2.3 Hz, 3-H), 6.85 (d, 1H, J = 8.1 Hz, 6-H), 6.92-6.95 (m, 2H,
5'-H, 3’-H), 7.51 (ddd, 1H, J = 8.4, 7.1, 1.7 Hz, 4-H), 7.91 (dd, 1H, J = 8.4, 1.7
Hz, 6'-H), 8.99 (s, 1H, OH), 9.23 (s, 1H, OH), 11.99 (s, 1H, OH) ppm. "*C-
NMR (75 MHz, DMSO-dg) &: 24.50 (Cg), 39.50 (C, junto con la sefial de
DMSO0), 102.38 (C-3), 105.92 (C-5), 117.21 (C-3"), 117.66 (C), 119.18 (C-5),
120.11 (C), 130.10 (C-6’), 130.72 (C-6), 136.01 (C-4’), 155.84 (C), 156.59 (C),
160.75 (C), 206.26 (CO) ppm. EM (ES+): m/z 259.2 (M+H)*. HRMS (ES+) m/z
encontrada 259.09682 ([M+H]" C1sH140, calculada 259.09649).

3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(3’-hidroxifenil)-1-propanona (2.62)

o Obtenido por hidrogenacion de 2.37 (150 mg)

I Sdélido amorfo rojizo (33 mg). Rdto: 22%.

Purificacibn por cromatografia flash en fase

O OH reversa. Eluyente: gradiente de 2 a 20% de
HO OH ACN en H,0 (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tg =

6.51 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (300 MHz,
DMSO-dg) &: 2.71 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Hg), 3.12 (t, 2H, J = 7.6 Hz, H,), 6.11 (dd,
1H, J=8.1, 1.5 Hz, 5-H), 6.27 (d, 1H, J = 1.5 Hz, 3-H), 6.83 (d, 1H, J = 8.1 Hz,
6-H), 7.00 (dd, 1H, J = 8.0, 2.8 Hz, 4"-H), 7.30-7.32 (m, 2H, 3-H, 6'-H), 7.40
(d, 1H, J= 7.8 Hz, 2-H), 8.97 (s, 1H, OH), 9.19 (s, 1H, OH), 9.75 (s, 1H, OH)
ppm."”*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) &: 24.51 (Cg), 38.71 (C,), 102.46 (C-3),
105.97 (C-5), 114.10 (C), 117.60 (C), 118.93 (C), 120.16 (C), 129.85 (C),
130.15 (C-6), 138.12 (C), 155.87 (C), 156.86 (C), 157.64 (C), 100.77 (CO)
ppm. EM (ES’): m/z 259.2 (M+H)". HRMS (ES+) m/z encontrada 259.09541
(IM+H]" C15H1404 calculada 259.09649).
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3-(2,4-Dihidroxifenil)-1-(4’-hidroxifenil)-1-propanona (2.63)

o Obtenido por hidrogenacién de 2.38 (40 mg).
Sélido amorfo rojizo (15 mg). Lit**". Rdto:
O oH 38%. Purificacion por cromatografia flash en
O fase reversa. Eluyente: gradiente de 2 a 30%
HO OH de ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire):
tz = 5.04 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). 'H-RMN (300
MHz, DMSO-dg) 8: 2.70 (t, 2H, J = 7.5 Hz, Hg), 3.07 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,),
6.11 (dd, 1H, J = 8.1, 2.8 Hz, 5-H), 6.27 (d, 1H, J = 2.8 Hz, 3-H), 6.92-6.84
(m, 3H, 6-H, 2’-H, 6’-H), 7.84 (d, 2H, J = 8.1 Hz, 3'-H, 5-H), 8.96 (s, 1H, OH),
9.18 (s, 1H, OH), 10.32 (s, 1H, OH) ppm. EM (ES+): m/z 259.2 (M+H)".
HRMS (ES+) m/z encontrada 259.0948 ([M+H]" CisH1,0, calculada
259.09649).

1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(4-hidroxifenil)-1-propanona (2.67)

Soélido blanco (75 mg). Rdto: 86%. (Método B)
(P.f.: 118-121°C). Purificacion por cromatografia
flash en cartuchos de gel de silice. Eluyente:
gradiente de 0 a 30% de AcOEt en hexano.
HPLC (Sunfire): tg= 8.68 min (gradiente de 15
a 95% de A en B en 10 min). "H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8: 2.76 (t, 2H, J =
7.7 Hz, Hg), 3.15 (t, 2H, J = 7.7 Hz, H,), 3.71 (s, 3H,0Me), 3.80 (s, 3H, OMe),
6.65 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 3-H y 5-H), 7.00 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 2-H y 6-H), 7.03
(m, 1H, 4-H), 7.10 (m, 2H, 3-H y 6'-H), 9.18 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR: (125
MHz, DMSO-ds) &: 29.15 (Cy), 45.26 (C,), 55.37 (OMe), 56.30 (OMe), 113.58

HO
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(C-6’), 113.98 (C-3)), 115.12 (C-3, C-5), 119.26 (C-4’), 128.33 (C-1), 129.24
(C-2, C-6), 131.37 (C-1’), 152.39 (C), 152.93 (C), 155.45 (C), 200.93 (CO)
ppm. EM (ES+): m/z 287.4 (M+H)", 309.4 (M+Na)".

1-(2’,5’-dimetoxifenil)-3-(2-hidroxifenil)-1-propanona (2.68)

< Sdlido blanco 78 mg. Rdto: 89%. (Método B) (P.f.:
85-90°C). Purificacién por cromatografia flash en
cartuchos de gel de silice. Eluyente: gradiente de 0
a 30% de AcOEt en hexano. HPLC (Sunfire): tg=
9.09 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10
min). "H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) &: 2.80 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Hp), 3.16 (t, 2H,
J=7.7Hz, H,), 3.72 (s, 3H, OMe), 3.80 (s, 3H, OMe), 6.69 (td, 1H, J =7.4, 1.2
Hz, 4-H), 6.76 (dd, 1H, J = 8.1, 1.2 Hz, 6-H), 6.99 (ddd, 1H, J=8.1, 7.4, 1.7
Hz, 5-H), 7.04 (d, 1H, J= 7.4 Hz, 3-H), 7.05 (dd, 1H, J = 2.2, 1.5 Hz, 4-H),
7.10 (d, 1H, J = 1.5 Hz, 6’-H), 7.10 (d, 1H, J = 2.2 Hz, 3’-H), 9.33 (s, 1H, OH)
ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-de) &: 24.95 (Cg), 43.11 (C,), 55.54 (OMe),
56.26 (OMe), 113.54 (C-6’), 113.93 (C-3’), 114.84 (C-3), 118.91 (C-5), 119.18
(C-4’), 127.01 (C-4), 127.29 (C), 128.37 (C), 129.85 (C-6), 152.36 (C), 152.90
(C), 155.19 (C), 201.18 (CO) ppm. EM (ES+): 309.4 (M+Na)*, 269.3 (M-H,0)".

OH

3-(4-hidroxifenil)-1-(2’,5’-dihidroxifenil)-1-propanona (2.69)

Obtenido a partir de 2.67 (150 mg) usando 8

equivalentes de BBr;. Sdlido rojizo (98 mag).

O Rdto: 72%. Precipitado con CH,Cl,. (P.f.: 105-

O OH 108°C). HPLC (Sunfire): t= 7.71 min (gradiente

HO de 15 a 95% de A en B en 10 min). "H-RMN (500

MHz, DMSO-dg) &: 2.80 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Hg), 3.26 (t, 2H, J = 7.7 Hz, H,),

6.66 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 3-H y 5-H), 6.80 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3'-H), 6.97 (dd,

1H, J = 8.9, 3.0 Hz, 4’-H), 7.05 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 2-H y 6-H), 7.19 (d, 1H, J =
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3.0 Hz, 6-H), 9.17 (s, 1H, OH), 11.25 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (125 MHz,
DMSO-dg) 5: 28.76 (Cy), 41.02 (C,), 114.71 (C-6’), 115.08 (C-3, C-5), 118.42
(C-3’), 120.19 (C-4’), 124.15 (C-1’), 129.25 (C-2, C-6), 131.04 (C-1), 149.42
(C), 153.54 (C), 155.50 (C), 204.82 (CO) ppm. EM (ES+): m/z 259.2 (M+H)".
HRMS (ES+) m/z encontrada 259.09611 ([M+H]" CisH1404 calculada
259.09649).

1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-(2-metoxi-4-hidroxifenil)-1-propanona (2.86)

Sélido blanco (78 mg). Rdto: 81% (Método B).
Purificacién por cromatografia flash en cartuchos
de gel de silice. Eluyente: gradiente de 0 a 45%
de AcOEt en hexano). HPLC (Sunfire): tr = 6.77
HO (o) min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10
min). "H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) &: 2.71 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Hg), 3.08 (t, 2H,
J = 7.6 Hz, H,), 3.70 (s, 3H, OMe), 3.72 (s, 3H, OMe), 3.80 (s, 3H, OMe), 6.25
(dd, 1H, J = 8.2, 2.2 Hz, 5-H), 6.35 (d, 1H, J = 2.2 Hz, 3-H), 6.87 (d, 1H, J =
8.2 Hz, 6-H), 7.02 (m, 1H, 4'-H), 7.07-7.11 (m, 2H, 3-H, 6’-H) 9.20 (s, 1H, OH)
ppm. BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 24.29 (Cg), 43.60 (C,), 55.12 (OMe),
5.57 (OMe), 56.30 (OMe), 98.92 (C-3), 106.59 (C-5), 113.59 (C-6’), 113.96 (C-
4’), 119.07 (C-1), 119.12 (C-3’), 128.51 (C-1’), 129.93 (C-6), 152.31 (C),
152.94 (C), 156.98 (C), 157.93 (C), 201.41 (CO) ppm. EM (ES+): m/z 317.4
(M+H)".

~ _0O

2.6.8 Sintesis de Derivados de Pirrol

A una disolucién de la chalcona 2.16 (0.1 g, 0.304 mmol), en
Et,O/DMSO (3:1), se le aflade TOSMIC (isocianuro de toluenosulfonilmetil)
(0.077 g, 0.395 mmol) y NaH (0.0075 g, 0.316 mmol). La reaccion se
mantiene en agitacion y a temperatura ambiente durante 6 horas. A

continuacién, se evapora el disolvente a sequedad y se purifica por
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cromatografia flash en cartuchos de gel de silice, utilizando un gradiente de 0O
a 50% de AcOEt en hexano.

3-(2’,5’-dimetoxibenzoil)-4-(2,4-Dimetoxifenil)-1H-pirrol (2.72)

Sdlido blanco (60 mg). Rdto 53%. (P.f.: 178-
182°C). HPLC (Sunfire): tg= 8.11 min (gradiente
de 15 a 95% de A en B en 10 min). "H-RMN (500
MHz, DMSO-dg) &: 3.55 (s, 6H, 2-OMe), 3.72 (s,
6H, 2-OMe), 6.35 (d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-H), 6.41
(dd, 1H, J = 8.3, 2.4 Hz, 5-H), 6.65 (dd, 1H, J =
2.1, 1.4 Hz, 4-H), 6.71 (t, 1H, J = 2.2 Hz, 5-H-pirrol), 6.85 (d, 1H, J = 1.4 Hz,
6’-H), 6.86 (d, 1H, J = 2.1 Hz, 3’-H), 7.00 (dd, 1H, J = 3.2, 2.2 Hz, 2-H-pirrol),
7.04 (d, 1H, J = 8.3 Hz, 6-H), 11.34 (sa, 1H, NH) ppm. *C-NMR (125 MHz,
DMSO-dg) &: 55.22 (OMe), 55.43 (OMe), 55.69 (OMe), 56.15 (OMe), 98.09 (C-
3), 104.12 (C-5), 112.87 (C-6’), 114.03 (C-4’), 115.25 (C-3’), 117.26 (C),
119.80 (C-5-pirrol), 120.85 (C), 123.69 (C), 127.37 (C-2-Pirrol), 131.39 (C-6),
132.08 (C), 150.34 (C), 152.54 (C), 157.78 (C), 159.90 (C), 189.44 (CO) ppm.
EM (ES"): m/z 368.3 (M+H)".

3-(2’,5’-Dihidroxibenzoil)-4-(2,4-dihidroxifenil)-1H-pirrol (2.73)

Obtenido a partir de 2.84 (100 mg) usando 12
HO . L .
HO O equivalentes de BBrj3, siguiendo el procedimiento
O OH general descrito en la pagina 83. Aceite rojizo (18
e o mg). Rdto 43%. Purificacién por cromatografia
/ flash en fase reversa. Eluyente: gradiente de 2 a
N
H 40% de ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC
(Sunfire): ts= 4.69 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN
(300 MHz, DMSO-dg) &: 6.16 (dd, 1H, J = 8.2, 2.4 Hz, 5-H), 6.20 (d, 1H, J =
2.4 Hz, 3-H), 6.74 (d, 1H, J = 8.8 Hz, 3’-H), 6.82 (t, 1H, J = 2.2 Hz, 5-H-Pirrol),
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6.87 (dd, 1H, J = 8.8, 2.9 Hz, 4-H), 6.94 (d, 1H, J = 8.2 Hz, 6-H), 7.16 (t, 1H, J
= 2.2 Hz, 2-H-Pirrol), 7.20 (d, 1H, J = 2.9 Hz, 6’-H), 8.93 (sa, 1H, OH), 11.43
(sa, 1H, NH) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 102.57 (C-3), 106.01 (C-
5), 113.65 (C-6'), 117.53 (C-4), 117.61 (C-3’), 118.61 (C-5-pyrrol), 121.23 (C),
121.32 (C), 121.71 (C), 122.24 (C), 124.51 (C-2-pyrrol), 130.51 (C-6), 148.82
(C), 153.85 (C), 154.75 (C), 156.71 (C), 195.52 (CO) ppm. EM (ES*"): m/z
312.2 (M+H)*". HRMS (ES+) m/z encontrada 312.08724 ([M+H]" C;;H13NOs
calculada 312.08665).

