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Breve introduccidn general y estructura de la tesis

BREVE INTRODUCCION GENERAL Y ESTRUCTURA DE LA TESIS

En 2010 se cumplieron veinticinco afios desde que se iniciara la investigacion en la busqueda de
compuestos activos frente a la replicacion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), agente etiolégico
del SIDA. Los avances en la investigacion farmacéutica han sido espectaculares y posiblemente no exista
ningun otro campo terapéutico donde se hayan conseguido tantos resultados en un periodo de tiempo tan
reducido. Aun asi, el SIDA continta siendo un problema muy grave, que afecta especialmente a las
regiones mas desfavorecidas del mundo, donde el acceso a las terapias actuales se encuentra limitado
por problemas econdémicos y culturales. Por ello es necesario seguir investigando en nuevas
aproximaciones y en nuevos compuestos que, unidos al actual arsenal de farmacos, permitan tratar a los

pacientes infectados y/o ayuden a prevenir nuevas infecciones (microbicidas).

Como se ilustrara en el Capitulo 1, en los Ultimos afios se ha propuesto una nueva aproximacion
para luchar contra la replicacion del VIH que consiste en utilizar lectinas, o proteinas de distinto origen
capaces de reconocer carbohidratos, para impedir la trasmisién del virus mediante la interaccion de estas
lectinas con las glicoproteinas gp120 presentes en la cubierta viral. A pesar del interés de los datos
experimentales obtenidos, las lectinas presentan numerosos inconvenientes que impiden su desarrollo
como farmacos. El analisis de las interacciones mas habituales entre las lectinas y los carbohidratos
permite concluir que son abundantes los enlaces de hidrégeno (sencillos, cooperativos, bidentados,
etc...), las interacciones de tipo CH-m, las interacciones de Van der Waals y las interacciones
hidrofébicas, asi como las interacciones mediadas por coordinacién con cationes divalentes (CaZ, Mn?*).
Por otro lado, una de las caracteristicas de la interaccion carbohidrato-lectina es la debilidad de las
interacciones individuales, limitacion que la naturaleza solventa mediante el establecimiento de

interacciones multiples (teoria de la multivalencia).

Con el objetivo de disponer de un compuesto sintético que pudiera mimetizar a las lectinas en su
interaccién con la gp120 viral, se han sintetizado en el Capitulo 1 tres series de compuestos con un
motivo estructural comdn: un anillo de 1,3,5-triazina funcionalizado con dos aminoacidos de naturaleza
aromatica unidos a la triazina a través de sus grupos amino. El nimero de residuos de amino&cidos varia
de 2 unidades en los monémeros de la Serie |, a 4 unidades en los dimeros de la Serie Il y se incrementa
hasta 6 unidades en los trimeros de la Serie lll. EI motivo estructural presente en las tres series, como se
ilustrara, es rico en elementos de reconocimiento que podrian ayudar a mimetizar las interacciones
lectina-carbohidrato. Ademés, al pasar de mondmeros a dimeros y posteriormente a trimeros se
pretendia incrementar el nimero de interacciones conforme a la teoria de la multivalencia. Asi, en el
Capitulo 1, se abordara la sintesis de las tres series de compuestos mencionados, su evaluacién frente a
la replicacion del VIH en cultivos “in vitro” y su capacidad de interaccién con la gp120 viral mediante

experimentos de resonancia de plasmén superficial (SPR).



Breve introduccidn general y estructura de la tesis

Durante la sintesis de un dimero de triazinas funcionalizadas con asparraginas, se observo la
formacion un compuesto con aspecto de gel, que no fluia al invertir el vial que lo contenia. El aislamiento
y caracterizacién de este compuesto nos permitid identificarlo como un compuesto de bajo peso
molecular capaz de formar gel en disolventes organicos, sustancias también denominadas
organogeladores. La identificacién y caracterizacién de sustancias que puedan formar geles en
disolventes organicos asi como en medio acuoso es un campo de investigacion muy activo en los Ultimos
afios ya que estos geles fisicos 0 supramoleculares presentan caracteristicas y aplicaciones muy
atractivas con respecto a los geles poliméricos, hoy ampliamente extendidos. Por ello, en el Capitulo 2, se
ha estudiado el comportamiento de gel de este dimero de asparraginas, asi como sus caracteristicas
reolégicas y morfologicas. Igualmente se han sintetizado compuestos estructuralmente relacionados con

nuestro primer organogelador y se ha estudiado su capacidad de formar geles en distintos disolventes.

Esta diversidad de temas nos ha llevado a estructurar la tesis de modo que cada capitulo tenga
entidad propia con su introduccion, objetivos, resultados y discusion, y conclusiones, junto a la bibliografia
empleada. Tras los dos capitulos se han incluido unas conclusiones generales de la tesis para finalizar

con la parte experimental.
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Capitulo 1. Introduccién

INTRODUCCION

De acuerdo con los datos publicados en Diciembre de 2009, el nimero de personas infectadas
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se estimaba en alrededor de 33.4 millones'. En 2008
se produjeron 2.7 millones de nuevas infecciones, de las cuales 1.9 millones correspondieron al Africa
subsahariana. La infeccién producida por el VIH conduce al desarrollo del sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). El VIH ataca preferentemente a un tipo de linfocitos T, los CD4+, de
forma que el sistema inmunitario no puede hacer frente a las infecciones oportunistas producidas por
otros virus, bacterias u hongos. En 2008, 2 millones de personas fallecieron como consecuencia de
enfermedades relacionadas con el SIDA, haciendo de esta pandemia la cuarta causa de mortalidad a

nivel mundial’.

En la actualidad existen numerosas evidencias de que el SIDA es una zoonosis, y de que su agente
etiologico, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1y VIH-2), salté la barrera entre especies en la
primera mitad del siglo XX en el Africa Ecuatorial, debido a la caza de simios infectados por el virus de la
inmunodeficiencia en simios (VIS)2. Puesto que la mayoria de especies de primates infectados con VIS no
enferman, se consideraba que el virus habia coevolucionado con los primates durante millones de afios,
permitiendo al huésped y al patdgeno coexistir sin problemas. No obstante, estudios recientes sugieren
que el virus es mucho mas nuevo, y de hecho se piensa que el Mangabeye gris se infectd por primera vez
en 1808 con VIS. Este virus saltd a humanos 125 afios después, convirtiéndose en el VIH-2, mientras que
el VIH-1 procedente de simios, saltoé a humanos en torno a 19083, Mientras que el VIH-1 es responsable
de la epidemia a nivel mundial, el VIH-2 es endémico del Africa Oriental y es poco habitual fuera de esta
region. Los genomas del VIH-1 y VIH-2 tienen una similitud de sélo el 40-50%. Desde un punto de vista
clinico, el VIH-2 se diferencia del VIH-1 en que la enfermedad que produce es menos agresiva,
evoluciona mas lentamente hacia la destruccién del sistema inmunitario y su transmision vertical (madre-
hijo) parece ser mas dificil*. Una de las caracteristicas del VIH, que dificulta en gran medida la cura de
esta enfermedad, es su gran variabilidad genética. Dentro de los infectados por VIH-1 se conocen tres
grupos: M (Main), O (Outlier) y N (no M, no O). EI VIH-1 del grupo M se ha diversificado enormemente en

humanos, generando al menos 10 subtipos designados por letras que van de la A hasta la K5.
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Capitulo 1. Introduccién

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

El descubrimiento del VIH estuvo acompafiado de polémica durante un buen nimero de afios e
incluso ha sido objeto de demandas judiciales entre el grupo de Luc Montagner y Frangoise Barré-
Sinoussi, del Instituto Pasteur de Paris, y el grupo liderado por Robert Gallo, en el NIH de Bethesda en
EEUU. Hoy se considera que los descubridores del virus en el afio 1983 fueron los integrantes del equipo
francés’ y asi se reconoci6 con la concesion del premio Nobel de medicina a Montaigner y Barré-Sinoussi
en el afio 2008. Ahora bien, la metodologia en la que habia estado trabajando el grupo de Gallo en los
afios previos para la identificacion de retrovirus humanos fue determinante para identificar el retrovirus
HTLV-II18, bautizado posteriormente como VIH, en la muestra enviada a Bethesda por Montagner y Barré-

Sinuossi.

El VIH es un retrovirus y pertenece al género de los Lentivirus, los cuales se caracterizan por
producir una infeccién muy lenta y progresiva. El VIH se transmite principalmente por via sexual, por via
sanguinea y por via vertical (de madre a hijo). En la Figura 1 se representa un modelo esquemético del
VIH. Estructuralmente el VIH est& formado por una envoltura lipidica y una nucleocapsida central donde
se aloja el material genético en forma de ARN y las enzimas virales. En la envoltura del virus se
encuentran las glicoproteinas gp41y gp120, responsables de la interaccion y fusién del virus con la célula

huésped.

Capsida Matriz

ARN Complejo de glicoproteinas gp41-

12
Enzimas virales: gp120

Transcriptasa inversa,

Integrasa y Proteasa N s 7 Bicapa lipidica de la envoltura viral

Figura 1. Modelo esquematico del VIH-1

El material genético del virus esta constituido por dos hebras simples de ARN, con aproximadamente
9.5 Kb de longitud. Este ARN posee, entre otros, los genes Gag, Pol y Env, que conducirdn a las
proteinas estructurales y funcionales del virus. Asi, el gen Gag codifica a las proteinas estructurales de la
matriz y de la capsida, la traduccion de Pol y posterior procesamiento conduce a las enzimas proteasa,
integrasa y transcriptasa inversa, mientras que el gen Env codifica a gp160, precursora de las
glicoproteinas de la envoltura viral, gp120 y gp41.
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Capitulo 1. Introduccién

Ciclo virico del VIH. Tratamientos anti-VIH actuales

En la Figura 2 se muestra el ciclo virico del VIH-1 y se sefialan aquellas etapas que han sido
exploradas con mayor profundidad para el desarrollo de farmacos. En primer lugar se produce la
adsorcion del virus a la célula huésped mediante la interaccién del complejo gp120-gp41, presente en la
envoltura del VIH-1, con el receptor CD4 y los correceptores de quimiocinas CCR5 y/o CXCR4 de la
célula huésped. La interaccién de gp120 con el correceptor CCR5 puede inhibirse mediante maraviroc, un
antagonista de CCR58,

integrasa
transcrlptasa
inversa Linfocito T
antagomstas CD4+
e co-
inhibidores
é de integrasa
NN cD4 é inhibidores
CCR5/CXCR4  integracion de proteasa
gp120-gp41 /
traduccion
ADN transcripcion
transcripcion procesado
fusion inversa proteolitico
inhibidores de ik
g inhibidores de
entrada/fusion transcriptasa inversa: :
NRTIs, NtRTIs, icleo celul . ensamblaje
NNRTIs nucleo celular citosol

Figura 2. Ciclo virico del VIH-1

Tras la adsorcién del virus, se producen una serie de cambios conformacionales en gp41 que
conducen a la fusién de la envoltura del VIH-1 con la membrana de la célula huésped. Esta fusion puede

ser inhibida mediante enfuvirtida (T-20), el primer inhibidor de entrada aprobado por la FDA'.

Cuando el virus penetra en la célula huésped, la transcriptasa inversa viral sintetiza una doble
cadena de ADN circular a partir del ARN. Puesto que el paso de ARN a ADN catalizado por la enzima
transcriptasa inversa es un proceso exclusivo de retrovirus como el VIH, esta enzima viral ha sido
ampliamente estudiada como diana selectiva de la replicacién del virus. Esta enzima ofrece dos sitios de
interaccion: el centro catalitico donde se unen los sustratos (desoxirribonucleétidos trifosfato) y un sitio

alostérico proximo. Existen tres familias de inhibidores frente a la transcriptasa inversa':

- Los inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa inversa, como zidovudina y

emtricitabina entre otros, que actuan como inhibidores competitivos del sustrato natural.

- Los inhibidores nucleotidicos de la transcriptasa inversa, cuyo modo de actuacion es
similar a los anteriores, pero poseen un grupo fosfonato no hidrolizable en sustitucién

del monofosfato. Hasta la fecha sélo ha sido aprobado el tenofovir.
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Capitulo 1. Introduccién

- Los inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa, los cuales interaccionan
con el sitio alostérico. Como ejemplos de esta familia se encuentran nevirapina,
delavirdina, efavirenz y etravirina.

A continuacion tiene lugar el transporte del ADN virico al nucleo de la célula huésped. La cadena
de ADN circular se recombina con un lugar especifico del ADN cromosomico y se inserta linealmente. En
estas condiciones, el genoma provirico integrado puede persistir en un estado no infeccioso durante
mucho tiempo, con la mayoria de sus genes desactivados (lisogenia). Ciertos factores de tensién
ambiental, todavia no determinados, pueden desencadenar la escisién del genoma virico integrado v la
vuelta del virus a un estado infeccioso (ciclo litico). La insercién del ADN virico en el ADN cromosomico
de la célula huésped esta catalizada por una enzima viral, la integrasa, frente a la cual existe un Unico

farmaco aprobado, el raltegravir'2.

Durante la transcripcion del ADN se genera una cadena de ARN virica que se exporta al
citoplasma para su traduccidn. Tras este proceso se obtiene una cadena polipeptidica que es digerida por
la proteasa del VIH-1 en proteinas funcionales y estructurales que formaran parte de la capsida del VIH-1.

Existen comercializados diversos inhibidores de proteasa como atazanavir, tripanavir o darunavir.

Debido a la complejidad que entrafia la seleccion de un determinado tratamiento, la severidad de
los efectos secundarios asociados y la necesidad de evitar la aparicién de cepas virales resistentes, el
tratamiento actual frente al VIH-1 se basa en el empleo de una combinacion de farmacos. Esta terapia,
que se conoce como ‘terapia antirretroviral de alta eficacia” (también conocida por sus siglas en inglés
como HAART), ha ido evolucionando a lo largo de los afios desde un régimen de mas de 20 pildoras al
dia, a una unica pildora diaria comercialmente conocida como Atripla, una combinacion de emtricitabina,
tenofovir y efavirenz. También existen otras formulaciones triples como Triomune, asi como distintas
combinaciones de farmacos en funcion de la evolucién de la enfermedad®. En el afio 2010 se han
cumplido 25 afios desde que se dieron los primeros pasos en la terapia anti-VIH, la cual comenzé con el
empleo de zidovudina (AZT), el primer farmaco aprobado en 1987 para el tratamiento del SIDA. Es
evidente que la situacion ha cambiado drasticamente en estos 25 afios, desde la impotencia inicial de los
primeros afios donde las muertes se producian rapidamente sin que los médicos pudieran ofrecer ningun
tratamiento, a la situacién actual donde existen hasta 30 especialidades farmacéuticas disponibles; por

ello la terapia antirretroviral se considera un ejemplo extraordinario de medicina traslacional'*15.

En los paises desarrollados las muertes debidas a la infeccion por VIH-1 han disminuido
considerablemente gracias al desarrollo de los farmacos antes enumerados, que aunque no permiten
erradicar la infeccién, mantienen los niveles del virus en plasma por debajo de los limites de deteccion.
No obstante, en torno a un 20% de los pacientes no puede tolerar los cocteles antivirales a corto plazo, y
se han observado a largo plazo importantes efectos secundarios sobre el sistema cardiovascular y el

metabolismo.

14



Capitulo 1. Introduccién

En los paises subdesarrollados, el acceso a este arsenal de farmacos se ve limitado en algunos
de ellos por su alto coste, mientras que en otros paises donde el tratamiento es gratuito, las trabas
burocraticas hacen que los pacientes tengan que esperar un afio 0 mas para recibir tratamiento. Esto ha
llevado a la busqueda de alternativas méas economicas como son el desarrollo de geles o cremas
microbicidas, los cuales persiguen inactivar a los viriones en el lumen vaginal antes de que puedan entrar
en contacto con los linfocitos T CD4*. Asi, los geles microbicidas podrian ser aplicados tépicamente por
las mujeres, con anterioridad al contacto sexual, para prevenir la infeccion por VIH. Con esta finalidad, los
primeros microbicidas que se desarrollaron llevaban en su composicién un inhibidor de entrada viral; no
obstante, los ensayos realizados muestran que la presencia de un inhibidor de entrada no es suficiente
para prevenir la infeccién. Por ello, los geles microbicidas actuales no sélo estan siendo desarrollados con
el objetivo de impedir la entrada viral en la célula huésped, sino que también se persigue inhibir la
extension de la infeccion en el caso de que el virus consiga penetrar en alguna célula. De esta forma,
algunas formulaciones que se encuentran en fase Ill, consisten en una combinacién de farmacos donde

se encuentra un inhibidor de la entrada viral y un inhibidor de la transcriptasa inversa o integrasa‘®.

La entrada viral: una diana prometedora en el tratamiento anti-VIH

Bloguear la entrada del virus a la célula e impedir asi la infeccién ha sido, desde la identificacién
del virus, una de las estrategias mas atractivas. Sin embargo, la complejidad del proceso como se ilustra
a continuacion, ayuda a explicar porqué los éxitos en este area han sido menores que los alcanzados
frente a las enzimas virales (transcriptasa, integrasa y proteasa). En todo caso, la rapida expansion de la
pandemia y los fracasos cosechados en los ensayos clinicos con vacunas y microbicidas, han motivado
que la comunidad cientifica reinvestigue, desde la ciencia basica a modelos animales, las etapas iniciales

de la infeccién como la via mas prometedora para impedir que la pandemia siga extendiéndose?’.