2.6.9 Sintesis de Derivados de Tetrahidroisoquinolina y tetrahidro-

B-carbolina.

A una disolucion de 3,4-dimetoxifenetilamina (0.4 g, 2.20 mmol) en
tolueno (1.5 mL), se le afiade 3-(4-metoxifenil)-propionaldehido (0.435 g,
2.648 mmol), y TFA (1.35 mL, 17.65 mmol). La reaccion se calienta a 140 °C
durante 30 minutos utilizando la técnica de irradiacion microondas. A
continuacién, se evapora el disolvente a sequedad y se adiciona NaOH 2N
hasta pH= 8-9. Seguidamente, se extrae con CH,Cl,. La fase organica se lava
con una disolucion saturada de NaCl y se seca sobre MgSO,. Finalmente, se

evapora el disolvente a sequedad y se lleva a cabo su purificacion.
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6,7-Dimetoxi-1-(4-metoxifenetil)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina (2.76)

Cromatografia flash en cartuchos de gel de silice.
(Eluyente: gradiente de 0 a 30% de AcOEt en
hexano), obteniéndose un aceite (440 mg). Rdto:
61%. HPLC (Sunfire): tg= 4.12 min (gradiente de
15 a 95% de A en B en 10 min). 'H-RMN (300
MHz, CDCl3) &: 2.00-2.11 (m, 4H, 11-H, 12-H),
2.61-2.92 (m, 2H, 4-H), 2.99-3.12 (m, 1H, 3-Ha),
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3.31 (dt, 1H, J = 12.6, 5.6 Hz, 3-Hb), 3.78 (s, 3H, OMe), 3.82 (s, 3H, OMe),
3.85 (s, 3H, OMe), 4.07 (dd, 1H, J = 8.2, 4.2 Hz, 1-H), 6.56 (s, 1H, 5-H), 6.58
(s, 1H, 8-H), 6.83 (d, 2H, J = 8.6 Hz, 15-H, 17-H), 7.14 (d, 2H, J = 8.6 Hz, 14-
H, 18-H) ppm. EM (ES"): m/z 327.3 (M+H)".

1-(4-Hidroxifenetil)-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-6,7-diol (2.77)**°

Obtenido a partir de 2.96 (125 mg) usando 8
equivalentes de BBr3 Solido rojizo (99.5 mg) que
no necesita de purificacién ulterior. Rdto: 91%.
(P.f.: >200 °C%). HPLC (Sunfire): tg= 5.14 min
(gradiente de 2 a 30% de A en B en 10 min). 'H-
RMN (400 MHz, DMSO-dg) &: 1.99-2.09 (m, 2H,
11-H), 2.59-2.65 (m, 2H, 12-H), 2.77-2.85 (m, 2H,
4-H), 3.20-3.26 (m, 1H, 3a-H), 3.37-3.45 (m, 1H,
3b-H), 4.21-4.30 (m, 1H, 1-H), 6.54 (s, 1H, 5-H), 6.59 (s, 1H, 8-H), 6.70 (d, 2H,
J = 8.2 Hz, 15-H, 17H), 7.05 (d, 1H, J = 8.2 Hz, 14-H, 18-H), 8.62 (sa, 1H,
OH), 9.09 (sa, 2H, OH) ppm. EM (ES"): m/z 286.3 (M+H)". HRMS (ES+) m/z
encontrada 286.14296 ([M+H]" C,7H1sNO; calculada 286.14377).

OH

A una disolucién de 5-metoxitriptamina (0.25 g, 1.314 mmol) en CH,CI,
(6 mL), se le afiade 3-(4-metoxifenil)-propionaldehido (0.248 g, 1.511 mmol).
Tras una hora y media, la reaccién se enfria a -20 °C y se le afiade TFA (0.1
mL, 1.514 mmol). Después de 2 horas, se adiciona NaHCO; saturado hasta
pH = 8. La reaccién se mantiene a temperatura ambiente durante 12 horas.
Seguidamente, se extrae con CH,Cl,. La fase organica se lava con una
disolucion saturada de NaCl y se seca sobre MgSO,. Finalmente, se evapora

el disolvente a sequedad y se lleva a cabo su purificacion.
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6-Metoxi-1-(4-metoxifenetil)-1,2,3,4-tetrahidro-p-carbolina (2.79)

OCH,

Aceite (90 mg). Purificacién por cromatografia
flash en cartuchos de gel de silice. (Eluyente:
gradiente de 0 a 70% de AcOEt en hexano).
Rdto: 20%. HPLC (Sunfire): tg= 5.05 min
(gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min).
'"H-RMN (400 MHz, CDCl;) &: 1.93-2.01 (m,
1H, 14a-H), 2.09-2.16 (m, 1H, 14b-H), 2.69-
2.72 (m, 2H, 15-H), 2.86-2.95 (m, 2H, 4-H),
3.02-3.07 (m, 1H, 3a-H), 3.34-3.39 (m, 1H, 3b-

H), 3.79 (s, 3H, OMe), 3.85 (s, 3H, OMe), 4.09 (dd, 1H, J = 8.4, 3.4 Hz, 1-H),
6.79 (dd, 1H, J = 8.7, 2.4 Hz, 7-H), 6.84 (d, 2H, J = 8.7 Hz, 18-H y 20-H), 6.93
(d, 1H, J = 2.4 Hz, 5-H), 7.14 (d, 2H, J = 8.7 Hz, 17-H y 21-H), 7.16 (d, 1H, J =
8.7 Hz, 8-H), 7.59 (sa, 1H, NH-indol) ppm. *C-RMN (100 MHz, CDCl) &:
22.86 (C-15), 31.39 (C-4), 37.10 (C-14), 42.60 (C-3), 52.41 (C-1), 55.43
(OMe), 56.11 (OMe), 100.52 (C-5), 109.11 (C), 111.41 (C-7), 111.49 (C-8),
114.09 (C-18, C-20), 128.00 (C), 129.45 (C-17, C-21), 130.85 (C), 133.96 (C),
136.99 (C), 154.17 (C), 158.06 (C) ppm. EM (ES*): m/z 337.4 (M+H)".

6-Hidroxi-1-(4-hidroxifenetil)-1,2,3,4-tetrahidro-p-carbolina (2.80)

Obtenido a partir de 2.99 (75 mg) usando 8
equivalentes de BBr; Sdlido rojizo (31 mg) que
no necesita de purificacion ulterior. Rdto: 45%.
(P.f.: >212 °C™). HPLC (Sunfire): tz= 0.91 min
(gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min).
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'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) &: 1.98-2.11 (m, 2H, 14a-H), 2.36-2.39 (m, 1H,
14b-H), 2.63-2.73 (m, 2H, 15-H), 2.80-2.92 (m, 2H, 4-H), 3.30-3.36 (M, 2H, 3-
H), 4.60-4.65 (m, 1H, 1-H), 6.63 (dd, 1H, J = 8.8, 2.5 Hz, 7-H), 6.70 (d, 1H, J =
8.2 Hz, 18-H y 20-H), 6.75 (d, 1H, J = 2.5 Hz, 5-H), 7.07 (d, 2H, J = 8.2 Hz,
17-H y 21-H), 7.15 (d, 1H, J = 8.8 Hz, 8-H), 9.00 (sa, 1H, NH-indol), 9.42 (s,
1H, OH), 10.81 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (100 MHz, DMSO-d) &: 18.47 (C-
4), 30.20 (C-15), 34.06 (C-14), 41.47 (C-3), 52.96 (C-1), 102.43 (C-5), 106.29
(C), 112.15 (C-7), 112.30 (C-8), 115.56 (C-18, C-20), 126.62 (C), 129.47 (C-
17, C-21), 130.41 (C), 130.97 (C), 130.99 (C), 150.99 (C), 155.86 (C) ppm.
EM (ES"): m/z 309.4 (M+H)". HRMS (ES+) m/z encontrada 309.16009 ([M+H]"
C19H20N,0, calculada 309.15975).

2.6.10 Sintesis de Profarmacos

2.6.10.1 Derivado de Valina

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-[2-metoxi-4-(Boc-L,D-Val)oxy]fenil-1-
propanona (2.82)

A una disolucién del compuesto 2.81 (0.015 g, 0.047 mmol), en CH,Cl,
(1 mL) se le afiade Boc-Val-OH (0.03 g, 0.143 mmol), clorhidrato de EDC
(0.027 g, 0.143 mmol), y DMAP (0.001 g, 0.014 mmol). La reaccion se
mantiene en agitacion y a temperatura ambiente durante 15 horas. La fase
organica se lava con &cido citrico 5%, seguido de una disolucién de NaHCO;
saturado y finalmente con una disolucion de NaCl saturado. Se seca sobre
MgSO, y se evapora el disolvente a sequedad. El compuesto final se purifica
por cromatografia flash en cartuchos de gel de silice (eluyente: gradiente de O
a 40% de AcOEt en hexano), obteniéndose el producto deseado en forma de

aceite.
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(255 mg. Rdto: 78%). HPLC
(Sunfire): tz= 8.56 min (gradiente de
15 a 95% de A en B en 10 min). 'H-
RMN (500 MHz, DMSO-dg) 5: 1.00 (d,
6H, J = 6.8 Hz, y-val), 1.40 (s, 9H,
CH; 'Bu), 2.14 (m, 1H, B-Val), 3.73 (s,
3H, OMe), 3.80 (s, 3H, OMe), 3.84 (s, 3H, OMe), 4.00 (d, 1H, J = 4.8 Hz, o-
val), 6.73 (dd, 1H, J = 8.3, 2.2 Hz, 5-H), 6.80 (d, 1H, J = 2.2 Hz, 3-H), 7.02
(dd, 1H, J = 2.6, 1.0 Hz, 4-H), 7.11 (d, 2H, J = 2.6 Hz, 3-H y 6'-H), 7.41 (d,
1H, J = 16.1 Hz, H,), 7.47 (d, 1H, J = 7.5 Hz, NH-Val), 7.71 (d, 1H, J = 16.1
Hz, Hg), 7.78 (d, 1H, J = 8.3 Hz, 6-H) ppm. C-NMR (125 MHz, DMSO-de) &:
18.95 (y-Val), 19.54 (y-Val), 28.61 (CHs-Boc), 29.95 (B-Val), 56.01 (OMe),
56.51 (OMe), 56.80 (OMe), 60.20 (a-Val), 79.00 (C-Boc), 105.99 (C-3), 114.37
(C-5), 114.42 (C-6’), 114.56 (C-4’), 119.00 (C-3’), 121.22 (C,), 127.47 (C),
129.81 (C), 130.02 (C-6), 137.15 (Cg), 152.36 (C), 153.49 (C), 153.72 (C),
156.43 (OCONH), 159.46 (C), 171.10 (CONH), 192.23 (CO) ppm. EM (ES"):
m/z 514.5 (M+H)", 336.5 (M+Na)".

(E)-1-(2’,5’-Dihidroxifenil)-3-[2-hidroxi-4-(L,D-Val)oxy]fenil-1-propanona
(2.83)

Se realiza el mismo procedimiento general descrito en la pagina 98, teniendo
en cuenta que en el caso de todos los profarmacos hidroxilados, se evapora
el CH,CI, a sequedad y la fase acuosa se extrae con AcCOEt. Una vez aislado

el compuesto, se purifica segun se indica en cada caso.
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O OH Obtenido a partir de 2.103 (100 mg)
usando 10 equivalentes de BBr;. Solido
| O rojizo (35 mg). Rdto: 39 %. (P.f.: 194-

0]
)%L'gj\ O OH 197°C). Purificacion por cromatografia
o) .
flash en fase reversa. Eluyente:

Br gradiente de 10 a 30% de ACN en H,O

(0.05% TFA). HPLC (Sunfire): tr = 5.11
min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-
de) 5: 1.07, 1.10 (d, 3H, J = 7.3 Hz, y-Val), 2.32 (m, 1H, B-Val), 4.21 (d, 1H, J =
4.8 Hz, a-val), 6.72 (dd, 1H, J = 8.5, 2.4 Hz, 5-H), 6.79 (d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-
H), 6.84 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3'-H), 7.03 (dd, 1H, J = 8.9, 3.0 Hz, 4-H), 7.44 (d,
1H, J=3.0 Hz, 6'-H), 7.89 (d, 1H, J = 15.7 Hz, H,), 7.97 (d, 1H, J = 8.5 Hz, 6-
H), 8.04 (d, 1H, J = 15.7 Hz, Hg), 8.37 (sa, 3H, NH3"), 9.23 (s, 1H, OH) ppm.
*C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 17.72 (y-Val), 18.28 (y-Val), 29.58 (B-Val),
57.42 (a-Val), 109.07 (C-3), 112.60 (C-5), 114.77 (C-6"), 118.37 (C-4’), 120.03
(C-3)), 120.98 (C-1), 121.44 (C,), 124.29 (C-1’), 130.53 (C-6), 138.87 (Cy),
149.49 (C), 152.02 (C), 154.59 (C), 158.34 (C), 167.47 (CONH), 193.29 (CO)
ppm. EM (ES"): m/z 372.4 (M+H)".

2.6.10.2 Derivados de Valina-Valina

A una disolucion de la correspondiente chalcona (0.837 mmol) en
CH,CI,/THF (6 mL/1mL) se le afiade Boc-Val-Val-OH (2.62 mmol), clorhidrato
de EDC (2.62 mmol) y DMAP (0.26 mmol). La reaccién se mantiene en
agitacion y a temperatura ambiente durante 15 horas. La fase 6rganica se
lava con acido citrico 5%, seguido de una disolucién de NaHCO; saturado y
finalmente con una disolucién de NaCl saturado. Se seca sobre MgSO, y se
evapora el disolvente a sequedad. ElI compuesto final se purifica por

cromatografia flash utilizando el sistema de eluyentes indicado en cada caso.
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(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-[2-metoxi-4-(Boc-L-Val-L,D-Val)oxy]fenil-2-
propenona (2.84)

Aceite (138 mg). Rdto: 47%.
Purificacion por cromatografia
flash en cartuchos de gel de
silice. Eluyente: gradiente de O
a 30% de AcOEt en hexano.
HPLC (Sunfire):

diasteroisémeros

Mezcla de
(49:51) tg=
8.22 min y tg= 8.33 min (gradiente de 30 a 95% de A en B en 10 min). 'H-
RMN (300 MHz, DMSO-dg) §: 0.85, 1.01 (d, 6H, J = 7.7 Hz, y-Val), 1.36 (s, 9H,
CHs 'Bu), 1.97 (m, 1H, B-Val), 2.25 (m, 1H, B-Val), 3.73 (s, 3H, OMe), 3.80
(s, 3H, OMe), 3.84 (s, 3H, OMe), 3.93 (m, 1H, a-Val), 4.36 (m, 1H, a-Val), 6.70
(m, 1H, NH), 6.72, 6.74 (dd, 1H, J = 8.2, 2.2 Hz, 5-H), 6.80, 6.82 (d, 1H, J =
2.2 Hz, 3-H), 7.02 (m, 1H, 4’-H), 7.11 (m, 2H, 6-H, 3-H), 7.41 (d, 1H, J = 16.1
Hz, H,), 7.71 (d, 1H, J = 16.1 Hz, Hy), 7.76, 7.77 (d, 1H, J = 8.6, 6’-H), 8.26 (d,
1H, J = 7.3 Hz, NH), 8.30 (d, 1H, J = 7.6 Hz, NH) ppm. EM (ES"): m/z 613.3
(M+H)".

(E)-1-(2’,5’-Dihidoxifenil)-3-[2-hidroxi-4-(L-Val-L,D-Val)oxy]fenil-2-
propenona (2.85)

Obtenido a partir de 2.106 (100

© (0] OH
Br ¢ mg) usando 20 equivalentes de
NH
‘KT//O | O BBr;. Sdolido rojizo (65 mg). Rdto:
W\ o O 72%.  (Pf:  189-191°C).
HN OH
gj\o OH Purificacion por cromatografia
- flash en fase reversa. Eluyente:

gradiente de 2 a 30% de ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): Mezcla
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de diasteroisémeros (47:53) tg= 5.92 min y tg= 6.12 min (gradiente de 15 a
95% de A en B en 10 min). "H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) &: 0.96, 0.98, 1.03,
1.06 (d, 3H, J = 6.9 Hz, y-Val), 2.14 (m, 1H, B-Val), 2.25 (m, 1H, B-Val), 3.74,
3.77 (m, 1H, a-Val), 4.41, 4.50 (m, 1H, a-Val), 6.62, 6.65 (dd, 1H, J = 8.6, 2.3
Hz, 5-H), 6.70, 6.72 (d, 1H, J = 2.3 Hz, 3-H), 6.80, 6.84 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3’-
H), 7.02, 7.04 (dd, 1H, J = 8.9, 3.0 Hz, 4'-H), 7.41, 7.42 (d, 1H, J = 3.0 Hz, 6'-
H), 7.87, 7.89 (d, 1H, J = 15.7 Hz, H,), 7.92, 7.93 (d, 1H, J = 8.6 Hz, 6-H),
8.02, 8.03 (d, 1H, J = 15.7 Hz, Hg), 8.14 (sa, 3H, NH5"), 8.82 (d, 1H, J = 6.8
Hz, CONH), 8.93 (d, 1H, J = 7.9 Hz, CONH), 10.83, 10.85 (s, 1H, OH), 11.83,
11.84 (s, 1H, OH), 12.25 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &:
17.29, 17.53 (y-Val), 18.15, 18.25 (y-Val), 18.25, 18.44 (y-Val), 18.68, 18.87 (-
val), 29.67, 29.98 (B-Val), 30.03, 31.05 (B-Val), 57.06, 57.24 (a-Val), 57.75,
58.14 (o-Val), 109.14, 109.23 (C-3), 112.72, 112.88 (C-5), 114.74 (C-6),
118.30, 118.38 (C-4’), 119.56, 119.60 (C-1), 120.94, 120.96 (C-3’), 121.08,
121.12 (Ca), 123.98, 124.28 (C-1'), 130.41, 130.44 (C-6), 139.11 (CP),
149.30, 149.47 (C), 152.77, 152.78 (C), 154.61, 154.63 (C), 158.33 (C),
168.63, 168.67 (CONH), 169.35, 169.63 (OCO), 193.32 (CO) ppm. EM (ES"):
m/z 471.2 (M+H)".

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-[2-metoxi-4-(Boc-L-Val-L,D-Val)oxy]fenil-1-
propanona (2.87)

Aceite (342 mg). Rdto: 86%.
Purificacibn  por  cromatografia
flash en cartuchos de gel de silice.
Eluyente: gradiente de 0 a 30% de
AcOEt en hexano. HPLC (Sunfire):
Mezcla de diasteroisémeros
(50:50) tg= 8.49 min y tg= 8.66 min (gradiente de 30 a 95% de A en B en 10
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min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) &: 0.84, 1.00 (d, 6H, J = 6.8 Hz, y-Val),
1.37 (s, 9H, CH; 'Bu), 1.95 (m, 1H, B-Val), 2.22 (m, 1H, B-Val), 2.83 (t, 2H, J =
7.5 Hz, Hg), 3.16 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,), 3.72 (s, 3H, OMe), 3.76 (s, 3H, OMe),
3.80 (s, 3H, OMe), 3.94 (m, 1H, a-Val), 4.34 (m, 1H, a-Val), 6.55, 6.60 (d, 1H,
J=8.1, 2.2 Hz, 5-H), 6.63, 6.66 (d, 1H, J = 2.2 Hz, 3-H), 6.69, 6.75 (d, 1H, J =
9.0 Hz, NHCOO) 7.05 (m, 1H, 4-H), 7.10 (m, 2H, 3-H, 6’-H), 7.15, 7.16 (d,
1H, J = 8.1 Hz, 6-H), 8.22 (d, 1H, J = 7.5 Hz, CONH), 8.25 (d, 1H, J = 7.7 Hz,
CONH) ppm. C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) &: 18.73, 18.92 (y-Val), 18.94,
18.98 (y-Val), 19.65, 19.79 (y-Val), 19.79, 19.89 (y-Val), 24.88, 24.93 (Cy),
28.79, 28.81 (CH3-Boc), 30.34, 30.40 (B-Val), 31.00, 31.20 (B-Val), 43.52 (C,),
56.17 (OMe), 56.21 (OMe), 56.89 (OMe), 58.30, 58.33 (a-Val), 60.19, 60.21
(a-Val), 78.70 (C-Boc), 99.51 (C-3), 105.14, 105.23 (C-5), 114.18 (C-6’),
114.59 (C-3’), 119.89 (C-4’), 127.29 (C), 128.85 (C), 130.51, 130.53 (C-6),
150.24 (C), 153.00 (C), 153.54 (C), 156.10 (OCONH), 158.31 (C), 170.95
(CONH), 172.84 (OCO), 201.52 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 615.5 (M+H)",
515.5 (M-Boc)", 637.5 (M+Na)".

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-[4-(Boc-L-Val-L,D-Val)oxy]fenil-1-propanona
(2.88)

o o Aceite (495 mg). Rdto: 97%.
BOC\NH Purificacibn  por  cromatografia
o O flash en cartuchos de gel de silice.

o

. H (0)
ﬁ HN\g)J\o O o Eluyente: gradiente de 0 a 25% de

AcOEt en hexano. HPLC(Sunfire):

/\ . - s
Mezcla de diasteroisbmeros

(52:48) tr= 8.42 min y tg= 8.53 min (gradiente de 30 a 95% de A en B en 10
min). "H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) &: 0.84, 0.86, 1.00, 1.01 (d, 3H, J = 6.7
Hz, y-Val), 1.37 (s, 9H, CHjs tBu) 1.97 (m, 1H, B-Val), 2.21 (m, 1H, p-Val), 2.89
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(t, 2H, J = 7.5 Hz, Hy), 3.24 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,), 3.72 (s, 3H, OMe), 3.81 (s,
3H, OMe), 3.94 (m, 1H, a-Val), 432 (m, 1H, a-Val), 6.68, 6.73 (m, 1H,
NHCOO), 6.94, 6.98 (d, 2H, J = 8.5 Hz, 3-H y 5-H), 7.07 (m, 1H, 3-H), 7.11
(m, 2H, 4-Hy 6'-H), 7.26, 7.29 (d, 2H, J = 8.5 Hz, 2-H y 6-H), 8.24 (d, 1H, J =
7.9 Hz, CONH), 8.26 (d, 1H, J = 8.8 Hz, CONH) ppm. *C-NMR (100 MHz,
DMSO-dg) 8: 18.59, 18.70 (y-Val), 18.74, 18.80 (y-Val), 19.34, 19.48 (y-Val),
19.53, 19.64 (y-Val), 28.58 (CHs-Boc), 29.52, 29.58 (C;), 30.03, 30.19 (C-B-
val), 30.82, 30.91 (C-B-Val), 45.01 (C,), 56.00 (OMe), 56.69 (OMe), 58.24,
58.43 (Ca-Val), 60.00, 60.19 (Ca-Val), 78.88 (C-Boc), 113.98 (C-6'), 114.45
(C-4’), 115.57 (C-3’), 121.74, 121.81 (C-3, C-5), 128.58 (C), 129.89, 129.94
(C-2, C-6), 139.60 (C), 148.80 (C), 152.88 (C), 153.31 (C), 156.04 (OCONH),
170.82, 170.91 (CONH), 172,96, 173.04 (OCO), 201.41 (CO) ppm. EM (ES"):
m/z 585.2 (M+H)*, 485.2 (M-Boc)", 607.2 (M+Na)".

(E)-1-(2’,5’-Dihidoxifenil)-3-[2-hidroxi-4-(L-Val-L,D-Val)oxy]fenil-1-
propanona (2.89)

5 O OH Obtenido a partir de 2.109 (110 mg)
Br ﬁH usando 20 equivalentes de BBrs.

3
O Sélido rojizo (69 mg). Rdto: 69%.

- (0]
A\ 0
ﬁ :N’// O OH (P.f.: 162-165 °C).Purificacién por
(o) OH

cromatografia flash en fase reversa.

Eluyente: gradiente de 2 a 30% de
ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): Mezcla de diasteroisbmeros
(56:44) tg= 6.16 min y tg= 6.30 min (gradiente de 15 a 95% de A en B en 10
min). ). "H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) &: 0.95, 0.97, 1.01, 1.04 (d, 3H, J = 6.8
Hz, y-Val), 2.11 (m, 1H, B-Val), 2.21 (m, 1H, B-Val), 2.86 (t, 2H, J = 7.5 Hz,
Hp), 3.27 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,), 3.74, 3.77 (d, 1H, J = 5.3 Hz, a-Val), 4.38,
4.48 (m, 1H, o-Val), 6.43, 6.47 (dd, 1H, J = 8.3, 2.4 Hz, 5-H), 6.53, 6.55 (d,
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1H, J = 2.4 Hz, 3-H), 6.81 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3’-H), 6.98 (dd, 1H, J = 8.9, 3.0
Hz, 4'-H), 7.14, 7.15 (d, 1H, J = 8.3 Hz, 6-H), 7.21 (d, 1H, J = 3.0 Hz, 6"-H),
8.10 (sa, 3H, NH3"), 8.76 (d, 1H, J = 8.1 Hz, CONH), 8.89 (d, 1H, J = 8.0 Hz,
CONH), 9.15, 9.17 (s, 1H, OH), 9.82, 9.83 (s, 1H, OH), 11.23 (s, 1H, OH)
ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 17.23, 17.53 (y-Val), 18.12, 18.25 (y-
Val), 18.28, 18.46 (y-Val), 18.86, 19.02 (y-Val), 24.24, 24.26 (C), 29.73, 29.99
(B-Val), 30.03, 30.17 (B-Val), 38.81, 38.83 (C,), 57.07, 57.25 (a-Val), 57.61,
58.06 (o-Val), 108.07, 108.11 (C-3), 111.45 (C-4"), 111.59 (C-3"), 114.67 (C-
5), 118.41 (C-6’), 120.13, 120.16 (C-1), 124.15 (C-1’), 125.08 (C), 130.21,
130.23 (C-6), 149.42 (C), 153.54 (C), 155.83 (C), 168.58, 168.59 (CONH),
169.66, 169.93 (OCO), 204.86 (CO) ppm. EM (ES"): m/z 473.3 (M+H)".
HRMS (ES+) m/z encontrada 473.22990 ([M+H]® CusH3:N,O; calculada
473.22823).

(E)-1-(2’,5’-Dihidroxifenil)-3-[4-(L-Val-L,D-Val)oxy]fenil-1-propanona (2.90)

Obtenido a partir de 2.108 (185 mg)

B O OH .
@ usando 20 equivalentes de BBrs,

NH . .