El proceso de infeccion de las células es un proceso complejo y con varias etapas que incluye la
adsorcion del virus a la célula huésped a través de los receptores CD4, union a los correceptores y fusién
de las membranas celular y viral'®. En estas etapas multiples intervienen las glicoproteinas gp120 y gp41
que se encuentran formando un complejo trimérico en la envoltura del virus. Las proteinas virales gp120 y
gp41 son sintetizadas a partir de un unico precursor, gp160. La subunidad gp120 participa en la adsorcidn
a la célula huésped, unién a CD4 y posterior interaccion con los correceptores. Esta glicoproteina esta
formada por cinco dominios conservados (C1-C5) y cinco dominios variables (V1-V5) anclados en su
base por puentes disulfuro altamente conservados. Las regiones variables, junto a los numerosos sitios
de N-glicosilacién, permiten al virus evadir constantemente la respuesta humoral. Por su parte, la
subunidad gp41 interviene en el proceso de fusion de ambas membranas. Este proceso multietapa se

comenta con mas detalle a continuacion’e.

En primer lugar se produce la adsorcion del VIH a la célula huésped, favorecida por interacciones

inespecificas entre regiones cargadas positivamente en gp120 y los proteoglicanos de carga opuesta
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Capitulo 1. Introduccién

presentes en la membrana celular. También se puede dar una interaccion especifica entre la proteina
viral gp120 y lectinas de superficie como DC-SIGN, expresadas en la superficie de macréfagos y células
dendriticas. Se han descrito distintos polianiones solubles que son capaces de bloguear esta unién
inespecifica de los viriones a la célula huésped'®. En la Figura 3 se muestran las estructuras de PRO2000

y suramina, dos ejemplos de polianiones con actividad anti-VIH.

058 S0, J\Q\ /Q)J\ SO;
C—r P
SO,Na
n

1 2
Figura 3. PRO2000 y suramina, dos polianiones con actividad anti-VIH in vitro

PRO2000 (Indevus Pharmaceuticals), un compuesto polimérico de naftalenos sulfonados,
constituia un prometedor microbicida vaginal?® y habia superado con éxito las fases clinicas | y Il, pero en
diciembre de 2009, un extenso estudio realizado con 9400 mujeres africanas reveld6 que aunque
PRO2000 cumplia con los requisitos de seguridad, no ofrecia proteccion estadisticamente significativa

frente al virus en comparacion con un placebo?'.

Tras la adsorcion se produce la interaccion de gp120 con el receptor CD4 (Figura 4), un miembro
de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que es expresado en monocitos, macréfagos, linfocitos T y
células dendriticas. Para bloquear esta interaccién, se han seguido distintas aproximaciones. Un grupo
importante de estas estrategias se han centrado en el componente celular, es decir, el CD4, y para ello se
han desarrollado anticuerpos monoclonales antiCD4, CD4 recombinante soluble, asi como miméticos y
derivados del receptor CD4. También se han descrito compuestos que disminuyen la expresién del
receptor CD4, como los CADA", haciendo asi que las células se vuelvan temporalmente resistentes a la
infeccion. Un segundo grupo de estrategias tienen como objetivo la interaccion con la gp120 viral. Asi, se
han desarrollado anticuerpos monoclonales (por ejemplo 2G12), o moléculas capaces de interaccionar

con los carbohidratos de gp120, apartado que sera comentado con més detalle posteriormente.

Union al Union a los Fusion de

Trimero nativo receptor CD4 ™ co-receptores membranas

bucles variables

cambios conformacionales

Figura 4. Etapas de la entrada viral
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Tras la interaccion con el receptor CD4, la glicoproteina gp120 experimenta una serie de cambios
conformacionales quedando expuestas las regiones variables V1, V2 y V3, estando la region V3
especialmente implicada en la posterior interaccion con los correceptores celulares CCR5 y/o CXCR4.
Esta region V3 de 35 residuos de longitud es muy variable, se encuentra altamente glicosilada y su

secuencia de aminoacidos determina si se une a los correceptores CCR5 o CXCR4 (Figura 4).

La interaccion de gp120 con los correceptores celulares CCR5 y/o CXCR4 constituye otra diana
terapéutica de gran interés. Las cepas de VIH predominantes son las que reconocen al correceptor CCR5
(virus R5), no obstante estas cepas pueden mutar y pasar a reconocer los correceptores CXCR4 (virus
X4), lo que ocurre aproximadamente en el 50% de pacientes infectados con VIH-1. Este cambio de
tropismo conduce a un incremento en la velocidad de replicacién viral que origina una progresion mas
rapida de la enfermedad. Los datos epidemioldgicos muestran que aquellos individuos homozigéticos
para el alelo 632ccrd, los cuales no expresan CCR5 en la superficie celular, son altamente resistentes a
la infeccion por VIH, lo que refleja la importancia de estos correceptores como diana terapéutica’®. Hasta
la fecha, s6lo el farmaco maraviroc ha sido aprobado por la FDA como antagonista de CCR5. Para el
correceptor CXCR4 todavia no estan disponibles antagonistas no téxicos, lo que en parte es debido a
que, a diferencia de CCRS, el CXCR4 interviene en numerosas funciones fisiolégicas. No obstante, el
tratamiento con maraviroc ha sido cuestionado por algunos autores, ya que ante la presién del farmaco,
se ha observado en algunos pacientes la emergencia de virus con preferencia por el correceptor
CXCR41,

La union de gp120 a los correceptores provoca cambios conformacionales en el complejo
trimérico gp120-gp41 los cuales originan la exposicién del péptido de fusion N-terminal de gp41 altamente
hidrofébico. Este se inserta en la membrana celular, lo que conduce a la fusion de la envoltura viral con la
membrana plasmatica de la célula huésped (Figura 4). Como se comentd anteriormente, esta fusion
puede ser inhibida mediante enfuvirtida (T-20), un péptido sintético de 36 aminoacidos de secuencia
idéntica a una region de gp41. No obstante, su naturaleza peptidica no permite su administracion oral y

debe ser inyectado dos veces al dia, lo que limita su aplicacién.

A modo de resumen podemos concluir que se han hecho considerables avances en el campo de
los inhibidores de entrada, pero siguen siendo necesarios nuevos compuestos que solventen los

problemas presentados por los dos inhibidores aprobados por la FDA, maraviroc y enfuvirtida.

La glicoproteina gp120 y el papel de sus carbohidratos en el reconocimiento molecular

La glicoproteina viral gp120 estd densamente glicosilada, siendo el 50% de su peso molecular
debido a carbohidratos. Las posiciones de N-glicosilacion se encuentran en los residuos de Asn
contenidos en la secuencia Asn-X-Ser/Thr (donde X es diferente de Pro) y estan altamente
conservadas?. No obstante, el genoma del VIH no codifica ninguna enzima capaz de sintetizar estos

carbohidratos, es decir, la gp120 es glicosilada en su totalidad por las enzimas de la célula huésped.
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Durante la traduccién del ARN que genera gp160, el polipéptido naciente es transportado al
reticulo endoplasmatico de la célula huésped por la proteina Sec61, donde se transfieren bloques de 14
azucares (GlcsMangGIcNAcy) a los grupos amida de los residuos de asparragina del polipéptido. A
continuacion, el primer y segundo residuo de glucosa del polisacérido transferido son eliminados por las
glucosidasas | y Il, de forma que se obtiene (GlcMangGIcNAc2)-gp160, con una glucosa terminal. Este
polipéptido glicosilado es reconocido por las chaperonas calnexina y calreticulina, las cuales colaboran en
el correcto plegamiento de gp160 junto con isomerasas de puentes disulfuro, encargadas de la correcta
formacion de los mismos. En este punto, gp160 se ensambla en oligémeros, preferentemente trimeros2.
La hidrélisis del enlace terminal (Glca1-2Man) libera a gp160 de las chaperonas y permite que la proteina
glicosilada (MangGlcNACc,)-gp160 sea transportada al aparato de Golgi, donde las manosidasas recortan
el polisacarido para dar lugar a MansGIcNAc,, unidad pentasacarida a partir de la cual se generaran otros
glicanos mas complejos. En la Figura 5 se representan los tres tipos de glicanos que podemos encontrar
en gp120. Como se puede observar, todos ellos comparten la misma unidad pentasacarida

(Man3GIcNAC,) representada en naranja en la unién a los residuos de Asn del polipéptido?.

Figura 5. Estructura de los diferentes tipos de N-glicanos. A: glicano de naturaleza compleja; B: glicano de alto contenido en
manosa; C: glicano hibrido. Man= manosa, GIcNAc= N-acetilglucosamina, Gal= galactosa, Fuc= fucosa, SA= acido sialico.

De estos glicanos, un 63% son de naturaleza compleja (Figura 5A), un 33% son de alto
contenido en manosa (Figura 5B), y un 4% son un hibrido de los dos anteriores (Figura 5C). En los
glicanos de naturaleza compleja abundan los residuos de fucosa y acido sialico y en menor medida los
residuos de galactosa, N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina. En los glicanos de alto contenido en

manosa, existen entre dos y seis residuos de manosa unidos a la unidad pentasacarida.

Durante el transcurso de este proceso de glicosilacién, una proteasa presente en el aparato de

Golgi procesa a gp160, obteniéndose las glicoproteinas maduras gp120 y gp41.

Los carbohidratos de gp120, asi como los de otras glicoproteinas, son pobremente
inmunogénicos por varias razones?. Por un lado exhiben microheterogenicidad, es decir, la misma

secuencia de aminoacidos en la proteina puede presentar un amplio rango de glicoformas, lo que causa
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una respuesta inmunogénica pobre. Por otra parte, los carbohidratos forman un entramado flexible y
denso sobre la estructura proteica, cubriendo cualquier epitopo potencial. Por Ultimo, los carbohidratos de
gp120 son producidos por la maquinaria de la célula huésped, por lo que suelen ser reconocidos como
propios. Aun asi, a partir de pacientes seropositivos, se han aislado un reducido panel de anticuerpos con
capacidad neutralizante frente al virus. De ellos, el anticuerpo monoclonal 2G12 es uno de los pocos
conocidos que reconoce un epitopo formado por los carbohidratos de gp120. Este epitopo, que se
encuentra entre la region conservada C4 y la regién variable V4, posee glicanos de alto contenido en
manosa. En concreto, el anticuerpo monoclonal 2G12 es capaz de reconocer los oligdmeros terminales
de manosa unidas por enlaces a-1,222, Muy recientemente, en 2009, Walker y colaboradores

descubrieron dos nuevos potentes anticuerpos frente a VIH-1, el PG9 y PG16%.

Cabe destacar que, aunque la cubierta del virus esta constituida por glicanos de la célula
huésped, existe una diferencia fundamental con respecto a las glicoproteinas de mamiferos, y es que en
las glicoproteinas de la envoltura del VIH-1 abundan los residuos terminales de manosa2. Se considera
que esta diferencia es debida al denso entramado de carbohidratos en gp120 que impide a las
manosidasas actuar correctamente sobre ellos durante el procesado glicidico que tiene lugar en el
aparato de Golgi. Asi, el hecho de que en gp120 abunden los residuos terminales de manosa supone una
diferencia notable con respecto a las glicoproteinas de mamiferos, diferencia que puede ser empleada

para la busqueda de compuestos que interaccionen selectivamente con las glicoproteinas del virus.

No obstante, el virus también saca ventaja de su riqueza en residuos de manosa terminales para
extender la infeccion, puesto que estas manosas pueden interaccionar con una lectina especifica (DC-
SIGN), presente en la superficie de células dendriticas, macréfagos, linfocitos B y en ciertos tejidos
(Figura 6).

>

DC-SIGN

Figura 6. Captura de particulas virales por DC-SIGN y posterior presentacién a los linfocitos T CD4

Las células dendriticas se encuentran presentes en los sitios de entrada de los patdgenos (por
ejemplo, en la mucosa que se encuentra bajo el epitelio vaginal), donde los reconocen y capturan. Es
entonces cuando inician su migracion a los nédulos linfaticos, donde se multiplican los linfocitos T para
erradicar al patégeno. Una de las funciones de DC-SIGN es la de interaccionar con la molécula de

adhesion intercelular ICAM-3 presente en los linfocitos T para facilitar la presentacion del antigeno al
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linfocito (Figura 6). De esta forma, las células dendriticas pueden capturar de un modo eficiente las
particulas virales a través de las lectinas DC-SIGN. Cuando estas células dendriticas establecen contacto
con los linfocitos T, el virus pasa de una célula a otra, a través de una “sinapsis infecciosa” cuyo resultado

es una infeccion muy répida de un gran numero de linfocitos T2.

Neutralizacion del VIH mediada por lectinas

Las lectinas son proteinas que se unen reversiblemente a carbohidratos, y estan presentes en la
mayoria de los organismos: desde virus y bacterias, hasta plantas y mamiferos. Estas proteinas
despertaron un gran interés cuando fueron descubiertas en la primera mitad del siglo XX, pues poseen un
sitio de reconocimiento similar al de los anticuerpos, en este caso para carbohidratos. No obstante estas

proteinas no son producto de una respuesta inmunogénica.

Actualmente se conocen varios cientos de lectinas con especificidad para distintos tipos de
carbohidratos (por ejemplo, manosa, N-acetilglucosamina u oligdbmeros de galactosa) de las cuales unas
60 son comerciales. Las lectinas poseen funciones muy diversas que, en mamiferos, suelen estar
relacionadas con procesos de reconocimiento celular y transmisidn de sefiales a través de la membrana
celular®, Asi, un gran nimero de lectinas actian como mitégenos de los linfocitos, es decir, poseen la
capacidad de estimular a estas células para que crezcan y se dividan. Esta actividad mitogénica es el
resultado del reconocimiento e interaccion de estas lectinas con determinados carbohidratos de la
superficie celular®. En plantas, no se conoce bien la funcion de estas lectinas, pero algunas poseen
actividad protectora frente a microorganismos patdgenos, mientras que otras podrian estar involucradas
en la simbiosis que se establece entre plantas y las bacterias que fijan nitrogeno?. Es muy habitual que
las lectinas posean dos o mas sitios de reconocimiento de carbohidratos. Asi, cuando interaccionan con
los azlcares de la superficie de células como los eritrocitos, varias de estas células pueden unirse a una
misma lectina, lo que da lugar a un proceso de aglutinacién que origina la precipitacién de las células
entrelazadas a través de las lectinas. Este fendmeno ha sido empleado para la deteccion y
caracterizacion de lectinas, pues tanto la aglutinacién como la precipitacion pueden ser inhibidas con el
azucar por el cual la lectina tiene especificidad?. El hecho de que las lectinas sean capaces de reconocer
y unirse de forma especifica a los oligosacaridos de los glébulos rojos ha sido empleado para la deteccion
del grupo sanguineo, ya que éste depende entre otros factores, del tipo de carbohidrato presente en la

superficie de los eritrocitos30.

Se han descrito distintas lectinas para las que se ha demostrado su capacidad para reconocer
los carbohidratos de la gp120 viral, interfiriendo en la adsorcion del VIH-1 a la célula huésped e
impidiendo la infeccién3?. Asi, se conocen lectinas procedentes de plantas como la aglutinina del hibrido

de Hippeastrum, la aglutinina de Galanthus nivalis o la aglutinina de Urtica dioica, con actividad anti VIH-1
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(CEso) en el rango nanomolar®-%2, Las dos primeras presentan especificidad por residuos de manosa,
mientras que la aglutinina de Urtica dioca reconoce unidades de N-acetilglucosamina. También se han
realizado ensayos con lectinas procedentes de organismos procariotas, entre las que destaca la
cianovirina, una proteina de 11 KDa aislada de cianobacterias que reconoce glicanos ricos en manosa, y

que ha sido propuesta como un potencial microbicida3s.

Las lectinas con actividad anti-VIH también previenen la infeccién de las células dendriticas,
impidiendo de esta forma la presentacién del virus a los linfocitos T. Esta actuacion temprana frente al
VIH convierte a las lectinas en interesantes candidatos como microbicidas, puesto que se considera que
la captura del virus mediada por DC-SIGN y posterior transmision a los linfocitos T, es uno de los

primeros eventos que ocurren durante el proceso de infeccion viral a través de contacto sexual.

Ademas de inhibir la infeccién por VIH a concentraciones 5 ¢ 10 veces superiores a su CEs, las
lectinas previenen la formaciéon de sincitios cuando se ponen en contacto células permanentemente
infectadas con células sanas®. Un sincitio es una célula gigante multinucleada que se forma cuando el
complejo gp120-gp41 presente en la superficie de células infectadas por VIH interacciona con el receptor
CD4 de células sanas, originando la fusidén de las células. Esta célula gigante acaba experimentando

apoptosis.

Ahora bien, el mecanismo exacto por el que las lectinas ejercen su actividad anti-VIH sigue
siendo objeto de estudio. Se sabe que la unién de lectinas a gp120 no impide la interaccion inicial del
virus con las células T CD4+; no obstante, la interaccién con los correceptores y/o la exposicién del
péptido de fusion de gp41 se bloquea en presencia de estas lectinas. Por ello, se considera que la unién
lectina-gp120 impide o dificulta los cambios conformacionales requeridos para que la gp120 pueda
interaccionar correctamente con los correceptores, antes o durante el proceso de fusién de las

membranas.

Como con cualquier otro agente anti-VIH, la exposicion prolongada del virus al agente antiviral se
traduce en la aparicidn de fenotipos resistentes. Balzarini y colaboradores han estudiado la aparicion de
cepas resistentes tras la exposicion prolongada a distintas lectinas3536, La secuenciacion de estas cepas
indicé que se producia una acumulacién de mutaciones que afectan a residuos de Asn, Ser o Thr de la
gp120, lo que conduce a la pérdida de hasta 9 sitios de N-glicosilacion y por tanto a una gp120 menos

glicosilada.
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En la Figura 7a se representan los sitios de glicosilacion propuestos para la gp120 del virus
salvaje con circulos verdes para los sitios de alto contenido en manosa y circulos amarillos para los sitios
de glicanos complejos e hibridos. En la Figura 7b se representan con circulos rojos los sitios de
glicosilacidén que desaparecen cuando el virus es sometido a la presién de distintas lectinas y que afectan

hasta a un 80% de los glicanos de alto contenido en manosa.