3 o O Sélido rojizo (117 mg). Rdto:
W\\ :f o O L, | 69%.(P.: 129-131 °C). Purificacion
gj\o por cromatografia flash en fase
N reversa. Eluyente: gradiente de 2 a

30% de ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC (Sunfire): Mezcla de
diasteroisémeros (50:50) tr= 6.00 min y tg= 6.21 min (gradiente de 15 a 95%
de A en B en 10 min). 'H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) &: 0.94, 0.98, 1.02, 1.05
(d, 3H, J = 7.00 Hz, v-Val), 2.12 (m, 1H, B-Val), 2.26 (m, 1H, B-Val), 2.94 (t,
2H, J = 7.4 Hz, Hy), 3.24 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,), 3.74, 3.78 (d, 1H, J = 5.6 Hz,
a-Val), 4.39, 4.48 (m, 1H, a-Val), 6.81 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3-H), 6.97, 6.99 (d,
2H, J = 8.5 Hz, 3-H y 5-H), 7.02 (dd, 1H, J = 8.7, 2.5 Hz, 4-H), 7.21 (d, 1H, J =
2.5 Hz, 6"-H), 7.32, 7.35 (d, 2H, J = 8.5 Hz, 2-H y 6-H), 8.10 (sa, 3H, NH;"),

257



Parte Experimental

8.78 (d, 1H, J = 6.9 Hz, CONH), 8.91 (d, 1H, J = 7.9 Hz, CONH), 9.18, 9.19 (s,
1H, OH), 11.17, 11.18 (s, 1H, OH) ppm. "*C-NMR (125 MHz, DMSO-dq) &:
17.26, 17.49 (y-Val), 18.19, 18.25 (y-Val), 18.29, 18.44 (y-Val), 18.90, 19.07 (y-
Val), 28.69, 28.71 (C;), 29.65, 29.68 (B-Val), 29.99, 30.04 (B-Val), 40.48,
40.49 (C,), 57.08, 57.24 (a-Val), 57.77, 58.12 (a-Val), 114.71 (C-6’), 118.39
(C-3"), 120.28, 120.32 (C-1), 121.17, 121.28 (C-3, C-5), 124.12 (C-4’), 129.53,
129.57 (C-2, C-6), 139.08 (C), 148.32 (C), 149.44 (C), 153.40 (C), 168.62,
168.66 (CONH), 169.84, 170.08 (OCO), 204.23 (CO) ppm. EM (ES*): m/z
457.3 (M+H)". HRMS (ES+) m/z encontrada 457.23240 ([M+H]" CusH3,N,O¢
calculada 457.23331).

2.6.10.3 Derivados de Valina-Prolina-Valina

A una disolucién de la correspondiente chalcona (0.30 mmol) en
CH,CI/THF (5 mL/1mL) se le afiade Boc-Val-Pro-Val-OH 2.115 (0.54 mmol),
clorhidrato de EDC (0.54 mmol) y DMAP (0.09 mmol). La reaccién se
mantiene en agitaciébn y a temperatura ambiente durante 15 h. La fase
6rganica se lava con &cido citrico 5%, seguido de una disolucion de
bicarbonato sédico saturado y finalmente con una disolucion de NacCl
saturado. Se seca sobre MgSO, y se evapora el disolvente a sequedad. El
compuesto final se purifica por cromatografia flash utilizando el sistema de

eluyentes indicado en cada caso.

258



Parte Experimental

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-[-2-metoxi-4-(L-Val-L-Pro-L,D-Val)oxy]fenil-1-
propanona (2.93)

Aceite (152 mg). Rdto: 88%.

H Purificacion por cromatografia
N
Boc’ flash en cartuchos de gel de
QN (:I o silice. Eluyente: gradiente de
N

E)LO 0 a 30% de AcOEt en hexano.

(”)/ N HPLC (Sunfire): Mezcla de
diasteroisémeros (46:54) tr= 8.47 min y tg= 8.59 min (gradiente de 30 a 95%
de A en B en 10 min). '"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) 4: 0.85, 0.91, 0.97, 1.02
(d, 3H, J = 6.7 Hz, y-Val), 1.36 (s, 9H, CH; 'Bu), 1.98 (m, 2H, y-Pro), 2.02 (m,
1H, B-Val), 2.11 (m, 2H, B-Pro), 2.21 (m, 1H, B-Val), 2.83 (t, 2H, J = 7.4 Hz,
Hg), 3.16 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,), 3.44 (m, 1H, 8-Pro), 3.57 (m, 1H, &-Pro), 3.72
(s, 3H, OMe), 3.76 (s, 3H, OMe), 3.80 (s, 3H, OMe), 3.99 (m, 1H, a-Val), 4.36
(m, 1H, a-Val), 4.50 (m, 1H, a-Pro), 6.57, 6.60 (d, 1H, J = 7.8, 1.6 Hz, 5-H),
6.64, 6.70 (d, 1H, J = 1.6 Hz, 3-H), 6.76, 6.79 (m, 1H, OCONH), 7.05 (m, 1H,
4'-H), 7.10 (m, 2H, 3"-H, 6"-H), 7.14, 7.17 (d, 1H, J = 7.8 Hz, 6-H), 8.33, 8.35
(d, 1H, J =7.9 Hz, CONH) ppm. EM (ES"): m/z 712.7 (M+H)".

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-[4-(L-Val-L-Pro-L,D-Val)oxy]fenil-1-
propanona (2.94)

o o Aceite (162 mg). Rdto: 79%.

H Purificacién por cromatografia
Boc” flash en cartuchos de gel de
O‘l (I)-I o silice. Eluyente: gradiente de
/H/Ngj\o 0 a 25% de AcOEt en hexano.

0 HPLC (Sunfire): Mezcla de

diasteroisémeros (51:49) tr= 8.25 min y tg= 8.36 min (gradiente de 30 a 95%
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de A en B en 10 min). '"H-RMN (400 MHz, DMSO-dg) 6: 0.87, 0.91, 0.97, 1.02
(d, 3H, J = 6.7 Hz, y-Val), 1.36 (s, 9H, CH; 'Bu), 1.90 (m, 2H, y-Pro), 2.04 (m,
1H, B-Val), 2.08 (m, 2H, B-Pro), 2.19 (m, 1H, B-Val), 2.89 (t, 2H, J = 7.5 Hz,
Hg), 3.24 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,), 3.47 (m, 1H, 8-Pro), 3.58 (m, 1H, &-Pro), 3.72
(s, 3H, OMe), 3.81 (s, 3H, OMe), 4.00 (m, 1H, a-Val), 4.29 (m, 1H, a-Val), 4.50
(m, 1H, a-Pro), 6.78, 6.80 (d, 1H, J = 7.9 Hz, NHCOO), 6.96, 7.00 (d, 2H, J =
8.5 Hz, 3-H y 5-H), 7.07 (m, 1H, 3'-H), 7.11 (m, 2H, 4™-H y 6"-H), 7,26, 7.28 (d,
2H, J = 8.5 Hz, 2-H y 6-H), 8.33 (d, 1H, J = 7.0 Hz, CONH), 8.36 (d, 1H, J =
7.5 Hz, CONH) ppm. *C-NMR (100 MHz, DMSO-d¢) &: 18.90, 18.93 (y-Val),
19.04, 19.07 (y-Val), 19.61, 19.65 (y-Val), 19.73, 19.75 (y-Val), 25.17, 25.21 (y-
Pro), 28.88 (CHs-Boc), 29.73 (Cp), 29.81, 3.12 (B-Pro), 30.47, 30.50 (B-Val),
30.70, 30.80 (B-Val), 45.28 (C,), 47.75 (5-Pro), 56.20 (OMe), 56.93 (OMe),
57.93, 58.00 (a-Vval), 58.36, 58.43 (a-Val), 59.50, 59.75 (a-Pro), 78.61 (C-
Boc), 114.19 (C-6’), 114.65 (C-3’), 120.01 (C-4’), 121.95, 122.11 (C-3, C-5),
128.77 (C), 130.00, 130.10 (C-2, C-6), 139.70, 139.75 (C), 149.07 (C), 153.09
(C), 153.57 (C), 156.28 (OCONH), 171.00, 171.09 (CONH), 172.71, 172.92
(OCO), 201.09 (CO) ppm. EM (ES*): m/z 682.2 (M+H)", 582.2 (M-Boc)*, 704.2
(M+Na)".
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(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-[-2-metoxi-4-(L-Val-L-Pro-L,D-Val)oxy]fenil-1-
propanona (2.95)

Obtenido a partir de 2.116
(115 mg) usando 20
equivalentes de BBr;. Sdlido
rojizo (50 mg). Rdto: 48%.
(P.f.: 170-173
°C).Purificacion por
cromatografia flash en fase

reversa. Eluyente: gradiente de 2 a 30% de ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC
(Sunfire): Mezcla de diasteroisomeros (38:62) tg= 5.85 min y tg= 5.99 min
(gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds)
6: 0.91, 0.97, 1.02, 1.05 (d, 3H, J = 6.8 Hz, y-Val), 1.87 (m, 2H, y-Pro), 1.99
(m, 1H, B-Val), 2.10 (m, 2H, B-Pro), 2.20 (m, 1H, B-Val), 2.84 (t, 2H, J = 7.5
Hz, Hg), 3.26 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,), 3.42 (m, 1H, 5-Pro), 3.61 (m, 1H, 3-Pro),
3.99 (d, 1H, J = 5.6 Hz, a-Val), 4.32, 4.36 (m, 1H, a-Val), 4.52 (m, 1H, a-Pro),
6.43, 6.45 (dd, 1H, J = 8.1, 2.4 Hz, 5-H), 6.53, 6.55 (d, 1H, J = 2.4 Hz, 3-H),
6.80 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3'-H), 6.98 (dd, 1H, J = 8.9, 3.0 Hz, 4’-H), 7.13, 7.15
(d, 1H, J = 8.1 Hz, 6-H), 7.21 (d, 1H, J = 3.0 Hz, 6'-H), 7.96 (sa, 3H, NH3"),
8.44, 8.46 (d, 1H, J = 8.0 Hz, CONH), 9.16, 9.17 (s, 1H, OH), 9.77, 9.80 (s,
1H, OH), 11.24 (s, 1H, OH) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 17.15,
17.17 (y-Val), 18.12, 18.26 (y-Val), 18.41, 18.48 (y-Val), 18.98, 19.04 (y-Val),
24.25 (Cp), 24.63, 24.70 (y-Pro), 29.19, 29.37 (B-Pro), 29.44, 29.63 (-Val),
29.99, 30.35 (B-Val), 38.84 (C,), 47.44, 47.46 (5-Pro), 55.75, 55.77 (a-Val),
57.45, 57.65 (a-Val), 59.16, 59.45 (a-Pro), 108.12, 108.23 (C-3), 111.56 (C-5),
114.66 (C-6’), 118.41 (C-4’), 120.12 (C-3’), 124.15 (C), 124.90, 124.93 (C),
130.12, 130.18 (C-6), 149.13 (C), 149.42 (C), 153.55 (C), 155.80 (C), 166.71,
166.98 (CONH), 170.12, 170.23 (CONH), 171.45, 171.69 (OCO), 204.89 (CO)
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ppm. EM (ES): m/z 570.4 (M+H)*, 552.4 (M-H,0)". HRMS (ES+) m/z
encontrada 570.28226 ([M+H]" C3,H3sN3Og calculada 570.28099).

(E)-1-(2’,5’-Dimetoxifenil)-3-[-2-metoxi-4-(L-Val-L-Pro-L,D-Val)oxy]fenil-1-

propanona (2.96)

O
Br O OH
Hﬁf ®
e
Q., Ngl\o OH
PN

i
o

Obtenido a partir de 2.117
(115 mg) usando 20
equivalentes de BBr;. Sélido
rojizo (43 mg). Rdto. 41%.
(P.f.: 130-133 °C).
Purificacién por

cromatografia flash en fase

reversa. Eluyente: gradiente de 2 a 30% de ACN en H,O (0.05% TFA). HPLC
(Sunfire): Mezcla de diasteroisémeros (49:51) tg= 5.81 min y tg= 6.03 min
(gradiente de 15 a 95% de A en B en 10 min). '"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds)
8: 0.94, 0.97 (d, 3H, J = 6.80 Hz, y-Val), 1.00 (d, 6H, J = 6.80 Hz, y-Val), 1.85
(m, 2H, y-Pro), 1.97 (m, 1H, B-Val), 2.08 (m, 2H, B-Pro), 2.20 (m, 1H, B-Val),
2.92 (t, 2H, J = 7.5 Hz, Hy), 3.24 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H,), 3.49 (m, 1H, 3-Pro),
3.70 (m, 1H, §-Pro), 3.97 (m, 1H, a-Val), 4.32, 4.36 (m, 1H, a-Val), 4.55 (m,
1H, a-Pro), 6.79 (d, 1H, J = 8.9 Hz, 3-H), 6.96 (m, 4-H, 3-H, 5-H), 7.19 (d, 1H,
J = 3.00 Hz, 6-H), 7.28, 7.31 (d, 2H, J = 8.5 Hz, 2-H y 6-H), 7.91 (sa, 3H,
NHs"), 8.45, 8.46 (d, 1H, J =8.2 Hz, CONH), 9.15, 9.16 (s, 1H, OH), 11.18 (s,
1H, OH) ppm. *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) &: 17.58, 17.59 (y-Val), 18.65,
18.66 (y-Val), 18.83, 18.87 (y-Val), 19.47, 19.51 (y-Val), 25.09, 25.17 (y-Pro),
29.13 (Cp), 29.62, 29.84 (B-Pro), 29.87, 30.09 (B-Val), 30.45, 30.60 (B-Val),
40.93 (C,), 47.84, 47.89 (6-Pro), 56.18 (o-Val), 58.00, 58.07 (o-Val), 59.60,
59.75 (a-Pro), 115.13 (C-6’), 118.81 (C-3), 120.70, 120.72 (C), 121.69,
121.79 (C-3, C-5), 124.53 (C-4’), 129.83, 129.92 (C-2, C-6), 139.44 (C),
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148.84 (C), 149.86 (C), 153.84 (C), 167.16, 167.36 (CONH), 170.70, 170.78
(CONH), 171.98, 172.10 (OCO), 204.67 (CO) ppm. EM (ES*): m/z 554.3
(M+H)*. HRMS (ES+) m/z encontrada 554.28563 ([M+H]" CsyH39N30-
calculada 554.28608).

2.6.11 Ensayos Bioldgicos
Los ensayos bioldgicos han sido realizados por distintos grupos
colaboradores, segun se indica a continuacion:

- Expresion de receptores nACh en ovocitos, estudio electrofisiolégico y
ensayo de viabilidad celular en células HT22 de hipocampo neuronal (Dr.
Manuel Criado UMH, Alicante).

- Estudios de citotoxicidad y actividad analgésica (Dra. Asia Fernandez
Carvajal, Dr. Antonio Ferrer-Montiel, UMH, Elche).

- Estudios en 6rganos aislados y test de memoria (Dr. Ricardo Borges,
ULL, Tenerife).

- Ensayos de neuroproteccion (Dra. Manuela Garcia, Instituto Tedfilo
Hernando, Madrid).

Los métodos utilizados se describen en la referencia 2*°
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CAPITULO 3: Chalconas con actividad antitumoral y
antileishmania






3.1 INTRODUCCION






Introduccioén

Como ya se comento en la introduccion del capitulo 2 de esta Memoria,
la actividad biologica de las chalconas es muy variada, habiendo sido descrita

su utilidad en distintas areas terapéuticas'’’#*+#°0%!,

Teniendo en cuenta el elevado nimero de chalconas descritas con
actividad antitumoral o antileishmania se decidié evaluar una seleccién de los

compuestos del capitulo anterior en relacion a estas indicaciones.
3.1.1. Chalconas con Actividad Antitumoral

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo y
aungue existen tratamientos disponibles hoy en dia, los efectos secundarios y
las limitaciones asociadas a los mismos llevan a los investigadores a
desarrollar agentes mas seguros, potentes y selectivos. En este sentido, se
han descrito numerosas chalconas que han mostrado eficacia terapéutica
prometedora en distintos tipos de cancer'’?. La actividad de las chalconas
sobre el ciclo y el crecimiento celular viene determinada por la presencia, el
numero y la disposicion de los sustituyentes en ambos anillos aromaticos, que

con frecuencia suelen ser grupos hidroxilo y metoxilo®*%?>3,

Los efectos antitumorales de varias chalconas de origen natural han
sido explorados sobre todo en cuanto a su mecanismo de accién y como una
fuente de inspiracion para el desarrollo de nuevos farmacos. Por citar algunos
ejemplos, la isoliquiritigenina (Figura 63), induce apoptosis bloqueando el
ciclo celular en diferentes lineas celulares tumorales, como HepG2>**
(higado), MDA-MB-231*° (mama) y U87%*® (glioma) entre otras. Se ha
descrito también que la Floretina, un chalconoide reducido de origen natural,

induce la muerte por apoptosis en melanomas en ratones B16, asi
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como en la linea celular HL-60 de leucemia humana®’ (Figura 63). Estas
propiedades de algunas chalconas naturales y derivados pueden ser
aprovechadas para su uso como quimiopreventivos del cancer, ya que activan

la muerte celular programada de células tumorales.

o) (0] OH
-~ o
HO HO

Isoliquiritigenina Floretina

O  OCH;,

3.1 3.2

Figura 63. Compuestos de origen natural y sintético con actividad antitumoral

Los esfuerzos para sintetizar compuestos anitumorales basados en el
esqueleto de chalcona han dado lugar a un conjunto de derivados bioactivos.
Por citar algunos ejemplos, el compuesto 3.1, a una concentracion de 10 uM,
mostré inhibicion del crecimiento celular de méas del 90% frente a cinco lineas
celulares de céncer humano: carcinoma de células renales (ACHN),
carcinoma de pancreas (Panccl), carcinoma de pulmoén de células no
pequefias (Calul), carcinoma de pulmén de células no microciticas, (H460) y

carcinoma de colon (HCT116). La presencia de tres grupos OCH; en el anillo
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aromético A y el grupo NO, en posicion para del anillo B (compuesto 3.2)
aumentd significativamente la actividad antitumoral respecto a otros
analogos'®. Ademas, los compuestos 2.19 y 2.41, incluidos en nuestra
quimioteca, se encuentran ya descritos como  antitumorales®®,
Concretamente, el compuesto 2.19 fue capaz de interaccionar con la tubulina
e inhibir el ensamblaje de los microtibulos, actuando como antimitético®®, en
una linea celular de leucemia humana (ICs=40 nM)**. El compuesto 2.41
mostré actividad modesta en células HelLa, mientras que algunos de sus
derivados, con grupos amino en posicion 4 del anillo B y dos 0 mas metoxilos

en el anillo A presentaron actividad en modelos animales in vivo®*.

Los estudios de relacién estructura-actividad (SAR) en chalconas
antitumorales ponen de manifiesto que el patrén de sustitucién que da lugar a
compuestos activos varia en funcién de las lineas celulares tumorales en las
gue se evaluen los diferentes compuestos, por lo que es dificil establecer de
forma general las mejores posiciones para ser ocupadas por los

1.2*° con chalconas

sustituyentes. Por ejemplo, en el estudio de Valdameriy co
como inhibidores selectivos de ACBG2, una proteina de eflujo que confiere
resistencia frente a los antitumorales en el cancer de mama, la presencia de
tres grupos OMe en el anillo aromatico A (2’,4’ y 6’) conduce a actividad
moderada. Destacan las posiciones 2’ y 4 como las mas favorables para
presentar un grupo metoxilo e imprescindibles para conseguir una inhibicién
potente y selectiva de la proteina ABCG2%*°. Ademas, la sustitucion del grupo

metoxilo en posicidon 6’ por un grupo hidroxilo mejora considerablemente la
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actividad, mientras que el cambio de los grupos metoxilo del anillo A por
grupos etoxilo reduce drasticamente dicha actividad®*®. Por otra parte, en este
mismo estudio se muestra que la sustitucién del anillo aromético B con
halégenos no resulta muy favorable, mientras que la presencia de grupos
metoxilo en posiciones 2y 6 6 3 y 5 es adecuada para conseguir actividad
antitumoral®™®. En compuestos con un Gnico grupo metoxilo en el anillo B las
mejores posiciones son la 2 y la 3, mientras que la 4 parece ser desfavorable,
puesto que aumenta la toxicidad y disminuye la actividad®*®.

Un trabajo llevado a cabo por Mai y col.?®°

con 46 chalconas para
determinar su actividad antiproliferativa frente a 10 lineas celulares tumorales
destac6 que la presencia de varios grupos OH en ambos anillos, A y B, no
mejora la actividad, si lo comparamos con chalconas monosustituidas con un
grupo OH en el anillo A o B. Sin embargo, este estudio corroboré que los
grupos hidroxilo juegan un papel clave en la actividad frente a estas lineas
celulares antitumorales. Ademas, destac6é que las chalconas con grupos
hidroxilo en posiciones 2 y 4 en el anillo aromatico B mostraron efectos
antiproliferativos potentes y selectivos frente a células HT-29. También
determinaron que sustituyentes como Cl y OCHj; en el anillo B contribuyen al

efecto antiproliferativo.

Haciendo mencion a la sustitucién del anillo aromatico A por grupos
hidroxilo, los resultados de un trabajo realizado por Shenvi y col. permitieron
concluir que la sustitucion en 2’ y 4’ es mas favorable que la sustitucion en 2’
y 5’ frente a las tres lineas celulares tumorales humanas ensayadas, MCF-7,
SW-982 y HelLa®®".

.52 en una serie

Por otra parte, un estudio realizado por Lawrence y co
de 25 chalconas mostro que la sustitucion en o por un grupo flior daba lugar
a chalconas con potentes propiedades citotdxicas actuando como inhibidores

de tubulina. La presencia del flior en o facilita la adopcion de una
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conformacion s-trans, que permite que los dipolos CO y CF se encuentren
alineados, lo que favorece la actividad.

Ademas, se ha determinado que la presencia del doble enlace
conjugado en la cadena que sirve de union de los dos anillos arométicos es
importante para la actividad citotoxica. Prueba de ello son los resultados
obtenidos por Li y col. en un estudio realizado sobre un panel de seis lineas
celulares tumorales diferentes, carcinoma murino de colon 26-L5, melanoma
murino B16-BL6, carcinoma murino de células de Lewis, adenocarcinoma
humano de pulmén A549, adenocarcinoma humano de cérvix HelLa y
fibrosarcoma humano HT-1080%°%. En todos los casos la reducciéon de dicho

doble enlace disminuy6 drasticamente la actividad.

El hecho de que muchas de las chalconas activas frente a diferentes
canceres presenten en sus anillos aromaticos sustituyentes de naturaleza
metoxilo o hidroxilo, nos animdé a ensayar una buena parte de nuestra
coleccion de compuestos finales e intermedios de sintesis del capitulo 2, con
el fin de explorar su potencial actividad antitumoral, como se explicara mas

adelante.
3.1.2 Chalconas con actividad Anti-Leishmania

Leishmania es un protozoo responsable de la enfermedad conocida
como leishmaniasis que se transmite por la picadura de mosquitos del género
Phlebotomus y Lutzomyia®®. Esta enfermedad afecta hoy en dia a unos 12
millones de personas en todo el mundo. Se clasifican en dos tipos de
sindrome; Leishmaniasis cutdnea, que afecta Unicamente a la piel, y
leishmaniasis visceral, que afecta a oOrganos bafiados por el torrente
sanguineo®®®. Actualmente, se han identificado 21 especies de Leishmania
relacionadas con la patogenia humana, siendo las de mas relevancia L.
braziliensis y L. donovani. Existen dos formas del parasito responsables de la

enfermedad, la forma promastigote (extracelular y flagelada) que es la forma

273



Introduccioén

de leishmania liberada por el mosquito al torrente sanguineo tras la picadura,
y la forma amastigote, que Unicamente es capaz de sobrevivir dentro de la

célula fagocitada (principalmente en macréfagos)®®

. No existen protocolos
estandarizados de tratamiento frente a leishmania, utilizdndose distintos
farmacos segun el caso clinico. Por citar algunos, destacar la pentamidina®®,
efectiva frente a leishmania pero para la que desafortunadamente la forma
intracelular presenta resistencia. Otro farmaco es la anfotericina B?®’, un
antifingico que por su alta toxicidad renal no puede ser utilizado en primera
y la
paromomicina®”®, destacando que esta Ultima afecta al crecimiento de los

linea de tratamiento. También son efectivos la miltefosina®®®2%®

amastigotes.

Existen diversos trabajos que describen la actividad antileishmania de
chalconas, tanto sintéticas como de origen natural. Aunque se han ensayado
un gran nimero de compuestos sintéticos, la licochalcona A, aislada de una
especie de Glyzirriza (regaliz), es una chalcona de origen natural cuya

211 sy mecanismo de accion

actividad antileishmania se sigue estudiando
parece que consiste en inhibir, en primer lugar, la enzima fumarato reductasa,
a continuacion interviene en la cadena respiratoria del parasito, afectando a la
funcion y estructura de las mitocondrias, destruyendo finalmente al parasito.
Ademas, la licochalcona C inhibe el crecimiento de Leishmania major en la
misma medida que la licochalcona A*2?. Otros ejemplos son las chalconas
3.3-3.5 que son capaces de inhibir in vitro el crecimiento de la forma
promastigote de Leishmania major y amastigote de Leishmania donovani en
monocitos derivados de macr6fagos humanos. Estos compuestos inhiben la
respiracion del pardsito y la actividad de las deshidrogenasas
mitocondriales®”®. Adicionalmente, el compuesto 3.6 mostr6 actividad in vitro
frente a promastigotes y amastigotes de L. amazonensis®’® y ademas,

algunos analogos del compuesto 3.6, que contienen grupos nitro, flior o
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bromo en la posicion para del anillo aromatico A, mostraron un aumento de

selectividad frente a dichos parasitos®’™.

Licochalcona A Licochalcona C
Q Q o OH
X
| | 1 >r | O
Pz
O OCH O Ho OCH,
H,CO OCH, 8 Hsco OCH;
2.21 3.3:R=H 3.6
3.4: R=2'-OH
3.5: R=4"-OH
O

0}

OCHjs o i
C e
OCH3
H;CO
3 3.8

7

Figura 64. Compuestos de origen natural y sintético con actividad frente a
Leishmania

En base al estudio realizado por Bello y col. con una serie de chalconas
sustituidas por grupos metoxilo, hidroxilo, halégenos como el Cl y grupos NO,,
se puede determinar que la introduccion de dos grupos metoxilo en las
posiciones orto del anillo A impone una rigidez estructural, debida a la
reduccion de la libertad conformacional del anillo de fenilo, que al parecer
mejora la actividad frente a leishmania. Ademas, la incorporacion junto con
estos dos grupos metoxilo en orto de otro metoxilo adicional en meta mejora

considerablemente su actividad?’®. Adicionalmente, el estudio de Aponte y col.
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destacO que la presencia de grupos polares en el anillo A, como grupos
hidroxilo en posiciones 2’ y 4’, incrementa la actividad antileishmania de estas
chalconas®”’.

Por otra parte, segin describen Hermoso y col.?™

, la conjugacion del
doble enlace del sistema carbonilo a,B-insaturado reduce la actividad, por lo
que las dihidrochalconas son también importantes en la buUsqueda de
compuestos con actividad antileishmania, como por ejemplo el compuesto
3.7. Dentro de este grupo de compuestos, la sustitucion de grupos hidroxilo
por acetoxilo no solo incrementa la actividad antileishmania sino que también

disminuye la citotoxicidad en macréfagos®’®.

En los ultimos afios ha aumentado la relevancia de las sulfonamido-
chalconas, dando lugar a derivados con mejor perfil inhibitorio que las
chalconas clasicas frente a algunas especies de Leishmania, entre ellas L.
braziliensis?”®. Un ejemplo de estas sulfonamido-chalconas se encuentra
representado por el compuesto 3.8.