Figura 7. La glicoproteina gp120 de la envoltura del VIH. a: glicanos de alto contenido en manosa (verde) y glicanos complejos o
hibridos (amarillo); b: los circulos rojos indican los sitios de N-glicosilacion que se han perdido bajo exposicion prolongada de
VIH-1 a lectinas como UDA y cianovirina; los circulos verdes muestran los sitios de N-glicosilacion que permanecen inalterados.

Ademas, es necesario que se pierdan varios sitios de glicosilacion para que se detecten los virus
resistentes. Este hecho supone una diferencia notable frente a otros agentes antivirales donde, a
menudo, la aparicién de una Unica mutacién se traduce en la aparicién de virus altamente resistentes. Por
ello se puede decir que las lectinas presentan una barrera genética alta, es decir, es necesario que se
acumulen un numero alto de mutaciones para que se produzca una disminucién significativa de

sensibilidad a las lectinas®’.

Como se ha comentado varias veces a lo largo de esta introduccién, la envoltura de glicanos de
gp120 acttia como escudo protector frente a la respuesta humoral. Por tanto, la pérdida de sitios de N-
glicosilacién deja expuestas regiones internas de gp120 altamente conservadas, que podrian ser
susceptibles de ser reconocidas por el sistema inmunitario. De esta forma, se podrian generar
anticuerpos neutralizantes especificos por aquellos epitopos peptidicos previamente ocultos por los
glicanos. De hecho, estudios in vivo en monos con cepas de VIS mutantes que han perdido dos sitios de
N-glicosilacién en gp120 han mostrado un aumento significativo de anticuerpos con mayor capacidad

neutralizante®.

Por tanto las lectinas, y por extension aquellos compuestos que interaccionen con la
glicoproteina gp120 simulando la accién de las lectinas, podrian actuar sobre la replicacién viral por un
mecanismo dual: en primer lugar, y mediante una accion directa, impidiendo los procesos de entrada y

fusién, y en segundo lugar, mediante un mecanismo indirecto, favoreciendo la aparicion de cepas
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resistentes que han perdido sitios de N-glicosilaciéon y que por tanto podrian ser mas eficazmente

reconocidos por el sistema inmune del huésped?®,

Reconocimiento de carbohidratos por lectinas

El sitio de unién de los carbohidratos en las lectinas es, en general, una depresidn poco profunda
en la superficie de la misma2. Las bases estructurales para el reconocimiento de los carbohidratos por
las lectinas han sido estudiadas fundamentalmente a partir de la determinacion de complejos por
cristalografia de rayos X. Lo mas llamativo es la extensa red de enlaces de hidrégeno, pero a ello hay que
afadir interacciones de tipo CH-x, interacciones de Van der Waals e interacciones hidrofébicas, asi como
interacciones mediadas por coordinacion con cationes divalentes (Ca2*, Mn2+)®, En la Figura 8 se reflejan
los multiples tipos de enlaces de hidrogeno que pueden establecerse cuando las lectinas interaccionan
con los carbohidratos?. Los puentes de hidrégeno se pueden formar entre los grupos -OH de los
carbohidratos y los grupos -NH, -OH y atomos de oxigeno de la lectina, siendo habituales los puentes de
hidrégeno bidentados (por ejemplo, con las cadenas laterales de aminoacidos de caracter acido) y
cooperativos, donde el grupo -OH actla simultaneamente como donador y aceptor. En muchas
ocasiones, se establecen enlaces de hidrégeno mediados por moléculas de agua, las cuales juegan un
papel fundamental en el reconocimiento de carbohidratos, confiriendo en algunos casos una elevada
especificidad en el reconocimiento?®. Por otro lado, el carboxilato de la cadena lateral de los residuos de

aspartico juega un papel fundamental en la discriminacién de aztcares anémeros 0 epiméricos.
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Figura 8. Representacion esquematica de los tipos de enlaces de hidrégeno que se dan en la interaccion lectina-carbohidrato

Un segundo grupo de interacciones muy habituales en los complejos lectina-carbohidrato son las
interacciones CH-m entre los hidrogenos axiales de los carbohidratos y la nube de electrones de los
anillos aromaticos de la proteina. La contribucion de estas interacciones en el reconocimiento lectina-
carbohidrato, a las que se da una importancia creciente, esta siendo estudiada con distintos sistemas
modelo*®42. Por otro lado, la disposicién estérica de los grupos hidroxilo en los carbohidratos crea

bolsillos hidrofébicos en la superficie de los mismos que pueden interaccionar con regiones apolares de la
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proteina®. A su vez, las interacciones de Van der Waals, aunque suelen ser débiles, son muy numerosas,

contribuyendo de forma significativa a la union.

En numerosos casos, los cationes divalentes como Ca? y Mn2* estan involucrados en el
reconocimiento de carbohidratos, tanto de forma indirecta, posicionando las cadenas laterales en el sitio
de unién, como a través de la unién directa con el carbohidrato, como en el caso de las lectinas de tipo C

que requieren Ca?* para su actividad®.

En la Figura 9 se representan las interacciones que se establecen entre el trisacarido N-
acetilglucotriosa y la lectina procedente de Urtica dioica®® que reconoce especificamente N-
acetilglucosamina y que ha mostrado actividad anti-VIH. En esta Figura se pone de manifiesto la
importancia en el reconocimiento molecular de los enlaces de hidrogeno, las interacciones de van der
Waals e interacciones de tipo CH-t. Como vemos, intervienen al menos cinco enlaces de hidrégeno en el
complejo carbohidrato-lectina y se dan varias interacciones de tipo CH-mt entre las unidades de GIcNAc y

los residuos Trp21, Trp23, Trp69 e His67 de la cadena polipeptidica de la aglutinina de Urtica dioica.

Figura 9. Red de enlaces de hidrégenos, interacciones de van del Waals e interacciones CH-x, entre el trisacarido GIcNAcsy la
la aglutinina de Urtica dioica (PDB ID 1ehh)

Como habiamos comentado anteriormente, el sitio de reconocimiento de carbohidratos en
lectinas es una depresion poco profunda, muy expuesta al medio acuoso. Segun ésto, cabria esperar que
la interaccion de las lectinas con los carbohidratos tuviese una baja afinidad y una relajada especificidad.
No obstante, las lectinas exhiben una elevada afinidad y una exquisita especificidad por determinados
oligosacaridos de glicoproteinas, lo que consiguen mediante el establecimiento de numerosas
interacciones de poca intensidad, segun se recoge en la teoria de la multivalencia. El establecimiento de
interacciones multivalentes por parte de sistemas bioldgicos como las lectinas, confiere una elevada
especificidad a la interaccion, necesaria para llevar a cabo procesos de reconocimiento molecular#4. Sin
estas interacciones multiples, la afinidad de union estaria en el rango milimolar, como sucede cuando las

lectinas establecen interacciones con monosacaridos.
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Otros compuestos de naturaleza no proteica con un mecanismo de inhibicion del VIH

similar al de las lectinas

Los resultados que se acaban de comentar con la utilizacion de lectinas como agentes anti-VIH
son realmente prometedores. No obstante, las lectinas presentan diversos problemas a la hora de ser
empleadas como farmacos. Debido a su elevado peso molecular y a su naturaleza peptidica, su
biodisponibilidad oral es muy baja, lo que complica la farmacocinética y farmacodinamia, particularmente
en el caso de necesitarse una administracién frecuente. Por ofro lado, muchas lectinas poseen
propiedades mitogénicas, aglutinantes de globulos rojos y algunas de ellas pueden originar procesos
inflamatorios, toxicidad celular y desencadenar una respuesta inmunitaria, lo que comprometeria su
eventual eficacia antiviral. Las lectinas son también relativamente costosas de producir y purificar a gran

escala, pudiendo presentar problemas de estabilidad y almacenaje®®.

Por todo ello se esta investigando activamente en compuestos no proteicos de bajo peso
molecular, de origen natural, con capacidad para el reconocimiento de carbohidratos. Hace
aproximadamente veinte afios, se descubrié la pradimicina A (PRM-A), un antibiético no peptidico
procedente de Actinomadura hibisca, que inhibia el crecimiento de hongos (Figura 10)%. Posteriormente
se descubrid que PRM-A presentaba actividad anti-VIH y prevenia la formacion de sincitios entre células
infectadas con VIH y células sanas*’. Ademas, la actividad anti-VIH requeria de la presencia de Ca% y
podia revertirse afiadiendo al cultivo manano, un polisacarido de manosas, lo que sugeria que la PRM-A
actuaba uniéndose a las manosas de gp120 viral*®. Mediante la exposicion prolongada a PRM-A,
Balzarini y colaboradores demostraron que, al igual que con las lectinas, las cepas resistentes se
caracterizaban por la pérdida de varios sitios de N-glicosilacion de gp1204 y que por tanto la PRM-A era
la primera molécula pequefia no peptidica capaz de mimetizar la accion de las lectinas. PRM-A presenta
una solubilidad limitada (< 50 uM) lo que dificulta su desarrollo. Muy recientemente se ha publicado que
un anélogo de PRM-A procedente de Actinomadura spinosa, denominado PRM-S (Figura 10), con un
grupo sulfato en la posicion 3' del residuo de glucosa terminal y mayor solubilidad en agua, presenta un

comportamiento frente a VIH muy similar al de PRM-A%.

Pradimicina A Pradimicina S

Figura 10. Estructuras de pradimicina A y pradimicina S
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Otro ejemplo notable de compuesto no peptidico lo constituye el Alcian Blue, una ftalocianina
catiénica (Figura 11). El Alcian Blue se emplea tradicionalmente para cuantificar glucosaminoglicanos por
su capacidad para formar complejos con carbohidratos, y su actividad anti-VIH habia sido descrita por
Vzorov¥. Estudios sobre el mecanismo de accion realizados muy recientemente®!, mostraron que este
compuesto no sélo inhibia la infeccion por VIH de células sanas, sino que prevenia la formacién de
sincitios y la captura de particulas virales por DC-SIGN. Todo ello, junto con la capacidad de producir
pérdidas de sitios de N-glicosilacién en gp120 tras una exposicion prolongada del virus a esta
ftalocianina, proporcionaba evidencias de que este compuesto bloqueaba la infeccién viral mediante la

interaccién con los glicanos de las glicoproteinas presentes en la envoltura viral.

R
= =
V=N //

Figura 11. Estructura molecular del Alcian Blue

De esta forma se pone de manifiesto que es posible encontrar compuestos no peptidicos, de bajo

peso molecular que presenten actividad anti-VIH y se comporten de forma anéloga a las lectinas.

Miméticos sintéticos de lectinas

El disefio y sintesis de compuestos con capacidad para el reconocimiento de carbohidratos,
también llamados receptores sintéticos o miméticos sintéticos de lectinas, es un area de gran interés,
tanto para la busqueda de farmacos que actlen a nivel de los glicanos presentes en la envoltura de
patdgenos, como en el desarrollo de sensores de carbohidratos con aplicaciones biomédicas3? 52, Se han
hecho considerables avances en la obtencion de receptores sintéticos capaces de reconocer
carbohidratos, de forma que se han descrito diversos receptores capaces de unir mono- y disacaridos con
relativa afinidad y especificidad en disolventes organicos. A continuacién se citan algunos ejemplos con

fines ilustrativos, habiéndose publicado interesantes revisiones en los Ultimos afios%-%,

Roelens y colaboradores publicaron un receptor tipo jaula con capacidad para reconocer 3-D-
glucosa con gran afinidad y selectividad en disolventes organicos®. Este receptor esta formado por tres
unidades de pirrol en las “paredes” de la jaula, mientras que el “suelo” y el “techo” lo constituyen dos
unidades de trietilbenceno (Figura 12). Los pirroles establecen enlaces de hidrégeno con los grupos
hidroxilo de los carbohidratos y las dos unidades de trietilbenceno estarian involucradas en el

establecimiento de interacciones de tipo CH-mt con los hidrédgenos axiales de la glucosa.
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Figura 12. Receptor de 3-D-glucosa disefiado por Roelens y colaboradores

Por otro lado, Mazik y colaboradores han sintetizado distintos tipos de receptores ricos en
unidades de aminopiridinas y/o aminopirimidinas. Asi, han descrito el receptor aciclico representado en la

Figura 13, capaz de reconocer el disacarido dodecil 3-D-maltdsido en cloroformo®’.

CH, H,C.
He—\ 7 Ny—ch,
N 0 0. )=N
HN NH
HN NH
N= 0 J N
He—4 a=s
CH,§ HaC
7

Figura 13. Receptor de disacaridos desarrollado por Mazik y colaboradores

El nacleo central de bifenilos tetrasustituidos forma una cavidad de tamafio y forma adecuada que
permite la encapsulacién del disacarido, mientras que los agrupamientos N=C-NH de las unidades de
aminopiridinas se encuentran involucrados en el establecimiento de enlaces de hidrégeno con el
disacarido. En la Figura 14 se representan los enlaces de hidrégeno que se pueden establecer entre el

agrupamiento N=C-NH y el disacérido.

Figura 14. Enlaces de hidrégeno entre las unidades de aminopiridina del receptor y el disacarido propuestos a partir de estudios
de modelado molecular
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El proceso de reconocimiento de carbohidratos en sistemas bioldgicos tiene lugar en condiciones
fisioldgicas, es decir, en agua y a pH neutro. Aunque se han hecho importantes avances en la obtencion
de receptores que reconocen carbohidratos en medios organicos, es notoria la dificultad que entrafa el
reconocimiento de carbohidratos en medio acuoso, debido a la fuerte competencia de las moléculas de
agua por los enlaces de hidrdgeno entre el receptor y el carbohidrato. Por ello, la busqueda de receptores

que reconozcan carbohidratos en medio acuoso supone un area de gran interés.

La capacidad de los acidos bordnicos para reaccionar con dioles ha sido muy empleada para la
obtencién de compuestos con capacidad de unién a carbohidratos®s. Recientemente, Jay y colaboradores
describieron un polimero funcionalizado con benzoboroxoles® con actividad anti VIH-1. Este polimero de
benzoboroxoles posee una elevada afinidad por los carbohidratos de gp120 y esta siendo desarrollado

como microbicida.

Por otro lado, cabe destacar el receptor polianidnico tipo jaula, disefiado y sintetizado por Davis y
colaboradores (Figura 15). Este receptor sintético posee una cavidad central que es capaz de unir el

disacarido celobiosa en agua con afinidad moderada, pero con elevada selectividad.

Figura 15. Receptor del disacéarido celobiosa disefiado y sintetizado por Davis y colaboradores

El “techo” y “suelo” del receptor estan constituidos por m-terfenilos (en azul) los cuales
intervienen en las interacciones CH-t con los H axiales del carbohidrato. Los “pilares” de la estructura lo
constituyen cinco unidades de isoftalimida (en rojo y morado), donde los enlaces de tipo amida
establecen enlaces por puentes de hidrogeno con los grupos hidroxilo del disacarido. Por Ultimo, las

unidades de tricarboxilato (en verde) confieren solubilidad en agua e impiden la agregacion del receptorse.

Los receptores tipo jaula son los que poseen mayores constantes de afinidad para la unién con

mono- y disacaridos. No obstante, para el reconocimiento de carbohidratos mas complejos como los
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presentes en gp120 (Figura 16), a priori, serian necesarias estructuras abiertas que puedan interaccionar

de forma multivalente con una regién extensa de los carbohidratos de la glicoproteina.

Figura 16. Estructura de un oligosacarido de gp120 rico en manosa. El fragmento pentasacarido basico esta constituido por
residuos de N-acetilglucosamina (azul) y manosa (rojo). Otros seis residuos de manosa (negro) se encuentran unidos al
pentasacarido.
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OBJETIVOS

Como se acaba de ilustrar en la introduccién, la interaccién con los carbohidratos de la
glicoproteina gp120 presente en la cubierta del VIH constituye una aproximacién muy atractiva para
inhibir la replicacién viral. Los resultados obtenidos con distintas lectinas en cultivo y con la generacion de
cepas virales resistentes indican que esta aproximacion es conceptualmente diferente respecto a otras
aproximaciones que han dado lugar a los agentes antivirales hoy disponibles*®. Entre los hechos

diferenciales de esta aproximacion cabe destacar los siguientes:

- Lainteraccion con la diana objetivo, la gp120 viral, se produce en el medio extracelular.

- La interaccién lectina-gp120 impide la transmisién de la infeccién asi como la formacion de
células gigantes o sincitios. Igualmente las lectinas impiden la infeccion de células dendriticas
convirtiéndose en potenciales agentes microbicidas

- No hay fenémenos de resistencia cruzada con otros antivirales ya en explotacién, con lo que
son excelentes candidatos para ser incluidos en terapias combinadas.

- La aparicién de cepas resistentes sélo se produce cuando se acumulan varias mutaciones, por
tanto tiene una barrera genética alta.

- Las cepas resistentes a las lectinas se caracterizan por la pérdida de distintos sitios de N-
glicosilacién de modo que en la cubierta viral quedan expuestos epitopos que antes estaban
enmascarados por el denso entramado de carbohidratos. Conforme a ensayos precedentes realizados en
monos, estas cepas pueden desencadenar un aumento en el nivel de anticuerpos y una caida
considerable de la carga viral.

- Por tanto, y a diferencia de cualquier otro agente anti-VIH disponible, la generacion de cepas
resistentes frente a las lectinas, lejos de ser un problema, podria ayudar al organismo huésped a
desencadenar una respuesta humoral mas eficaz frente al VIH.

A pesar de estos rasgos tan atractivos, las lectinas no son buenos candidatos para su desarrollo

como farmacos, como ya se ha comentado en la introduccion.

Dadas las multiples aplicaciones de las lectinas, el reconocimiento lectina-carbohidrato es un
campo de gran interés. En la interaccion carbohidrato-lectina se combinan enlaces de hidrogeno,
interacciones de tipo CH-r, fuerzas de Van der Waals, etc... Estas interacciones, aunque de naturaleza
débil, son muy numerosas, lo que permite aumentar significativamente la afinidad de la union conforme a
la teoria de la multivalencia, la cual postula un incremento significativo de la afinidad de unién con el

aumento en el nimero de los elementos de reconocimiento.
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El objetivo de esta tesis se centra en el disefio, sintesis y evaluacion frente al VIH-1 de
compuestos que incorporan los elementos de reconocimiento observados en las lectinas, con el fin de
mimetizar las interacciones lectina-gp120 viral. En funcion del niumero de elementos de reconocimiento

presentes, las estructuras sintetizadas se han agrupado en tres series (Figura 17).

Figura 17. Representacion esquematica de las series de triazinas sintetizadas

Las tres series tienen como motivo comun la presencia del anillo de 1,3,5-triazina disustituido con
residuos de aminodcidos a través de sus grupos amino. Asi, a los compuestos de la Serie | les hemos
denominado mondmeros, ya que incorporan un Unico nucleo de triazina sustituido con dos residuos de
aminoacidos; los compuestos de la Serie Il son dimeros de anillos de triazina separados por un
espaciador e incorporan 4 residuos de aminoacidos; y por ultimo, la Serie Il esta formada por trimeros,
compuestos con tres anillos de triazina conectados a un nucleo central y presentan 6 residuos de

aminoacidos en la periferia.

Las estructuras propuestas son ricas en elementos de reconocimiento presentes en los sitios de
unién de carbohidratos en lectinas; estos elementos de reconocimiento, muy empleados en la busqueda

de miméticos de lectinas, se describen a continuacion:

- La presencia del agrupamiento NH-C=N en los anillos de 1,3,5-triazina-2,4,6-triamina podria
favorecer la formacion de puentes de hidrogeno cooperativos y/o bidentados de un modo similar a las

aminopiridinas y aminopirimidinas ampliamente utilizadas en la bibliografia como miméticos de lectinas.
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- El grupo carboxilato de los aminoacidos podria también participar en enlaces de hidrégeno
ademas de facilitar la solubilidad de los compuestos en agua. Recordemos que se pretende la interaccién
con los carbohidratos presentes en la gp120 de la cubierta viral y que por tanto esa interaccion se

producira en un medio eminentemente acuoso.

- Las interacciones CH-m cobran cada vez mas importancia en las interacciones lectina-
carbohidrato. Por ello, con el fin de favorecer este tipo de interacciones, se han elegido como
sustituyentes de las triazinas preferentemente aminoacidos de naturaleza aromatica: fenilalanina (Phe),

triptéfano (Trp) y tirosina (Tyr).

- Dada la naturaleza quiral de los amino&cidos, las estructuras propuestas son ricas en centros

quirales lo que les confiere un valor adicional en reconocimiento molecular.

- Al incrementar el nimero de elementos de reconocimiento pasando de monomeros a
dimeros y de dimeros a trimeros, se pretende aumentar el nimero de interacciones posibles conforme a

la teoria de la multivalencia.

Las tres series de productos han sido evaluados frente a la replicacion del VIH en cultivo celular.
Ademas, se han realizado medidas de la interaccidn de los compuestos sintetizados con la glicoproteina
viral gp120 mediante experimentos de resonancia de plasmén superficial 0 SPR. Ambas evaluaciones

seran comentadas en detalle al final de este capitulo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Breve introduccion a la sintesis y aplicaciones de los derivados de 1,3,5-triazina

El anillo de 1,3,5-triazina ha sido ampliamente utilizado en quimica supramolecular dada su
capacidad para participar en interacciones m, y en la formacion de redes de enlaces de hidrogeno®-',
Ademas, son muy numerosos los compuestos que presentan como nicleo central el anillo de 1,3,5-
triazina y para los que se han descrito distintas propiedades farmacoldgicas. Como ejemplos ilustrativos
publicados en los Ultimos cinco afios, se pueden citar inhibidores de la fosfatidilinositol-3-quinasa 962
(Figura 18), compuestos con actividad antibacteriana como 1083 y 114, 0 compuestos con dos nucleos de
triazina como miméticos de la proteina A para el tratamiento de enfermedades autoinmunes 129, La
versatilidad sintética de las 1,3,5-triazinas les ha llevado también a ser utilizadas en quimica

combinatoria® tanto en disolucion®” como en fase sélidasé-6,

NN F\©\ N/gN NI\N
| |
iy Py oMo
H
0 0
9 10 NH, 1 NH,
)\ H H
NX N N N NH,
IS CRoas]
HoN N7 N7 N \f

Figura 18. Ejemplos de derivados de 1,3,5-triazina con actividad bioldgica

A pesar de la amplia utilizacién de derivados de 1,3,5-triazina con distintos fines como se acaba
de ilustrar, llama la atencién los relativamente escasos precedentes bibliograficos de triazinas
funcionalizadas con aminodacidos. Dentro de este apartado cabe mencionar un trabajo del grupo de J.M.
Lehn™® donde se estudia el reconocimiento molecular entre barbituratos y aminotriazinas que

incorporaban triptéfanos y a-metilbencilaminas en sus dos formas enantioméricas.

Por otra parte, con el fin de obtener nuevos ligandos biomiméticos como adsorbentes para la
purificacién de proteinas por cromatografia de afinidad, Platis y colaboradores sintetizaron una libreria de

derivados de 1,3,5-triazina sustituidos con fenilalanina (Figura 19) donde R representa la cadena lateral
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de distintos aminoacidos™. El mismo grupo describié en 2009 un ligando derivado de 1,3,5-triazina
funcionalizada con B-Ala y Phe, el cual permite la purificacion eficaz y con buenos rendimientos del
anticuerpo monoclonal 4E10, uno de los que posee mayor capacidad neutralizante frente al VIH, tras ser

expresado en tabaco transgénico2.

OH

NH/\/HE/H\)\/O—Agarosa
HOOC N|)§N m
AL,

Figura 19. Estructura general de ligandos biomiméticos empleados para la purificacion de proteinas por cromatografia de
afinidad

El amplio abanico de aplicaciones de las 1,3,5-triazinas se ve favorecido en gran medida por la
sintesis sencilla y asequible de estructuras complejas a partir de cloruro ciandrico (2,4,6-tricloro-1,3,5-
triazina), un sintén barato y muy versatil, pues cada atomo de cloro del cloruro ciandrico puede ser

sustituido secuencialmente por diferentes nucledfilos controlando la temperatura (Figura 20).

Segunda sustitucion a 25 °C

l

Primera sustituciona 0°C Tercera sustitucion a 60-100 °C Nu,
\ )Nl\)i)N\ / Nu; Base _ )Nl\)j\l\
CI” N Nui™ "N™ "Nug
13

Figura 20. Temperaturas necesarias para las diferentes sustituciones nucledfilas en el anillo de triazina

La primera sustitucion es exotérmica y se realiza a 0 °C; en estas condiciones no se observan
productos de disustitucion, pues el anillo de triazina queda desactivado por la introduccién del primer
nucledfilo. La incorporacién del segundo nucledfilo, o la sustitucion simultdnea de dos atomos de cloro
con el mismo nucledfilo, se realiza a temperatura ambiente. El anillo de triazina con dos sustituyentes se
encuentra altamente desactivado, por lo que la tercera sustitucidén sélo tiene lugar con calor, aplicando
temperaturas entre 60 y 100 °C, dependiendo de la reactividad del nucledfilo, y requiere ademas tiempos
prolongados de reaccién, entre 24 y 48 horas. Por ello, la sintesis asistida por microondas ha sido

recientemente empleada para realizar la sustitucion nucledfila del tercer cloro del anillo de triazina774.
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Estrategia de sintesis de las estructuras propuestas

Tal y como se ha comentado en los objetivos, en este capitulo se pretende llevar a cabo la
sintesis de tres series de compuestos representados esquematicamente en la Figura 21. Estos
compuestos los hemos agrupado en mondmeros, dimeros y trimeros, segun incorporen uno, dos o tres
anillos de 1,3,5-triazina disustituido con aminoacidos de caracter aromatico. Los aminoécidos aromaticos
empleados han sido L-fenilalanina (Phe), L-triptéfano (Trp) y L-tirosina (Tyr). Aunque los tres aminoacidos
tienen una cadena lateral con un anillo aromatico, sus indices hidropaticos’®, es decir, el balance entre las
propiedades hidrofilicas e hidrofobicas de la cadena lateral, son bien distintos. Asi, la fenilalanina posee
un valor de indice hidropatico positivo de 2.9, que indica su marcada hidrofobicidad, mientras que la
presencia de un anillo indélico que contiene un grupo -NH hidrofilico en el caso de triptéfano, y la
inclusion de un grupo OH fendlico en el caso de tirosina, confiere a estos dos aminoacidos indices
hidropaticos negativos, de -0.9 y -1.3 respectivamente. Este balance hidrofobia/hidrofilia, junto con los
grupos funcionales presentes en cada aminoacido, puede repercutir en la capacidad de reconocimiento

de los compuestos frente a los sacaridos de la envoltura viral.
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Figura 21. Arquitecturas obtenidas en funcion del nimero de anillos de triazina
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Para la obtencion de dimeros y trimeros, es posible emplear una estrategia divergente o

convergente, como se representa esquematicamente en la Figura 22 para la sintesis de trimeros.

Figura 22. Estrategia convergente y divergente para la obtencién de trimeros

En la estrategia divergente empleada por algunos autores’77, se hace reaccionar en primer lugar
el nacleo central con la 1,3,5-triazina y posteriormente se incorporan los sustituyentes de la periferia.
Siguiendo esta estrategia a menudo se observan dificultades para llevar a cabo la tercera sustitucion
sobre el anillo de triazina y se obtienen mezclas de productos parcialmente sustituidos. Por el contrario,
en la estrategia convergente, que es la que hemos empleado nosotros y también utilizada por otros
autores’, primero se funcionaliza la triazina con los grupos periféricos y posteriormente se hace

reaccionar con el nlicleo central.

Asi, la ruta de sintesis elegida es practicamente comun para las distintas series y consta de tres

pasos (Esquema 1):

1° incorporacién de dos restos de aminoacidos a través de sus grupos amino sobre la 1,3,5-

triazina;

2° sustitucion del tercer cloro de la triazina por una amina, diamina o triamina, segun se trate de

mondmeros, dimeros o trimeros;

3° saponificacién de los grupos esteres metilicos de los aminoacidos para la obtencién de los

correspondientes acidos.
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Esquema 1. Metodologia seguida para la obtencion de las estructuras propuestas

Las aminas introducidas en los mondmeros estan estructuralmente relacionadas con las
diaminas empleadas en los dimeros con el fin de facilitar la comparacién de los datos biolégicos tras su
evaluacion. Las aminas elegidas para la sintesis de dimeros y trimeros conducirdn a distintas
arquitecturas en los compuestos finales y con ello la posibilidad de abarcar distintos espacios
conformacionales. Las diaminas elegidas para la sintesis de dimeros han sido piperazina, 1,3-
xilidendiamina y 2,2'-(etilenodioxi)dietilamina. Las aminas utilizadas en los trimeros han sido la tris(2-

aminoetil)amina y 1,3,5-triaminometil-2,4,6-trietilbenceno.

Como se ha comentado anteriormente, es posible controlar el grado de sustitucién del cloruro
cianurico y las clorotriazinas resultantes en funcién de la temperatura. Asi, la primera y segunda
sustitucion del cloruro cianurico con los grupos amino de los amino&cidos (16 paso en el Esquema 1) se
pueden realizar a temperatura ambiente. Para la tercera sustitucidén (2° paso), donde se incorporan
aminas, diaminas o triaminas, es necesario aplicar calor. Este paso se puede realizar con calentamiento
tradicional y tiempos prolongados de reaccidn o en tiempos mas cortos si se aplica sintesis asistida por

microondas. Durante el transcurso de esta tesis, nuestro grupo de investigacion adquirid un equipo
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microondas por lo que, a lo largo de esta memoria, se describen reacciones tanto con calentamiento
tradicional realizadas antes de la adquisicién del equipo, como con calentamiento asistido por
microondas. La principal ventaja de este Ultimo procedimiento es acortar muy notablemente los tiempos
de reaccion, que pasan de 24 6 48 horas, a 1 6 2 horas, respectivamente. Sin embargo, los rendimientos

obtenidos fueron en general similares a los obtenidos por calentamiento tradicional.
Sintesis de los derivados de 1,3,5-triazina de las Series | y Il
A continuacién se pasa a describir la sintesis de los mondmeros y los dimeros, los cuales han

sido clasificados en funcién del aminoacido empleado como nucledfilo.

Derivados de fenilalanina

En primer lugar se sintetizaron los monémeros portadores de dos unidades de fenilalanina en los
que se ha introducido en la tercera posicién las siguientes aminas: N-metilpiperazina, bencilamina y 2-(2-

aminoetoxi)etanol, cuya sintesis se recoge en el Esquema 2.
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HN \/\OH 16 R= OCHj (80%)
0 )\ e,f(
]f 19 R= OH (68%
/)\ (68%)

17 R= OCH, ( 80%
2o R= OH (69%)

Esquema 2. Condiciones de reaccién: a) H-Phe(OMe).HCI, THF, DIPEA, 25 °C, 24 h; b) N-metilpiperazina, 1,4-dioxano, DIPEA,
70 °C, 24 h; c) bencilamina, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 2 h; d) 2-(2-aminoetoxi)etanol, 1,4-dioxano, DIPEA, 100 °C, 24 h;
e) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; ) adicion de &cido formico hasta pH 2, Amberlite IRA400 (forma HCOO-); g) neutralizacién con
HCI.

La reaccion del cloruro ciandrico con 2 equivalentes de H-Phe-OMeHCI en presencia de DIPEA
a 25 °C, condujo a un unico producto de masa m/z=470 con distribucién isotdpica de un atomo de cloro,

que se identificd6 como el producto disustituido 14 (82% de rendimiento). Cabe indicar que la
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espectrometria de masas, junto con el analisis cromatografico (TLC o HPLC) constituye la mejor
herramienta para el seguimiento de las reacciones de mono- y disustitucién del anillo de triazina. La
introduccién de las diferentes aminas en la tercera posicion del anillo de triazina se realiz6 a temperaturas
comprendidas entre 70 ° y 100 °C en funcion de la reactividad de la amina. Asi, el compuesto 15 se
obtuvo por reaccion del derivado 14 con N-metilpiperazina a 70 °C durante 24 h, empleando DIPEA como
base y 1,4-dioxano como disolvente, con un rendimiento del 80%. De forma anéloga, la reaccion del
derivado 14 con bencilamina y 2-(2-aminoetoxi)etanol a 100 °C, condujo respectivamente a las

monotriazinas 16 y 17 con rendimientos del 65% y 69%, respectivamente.

A continuacion, los grupos éster metilico de las monotriazinas 15, 16 y 17 fueron desprotegidos
mediante tratamiento basico con LiOHH,O durante 10 horas. Posteriormente se adicioné al medio de
reaccion acido formico hasta pH 2. Puesto que los acidos constituian nuestros compuestos objetivo, era
necesario disponer de un método versatil que permitiera el correcto aislamiento de dichos compuestos y
que fuese aplicable a los dimeros y trimeros propuestos. En este sentido, Bookser y Zhu™ habian
realizado un estudio exhaustivo empleando distintas resinas de intercambio anidnico en forma formiato y
una amplia variedad de disolventes para la captura y/o aislamiento de acidos carboxilicos aromaticos y

alifaticos. El procedimiento empleado se representa esquematicamente en la Figura 23.

sales + subproductos

NR,* HCOO"
A-COH +

sales + subproductos - NR;* ACO,
Paso |

HCOOH

Paso Il

NR,* HCOO"
A-CO,H

Figura 23. Representacion esquematica de los pasos seguidos en la purificacion de acidos carboxilicos empleando Amberlite
IRA400 (forma HCOO")

Asi, al aplicar la mezcla de reaccién que contiene el acido deseado junto con sales y otros
subproductos a la resina Amberlite IRA400 en forma HCOO-, se consigue que sélo el acido quede
anclado a la resina como se observa en el paso |. El lavado de la resina permite arrastrar sales y otros
subproductos generados en la reaccion. En el paso Il se procede al desanclaje del acido mediante
tratamiento con acido férmico. Aplicando esta secuencia al bruto de reacciéon obtenido tras la
saponificacion de los ésteres 15, 16 y 17, se pudieron aislar los productos 18 y 19 (Esquema 2) como

diacidos con rendimientos del 75% y 68% respectivamente. Sus estructuras y grado de pureza fueron
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confirmadas mediante técnicas analiticas y espectroscopicas, incluyendo espectrometria de masas, 'H-
RMN, 8C-RMN, y en base a experimentos de correlacién heteronuclear 'H-13C (HMBC). No obstante, al
aplicar este procedimiento al di&cido 20, se observo que el cromatograma de HPLC-MS del producto
aislado tras el desanclaje de la resina mostraba dos picos en una relacion de area 1:1, con masas de
m/z=511 correspondiente al diacido esperado 20, y m/z=539. Estas masas diferian en 28 umas, lo que
podria corresponder a un resto formiato. Por otro lado, en el espectro de 'H-RMN (DMSO-ds) de la
mezcla aparecia una sefial a 6=8.09 ppm que podria corresponder al protén del grupo OCHO del
derivado en forma de éster formiato. Asimismo, el espectro de *C-RMN (DMSO-ds) mostré una sefial a
6=162.9 ppm, que fue asignada al carbono del grupo OCHO. Estos datos parecian indicar que el
producto de desanclaje de la resina correspondia a una mezcla 1:1 del producto esperado 20 y de su

derivado en forma de éster formiato 21 (Esquema 3).