El compuesto 2.21, preparado en el capitulo 2, presenta actividad

240,280

antileishmania , por lo que lo tomaremos como referencia de los

compuestos de nuestra quimioteca que seran evaluados frente a Leishmania.
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Objetivos

En base a los antecedentes comentados, el objetivo de este capitulo se
centra en la evaluacion de una seleccion de chalconas y derivados de nuestra
coleccion, con el fin de explorar su posible actividad antitumoral y/o
antileishmania.

Estos ensayos eran accesibles para nosotros, gracias a las
colaboraciones que nuestro grupo de trabajo mantiene con la empresa
PharmaMar, por una parte, y con el grupo de investigacion del Dr. Luis Rivas
(CIB-CSIC), por otra.
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Resultados y Discusién

3.3.1 Actividad biolégica como antitumorales

Como se ha comentado anteriormente, en colaboracion con la empresa
PharmaMar, se han realizado ensayos in vitro (HTS) para determinar la
actividad antitumoral en cuatro lineas de células tumorales.

> La linea A549 es una linea de células epiteliales alveolares de

adenocarcinoma humano de pulmén.

> La linea HT29 es una linea tumoral humana derivada de

adenocarcinoma de colon.

> La linea MDA-MB-231 es una de las mas utilizadas para el estudio
experimental in vitro del cancer de mama hormono-independiente. Se
ha comprobado que estas células presentan crecimientos
extraordinariamente rapidos en medios de cultivo poco enriquecidos,
en parte por una regulacibn autocrina a partir de factores de

crecimiento celulares que ellas mismas secretan al medio.
> Lalinea PSNL1 son células de adenocarcinoma de pancreas.

La evaluacion se llevé a cabo sobre una seleccion de compuestos, que
incluyen chalconas y derivados reducidos, ambos con grupos metoxilo e
hidroxilo o combinaciones de ambos. Se incluyeron tanto compuestos
preparados en el capitulo 2 como algunos de los derivados comerciales
(Anexo 1). En la Tabla 26 se recogen las estructuras de las chalconas
metoxiladas que dieron lugar a los resultados mas relevantes en este estudio.
Ademas, a efectos comparativos, se incluyeron algunos analogos hidroxilados

y/o reducidos que resultaron inactivos.
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Tabla 26. Resultados mas relevantes de las chalconas de la quimioteca evaluadas

Pulmén Colon Mama Pancreas
Compuestos A549 HT29 | MDA-MB-231 PSN1
(uM) (uM) (uM) (hM)
O OCH,

|

0 » Glso 1.98 1.13 1.31 1.55
Hico P oo, 9 | LCsq 27.4 305 30.5 30.5

2.16

O  OCH,3
SURS Glsp 2.77 1.86 2.62 2.25

® o, S LCsp 11.3 30.5 30.5 16.7

2.18

O  OCH,

) Glso 2.73 1.29 2.36 4.60
T L | ew >31 >31 20.2 25.1
’ OCH; 92

O  OCHs;

) Glso 108 137 7.32 127
pe o S| LCoo >32 >32 >32 >32

2.81

O  OCH,

e Glso 10.6 9.85 8.44 10.6
. ) T LCsp 28.5 34.8 26.7 19.0

2.65

O OCH,

O Glsp 1.27 1.93 1.55 0.95

L, T LCso 5.63 3.87 5.28 2.46

2.66

O OCH,

SYRS Glso 0.089 0.044 0.089 0.058
L T | e 31.8 31.8 36.7 36.7
’ 219

O  OCH,

) Gls 13.4 12.0 22.0 12.0
OCH3
o C o, S LCso 27.9 27.9 27.9 27.9
2.20
o

) Glsp 8.05 3.35 8.72 12.7
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O OH
® Glso >32 >32 >32 >32
o @ oy O LCso >32 >32 >32 >32
251

Estableciendo relaciones estructura-actividad a partir de los resultados,
se observa que una buena parte de los compuestos activos presentan dos
grupos metoxilo en 2’ y 5’ en el anillo A. Los derivados que combinan esta
sustitucion con la presencia de dos grupos metoxilo en el anillo B, bien en
posiciones 2, 4 (2.16) 6 2, 6 (2.18) 6 3, 4 (92) muestran valores de Gls, muy
similares en un rango entre 1.13 y 4.60 uM en las cuatro lineas celulares
tumorales ensayadas. Con respecto a 2.16 (2,4,2',5-OMe), el compuesto
2.81, que mantiene los grupos 2, 2’,5-OMe, y sustituye el 4-OMe por un 4-
OH, disminuye ligeramente la actividad antitumoral, al igual que el derivado 4-
desmetoxilado 2.65 (4-OH, 2’,5’-OMe). Sin embargo, el compuesto 2.66 que
incorpora como Unico sustituyente en el anillo B un grupo 2-OH, mantiene la
actividad micromolar en tres de las lineas ensayadas, aumentando
ligeramente la actividad en la linea pancreatica PSN1, con un valor de Glsg
de 0.95 uM. EI compuesto 2.19 con tres grupos metoxilo en las posiciones 2,
4y 6 del anillo B fue el que presenté mejor actividad antitumoral, con valores
entre 0.06 y 0.09 puM. Estos resultados son similares a los publicados para
este compuesto en una linea celular de leucemia, también en el rango del
nanomolar alto®®. La presencia de un grupo acetamido en posicién 4 del
anillo B dio lugar a un compuesto con actividad antitumoral moderada (2.43),
siendo algo mas efectivo en la linea de pulmén A549. Estos valores de Gls
estan en la misma linea de lo reportado previamente para este compuesto en

células Hela.

Por otra parte, los compuestos 2,4-OMe-sustituidos y monometoxilados
en el anillo A, 2.20 y 2.21, presentaron actividad antitumoral moderada de

orden micromolar, inferior a la del analogo con dos grupos metoxilo en 2°,5’,
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2.16. Aunque muy similares, las actividades de 2.20 (3-OMe), fueron algo
mejores que las de 2.21 (4-OMe), especialmente en la linea celular HT29 de
cancer de colon. La incorporacién de un metoxilo adicional en posicion 4 del
anillo A, compuestos 2.17 y 2.20, disminuyo la actividad antitumoral en un
orden de magnitud, aproximadamente, con respecto a 2.16. Otras
sustituciones del anillo A que dieron lugar a compuestos activos fueron: 3’,5'-
OMe,4’-OH (74), 2-OMe,6’-OH (79) y 2-6’-OMe (93).

Por otra parte, los compuestos polimetoxilados que presentaban el
doble enlace reducido perdieron drasticamente la actividad antitumoral
(comparar 2.50 y 2.55 con 2.16 y 2.19, respectivamente). Estos resultados

concuerdan con el estudio realizado por Li y col.?®®

gue mostraba que la
reduccion del doble enlace en estos compuestos a,B-insaturados disminuia
mucho la actividad citotoxica. Sin embargo, el derivado reducido 2.67
sustituido con grupos metoxilo en 2’ y 5’ del anillo B e hidroxilo en posicion 4
del anillo A , present6 una actividad antitumoral moderada en las lineas A549
y PSN1 y una actividad ligeramente mayor en la linea MDA-MB-231,
comparables a las de su chalcona precursora 2.65. También es de destacar
que los compuestos totalmente hidroxilados perdieron completamente la

actividad antitumoral en las cuatro lineas celulares evaluadas.

Aunque la mayoria de las chalconas ensayadas no mostraron valores
significativos de actividad antitumoral, varios compuestos resultaron ser
activos en el rango micromolar para las cuatro lineas evaluadas (Tabla 26).

Cabe destacar dos compuestos:

2.19: que en las cuatro lineas tumorales ensayadas por PharmaMar
presento valores de Glsy dos 6rdenes de magnitud mas alto que el resto de la
guimioteca. Este compuesto habia presentado también actividad antitumoral

en una linea celular de leucemia®® con valores similares a los aqui
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reportados. Nuestros resultados corroboran que se trata de un compuesto

muy eficaz como inhibidor del crecimiento tumoral, aunque no es selectivo.

2.66: que en concreto para la linea celular de pancreas (PSN1), mostré

un valor de Glsy de orden submicromolar.

Las sustituciones que han dado lugar a los mejores resultados en este
apartado, junto con otras previamente recogidas en la bibliografia, podrian
combinarse para el diseiilo de nuevas chalconas con actividades

antitumorales y selectividades mejoradas.
3.3.2 Actividad biolégica frente a Leishmania

En colaboracién con el Dr. Luis Rivas del Centro de Investigaciones
Biolégicas (CSIC) de Madrid se han realizado ensayos para determinar el
porcentaje de inhibicién de la proliferacion en la forma promastigote de L.
donovani y en la forma amastigote de L. pifanoi. Los ensayos se han
realizado con un total de 38 chalconas y derivados reducidos. Al igual que en
el caso de la evaluacion como antitumorales, se realiz6 una seleccion
representativa de compuestos de nuestra coleccién que incluia las chalconas
metoxiladas 2.16-2.22, los derivados polihidroxilados 2.23 y 2.51, un
acetamido derivado 2.41, compuestos con el doble enlace reducido 2.52-2.56
y derivados de pirrol 2.72-2.73. El compuesto 2.21, cuya actividad

antileishmania habia sido descrita previamente®***°

se ensaydé como
referencia. También se incluyeron dentro de esta selecciébn algunos

compuestos de la coleccion comercial de chalconas (Anexo ).

Aquellos compuestos que a una concentracion de 10 uM mostraron al
menos un 75% de inhibicidn de la proliferacion respecto al control no tratado
fueron seleccionados para determinar su ICso. Se midieron estos valores en
ambas formas del paréasito, promastigotes extracelulares de L. donovani y

amastigotes intracelulares de L. pifanoi. Ademas se determind la citotoxicidad
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en macrofagos peritoneales murinos por ser las células huésped para

Leishmania en mamiferos (Tabla 27).
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Tabla 27. Datos de ICsy (uM) para los compuestos seleccionados, tras el primer

cribado de actividad antileishmania.

Promastigotes L.

Amastigotes L.

Macréfagos

Compuesto donovani pifanoi peritoneales
IC50 (HM) ICs5o (MM) ICso (M)
O  OCH,
Y
O ocH, €M 31 12 21.1
218
O OCHs
O | O OCH; >50 15 85
H,CO OCH, OCHs
2.20
O  OCH,
o | O >50 4 >50
A O ocH,
H 2.41
O  OCHg
|
O O 4 3.5 14.2
on  OCHs
2.66
o OH
|
O O OCH; >50 21 >25
HaCO ocH, OCMs
66
O OH
|
O O >50 >50 >25
H,CO ocH, ©OCMs
78
O  OCHs
0O
O 13.3 2.1 20
H3CO OCH,
OCH; 92
o
|
O 20 18 >50
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En nuestras manos el compuesto 2.21, presenté una actividad

antileishmania comparable a la descrita previamente®*®*®,

Del estudio de relaciones estructura-actividad (SAR), teniendo en
cuenta también los compuestos no incluidos en la tabla, se pudo deducir que,
en compuestos 2’,5-metoxilados (Anillo A), la sustitucién en las posiciones 2,
6 del anillo B con OMe (2.18) es preferida sobre la 2,4 (compuesto 2.16,
inactivo). Por otra parte, la introduccién de tres grupos metoxilo en posiciones
2,4,6 del anillo B disminuyé drasticamente la actividad antileishmania. Sin
embargo, la existencia de tres grupos metoxilo en el anillo A aumentd la
actividad antileishmania en amastigotes (compuesto 2.20), aunque este

compuesto fue claramente citotoxico en macroéfagos.

También se ensayaron compuestos parcialmente hidroxilados en ambos
anillos. Se observd que la presencia de grupos metoxilo 2,5’ en el anillo Ay
un 2-hidroxilo en el B, compuesto 2.66, conduce a la mejor actividad
antileishmania dentro de esta serie de compuestos. Los compuestos con un
grupo 2-OH en el anillo A fueron o bien inactivos (78), o presentaron actividad
marginal (66). Sin embargo, los anélogos totalmente hidroxilados, no

recogidos en la tabla, resultaron totalmente inactivos.

La introduccion en el anillo A de un grupo acetamido en posicion 4

favoreci6 la actividad antileishmania, fundamentalmente en amastigotes.

Por otra parte, los compuestos que presentaban el doble enlace del
sistema o,p-insaturado reducido perdieron drasticamente la actividad frente a
Leishmania, indicando la importancia de este doble enlace en la inhibicion del
parasito. Estos resultados son contrarios a los de los estudios de SAR
realizados por Hermoso y col.,, que mostraban que la reduccién del doble
enlace de las chalconas mejoraba la actividad frente Leishmania. En nuestro

caso, no se ha observado un comportamiento similar, ya que también el
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derivado reducido 2.68, analogo del mejor compuesto de la serie, 2.66,

resultd inactivo en los ensayos.

En general, se observé una cierta correlacion entre los compuestos que
presentaron actividad antitumoral y los que inhibieron las distintas fases del
parasito de leishmania, aunque 2.19, el antitumoral mas potente, no presentd
actividad antileishmania. Asi, los compuestos con mejores valores de ICsg
frente a promastigotes y amastigotes, 2.18, 2.21, 2.66 y 92, mostraron

inhibicion del crecimiento tumoral a concentraciones micromolares (Tabla 26).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores de todas las chalconas a
las que se les midi6 la ICso, se seleccionaron los compuestos 2.21, como
referencia, y 2.66 para estudiar su actividad y mecanismo de accion.

En primer lugar se determind la variacion intracelular de ATP libre. Para
este fin se utilizaron promastigotes de L. donovani, que expresan una forma
citoplasmética de luciferasa. En presencia de DMNP-luciferina como sustrato
se produce una reaccion de bioluminiscencia dependiente de ATP, siendo el
ATP intracelular libre el sustrato limitante. Ambos compuestos producen una
disminucién en la luminiscencia de manera dependiente de la concentracion
de ATP, como se observa en la Figura 65°®. Esta variacién de ATP podria
deberse a que los compuestos hacen poros en la membrana plasmatica,
liberando por tanto el ATP, o bien a que puedan afectar a alguna fase de la

cadena respiratoria.
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Figura 65. Inhibicién de la luminiscencia en promatigotes de L. donovani tras la
adicion de los compuestos 2.66 y 2.21.