0
NSO o4 NSO HN/\/O\/\OJ\H
HyCO._0 NIJQN Oj/OCH3 HO._.0 NIJ§N Oj,OH HO_0 NIJ§N Oj,OH
NN 1. LIOHH,0 APt A AP
H H > H H H H
2. cido férmico, pH=2
3. Amberlite IRA400
17 (HCOO) 20 21
1. LIOHH,0

2. neutralizacién con HCI
3. Cromatografia flash, fase reversa

HOL0 | Ay Oj/OH
)l\ /)\ 'I//

=

20 (69%)

Esquema 3. Desproteccion del compuesto 17 en medio basico y aislamiento del diacido 20

Asi concluimos que en las condiciones empleadas para la neutralizacién y purificacion del
derivado 20, tiene lugar la formacién de un éster formiato sobre el hidroxilo. Existe al menos un
precedente de una reaccion similar. En concreto, cuando se emplean alcoholes de tipo glicol para la
sintesis de triazinas en fase sdlida y se realiza el desanclaje del producto de la resina con &cido

trifluoroacético, se observa la formacion del éster de trifluoroacetato sobre el hidroxilo%.

Para evitar la formacion del éster formiato, se modificé el procesado tras la saponificacion del
compuesto 17 con LIOH-H.0. Para ello, se neutralizd la reaccion con HCl y se aislé el diacido 20
mediante purificacion en cromatografia flash en fase reversa. Asi se obtuvo 20 con un 69% de

rendimiento.
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A continuacion se pasara a describir la sintesis de dimeros de triazinas funcionalizadas con
restos de fenilalanina. Como se ha comentado, para la sintesis de dimeros se eligié una estrategia
convergente. En una estrategia convergente es muy importante controlar el nimero de equivalentes del
nucleo central, una diamina simétrica en el caso de los dimeros, pues un exceso de ésta puede conducir
a la obtencién de mezclas del dimero y de la monotriazina, con la consiguiente disminucion en el
rendimiento del dimero. Con el fin de determinar el nimero de equivalentes dptimo de diamina para la
obtencién del dimero, se hizo reaccionar el derivado disustituido 14 (Esquema 4) con diferentes
cantidades de piperazina y las proporciones de producto de partida, monotriazina y dimero fueron
cuantificadas por HPLC-MS a diferentes tiempos de reaccidn. Esta reaccién se realizo en tubo de presidn
mediante calentamiento tradicional a 90 °C. Los porcentajes del producto de partida 14, de la
monotriazina 22 y del dimero 23, obtenidos a las 24 y 48 horas para los diferentes equivalentes de

piperazina, se recogen en la Tabla 1.

H
AN NH [Nj
)Cl N MeOPhe, PheOMe
— N
NN DIPEA, 90 °C N
A oo e O
Dioxano
MeOPhe” “N” PheOMe MeOPhe” NP ~PheOMe  MeOPhe PheOMe
14 2 3

Esquema 4. Sintesis del dimero de triazina disustituida con fenilalanina y piperazina como espaciador

Tabla 1. Seguimiento de la reaccion de la monoclorotriazina 14 con piperazina en funcién del tiempo de reaccién y nimero de
equivalentes de diamina

eq piperazina 0.3eq 0.6 eq 0.8 eq 1.0 eq
B 24h 48 h 24h 48h 24h 48h 24h 48 h
reaccion
14:22: 232 59:0:41 53:0:47 17:4:79 9:1:90 4:12:84 2:13:85 0:14:86 0:12:88

a: Porcentajes obtenidos de la integracion de los picos en el cromatograma de HPLC

Como se puede observar, empleando 0.3 equivalentes de piperazina, el porcentaje de producto
de partida es superior al 50% tras 48 horas de reaccion, siendo el porcentaje restante dimero (23), sin
que se detecte la monotriazina (22). Al aumentar la cantidad de piperazina hasta 0.6 equivalentes, la
proporcidn de dimero se incrementa hasta casi el 80% a las 24 horas y al 90% a las 48 horas. El empleo
de cantidades superiores de piperazina (0.8 eq 6 1.0 eq) conduce a rendimientos algo inferiores del
dimero y a un aumento de la proporcion de la monotriazina 22. Teniendo en cuenta estos resultados, la
sintesis del dimero 23 se llevo a cabo por reaccion de 14 con 0.6 eq de piperazina en dioxano y en

presencia de DIPEA calentando a 90 °C durante 48h, y el rendimiento del producto aislado fue del 85%.
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De forma analoga, el dimero 24 se obtuvo por reaccién del derivado 14 con 0.6 equivalentes de 2,2’
(etilenodioxi)dietilamina, en presencia de DIPEA y a 110 °C durante 48 horas en tubo de presion,

obteniéndose con un rendimiento del 60% (Esquema 5).

l HN o~ g™~ O
0 NH,
NN MeOPhe
)|\ /)\ DIPEA, 110°C =N H \ PheOMe
N N 0 =
MeOPhe” N ~PheOMe —— \ N/>— 0NN
MeOPh¢ N
" 24 (60%) PheOMe

Esquema 5. Sintesis del dimero de triazina disustituida con fenilalanina y 2,2'-(etilenodioxi)dietilamina como espaciador

Cabe sefialar que estos resultados concuerdan con las condiciones experimentales empleadas
en la sintesis de dimeros recientemente descritos en la bibliografia® donde el empleo de 0.5 eq de

piperazina conduce a rendimientos entre el 50% y 70% tras 24 horas de reaccion.

De un modo similar, la reaccion del derivado 14 con 0.6 equivalentes de m-xililendiamina, en
presencia de DIPEA y a 100 °C durante 48 horas en tubo de presion, condujo al dimero 26, pero con un

rendimiento del 56% (Esquema 6).

HZN/\©/\NH2

cl HN/\©/\NH2 MeOPhe>_ _<PheOMe
DIPEA, 100 °C =N N
NSNS —— NS + N, )N N— N
PN Dioxano PPN >\—N H H N=(
MeOPhe”™ "N~ ~“PheOMe MeOPhe” >N > PheOMe MeOPhe PheOMe

14 25 26 (56%)

Esquema 6. Sintesis del dimero de triazina disustituida con fenilalanina y 1,3-xilidendiamina como espaciador

Este bajo rendimiento en comparacién al obtenido empleando piperazina como espaciador
(Esquema 4), se puede atribuir al empleo de una amina de naturaleza bencilica, menos reactiva en las
reacciones de sustitucion nucledfila. No obstante, cuando se adquiri6 el equipo microondas, se repitio
esta reaccién con el objetivo de estudiar si el rendimiento aumentaba al emplear calentamiento por
microondas. Asi, se hizo reaccionar en un vial de microoondas la clorotriazina 14 con un numero variable
de equivalentes de m-xililendiamina en dioxano en presencia de DIPEA a 100 °C y se evaluaron los
porcentajes de producto de partida 14, de la monotriazina 25 y del dimero 26 tras 1 y 2 horas de
irradiacion, ya que tiempos mayores no se traducian en modificaciones significativas de los porcentajes.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Seguimiento de la reaccion de la monoclorotriazina 14 con 1,3-xilidendiamina en funcién del tiempo de reaccién y
numero de equivalentes de diamina

€q
sililendiamina 0.3eq 0.6 eq 0.8 eq 1.0 eq

tiempo de

e 1h 2h 1h 2h 1h 2h 1h 2h
reaccion

14 : 25 : 262 62:8:30 63:4:33 || 34:18:48  33:7:60 || 19:30:51  15:25:60 || 13:39:48  7:35:58

a Porcentajes obtenidos de la integracion de los picos en el cromatograma de HPLC

Los resultados recogidos en la Tabla 2 indican que tras 2 horas de reaccion, y con 0.3 eq de m-
xililendiamina, la proporciéon de dimero 26 es del 33%. Al pasar a 0.6 eq de m-xilidendiamina, el
rendimiento de dimero aumenta pero sélo hasta un 60%, porcentaje muy similar al obtenido cuando se
empled calentamiento tradicional en la sintesis de este dimero (56%). Cuando se emplea mayor nimero
de equivalentes de m-xililendiamina (0.8 y 1.0), el rendimiento del dimero se mantiene préacticamente
constante, aumentando la proporcion de monotriazina 25. Por ello, se opté por el empleo de 0.6
equivalentes de diamina, ya que permitia recuperar una mayor cantidad de producto de partida en la
purificacion. Asi, aunque se obtuvieron rendimientos similares a los obtenidos mediante calentamiento
tradicional, el empleo de calentamiento por microondas permitio acortar sensiblemente los tiempos de
reaccion, obteniéndose el dimero en 2 horas, frente a las 48 horas necesarias por calentamiento

tradicional.

Conviene comentar que el empleo de otras combinaciones disolvente/base como CHCl; /K2CO3

no condujo a mejores rendimientos.

Los dimeros protegidos 23, 24 y 26 fueron tratados con LiOH-H,O para la saponificacién de los
grupos éster metilico. Tras la adicién al medio de reaccién de acido férmico hasta pH 2, posterior

aislamiento mediante tratamiento con resina Amberlite IRA-400 (forma HCOO") y elucién con H2CO,:H.0

(9:1), se obtuvieron los dimeros desprotegidos 27, 28 y 29 con rendimientos del 47%, 73% y 78%
respectivamente (Esquema 7).
@Mocm H,CO
$ e

O O~y
HN NH HN O 0
=N N= 1) LIOH.H,0 =N N=(
i v > N4
NH NH

2) Amberlite IRA400
HN 0

N
0] HN (0] 0)
O WO O WO

Compuesto Compuesto
A 23 W 27 (47%)

n_/ —
HN\/\O/\/O\/\NH 24 AN N0 Oy 28 (78%)

HN/\©/\NH 2 HN/\©/\NH 29 (73%)

Esquema 7. Desproteccion de los dimeros de fenilalanina
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Derivados de triptéfano

Para la sintesis de monomeros y dimeros de triazinas sustituidas con triptéfano, el primer paso

consistié en la obtencion de la clorotriazina 30 (Esquema 8).

cl
Cl
X, R MeO.__0 NIJQN Oj,OMe
PN bt > N)\N/ N
CI” N7 =l DIPEA, THF, 25°C H H
A s
NH HN
14 30 (82%)

Esquema 8. Obtencién de la monoclorotriazina 30

Esta se obtuvo mediante reaccion del cloruro ciantrico con H-TrpOMeHCI en presencia de
DIPEA, empleando THF como disolvente y a temperatura ambiente. El producto aislado presentaba por
espectrometria de masas la relacién m/z=548 con distribucién isotdpica de un cloro y fue obtenido con un
82% de rendimiento. El espectro de 'H-RMN de la clorotriazina 30 a 20 °C indicaba la presencia de
agrupaciones de sefales de alta intensidad junto a otras de menor intensidad que debian corresponder a
un unico protén. Dentro de cada agrupacion, todas las sefiales tenian la misma multiplicidad, lo que

sugeria la existencia de distintos conférmeros (Figura 24).

11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

6.0
f1 (ppm)

Figura 24. Espectro de "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) a 20 °C de la clorotriazina 30

Es bien conocido que en aminotriazinas el enlace Cr.-NH presenta rotacion restringida, lo que da
lugar a la existencia de distintos rotdmeros8®82, Asi, para la monoclorotriazina 30 pueden postularse los
rotdmeros representados en la Figura 25, que conforme a la nomenclatura mas habitual se podrian

denominar anti-anti, anti-syn y syn-syns2.

46



Capitulo 1. Resultados y discusion

Cl Cl Cl
Nl)§ N NI)Q N Nl)§ N
Ho ’:j )\ N/)\ I}l _H Ho l}l )\ N/)\ I}l _TrpOMe MeOTrp I}l )\ N/ '}j,TrpOMe
TrpOMe  TrpOMe TrpOMe H H H
anti-anti anti-syn syn-syn

Figura 25. Posibles rotameros de la clorotriazina 30

Las poblaciones relativas de los rotameros dependen en gran medida de la naturaleza de los
sustituyentes sobre el anillo de triazina®, del disolvente empleado?? y de la temperatura. Con el objeto de
corroborar que la complejidad del espectro de 'H-RMN de 30 era debida a la existencia de distintos
rotameros, se registraron espectros de 'H-RMN de la monoclorotriazina 30 a diferentes temperaturas, en
DMSO-ds (Figura 26).
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NH-1' Tip o €
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- |
ll \\ ‘/ |‘ ” L |I || ”k r 60°C
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11.0 10.6 10.2 8.2 7.8 74 7.0 5.0 46 42 38 34 3.0 26
ppm

Figura 26. Espectros de 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) de la clorotriazina 30 a diferentes temperaturas

En el espectro a 20 °C (espectro superior en la Figura 26), se observa que la sefial
correspondiente al proton del grupo amino unido a la triazina (NH-Crr,) estd compuesta por cuatro
dobletes de diferente intensidad. El doblete de mayor intensidad podria ser atribuido al rotdmero syn-syn,

menos impedido estéricamente y que suele estar favorecido en disolventes polares. Por otro lado, éste es
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el doblete mas desapantallado, lo que concuerda con el desplazamiento observado para el NH-Cr, de
otros rotdmeros syn-syn en compuestos similares de serinol descritos en la bibliografia®. Dentro de este
mismo grupo de sefiales, se observan dos dobletes de igual intensidad, atribuibles al rotdmero anti-syn, el
cual posee dos protones no equivalentes. Por ultimo, se observa un doblete de muy pequefia intensidad
que podria deberse al rotdmero anti-anti, muy impedido estéricamente. Esta relacion de rotdmeros
también se observa para otros protones como el a-CHTrp. Cuando se registraron los espectros a
temperaturas mas elevadas, se observa que las sefiales se van ensanchando y coalesciendo. Esto es
especialmente notable en el espectro registrado a 90 °C lo que podria ser indicativo de la répida

interconversidn entre rotameros a esta temperatura.

Este fendémeno lo hemos comentado aqui para el derivado 30, pero ha sido observado en mayor
o menor medida en los espectros de 'H-RMN de la casi totalidad de compuestos sintetizados, siendo
estas agrupaciones especialmente complejas en las estructuras con mayor numero de sustituyentes

como dimeros y trimeros.

La monoclorotriazina 30 se hizo reaccionar con N-metilpiperazina en presencia de DIPEA, en 1,4-
dioxano y a 70 °C durante 24 horas, obteniéndose el derivado 31 con un rendimiento del 65%. De forma
andloga, la reaccion del derivado 30 con bencilamina y 2-(2-aminoetoxi)etanol a 100 °C, condujo

respectivamente a las monotriazinas 32 y 33 con rendimientos respectivos del 80% y 64% (Esquema 9).
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31 R= OCHj3 (65%)

¢l 34 R= OH (43%) HN
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PP ] (32 R= OCHj (80%)
N7 NTSNT de
H H 35 R= OH (68%)
C S ’z
NH HN

( 33 R= OCH, (64%)
f
36 R=OH (66%)

Esquema 9. Condiciones de reaccién: a) N-metilpiperazina, 1,4-dioxano, DIPEA, 70 °C, 24 h; b) bencilamina, 1,4-dioxano,
DIPEA, MW: 100 °C, 2 h; c) 2-(2-aminoetoxi)etanol, 1,4-dioxano, DIPEA, 100 °C, 24 h; d) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; e)
adicion de acido formico hasta pH 2, Amberlite IRA400 (forma HCOO-); ) neutralizacién con HCI.
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Para la obtencion de los diacidos 34, 35 y 36 se realizd la desproteccion de los grupos éster
metilico de sus correspondientes derivados protegidos, mediante tratamiento basico con LiOH-H0,
durante 10 horas. Los diacidos 34 y 35 fueron aislados tras neutralizacién del medio de reaccion con
acido formico, tratamiento con resina Amberlite IRA-400 (HCOO:) y elucion con H,CO2:H20 (9:1). Puesto
que el tratamiento del derivado 33 con 4acido férmico podia conducir a la incorporacién parcial de un resto
formilo, como se habia observado para el derivado anélogo de fenilalanina tras su saponificaciéon con
LiOHH,0, el medio de reaccién se neutralizé con HCl 1M y el diacido 36 se aisl6 por cromatografia flash

en fase reversa, con un 66% de rendimiento.

En el siguiente Esquema se recoge la sintesis de los dimeros derivados de triptéfano 37, 38 y 39

asi como la obtencion de sus correspondientes productos desprotegidos 40, 41 y 42.
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Esquema 10. Condiciones de reaccion: a) piperazina, 1,4-dioxano, DIPEA, 90 °C, 48 h; b) 2,2-(etilendioxi)dietilamina, 1,4-
dioxano, DIPEA, 100 °C, 48 h; c) 1,3-xililendiamina, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 2 h; d) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; e)
adicién de acido férmico hasta pH 2, Amberlite IRA400 (forma HCOO).
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Para la obtencién de los dimeros anteriormente citados, se partié de la clorotriazina 30. Asi, la
reaccion de 30 con 0.6 equivalentes de piperazina, en presencia de DIPEA como base a 90 °C durante 48
horas condujo al dimero 37 con un 88% de rendimiento. El dimero 38 se obtuvo por reaccién de la
monoclorotriazina 30 con 0.6 equivalentes de 1,3-xililendiamina, en presencia de DIPEA y a 100 °C
durante 2 horas en el microondas. De forma analoga, el dimero 39 fue obtenido mediante reaccién del
derivado 30 con 0.6 equivalentes de 2,2'-(etilenodioxi)dietilamina, en presencia de DIPEA y a 100 °C
durante 48 horas, con un 60% de rendimiento. Los dimeros 37, 38 y 39 fueron tratados con LiOHH-0
durante 10 horas para su desproteccién. Tras adicién de acido formico y posterior tratamiento con resina
Amberlite IRA400 (HCOO-), se obtuvieron los respectivos dimeros desprotegidos 40, 41 y 42 con

rendimientos del 97%, 84% y 90% respectivamente.

Derivados de tirosina

Siguiendo una metodologia similar a la empleada para la sintesis de monotriazinas de Phe y Trp,
se sintetizaron diferentes monotriazinas de Tyr. En el Esquema 11 se recoge la sintesis de las
monotriazinas protegidas 44, 45 y 46, a partir de las cuales se obtuvieron los respectivos diacidos 47, 48
y 49.
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Esquema 11. Condiciones de reaccion: a) H-Tyr(OMe).HCI, THF, DIPEA, 25 °C, 24 h; b) N-metilpiperazina, 1,4-dioxano, DIPEA,
MW: 70 °C, 1 h; c) bencilamina, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 2 h; d) 2-(2-aminoetoxi)etanol, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100
°C, 1 h; e) LIOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; f) adicion de acido formico hasta pH 2, Amberlite IRA400 (forma HCOO); g)
neutralizacion con HCI.
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La reaccidn del cloruro ciandrico con dos equivalentes de H-TyrOMeHCI en presencia de DIPEA,
empleando THF como disolvente y a temperatura ambiente, condujo al derivado disustituido 43 con un
78% de rendimiento. Las monotriazinas 44, 45 y 46 se obtuvieron haciendo reaccionar el derivado 43 con
un exceso de N-metilpiperazina, bencilamina y 2(2-aminoetoxi)etanol respectivamente, en presencia de
DIPEA y en 1,4-dioxano, con rendimientos respectivos del 60%, 80% y 88%. Estas monotriazinas
protegidas fueron tratadas con LiOH-H,O para la saponificacion de los grupos éster metilico. Los di&cidos
47 y 48 fueron obtenidos tras neutralizacion del medio de reaccion con acido formico y posterior
tratamiento con Amberlite IRA400 (HCOO-), con rendimientos del 84% y 83% respectivamente. El di&cido
49 fue aislado de forma analoga a la empleada para los diacidos 20 (Esquema 1) y 36 (Esquema 9),
mediante neutralizacién del medio de reaccion con una disolucién de HCI 1 M y posterior purificacion por

cromatografia flash en fase reversa, obteniéndose con un rendimiento del 65%.

Lowe y colaboradores®® habian descrito que el ligando representado en la Figura 27, el cual
posee dos unidades de 5-aminoindano sobre un esqueleto central de 1,3,5-triazina, podia ser empleado
como ligando en cromatografia de afinidad para manosa. Conviene recordar, tal y como se comento en la

introduccién, que la manosa es un sacarido muy abundante en la glicoproteina gp120 del VIH-1.

IO

LD
~
Figura 27. Triazina disustituida con 5-aminoindano: ligando con afinidad por manosa
Mediante experimentos de 'H-RMN del ligando en disolucién en presencia de a.-D-metilmandésido
y posteriores estudios de modelado molecular, Lowe proponia la formacién de complejos ligando:manosa
en una relacion 2:1, estabilizados por la formacion de enlaces de hidrogeno entre los hidroxilos de las

posiciones 2, 3y 4 de la manosa y el agrupamiento NH-C=N (Figura 28) del anillo de la triazina.

Figura 28. Modelo de interaccion entre a-D-metilmanosa y dos triazinas portadoras de 5-aminoindano (Lowe y colaboradores®)
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Ademas, la segunda molécula de ligando disponia uno de sus anillos de aminoindano sobre la

cara 3 del azucar y participaba en interacciones de apilamiento o “stacking”.

Basandonos en estos precedentes, consideramos de interés sintetizar el ligando 51 (Esquema
12), que corresponderia al analogo no anclado a soporte del ligando recogido en la Figura 7. Ademas, se
sintetizaron los compuestos 52 y 53 donde se combiné la presencia de 5-aminoindano con un residuo de

tirosina.

Para la sintesis de las triazinas 51 y 52 (Esquema 12) se partié del derivado disustituido 50.
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/@ HN)\N/)\N
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Cl HN
f 51 (38%)
NN a NN OH /©:>
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N~ ~Cl ClI” N7 N
H RO A

N
1 50(75%) )'\N/)\N@Q

H

=

52 R= OCHj (41%)
de (

OH 53 R=OH (71%)

Esquema 12. Condiciones de reaccion: a) 5-aminoindano, acetona:agua, Na2CQs, 25 °C, 10 h; b) 3-amino-1,2-propanodiol, 1,4-
dioxano, NaHCOs, 100 °C, 36 h; c) H-Tyr(OMe).HClI, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 120 °C, 3 h; d) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; €)
adicién de acido férmico hasta pH 2, Amberlite IRA400 (forma HCOO-).

El derivado 50 se obtuvo mediante reaccién del cloruro cianlrico con 5-aminoindano en
presencia de Na,COs, empleando una mezcla de acetona:agua (1:1) como disolvente, conforme al
procedimiento descrito por Lowe® y se aislo con un 79% de rendimiento. EI compuesto 51 fue obtenido
mediante reaccion del derivado 50 con 3-amino-1,2-propanodiol en 1,4-dioxano y en presencia de
NaHCO3; como base a 100 °C durante 36 h, con un rendimiento del 38%. El compuesto 52 se obtuvo por
reaccion del derivado 50 con H-Tyr-OMe-HCI a 120 °C durante 3 h en microondas, en presencia de
DIPEA y empleando 1,4-dioxano como disolvente, y se aisl6 con un 41% de rendimiento. Este
rendimiento moderado a pesar de la alta temperatura y tiempo de reaccién prolongado ilustra la dificultad
de emplear amino&cidos para llevar a cabo la tercera sustitucién sobre la clorotriazina. La desproteccién
de 52 mediante tratamiento con LiOHH,O y posterior aislamiento mediante resina Amberlite IRA400

(HCOO:), condujo al derivado 53 con un rendimiento del 71%.

Por otra parte, se sintetizd un derivado con dos restos de Tyr y una unidad de 5-aminoindano.
Para ello se hizo reaccionar la clorotriazina 43 con 5-aminoindano, en presencia de DIPEA, en 1,4-
dioxano y calentando en microondas durante 3 horas a 120 °C, obteniéndose el compuesto 54 con un

38% de rendimiento (Esquema 13). También en este caso el rendimiento obtenido en esta tercera
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sustitucién es moderado, a pesar del empleo de condiciones mas enérgicas en comparacion a las
empleadas en el caso de otras aminas como piperazina y bencilamina, y se puede atribuir a la baja

reactividad de la amina de naturaleza aromatica del 5-aminoindano.

MeO_0 L 0._OMe R0 A oRr
NTSN DIPEA, 120°C, 3 h N™=N
I { —~ 3
wy vy,
NTONT N 1,4-Dioxano R
OH 43 OH OH

54 R= OCH; (38%)
1) LIOHH,0

2) Amberlite IRA400 X 55 R= OH (70%)

Esquema 13. Sintesis de derivados de tirosina y 5-aminoindano
El derivado 54 se tratd con LiOH-H,O para la desproteccion de los grupos éster metilico y tras
purificacién con resina de interacambio i6nico Amberlite IRA400 (forma HCOO-), se obtuvo el derivado 55

con un 70% de rendimiento.

En el Esquema 14 se recoge la sintesis de los dimeros de tirosina protegidos 56, 57 y 58, y de

sus correspondientes derivados desprotegidos 59, 60 y 61
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Esquema 14. Condiciones de reaccién: a) piperazina, 1,4-dioxano, DIPEA, 100 °C, 48 h; b) 1,3-xililendiamina, 1,4-dioxano,
DIPEA, MW: 100 °C, 2 h; c) 2,2’-(etilendioxi)dietilamina, 1,4-dioxano, DIPEA,MW: 100 °C, 2h; d) LiOHLIOH.H20, THF:H20 (1:1),
10 h; e) adicién de &cido férmico hasta pH 2, Amberlite IRA400 (forma HCOO).
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Para la obtencién de los dimeros anteriormente citados, se partio de la clorotriazina 43, la cual se
hizo reaccionar con las mismas diaminas empleadas en la sintesis de los dimeros de fenilalanina y
tirosina. De esta forma, la reaccién del derivado 43 con 0.6 equivalentes de piperazina, en presencia de
DIPEA como base, a 100 °C durante 48 horas, condujo al dimero 56 con un 65% de rendimiento. Los
dimeros 57 y 58 fueron obtenidos por reaccion de la monoclorotriazina 43 con 0.6 equivalentes de 1,3-
xililendiamina y 2,2’-(etilenodioxi)dietilamina respectivamente, en presencia de DIPEA y a 100 °C durante

2 horas en el microondas y fueron obtenidos con rendimientos respectivos del 56% y 70%.

Los dimeros 56, 57 y 58 fueron tratados con LiOHH,0O durante 10 horas para la saponificacién
de los grupos éster metilico. Tras adicion al medio de reaccién de &cido férmico hasta pH 2 y posterior
tratamiento con resina Amberlite IRA400 (HCOO-), se obtuvieron los dimeros desprotegidos 59, 60 y 61

respectivamente, con rendimientos del 62% para 59 y 60, y del 84% para 61.

Derivados de asparragina

En el sitio de reconocimiento de los carbohidratos en lectinas, ademas de residuos de tipo
aromatico, es muy habitual la presencia de asparraginas®. En algunos casos, y mediante estudios de
mutagénesis dirigida, se ha comprobado que este residuo es critico para la capacidad de unién a los
carbohidratos®. Ademas, y retomando el indice hidropatico del que se ha hablado al inicio de este
apartado de resultados y discusion, la asparragina es uno de los aminoacidos con un indice hidropatico

mas negativo (-3.5)7, lo que a priori conduciria a productos con una mayor solubilidad en agua.

Por ello se planteo la sintesis de monoémeros y dimeros de triazinas funcionalizadas con restos
de asparragina, comenzando con los derivados de piperazina dada la alta reactividad de esta amina. Asi,
se hizo reaccionar el cloruro cianurico con 2 equivalentes de H-Asn-OMe-HCI a 25 °C, en presencia de
DIPEA y empleando THF como disolvente, lo que condujo a la formacién de la clorotriazina 62 (Esquema
15). Sin embargo, la alta polaridad de 62 dificulté su aislamiento obteniéndose con un rendimiento del
25%. Con el fin de disminuir la polaridad y facilitar el aislamiento y purificacion, se decidié emplear como
aminoacido de partida la asparragina protegida en forma de éster terc-butilico. De esta forma, la reaccion
de cloruro cianurico con 2 equivalentes de H-Asn-OBu-HCI a 25 °C, en presencia de DIPEA y empleando
THF como disolvente, condujo a la clorotriazina 63 que se aislo con un 92% de rendimiento. La reaccion
del derivado 63 con N-metilpiperazina a 70 °C durante 24 horas, en presencia de DIPEA y empleando
1,4-dioxano como disolvente, permitié obtener la monotriazina 64 con un 85% de rendimiento. Asimismo,
se hizo reaccionar el derivado 63 con 0.6 equivalentes de piperazina a 100 °C durante 2 horas en
microondas, obteniéndose el dimero 65 con un 61% de rendimiento. Cuando se procedié al tratamiento
acido con TFA del compuesto 65 para la eliminacién de los grupos éster terc-butilico, se observo por
HPLC-MS la formacion de distintos productos con espectros de masas complejos junto con el producto
deseado 66. En particular se observo la formaciéon de especies de menor masa que la del producto

esperado, con diferencias entre ellos de 17, 18 6 19 umas. Esta descrito que el tratamiento con acidos de
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péptidos que contienen restos de Asn puede conducir a mezclas complejas al producirse la formacién de
imidas ciclicas por ataque nucledfilo del grupo amido de la cadena lateral de Asn a un grupo carbonilo®.
Esto explicaria la multitud de picos observados en el cromatograma de HPLC-MS al tratar el compuesto
65, portador de cuatro restos de Asn, con acido trifluoroacético ya que se podrian formar mezclas
complejas de compuestos con diferente nimero de imidas de cinco miembros muy favorecidas

termodinamicamente.
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Esquema 15. Condiciones de reaccion: a) H-Asn-R.HCI, THF, DIPEA, 25 °C, 24 h; b) N-metilpiperazina, 1,4-dioxano, DIPEA, 70
°C, 24 h; c) piperazina, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 2 h; d) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10h; e) adicién de acido férmico
hasta pH 2, Amberlite IRA400 (forma HCOO).

Cabe destacar que durante la reaccion de obtencién del dimero 65 en 1,4-dioxano, se observo la
formacion de una sustancia con aspecto de gel en el vial de microondas. Tras el aislamiento y purificacion
del dimero 65, se comprobd que cuando éste se ponia en contacto con dioxano, que era el disolvente
empleado en la reaccion, se calentaba y se dejaba enfriar, se producia la formacion de un gel, es decir,
que cuando el vial que contenia la disolucion con el compuesto se invertia, ésta no fluia. Este
comportamiento fue estudiado con mas detalle y los resultados se recogen en el Capitulo 2 de esta

Memoria.
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Sintesis de los derivados de 1,3,5-triazina de la Serie lll

La tercera de las series propuestas son trimeros, es decir, compuestos que incorporan tres
nucleos de 1,3,5-triazina. Las triaminas elegidas como nucleos centrales han sido la tris(2-

aminoetil)amina, 67, y el 1,3,5-triaminometil-2,4,6-trietilbenceno, 68 (Figura 29).

HoN

N-u,“”
L NH
J/ NH, ?

NH
67 2 68

HoN

Figura 29. Triaminas empleadas en la sintesis de los trimeros

Estas triaminas han sido ampliamente empleadas en la sintesis de receptores tripodales. La
tris(2-aminoetil)amina, también conocida por sus siglas en inglés TREN (67), se ha utilizado, entre otros
fines, para la sintesis de receptores para el reconocimiento de aniones y cationes®. Recientemente se ha
empleado para la sintesis de poliaminas que reconocen nucleétidos y acidos nucleicos®. Por su parte, los
derivados de trietilbenceno, familia a la que pertenece la triamina 68, son cominmente empleados como
nucleos centrales en reconocimiento molecular. Muy recientemente se han descrito en la literatura
receptores con este esqueleto para el reconocimiento de carbohidratos, particularmente para derivados
de manosa (compuestos 69% y 708, Figura 30). También en nuestro grupo de investigacion hemos
descrito recientemente un compuesto polifendlico con un esqueleto de tritetilbenceno con capacidad de

reconocimiento de polisacaridos ricos en manosa (compuesto 71)%.
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Figura 30. Receptores basados en el esqueleto de trietilbenceno con afinidad por carbohidratos
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Como ya se ha comentado, la estrategia empleada para la sintesis de los trimeros es una

estrategia convergente y al igual que en apartados anteriores, los compuestos se han agrupado segun el

aminoacido empleado como sustituyente de la triazina.

Derivados de fenilalanina

La ruta de sintesis empleada para los trimeros es anéloga a la ya descrita para los dimeros.
Conviene recordar que en la sintesis de los dimeros, se empled una relacién molar clorotriazina:diamina
(1:0.6). En los trimeros, la relaciéon empleada clorotriazina:triamina ha sido (1:0.3), ya que una cantidad
mayor de la triamina conduce a la formacion de productos donde la triamina se encuentra mono- o

disustituida, productos no deseados que ademas dificultan la purificacion del trimero.

Asi, y como se recoge en el Esquema 16, la reaccion de la clorotriazina sustituida con dos
unidades de fenilalanina 14 con la tris(2-aminoetil)amina se llevé a cabo en 1,4-dioxano, empleando como
base DIPEA y calentamiento por microondas durante 3 horas a 100 °C, lo que condujo al trimero 72 con

un 46% de rendimiento.
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Esquema 16. Condiciones de reaccion: a) 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 3 h; b) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; c) adicion de
acido formico hasta pH 2, Dowex 1X2 (forma HCOO).

A continuacién se procedié a la saponificacién de los grupos éster metilico de 72 por tratamiento
con LiOHH,0 y posterior neutralizacion con acido férmico. Cuando el residuo obtenido se intentd purificar
mediante la resina Amberlite IRA400 (HCOO") tal y como se habia hecho en los monémeros y dimeros, el
grado de anclaje del trimero a la resina fue muy bajo, quizés debido al mayor volumen del trimero
respecto a los mondmeros y dimeros del apartado anterior, lo que le impediria penetrar en el entramado
de la resina y anclarse de forma correcta. De esta forma, para la purificacion de 73 y el resto de trimeros

sintetizados en este capitulo, se empled la resina Dowex 1X2 (forma HCOO-), muy similar a Amberlite
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IRA400, pero con menor grado de entrecruzamiento. Asi, utilizando la resina Dowex 1X2 (forma HCOO"),

y eluyendo con una mezcla dioxano:HCOOH (9:1), se obtuvo el trimero desprotegido 73 con un

rendimiento del 43%.

Derivados de triptdfano.