Para descartar la formacion de poros se determiné la capacidad de los
compuestos para permeabilizar la membrana plasméatica en promastigotes de
L. donovani. Para ello, se evalu6 el aumento de la fluorescencia producido por
el colorante verde SYTOX una vez unido a los acidos nucleicos intracelulares.
Este colorante no puede atravesar membranas celulares, por lo que el
aumento de la fluorescencia solo es factible en los paréasitos con la membrana
dafada, excluyendo por tanto a los parasitos con la membrana intacta. Como
se representa en las Figuras 66 y 67, ninguno de los dos compuestos
seleccionados produjo dafio en la membrana plasmatica, tal y como se evalué
tras cuatro horas de incubacion, lo que nos indica que los compuestos
evaluados tienen dianas intracelulares concretas. Los resultados se expresan
como porcentaje con respecto al control (células completamente

permeabilizadas, obtenidas mediante la adicion de Triton X 100)%".
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Figura 66. Estudios de permeabilizacion de la membrana plasmatica de
promastigotes de L. donovani por los compuestos 2.66 y 2.21
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Figura 67. Permeabilizacion de la membrana plasmatica de promastigotes de L.
donovani tras cuatro horas de incubacién por los compuestos 2.66 y 2.21. El
colorante verde SYTOX se afiadié al final de la incubacion. La flecha indica la adicion

de Triton X 100.

Las diferentes especies del género Leishmania presentan una sola
mitocondria que exhibe caracteristicas estructurales y funcionales Unicas, que

hacen de este organulo un objetivo importante para el estudio de la actividad
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de los compuestos evaluados. De hecho, un gran numero de farmacos
producen alteraciones en la mitocondria en tripanosomiasis, como se ha
recogido en la bibliografia®®?. Dado que nuestros compuestos podrian tener
como diana intracelular a la mitocondria de los parasitos, se evalud la
despolarizacién mitocondrial utilizando Rodamina 123 y analisis mediante
citometria de flujo. Solamente el compuesto 2.66 mostré efecto sobre el
potencial de membrana mitocondrial, como se muestra en la Figura 68. El
control de los parasitos con la membrana mitocondrial completamente
despolarizada se obtuvo por incubacion de éstos con KCN 10 mM durante 30
minutos antes de la carga del colorante. El desequilibrio del potencial de
membrana mitocondrial podria conducir a una disminucién de ATP, reduccion
en la transcripcién y transduccién mitocondrial, y a un aumento de la
produccién de radicales libres (ROS), lo que generaria la muerte celular por

apoptosis 0 necrosis®®,

Rodamina 123 (4h)
140

120

100 -

60 -
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Control KCN 2.66 2.66 2.21
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Figura 68. Diagrama de barras que representa la actividad de despolarizacién
mitocondrial de los compuestos 2.66 y 2.21. Las células fueron tratadas primero con
el compuesto correspondiente y seguidamente se tifieron con Rodamina 123.
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Para el compuesto 2.66 se realizd el correspondiente histograma de
citometria de flujo, que se representa en la Figura 69. En el histograma, el
compuesto control (linea negra continua) representa células que han
adquirido la méaxima fluorescencia por un tratamiento previo con un fluoréforo
(Rodamina 123). Estas células presentan la membrana mitocondrial sana, de
ahi que adquieran el fluor6foro y puedan alcanzar la maxima fluorescencia. El
tratamiento con KCN (linea negra discontinua) afecta a la cadena respiratoria
de las células provocando un cambio en el potencial de membrana
mitocondrial, lo que se traduce en que las células no emitan fluorescencia y
por tanto la curva aparezca desplazada hacia la izquierda. Cuando las células
son incubadas con el compuesto 2.66 a 4 uM (linea roja) la curva del
histograma se desplaza hacia la izquierda, lo que se traduce en que el
compuesto afecta al potencial de membrana mitocondrial. Este efecto
aumenta a mayor concentracion, como tras la incubacién durante 4 horas con

2.66 a una concentracion de 25 uM (linea verde).

Numero de
Células

~
>

Fluorescencia

Figura 69. Histograma de citometria de flujo para el compuesto 2.66. Las células
fueron tratadas primero con el compuesto 2.65 durante 4 horas y después se tifieron
con Rodamina 123. Leyenda: (-) Control, (---) KCN, (—) 2.66 (4 uM) y ( ) 2.66 (25

uM).
Adicionalmente, se estudio el efecto morfol6gico mediante microscopia

electronica de transmisién (TEM), mas visible para el compuesto 2.66 como
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se muestra en la Figura 70. Este efecto se observa en la mitocondria, y es
facilmente reconocible por la presencia del cinetoplasto (mancha alargada
oscura). La flecha roja indica el cinetoplasto en parasitos tratados, mientras
gue la flecha verde lo sefala en parasitos control (sin tratar). Las imagenes de
TEM mostraron que las células no tratadas presentaban una morfologia del
cinetoplasto alargada normal. Sin embargo, en los parasitos tratados con el
compuesto 2.66 se observaron cambios morfolégicos en el cinetoplasto,

compatibles con la pérdida de viabilidad.
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Figura 70. Microscopia electrénica de transmision en promastigotes de L. donovani
tratados con el compuesto 2.66 y sin tratar

Los cambios morfolégicos en las mitocondrias de Leishmania también
se observaron mediante microscopia confocal, utilizando la tincion rojo de
Mitotracker, un marcador fluorescente tipico de mitocondrias. Tras la tincién
se incubaron en la oscuridad con los compuestos seleccionados 2.66 y 2.21.
En la Figura 71 se puede observar la mitocondria hinchada en los parésitos
tratados con el compuesto 2.66 en comparacion con el control y el compuesto
2.21. Se puede observar también que en todos los casos el pardsito esta

entero, tanto en el control como tras el tratamiento con ambos compuestos.
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En rojo (Rojo de Mitotracker) se observa la mitocondria, que en el caso del
compuesto 2.66 se encuentra aumentada respecto al control, lo que corrobora
gue el compuesto afecta a la morfologia de ésta, compatible con la pérdida de
viabilidad, mientras que en el compuesto 2.21 se aprecia mas difusa y no tan
marcada como en el caso del control. En azul (DAPI (4’-6-diamidino-2-
fenilindol) se observa el nicleo y el cinetoplasto del parasito, que en todos los

casos parece similar al control.

Control

Compuesto
2.66

Compuesto
221

Figura 71. Microscopia confocal de promastigotes de L. donovani

Finalmente, se infectaron macro6fagos peritoneales murinos con
amastigotes axénicos de L. pifanoi y se trataron con el compuesto 2.66
durante 16 horas. Como se muestra en la Figura 72, se produjo una reduccién
de la carga parasitaria de 2,2 amastigotes por macréfago en el control a 1,3

en los macréfagos tratados con el compuesto 2.66.
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Figura 72. Microscopia confocal de los macréfagos peritoneales murinos infectados
con amastigotes de L. pifanoi incubados con el compuesto 2.66. Las flechas sefialan
amastigotes dentro de las vacuolas parasitéforas. Los datos se representan como la
media +- SE.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, cabe destacar los buenos
resultados encontrados para el compuesto 2.66 en todas las formas
ensayadas hasta el momento, promastigotes de L. donovani, amastigotes de
L. pifanoi y macréfagos peritoneales murinos infectados con amastigotes de
L. pifanoi. Asi, podemos concluir que el compuesto 2.66 muestra una buena
actividad antileishmania. Estos resultados son suficientemente prometedores
como para seguir trabajando con esta serie de compuestos con objeto de
identificar analogos con un perfil farmacologico optimo.
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Conclusiones

Los resultados mas relevantes del trabajo que se recoge en el capitulo 3
de esta memoria, cuyo objetivo principal era la busqueda de nuevos
compuestos con actividad antitumoral y/o antileishmania, se pueden resumir

en las siguientes conclusiones:

- La evaluacién de una seleccion de compuestos de la coleccién de
chalconas sintetizadas en el capitulo 2 en cultivos de células tumorales ha
permitido determinar que el compuesto 2.19 presenta valores de Glsq en el
rango de 10®° M frente a las cuatro lineas celulares ensayadas, asi como una
serie de derivados con actividad micromolar, entre los que destaca 2.66.

- Los ensayos en dos cepas de Leishmania, en concreto promastigotes
de L. donovani y amastigotres de L. pifanoi, con una seleccién de derivados
de chalcona de nuestra quimioteca y de una coleccion comercial, han
permitido descubrir que el compuesto 2.66 presenta actividad antileishmania
prometedora y que su mecanismo de accién podria estar relacionado con la
despolarizacion y cambio de morfologia de las mitocondrias de estos

parasitos.

- Estos resultados podrian ser un punto de partida para disefar y
sintetizar nuevos compuestos con actividad antitumoral y antileishmania mas

potentes y selectivos.
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RESUMEN EN INGLES






Helical peptides and chalcone derivatives in the search of ion

channel modulators
Introduction

lon channels are key elements of the plasmatic membranes. They are
constituted as homo- or heteromeric protein complexes and selectively
mediate the ion flux through the lipid bilayer to keep a gradient between both
sides of the membrane. Cells make use of this gradient to regulate basic
functions and, as a consequence, deregulation or abnormal functioning of ion

channels are responsible for severe pathologies.

Thus, and as a general approach, the modulation of such ion channels is
crucial to treat several pathologies. Many of the explored strategies have been
focused on the design of agonists and antagonists. However, alternative
methodologies are required to overcome adverse effects associated to the
classic design of substrate analogs. In this regard, the design of protein-
protein interaction (PPI) and allosteric modulators are current powerful

strategies.

Objetives

In the present report the main objective has been the design, synthesis
and evaluation of molecules able to affect the function of two types of ion
channelsOn one hand the transient receptor potential channels (TRPs,
Chapter 1) and on the other hand the a7 acetylcholine nicotinic receptor (a7
nNAChR, Chapter 2). The strategies will respectively be the modulation of
protein-protein interactions (PPIs) related to the TRP channels functioning and
an the allosteric modulation of a7 nAChR.,In addition, as an extension of the
previous work, several synthetic intermediates of chapter 2 were also

evaluated as potential antiproliferative and antileishmania drugs (Chapter 3).
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1.- Helical peptides for PPl modulation: Antagonist effect of helicoidal
peptides on the TRPV1 and TRPA1 receptors (Chapter 1)

Linear peptides could represent a quick and effective approach to
discover initial PPI hits, particularly if they have inherent ability to adopt
specific peptide secondary structures (a-helix). Based on this idea, a peptide
library was designed by theoretical predictions of helicity (Agadir software) and
synthesized by solid-phase peptide synthesis (Figure 1). As a main requisite,
the selected 13-mer peptides fixed either a combination of three aromatic, or
two aromatic and one aliphatic residue, on one face of the helix (Ac-
SSEEXSARNX9AAX12N—NH2), since these are structural features quite
common at PPIs interfaces. Circular dicroism and NMR measurements in
solution (conformational analysis) confirmed the theoretical predicted helical
propensities. Next, the validation of the library in two well-known PPIs (p53-
MDM2, VEGF-VEGFRSs), for which a hydrophobic a—helix is essential for the
interaction, verified the usefulness of this library, and allowed the identification
of new modulators of VEGF-FIt-1. Finally, these peptides were evaluated and
some identified as novel hits to block TRPV1 and TRPAL ion channels. These
results could be considered a starting point to develop new modulators of

these channels.

2.- Chalcones as allosteric modulators of a7 nAChRs (Chapter 2)

A screening campaign of a heterogenous library of small natural
products, led us to identify the 4,2’ 4’-trihydroxychalcone as a compound able
to selectively modulate the a7 nAChR. Thus, taking this compound as hit, we
performed the synthesis of several structurally-diverse chalcone derivatives.
We explored: (i) the number and position of the hydroxyl groups on the phenyl

rings, (ii) the introduction of other functional groups in place of OH, (iii)) the
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introduction of a novel aromatic ring, or (iv) the chemical nature of the

spacer between the two aromatic rings.

In vitro evaluation of the new compounds prepared on Xenopus oocytes
allowed us the identification of some potent and selective positive allosteric
modulators (PAMs) of the a7 AChR. The best compound in the chalcone
series was compound 2.23 (2,4,2’,5-tetrahydroxychalcone) and from the
chalcone derivatives two compounds stood out 2.51 (2,4,2°,5-OH) and 2.69
(4,2',5’-OH), products of the reduction of the chalcone’s spacer double bond.
These compounds have an acceptable security profile in cytotoxic and organ

bath studies.

In cellular cultures treated with Rotenone and Oligomicine A, the
2,4,2’,5’-tetrahydroxychalcone, exhibited a neuroprotected activity similar to
that of the reference compound PNU-282987 (an a7 selective agonist).
Additionally, in vivo evaluation of some of the most potent compounds in a rat
model of mechanical hyperalgesia proved that they have antinociceptive
effects, comparable to that displayed by the internal control PNU-120596, a
well-known type Il PAM. Interestingly, the best compound in the chalcone
series, 2,4,2’,5-tetrahydroxychalcone, also improved the cognitive process
in rodents in the Morris test. This suggests a positive effect on the murine
cognitive functions, and therefore, its potential interest as a neuroprotective
agent for the treatment of Alzheimer’s type disorders. In addition to the above
indicated in vitro and in vivo activities, some of these compounds displayed

remarkable antioxidant properties, as determined by ORAC experiments.