En la sintesis de trimeros de derivados de triptéfano, se han utilizado como nucleos centrales la

tris(2-aminoetil)amina (67) y la 1,3,5-triaminometil-2,4,6-trietilbenceno (68).
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Esquema 17. Condiciones de reaccion: a) 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 3 h; b) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; c) adicién de
4cido formico hasta pH 2, Dowex 1X2 (forma HCOO-)

La reaccién de la clorotriazina 30 con tris(2-aminoetil)amina en 1,4-dioxano a 100 °C durante 3
horas en el microondas empleando DIPEA como base llevé al trimero 74 con un 51% de rendimiento. De
un modo similar, la reaccion de la triamina 68 sintetizada conforme a procedimientos descritos®% con la
clorotriazina 30 también en microondas a 100 °C durante 3 horas condujo al trimero 75, que se aislé con

un 30% de rendimiento. La utilizacién de tiempos de reaccion mas largos o el empleo de temperaturas
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mas elevadas no permitieron mejorar el rendimiento del trimero 75. Si bien no se ha realizado una
reaccion paralela de sintesis de trimeros utilizando calentamiento tradicional, cabria esperar que fueran
necesarios tiempos de reaccién muy prolongados. Por tanto, el empleo de la sintesis asistida por
microondas ha sido una herramienta extremadamente Util para acceder a los trimeros deseados en un

corto plazo de tiempo.

Posteriormente se saponificaron los grupos éster metilico de los trimeros 74 y 75 mediante
tratamiento con LiOH, y tras adicion de acido férmico y tratamiento con la resina Dowex 1X2 (HCOO'), se

aislaron los trimeros desprotegidos 76 y 77 con rendimientos respectivos del 78% y 84%.

Para la caracterizacién de los trimeros por RMN fue necesario recurrir a experimentos de
correlacion bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY) puesto que el gran nimero de residuos de
aminoacidos (6 unidades frente a los 4 restos de aminoacidos presentes en los dimeros) y el alto nimero
de rotdmeros existentes para cada conformacién conducian a espectros donde las sefiales de los

protones estaban muy ensanchadas y solapaban unas con otras dificultando su asignacion (Figura 31).
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Figura 31. Espectro monodimensional de "H-RMN (500 mHz, DMSO-ds), a T=60 °C, del trimero derivado de triptéfano 74

Derivados de tirosina

A partir de la clorotriazina 43 se han sintetizado los trimeros protegidos 78 y 79 (Esquema 18). La
reaccion de 43 con las triaminas 67 y 68 a 100 °C durante 3 horas en el microondas condujo a los
trimeros 78 y 79 que se aislaron con rendimientos del 44% y 30% respectivamente. De forma analoga a
lo que ocurria con los trimeros derivados de triptéfano, se observa que el empleo de la triamina 68, de
naturaleza bencilica, conduce a rendimientos més bajos que cuando se emplea la tris(2-aminoetil)amina
de naturaleza alquilica. Tras tratamiento de los trimeros protegidos 78 y 79 con LiOH-H:O, adicion de
acido formico y posterior purificacion con resina de intercambio iénico Dowex 1X2 (HCOO-), se obtuvieron

los trimeros desprotegidos 80 y 81 con rendimientos del 76% y 84% respectivamente.

59



Capitulo 1. Resultados y discusién

R R
N \
L. o L
HzNJ/67 ik HN /N/ H\/\N/\/H N \ NH 0
NS N NN
a i 3T

R

In

H

RO A

N
R
HO 0 NN 0
L, OH
NTONE SN
H H
cl
H,CO_0 )§No OCH,
p OH OH

’/

78 R= OCH, (44%)
HO b, ¢

80 R=OH (76%)

HO
HN

i /©/OH
0 R. T
N\)QN 7]/\NH
~ 0
HN HN TNT TNH N/QN
0 I
N NN
R OWQ/OH
R

HN

iOLOR
~ ,/

OH
79 R= OCHj3 (30%)

b, c
81 R=OH (84%)

Esquema 18. Condiciones de reaccion: a) 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 3 h; b) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; c) adicién de
acido férmico hasta pH 2, Dowex 1X2 (forma HCOO")

La evaluacién frente a la replicacién de VIH de los trimeros de Phe, Trp y Tyr en forma de acidos
carboxilicos revelé que el derivado de tris(2-aminoetil)amina con Trp, compuesto 76 (Figura 32) mostrd
actividad significativa frente a la replicacion del virus. Igualmente mostraron actividad anti-VIH los
compuestos cuyo nucleo central es la triamina bencilica y que estan funcionalizados ya sea con Trp o Tyr
(compuestos 77 y 81, respectivamente; Figura 32). Estos datos seran comentados en detalle en la
seccion de evaluacion biologica. Ademas, el derivado de Trp con la triamina bencilica como nucleo
central (77), mostro en ensayos de resonancia de plasmén superficial (SPR), capacidad de unién a la
glicoproteina viral gp120. Por ello la siguiente serie de modificaciones se realiz6 teniendo en cuenta estos

datos.
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Figura 32. Trimeros con actividad anti-HIV

Trimeros de triazinas mixtas que combinan la presencia de L-Trp con otro aminodcido

A partir de los datos de actividad frente a VIH de los trimeros de Trp y de Tyr con esqueleto
central de 1,3,5-triaminometil-2,4,6-trietilbenceno (77 y 81), consideramos de interés sintetizar un trimero
analogo donde se alternaran residuos de Trp y de Tyr. Como se coment6 al inicio de este capitulo, el
control de la temperatura permite dirigir el grado de sustitucion sobre la triazina. Asi, la reaccion del
cloruro cianurico con H-TrpOMe-HCI a 0 °C durante 4 horas, en presencia de DIPEA y empleando THF
como disolvente, condujo al derivado monosustituido 82 con un rendimiento del 84%. La reaccién de la
monotriazina 82 con H-Tyr-OMe-HCl a 25 °C permitié obtener la clorotriazina mixta 83 con un rendimiento
del 81% (Esquema 19).

cl cl cl
Ay HiCO 0 | A p HiCO 0 | Ay Ox-OCHs
PP H-TrpOMe.HCI A H-TyrOMe.HCI A
Nl NN T NTONTONT
DIPEA, THF, 0 °C N DIPEA, THF, 25 °C \
13 NH NH
82 (84%) 83 (81%)

Esquema 19. Sintesis de las triazinas 82 y 83

La clorotriazina 83 se hizo reaccionar con la triamina 68 a 100 °C durante 3 horas en el
microondas obteniéndose el trimero protegido 84 con un rendimiento del 29% (Esquema 20). La
saponificacion de los grupos éster metilico del trimero 84 mediante tratamiento basico con LiOHH-0,
adicion de &cido formico y posterior purificacion con resina Dowex 1X2 (HCOO-) condujo al trimero 85 con

un rendimiento del 72%.
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Esquema 20. Condiciones de reaccién: a) H-Tyr(OMe).HCI, THF, DIPEA, 25 °C, 10 h; b) 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 3 h ¢)
LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; d) adicién de acido férmico hasta pH 2, Dowex 1X2 (forma HCOO-)

Ademas de aminoacidos de naturaleza aromatica, en el sitio de union de carbohidratos en
lectinas es habitual la presencia de aminoacidos de caracter acido®. Por ello consideramos de interés
combinar la presencia de Trp, en base a los datos de actividad antes mencionados, con residuos de acido

aspartico (Esquema 21).
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Esquema 21. Condiciones de reaccion: a) H-Asp(OMe)OMeHCI, THF, DIPEA, 25 °C, 10 h; b) 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C,
3 h; ¢) LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; d) adicion de &cido férmico hasta pH 2, Dowex 1X2 (forma HCOO")
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El derivado monosustituido con triptéfano 82 se hizo reaccionar con H-Asp(OMe)OMe-HCI a 25
°C en THF y en presencia de DIPEA, obteniéndose la clorotriazina mixta 86, con un 62% de rendimiento.
La reaccién del derivado 86 con las triaminas 67 y 68 a 100 °C durante 3 horas en el microondas condujo
a los trimeros 87 y 88 con rendimientos del 37% y 33% respectivamente. La saponificacion de los esteres
metilicos de la posicién o de Trp y Asp, y de la cadena lateral de Asp, se realizd mediante tratamiento
basico con LIOHH,0, neutralizacion con acido férmico y posterior purificacion con resina de intercambio
i6nico Dowex 1X2 (HCOO-), obteniéndose los trimeros desprotegidos 89 y 90 con rendimientos del 96% y

91% respectivamente que presentan 9 grupos carboxilato en su estructura.

El trimero de L-Trp 77 con un esqueleto central de trietilbenceno era el compuesto que
presentaba un mejor perfil tanto en actividad en cultivo frente a la replicacién de VIH como en su
capacidad de unién a la glicoproteina gp120 viral de acuerdo con los resultados de SPR. Con el objetivo
de estudiar si la disposicién relativa en el espacio de las unidades de triptéfano en 77 afectaba a la
actividad en cultivo y/o a la capacidad de unirse a la gp120, se sintetiz6 el trimero 92 (Esquema 22),

donde se alternan unidades de L-triptdfano con unidades de D-triptéfano.
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Esquema 22. Condiciones de reaccion: a) H-D-Trp-OMe.HCI, THF, DIPEA, 25 °C, 10 h; b) 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 3 h;
¢) LiIOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; d) adicion de acido formico hasta pH 2, Dowex 1X2 (forma HCOO")

Para ello se hizo reaccionar el derivado de L-Trp 82 con H-D-TrpOMeHClI a 25 °C, en presencia
de DIPEA, obteniéndose la clorotriazina 91 con un rendimiento del 90%. La reaccion del derivado 91 con
la triamina 68 a 100 °C durante 3 horas en microondas condujo al trimero 92 con un 34% de rendimiento.
La saponificacion de los grupos éster metilico de 92 seguido de acidificacion y purificacién con resina de

intercambio Dowex 1X2 (HCOO-) permiti6 obtener el trimero desprotegido 93 con un 93% de rendimiento.
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Como se ilustrara en el apartado de estudios de SPR, el trimero 77 era el que presentaba mayor
afinidad por la gp120 viral seguido del derivado mixto Trp/Tyr 85 y en menor medida del derivado de Tyr
81. Puesto que la naturaleza y nimero de grupos acidos es idéntico en los tres trimeros mencionados, los
datos obtenidos parecian indicar la importancia de la cadena lateral del triptéfano en la interaccion. Para
estudiar esto punto con mas detalle, se llevé a cabo la sintesis de un trimero analogo donde las triazinas
combinaran residuos de L-Trp con residuos de triptamina, es decir unidades de triptéfano

“descarboxilado” (Esquema 23).
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Esquema 23. Condiciones de reaccién: a) triptamina, THF, DIPEA, 25 °C, 10 h; b) 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 3 h; c)
LiOH.H20, THF:H20 (1:1), 10 h; d) adicién de acido férmico hasta pH 2, Dowex 1X2 (forma HCOO-)

Para la obtencién de este trimero, se hizo reaccionar el derivado de L-Trp 82 con triptamina a 25
°C, en presencia de DIPEA y empleando THF como disolvente, obteniéndose el compuesto disustituido
94 con un 65% de rendimiento. La reaccion de la clorotriazina mixta 94 con 1,3,5-triaminometil-2,4,6-
trietilbenceno (68) a 100 °C durante 3 horas, condujo al trimero 95 con un 36% de rendimiento. La
desproteccion del trimero 95 con LiOH-H,O y posterior tratamiento con resina de intercambio Dowex 1X2

dio lugar al trimero 96 con un 93% de rendimiento.

Evaluacion de los compuestos sintetizados frente a la replicacion de los virus VIH-1y VIH-

2 en cultivo celular

Los compuestos sintetizados fueron evaluados frente a la replicacion de los virus VIH-1y VIH-2
en lineas celulares CEM por el grupo del Prof. Jan Balzarini del Instituto Rega de la Universidad de
Lovaina (Bélgica), conforme a procedimientos descritos®. Los monémeros con aminoacidos en forma de
éster metilico, asi como sus correspondientes &cidos carboxilicos, no mostraron actividad antiviral
significativa. También resultaron inactivos los derivados de 5-aminoindano. Asimismo, los dimeros en

forma de éster metilico tampoco fueron activos frente a VIH. No obstante, algunos de los dimeros en
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forma de acido carboxilico mostraron una ligera actividad frente a VIH-1 y VIH-2. Los resultados
obtenidos para estos compuestos se recogen en la Tabla 3, donde los compuestos se han ordenado en
funcion de la diamina empleada como nicleo central. La actividad antiviral se expresa como
concentracion efectiva 50 o CEso, ésto es, la concentracion de compuesto que permite proteger al 50% de
las células del efecto citopatico del virus. En paralelo se ha determinado la CCsy 0 concentracion
citotdxica 50, que corresponde a la concentracidén de compuesto citotdxica para las células no infectadas.
En las tablas se ha introducido como compuesto patrén la pradimicina-A (PRM-A), una molécula pequefia

para la que se ha postulado un mecanismo de inhibicién frente al VIH similar al de las lectinas.

Tabla 3. Actividad antiviral frente a VIH-1y VIH-2 en células CEM y efecto citotoxico de los dimeros de triazina portadoras de
aminoécidos?

CEso (uM)? CCso
Estructura Xaa n° VIH-1 VIH-2 (M)
Xaa Xaa Phe-OH 27 106 + 8 121 + 36 > 250
N>/_ \>—N/_\N—<L\‘_ N
Y= N N Trp-OH 40 65+ 10 63+ 13 > 250
Xaa Xaa
Tyr-OH 59 > 250 > 250 > 250
Xaa Xaa
Phe-OH 29 > 10d > 104 > 10d
N>/_N\>—N N—<N:<N
=N H/\©/\H N_f( Trp-OH 41 56 + 24 81+6 > 250
Xaa Xaa
Tyr-OH 60 148 + 28 80 + 72 > 250
X
Yon N 2 phe-OH 28 > 250 > 250 > 250
N>/_ N\>_N/\/°\/\o/\/N_<\N 4 Tp-OH 42 1120 120+ 9 > 250
=N H Y
Xad ® TyrOH 61 > 250 > 250 > 250
PRM-A 3 5.2 5.9 > 50

a; Los valores representados son la media de dos o tres experimentos independientes.

b: CEso, concentracion efectiva 50, es decir, concentracion efectiva de compuesto que consigue proteger al 50% de las células del
efecto citopatico del virus.

¢ CCso, concentracion citotoxica 50 o concentracion de compuesto que es citotdxica para el 50% de las células no infectadas.

d: Concentracion maxima ensayada a la que fue soluble el compuesto.

Cuando el nucleo central es piperazina, sélo los dimeros de fenilalanina (27) y de triptéfano (40)
mostraron una ligera actividad antiviral, con valores de CEs frente a VIH-1 de 106 y 65 uM,
respectivamente. Los dimeros con m-xililendiamina como nucleo central también exhibieron una cierta
actividad anti-VIH, especialmente el dimero de triptéfano (41), con una CEs frente a VIH-1 de 56 uM. El
dimero de fenilalanina 29 no pudo ser ensayado a concentraciones mayores de 10 uM y a esa
concentracion no se detecto actividad antiviral. Por otra parte, el dimero de tirosina 60 mostré una ligera
actividad frente a VIH-2, con una CEs; de 80 uM. Cuando el espaciador empleado fue 2,2-

(etilenodioxi)dietilamina, sdlo se observé cierta actividad para el dimero de triptéfano 42, con una CEs, de
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112 uM. Cabe destacar que ninguno de los productos ensayados mostré toxicidad a la maxima

concentracion ensayada (250 uM) frente a células no infectadas como se refleja en los valores de CCso,

A modo de resumen, se podria concluir que los dimeros de triptéfano 40, 41 y 42 fueron los que
mostraron mejor actividad frente a VIH-1 y VIH-2 para los tres espaciadores empleados, con valores de
CEso entre 56 y 120 uM. Igualmente los datos parecen indicar que los espaciadores piperazina y m-
xillendiamina conducen a compuestos algo mas activos que cuando el espaciador es 2,2'-
(etilenodioxi)dietilamina. En todos los casos, es conveniente resaltar que se tratan de actividades
antivirales muy moderadas pero significativas ya que el examen microscdpico del cultivo y la ausencia de

cambios de morfologia apreciables en las células apuntan a un claro efecto antiviral.

Los datos de actividad y citotoxicidad de los trimeros en forma de acidos carboxilicos se recogen

en la Tabla 4. Los trimeros han sido clasificados en funcién de la triamina empleada como nucleo central.

Tabla 4. Actividad antiviral frente a VIH-1y VIH-2 en células CEM y efecto citotoxico de los trimeros y de PRM-A2

CEso (uM)® CCso
E X Y ° c
structura aa aa n VIH-A1 VIH-2 (M)
H y Phe-OH Phe-OH 73 65 + 21 216 £ 49 > 250
Yaa N N N N Xaa
NOSTYTNYYY
NN NN Trp-OH Trp-OH 76 20+ 3 65 + 21 > 250
h h
Xaa HN Yaa
\ )\N Tyr-OH Tyr-OH 80 =250 =250 > 250
o |
Yaa N)\Xaa Trp-OH Asp-OH 89  216+49 > 250 > 250
Yaa Trp-OH Trp-OH 77 16 £ 1 2+3 > 250
NJ\N Xaa
< P{ Tyr-OH Tyr-OH 81 22+0 22383 > 250
Xaa” N7 NH N7 IN
N SN"vaa  Trp-OH Tyr-OH 85 264 24+0 > 250
Trp-OH Asp-OH 90 18+ 1 BOEEY > 250
HN
N L-Trp-OH  D-Tp-OH 93 193 23 >250
|
Yaa \N)\Xaa ; ;
Trp-OH Triptamina 96 > 10d >10d > 10d
PRM-A 3 5.2 5.9 > 50

a: Los valores representados son la media de dos o tres experimentos independientes.

b: CEso, concentracion efectiva 50, es decir, concentracion efectiva de compuesto que consigue proteger al 50% de las células del
efecto citopatico del virus.