Finally, we worked on the improvement of the pharmacokinetic profile of
the more active compounds. In this regard, amino acid and peptide-based
prodrugs were prepared because of their well-known ability to improve
permeability and solubility. Regarding peptide prodrugs, two different

strategies were followed. From one side, the use of a self-cleavable linker that
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would liberate in vivo the parent compound by the formation of a
diketopyperazine ring. On the other side, the introduction of Val-Pro-Val
tripeptide , which will be recognized and cleavaged by the enzyme dipeptidil
peptidase IV (DPPIV), releasing the parent drug. The stability studies
performed point out to the dipeptide derivatives as the more promising pro-
drugs of the active compounds.

3.- Antiproliferative and antileishmania effect of chalcone derivatives
(Chapter 3)

Several methoxy chalcone derivatives, synthetic intermediates of the
hydroxyl chalcones described in Chapter 2, were evaluated for their antitumor
and antileishmania activities, two indications for which methoxy chalcones

have been widely described.

First, a selection of the prepared methoxy chalcones was tested as
growth inhibitors in four tumor cell lines (A549, HT29, MDA-MB-231, PSN1).
The results proved that some compounds showed not negligible ICsq values, in

the uM range in the four cell lines.

Secondly, the evaluation of these compounds in both Leishmania
donovani (promastigote) and L. pifanoi (amastigote) cell cultures was also
carried out, finding that some compounds had a promising antileishmania
activity. Flow cytometry and electronic microscopy studies unravel that one of
these chalcone derivatives significantly affect the parasite mitochondrial

stability (polarization and morphology).
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ANEXO | CAPITULO 1

L1: (Ac-SSEEAr’ARNAr’AAAr'°N-NH,)

HPLC 24 2+ Pureza
o Eclipse C18 [M+2H/2] [M+2H/2] Pureza Crudo Rdto® Final
Peptido Grad (10-30%) Calculada Encontrada (%) (%) (%)
ta(min) ° (Masa Exacta) (Masa Exacta) ¢ ? ¢
R
766.30 766.35 c
1529. 1529. 4
FFF 17.48 29 6899 29 689 85 16 99
WFF 18.11 785.81 785.84 76 7 89°
YFF 14.38 774.30 774.30 86 74 86"
785.81 785.84 c
FWF 17.36 (1568.7008) (1568.6979) 8 18 98
WWF 18.25 805.33 805.88 82 9 88°
YWF 14.72 793.81 793.87 89 21 91°
FYF 13.58 774.30 774.30 85 74 85°
WYF 14.92 793.81 793.87 91 20 96°
YYF 11.06 782.3 782.26 86 65 86’
FFW 17.80 785.81 786.13 71 1 88°
WFW 18.45 805.33 805.88 73 27 92°
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YFW 14.46 793.95 794.34 57 16 88°
FWW 17.50 805.33 805.33 57 1 85°
wWwWw 18.51 824.85 824.82 75 1 85°
YWW 15.91 813.33 813.36 82 14 95°
FYW 14.23 793.81 794.10 80 26 98°
wWYW 15.45 813.33 813.63 82 19 88°
YYW 11.92 801.81 802.15 70 16 88°
FFY 14.38 774.30 774.38 64' 29 97°
WFY 15.42 (15789:. 689257) (15789:. .700208) 73’ 2z 0
YFY .31 (1576812.627997) (1576812.;538‘12)1) 85’ 38 o
FWY 14.69 793.81 793.87 70f 15 o0
wwy 16.40 813.33 813.99 86" 64 86°
YWY 12.40 801.81 801.90 81’ 15 93°
FYY 11.27 782.29 783.09 78f 31 96°
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WYy 12.78 801.81 802.61 75° 30

98°

YYY 8.69 790.29 790.61 76" 22

90°

# Los peptidos son nombrados segun los residuos que se encuentran en posiciones 5, 9 y 12

Rendimiento del compuesto aislado. ¢ Purificado en cartuchos de fase reversa utilizando
gradientes de ACN/H0. 4 No purificado. ® Purificado por HPLC-Semipreparativo en columna de
fase reversa Cig (Sunfire, 54, 10 x 150 mm) usando un gradiente de ACN (0.1% HCO,H)/H»0
(0.1% HCO2H), 2-40% en 15 min, flujo 8 mL/min.

" Sintesis automatica.
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L2: (Ac-SSEEAIPARNAr’AAAr'’N-NH,)

HPLC 2+ 2+
. Sunfire C18 [M+2H/2] [M+2H/2] Pureza Crudo Rdto Pu_reza
Peptido Grad (5-50) Calculada Encontrada (%) (%) Final
. (Masa Exacta) (Masa Exacta) ¢ ¢ (%)
tr(min)
LFF 8.44 749.35 749.27 99 a7 99°
LWF 8.42 768.86 768.78 88 40 88
LYF 7.64 757.35 757.15 78 30 97°
IFF 8.41 749.35 749.33 98 53 99
IWF 8.37 768.86 768.37 87 42 87¢
IYF 7.10 757.35 757.43 96 56 96
LFW 8.32 768.86 768.58 86 47 86
788.37 788.03 c
LWwW 8.37 (1574.7352) (1574.7348) 3 20 97
LYW 7.28 776.85 776.87 85 47 85¢
IFW 8.54 768.86 768.65 91 44 91¢
Iww 8.53 788.37 788.16 65 1 93°
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IYw 7.32 776.85 776.67 83 37 83¢
LFY 7.47 757.35 757.15 82 40 82¢
Lwy 8.17 (1575716.'781680) (1575717.'71 1592) 69 15 95°
Lyy 6.33 (15726:'7?:)529) (157225.'710132) 2 18 98°
IFY 7.48 757.35 757.02 77 15 92°
wy 4.91 776.85 776.67 71 16 98°
Yy 6.24 765.35 765.59 71 14 95°

% Los péptidos son nombrados segun los residuos que se encuentran en posiciones 5, 9y 12

® Rendimiento del compuesto aislado. ¢ Purificado en cartuchos de fase reversa utilizando

gradientes de ACN/H,0. 9No purificado. ¢ Purificado por HPLC-Semipreparativo en columna de
fase reversa Cis (Sunfire, 51, 10 x 150 mm) usando un gradiente de ACN (0.1% HCO,H)/H,0
(0.1% HCO,H), 2-40% en 15 min, flujo 8 mL/min.
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L3: (Ac-SSEEAr’ARNAIPAAAr'’N-NH,)

HPLC

+ 2+ + 2+
. Eclipse C18 [M+2H2] [M+2H/2] Pureza Crudo Rdto. Pureza
Peptido Grad (5-50) Calculada Encontrada (%) (%) (%)
. (Masa Exacta) (Masa Exacta) ? ¢ ’
tr(min)

FLF 11.37 749.35 749.20 54 22 97°
FIF 11.15 749.35 749.20 82 12 97°
FLW 11.64 768.86 768.65 45 15 99°
768.86 768.65 .
FIwW 11.52 (1535.7243) (1535.7248) S 153 99
FLY 9.93 757.35 757.22 57 12 99°
FIY 9.63 757.35 757.22 58 18 97°
WLF 11.91 768.86 768.65 79 15 96°
WIF 11.55 768.86 768.65 61 9 99°
wLW 11.97 788.36 788.23 45 1" 99°
WIwW 11.70 788.36 788.23 46 13 98°

(1574.7352)

(1574.7367)
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WLY 10.50 776.85 776.67 57 17 97°
Wiy 10.17 776.85 776.67 42 14 94°
YLF 9.99 (1571527..730583) (1571527.-710879) & 13 or
YIF 9.73 757.35 757.15 60 10 90°
YLW 10.21 776.86 777.21 54 8 90°
Yiw 9.73 776.86 776.81 33 3 90°
YLY 8.69 765.35 765.65 49 2 99°
YIY 8.38 765.35 765.18 63 8 85°

% Los péptidos son nombrados segun los residuos que se encuentran en posiciones 5, 9 y 12
® Rendimiento del compuesto aislado. © Purificado en cartuchos de fase reversa utilizando
gradientes de ACN/H0. 4 No purificado. ® Purificado por HPLC-Semipreparativo en columna de
fase reversa Cig (Sunfire, 54, 10 x 150 mm) usando un gradiente de ACN (0.1% HCO,H)/H»0
(0.1% HCO2H), 10-30% en 12 min, flujo 8 mL/min.

Se observaron péptidos con una deleccién de Arg (10-38%) en la mayoria de los casos.
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L4: (Ac-SSEEAr’ARNAr’AAAI'’N-NH,)

HPLC

2+ 2+
. Eclipse C18 [M+2H/2] [M+2H/2] Pureza Crudo | Rdto. Pureza
Peptido Grad (5-50) Calculada Encontrada (%) (%) (%)
. (Masa Exacta) (Masa Exacta) ¢ ? ’
tr(min)
FFL 11.37 749.35 749.15 93 31 93¢
749.35 749.15 c
FFI 10.96 (1496.7134) (1496.7114) 82 16 99
768.86 768.67 .
FWL 11.48 (1535.7243) (1535.7290) 88 24 9%
FwI 11.27 768.86 768.67 64 17 87°
FYL 9.66 757.35 757.13 82 20 82°
FYI 9.35 757.35 757.13 89 18 89°
WFL 11.78 768.86 768.60 91 23 97°
WFI 11.42 768.86 768.60 91 29 91¢
WWL 11.95 788.37 788.12 88 31 88"
WWiI 11.54 788.37 788.12 69 24 92¢
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WYL 10.00 776.85 776.65 84 19 90°
WYI 9.73 776.85 776.65 81 18 95°
YFL 10.03 757.35 757.13 94 29 94¢
YFI 9.59 757.35 757.13 91 23 92¢
YwL 10.27 (157571§'781592) (157571(?.752808) 84 27 99°
YWI 9.82 776.85 776.65 68 18 99°
YYL 8.53 765.35 765.10 85 16 8¢
YYI 8.22 765.35 765.10 85 19 85¢

% Los péptidos son nombrados segin los residuos que se encuentran en posiciones 5, 9 y 12
® Rendimiento del compuesto aislado. © Purificado en cartuchos de fase reversa utilizando
gradientes de ACN/H0. 4 No purificado. ® Purificado por HPLC-Semipreparativo en columna de
fase reversa Cig (Sunfire, 54, 10 x 150 mm) usando un gradiente de ACN (0.1% HCO,H)/H»0
(0.1% HCO2H), 10-40% ACN en 15 min para FWI y en 10 min para el analogo YWI.
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ANEXO | CAPITULO 2
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OH
OCH;s
OCH;3
OCH;3
OCH;3
OCH;3
OCH;3
OCH;s

OCH;s

OCHjs

OCHjs

OCHs

OCHs

OCHs
OCHjs
OCHj5

OCHj5

OCHj5

OCHj5

OCHjs
OCHjs
OCHjs

OCHjs

OCHj5

OCHj;

OCHs

OCHs

OCHj5

OCHj5

OCHjs
OCHjs
OCHjs

OCHjs

OCHjs

OCHj5

6.5+0.4

17.2+1.9



96
97
98
99
100
101

OH
OH

I T I T

OH

OH
OH

I T I I I T

OH
OH
OH
OH
OH
OH

I T I I T

OH

OH

OH
OH

33+9.6°
2.60.18
3.4+0.24

2.8+0.15

25+2.8°
4+0.9
1.9+0.4

4+1.3

P Numéracion de los compuestos. © Imax: Respuesta maxima con respecto al control sin compuesto (Valor =1). ECso: Concentracion del
compuesto (uM) a la que se obtiene la mitad de la respuesta maxima.
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ANEXO Il CAPITULO 2

Tabla All.1. Actividad a 10 uM frente a o7 estimulado con ACh de Chalconas

metoxiladas
Actividad a Actividad a 10
Comp Estructura 10 uM (%)° Comp Estructura F,/N;a
G ICso ;uM)
o OCH,3 o OCH;
216 O 25 2.65 O 100
H3CO' O OCH, OCH, HO O OCHj,
O  OCH, o och,
‘ |
2.7 O O OCH;4 45 2.66 O O 53
ocH, O on  OCH
O OCH, O OCH,
H;CO
2.18 “ 22 2102 O 75
O och, OCHs . "o O oc, O°Hs
O OCH, O OCH,
2.19 :73 2.41 O e 65
H,CO O och, O¢Hs ' >\—HN OCHs
O OCH, O OCH;
‘ @
2.20 O O ocH, 50 2.42 *
H3CO ocH, OCHe SeH,
o
2.21 | O 88 2.47 28
O OCH;3;
HyCO OCH,
o
e
2.22 OCH; 91

H,CO OCH,4

®Respuesta del compuesto a 10 uM en ovocitos de a7. *No determinado
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Tabla All.2. Actividad a 10 uM frente
metoxiladas reducidas

a o7 estimulado con ACh de Chalconas

Actividad a Actividad a 10
Comp Estructura 10 uM (%)° Comp Estructura (l:/")'a
0
Sl ICso (M)
OH OCH, °
AT ® R ™ s
H,CO O OCH; OcH, H;CO O OCH, OCH,
o
O OCH,
2.50 O 15 2.57 O O ocH, 32
H,CO O OCH;§ OCH;3 H;CO OCH,
O OCH, o oom,
2.52 O 45 2.67 61
O OCH, O
ocH, OCH, Ho OCH;
O OCH, —
ocH
2.53 29 2.68 69
O OCH;3 OCHs O on  OCHs
o OCH;3 O OCH;
H;CO
2.54 36 2.105 .
H,CO O ocH, s HO O och, ¢
O OCH,
2.55 O OCH;4 42
H,CO O OCH;, OCHs

®Respuesta del compuesto a 10 pM en ovocitos de a7. *No determinado
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Tabla All.3. Actividad a 10 uM frente a o7 estimulado con ACh de derivados de

chalcona
Actividad a Actividad a 10
Comp Estructura 10 uM (%) Comp Estructura (1:/I\I)Ia
G () (Co (uM)
"
oPe
2.72 80 273 . 86

®Respuesta del compuesto a 10 uM en ovocitos de a7.
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