¢ CCso, concentracion citotdxica 50 o0 concentracion de compuesto que es citotoxica para el 50% de las células no infectadas.

d: Concentracion maxima ensayada a la que fue soluble el compuesto.

Asi, entre los trimeros en donde se emple6 TREN como nicleo central, el derivado de

fenilalanina 73, present un valor de CEsode 65 uM frente a VIH-1. Sin embargo cuando el aminoacido es
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Trp (76), el trimero resultante es tres veces mas potente con un valor de CEso de 20 pM. Curiosamente, el
correspondiente trimero de tirosina 80 y el trimero mixto de triptéfano/aspartico 89 resultaron
practicamente inactivos frente a la replicacién viral. Los trimeros sintetizados empleando trietilbenceno
como nucleo central mostraron todos ellos una actividad anti-VIH significativa. Nuevamente el mejor
compuesto en esta serie fue el derivado de triptéfano 77, con una CEsp de 16 uM frente a VIH-1y de 22
uM frente a VIH-2. El trimero de tirosina 81 y el trimero mixto de triptéfano/tirosina 85 exhibieron actividad
anti-VIH similares, con valores de CEso de 22 y 26 uM frente a VIH-1, respectivamente. Cabe sefialar que
el trimero mixto de triptéfano/aspartico 90 también muestra actividad anti-VIH significativa con una CEsp
de 19 uM, a diferencia de lo que ocurria en el caso del trimero mixto de triptéfano/aspartico 89, cuando el
nucleo central era TREN. Por otro lado, el trimero mixto de L- y D- triptéfano 93, mostro una CEsy frente a
VIH-1 de 19 uM, muy similar a la de su analogo 77, donde todos los triptéfanos son los naturales (L-). El
trimero 96, que incorpora en las triazinas unidades de L-triptéfano y de triptamina, sélo pudo ser
ensayado a una concentracion de 10 uM, no detectandose efecto antiviral a dicha concentracion. En
consonancia con los dimeros, para todos los trimeros recogidos en la Tabla 4 no se observé signos de
citotoxicidad a la mé&xima concentracién ensayada, de ahi que los valores de CCs sean superiores a 250

pM, con la Unica excepcion del ya comentado derivado de triptamina

A modo de resumen de este apartado se puede concluir que en todas las series los compuestos
con los aminoacidos en forma de ésteres metilicos resultaron inactivos. Cuando los aminoacidos estan en
forma de &cidos carboxilicos, se observan notables diferencias entre mondmeros, dimeros y trimeros. Los
mondmeros fueron todos inactivos, mientras que los dimeros mostraron una ligera actividad antiviral
preferentemente cuando los aminoécidos empleados son triptéfanos. Esta actividad es mas significativa
para los trimeros donde a su vez la naturaleza del nlcleo central parece ejercer un marcado efecto en la
actividad antiviral. Asi, los compuestos con un nucleo central de trietilbenceno fueron los que mostraron
las actividades antivirales mas significativas. Dentro de los derivados con este nicleo central, las
diferencias entre compuestos no parecen demasiado notables si bien los derivados de triptéfano fueron
los que mostraron una mejor actividad antiviral. Ademas, se puede concluir que es necesario que los
aminoacidos tengan sus acidos carboxilicos libres para que puedan ejercer actividad antiviral, ya que los
correspondientes ésteres metilicos resultaron inactivos. Igualmente los datos apuntan a que un mayor
numero de aminodcidos en la periferia conduce a compuestos con mejores valores de CEso, lo que podria
tener su explicacion en la teoria de la multivalencia. Asi, comparando los valores de CEs de los derivados
de Trp donde el nucleo central es un compuesto bencilico, el dimero con m-xilidendiamina 41 es 5 veces
menos activo que el trimero de trietilbenceno 77. En todo caso, no sélo influyen en la actividad el nimero
de residuos en la periferia sino la arquitectura que confiere a la molécula la naturaleza del nicleo central.
Esto queda patente al comparar el trimero de Tyr con TREN como nucleo central (80) que es inactivo,

frente al trimero de Tyr con un esqueleto de trietilbenceno (81), con un valor de CEs de 22 uM.
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Por otro lado, con tres de los trimeros con esqueleto de trietilbenceno (compuestos 77, 81 y 90),
el grupo del Prof. Jan Balzarini esta llevando a cabo experimentos para la obtencion de cepas de VIH
resistentes a la presién de estos compuestos, y asi poder determinar si existe pérdida de sitios de N-

glicosilacién en la gp120 de estas cepas resistentes.

Estudios de Resonancia de Plasmén Superficial (SPR)

Uno de los objetivos principales de este trabajo era obtener compuestos capaces de
interaccionar con la glicoproteina gp120 presente en la envoltura del VIH. Para medir esta interaccion se
ha utilizado la técnica de resonancia de plasmén superficial 0 SPR. Este trabajo se realizd en el Instituto
Rega de la Universidad Catélica de Lovaina bajo la supervisién del Dr. Jan Balzarini durante una estancia

predoctoral de tres meses en ese centro.

Introduccion a la resonancia de plasmén superficial (SPR)

Desde el desarrollo en 1990 del primer biosensor basado en resonancia de plasmén superficial
(SPR), el uso de esta técnica se ha incrementado notablemente y su empleo se ha extendido a campos
muy diversos. Asi, se utiliza en control de calidad de alimentos para la deteccion de patégenos, toxinas
ylo sustancias perniciosas para la salud®. También esta siendo ampliamente utilizada en diagnésticos
clinicos para la deteccién de marcadores cancerigenos o de otras patologias, o en la deteccion de
anticuerpos frente a diversos virus. Por otro lado, en los Ultimos afios se ha incrementado
considerablemente su utilizacion en el descubrimiento de farmacos, ya que los equipos mas modernos

permiten detectar interacciones con compuestos de bajo peso molecular.

La resonancia de plasmén superficial destaca por su gran versatilidad, puesto que permite el
analisis de interacciones entre moléculas de muy diferente naturaleza y tamafio, en tiempo real y sin
necesidad de ningun tipo de marcaje enzimatico, fluorescente o radioactivo. Asi, se pueden estudiar
interacciones donde intervienen células, proteinas, acidos nucléicos, glicanos e incluso compuestos de
bajo peso molecular. Por otro lado, ademas de poder determinar constantes de afinidad a partir de
estudios basados en el equilibrio, se pueden realizar estudios cinéticos, los cuales proporcionan

informacién detallada acerca de la velocidad de formacién y disociacion del complejo®.

La primera observaciéon de un plasmén superficial fue hecha por Wood en 1902, al observar
anomalias en el espectro de la luz difractada en una rejilla metélica de difraccion. La resonancia de
plasmén superficial es un fenémeno Optico que ocurre bajo condiciones de reflexiéon total interna de una
luz polarizada plana, en la interfaz de dos medios con diferente indice de refraccién, como puede ser un
prisma y la disolucién que contiene el analito (Figura 33A). El prisma se encuentra en contacto con una
capa de un metal conductor de electrones que suele ser oro. La luz incidente interacciona con la nube de

electrones libres de la superficie del metal (plasmones superficiales), generando una onda de energia
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superficial que origina una caida en la intensidad de la luz reflejada. La intensidad de la luz reflejada es
monitorizada en continuo en funcién del angulo al que incide la luz (Figura 33B superior), con el objetivo
de determinar a qué angulo de incidencia la intensidad de la luz reflejada es minima. Este angulo,
denominado angulo de resonancia Bspr, €s el que se determina con mayor sensibilidad puesto que
corresponde al minimo de la curva obtenida, y varia con el cambio en el indice de refraccion en las
proximidades de la superficie metélica®. El angulo de resonancia sefialado como 1 en la Figura 33B
superior es el que se obtendria si s6lo pasase disolucién tampon sin analito. Cuando se hace pasar el
analito y éste se une a la superficie, el indice de refraccion aumenta y el angulo de resonancia pasa a la
posicion 2. Una variacion de 10-en el indice de refraccion origina un cambio de 10+ grados en el &ngulo
de resonancia, lo cual se define como 1 RU (Unidades de Resonancia). La diferencia entre los angulos a
los cuales esta resonancia se produce es proporcional a la cantidad de sustrato unido a la superficie,
mientras que la velocidad a la que se produce el cambio del angulo depende de la cinética de la
interaccién. Cuando se representa la respuesta en RU en funcién del tiempo, se obtiene un sensograma
como el representado en la grafica inferior de la Figura 33B.E| sensograma refleja la variacion de la masa

unida al biosensor durante el experimento.
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Figura 33. A: Diagrama esquematico de un biosensor basado en SPR; B: Sensograma obtenido
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En la Figura 34 se representan en un sensograma las etapas de un experimento de SPR que se

comentan a continuacion.

Disociacién

Regeneracion

Sefial de Resonancia (RU)

Asociagig,

Figura 34. Sensograma donde se ilustran las etapas de un experimento de SPR

Sobre la superficie del chip biosensor, se inmoviliza el ligando como comentaremos
posteriormente. Durante unos segundos, se hace pasar disoluciéon tampon y se obtiene una linea base. A
continuacion se inyecta la muestra. Si el analito contenido en la muestra se une al ligando, se produce un
incremento de la sefial de resonancia. En esta etapa, llamada fase de asociacién, el flujo y la
concentracion de analito se mantienen constantes durante unos minutos que dependeran de la cinética
de la interaccién. Del estudio de la fase de asociacién a diferentes concentraciones de analito, se puede
obtener la constante de velocidad de asociacion. Si el tiempo que dura la fase de asociacion es lo
suficientemente largo, se puede llegar a alcanzar un estado de equilibrio en el que la velocidad de
asociacion del analito iguala a la velocidad de disociacion. En este punto, la curva alcanza un plateau y la
intensidad méxima alcanzada (Rmax) permanece constante en el tiempo. El estudio de la intensidad
maxima en el equilibrio para diferentes concentraciones de analito permite determinar la constante de
afinidad (Ka) del complejo formado. Posteriormente, se procede a la inyeccion de una disolucién tampén y
comienza la fase de disociacion, donde el analito es desplazado por las moléculas de disolucién tampdn,
a una velocidad que dependera de la cinética de disociacion. Del analisis de las curvas de disociacién a
diferentes concentraciones de analito puede determinarse la constante de velocidad de disociacion?. A
continuacién se realiza la etapa de regeneracién durante la cual se pretende eliminar las moléculas de
analito que hayan podido quedar unidas al ligando tras la fase de disociacién, de forma que la superficie
del chip biosensor con el ligando queda lista para un nuevo ciclo experimental. Esto se refleja en el
sensograma cuando la sefial vuelve a la linea base inicial. Una regeneracion eficiente que elimine
cualquier molécula de analito sin dafiar al ligando anclado es crucial para obtener reproducibilidad en los

experimentos.

Actualmente existen diversos equipos que emplean el fenémeno de la SPR para la deteccion de

interacciones. Para nuestro estudio se empled un equipo Biacore T100 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia).
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Preparacion de la superficie del chip biosensor y condiciones experimentales

Los chips biosensores tipicos poseen cuatro canales conectados, y estan recubiertos con un
hidrogel de carboximetildextrano (CM-dextrano), muy hidrofilico, lo que incrementa la capacidad de union
de la superficie a la vez que minimiza las interacciones inespecificas. La matriz de dextrano es flexible, de
forma que los ligandos anclados poseen cierta capacidad de movimiento en la superficie, mientras que
los grupos carboxilos son empleados para la inmovilizacién covalente de ligandos. El chip mas
comunmente empleado es el CM5, pero existen otros como el CM4 y el CM3 con una menor densidad de
grupos carboxilo. De los cuatro canales del chip biosensor, al menos uno se deja libre, sin ligando, para
emplearlo como canal de referencia. En los tres canales restantes se pueden inmovilizar uno o varios

ligandos de interés.

En este trabajo se inmovilizaron como ligandos las glicoproteinas recombinantes gp120 y gp41
de la cubierta viral procedentes de la cepa IlIB del VIH-1 (ImmunoDiagnostics Inc., Woburn, MA),
producidas en cultivo de células de ovarios de hamster chino, y la albimina de suero humano (HSA) muy
abundante en el plasma sanguineo. Esta proteina fue inmovilizada con el objetivo de determinar si los
compuestos estudiados podian unirse de forma inespecifica a otras proteinas que no fuesen las de
interés, gp120 y gp41. Asi, las tres proteinas HSA, gp120 y gp41 fueron ancladas de forma covalente a la
matriz de carboxidextrano de un chip sensor CM5, mediante reaccién de los grupos amino primario de
residuos de lisina con los carboxilos de la matriz de dextrano. Para ello se empleé el protocolo estandar
basado en la activacién de los grupos carboxilo mediante tratamiento con EDC/NHS% (Esquema 24). Asi,
a los cuatro canales del chip se les inyectd una mezcla 1:1 de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) 0.4 My de N-hidroxisuccinimida (NHS) 0.1 M. A continuacion se inyecté HSA en el canal 2, gp120
en el canal 3 y gp41 en el canal 4, todas ellas a una concentracion de 10 mM y en disolucion tampén de
acetato sodico a pH 4, hasta alcanzar una densidad de 3300 RU para HSA, 3000 RU para gp120 y 2000
RU para gp41. El canal 1 se dejé libre de proteina para emplearlo como superficie de referencia. Para
bloquear los grupos carboxilo del carboxidextrano activados que no hubieran reaccionado con las
proteinas, a todos los canales se les inyectd una disolucion de etanolamina 1M, siguiendo el

procedimiento estandar.
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Esquema 24. Inmovilizacién de ligando a través de su grupo amino
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Todos los estudios de interaccion fueron realizados a 25 °C en un Biacore T100 y los resultados

han sido analizados con el software Biacore T100 Evaluation version 2.0.2.

Los compuestos o analitos fueron diluidos en disolucion tampén HBS-P (10 mM HEPES, 150 mM
NaCl y 0,05% surfactante P20; pH 7.4), con un 5% de DMSO y en presencia de Ca2* 10 mM. Las
muestras fueron inyectadas durante tres minutos a una velocidad de flujo de 30 ul/min, seguido de una
fase de disociaciéon de 5 minutos. Para eliminar la contribucion del DMSO a la respuesta obtenida, se
introdujo una correccion basada en la respuesta observada para una serie de disoluciones con
concentraciones de DMSO variables entre 4.5% y 5.8%. La superficie del chip sensor CM5 se regenerd
mediante una inyecciéon de NaOH 50 mM durante 5 segundos, a una velocidad de flujo de 100 pl/min. En
nuestros estudios empleamos pradimicina-A (PRM-A) como compuesto de referencia, pues como se
comentd en la introduccién, este antibiético no peptidico se une a la gp120 del VIH, probablemente
mediante interaccion con los residuos de manosa. De esta forma, PRM-A fue empleada en todos los
experimentos como control positivo de interaccion y al mismo tiempo como control del estado del chip. De
forma sistematica la concentracion de PRM-A en los experimentos fue de 8 uM mientras que la

concentracion de los compuestos en estudio fue de 50 pM.

Estudios de la interaccion de los compuestos con las proteinas gp120, go41 y HSA

Los mondmeros, dimeros y trimeros en forma de &cidos carboxilicos fueron ensayados frente a la
proteina viral gp120 empleando SPR. Para los mondémeros y dimeros las sefiales obtenidas fueron casi
inexistentes 0 muy débiles. Con los trimeros se obtuvieron resultados interesantes que se comentan a

continuacion.

Cuando los trimeros de trietilbenceno en forma de éster metilico 75, 79 y 80 (Figura 35A) fueron
evaluados frente a las proteinas gp120, gp41 y HSA mediante experimentos de SPR, no se obtuvo sefial
significativa, como se muestra en el sensograma de la Figura 35B. En ese sensograma se puede
observar como la PRM-A, utilizado como compuesto de referencia, se une con gran afinidad a gp120 y

gp41. Ademas, esta union es especifica, pues no se detecta interaccion con la proteina HSA.
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Figura 35. A: Estructura de los trimeros ensayados. B: Sensograma obtenido con dichos trimeros y PRM-A como referencia
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Sin embargo, los ensayos realizados en SPR con los trimeros analogos en forma de acidos
carboxilicos 77, 81 y 90 (Figura 36A), indicaron cierta afinidad por la glicoproteina viral gp120 vy los

sensogramas obtenidos se representan en la Figura 36B.
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Figura 36. A: Estructura de los trimeros desprotegidos
ensayados. B: Sensograma obtenido con los trimeros de la Figura 34A y PRM-A como referencia

El compuesto que dio lugar a una interaccion mayor fue el derivado de Trp 77 (curva en azul),
con una Rmax=658 RUs. El trimero derivado de tirosina 81 (curva en verde) también se uni6 a gp120 con
una respuesta maxima de 299 RU, mientras que el trimero mixto de triptéfano y aspértico 90 (curva en
rojo) fue el que dio lugar a una sefial menor con una Rmax=109 RU. En todos los casos, la interaccion es

menor que la observada con el compuesto patrén PRM-A (curva en rosa).

El sensograma representado en la Figura 37 indica que los tres compuestos también
interaccionan con la albimina de suero humano (HSA) aunque en menor medida que con la proteina viral
gp120.
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Figura 37. Sensogramas de la interaccion de los trimeros de trietilbenceno 77, 81 y 90 con HSA
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Puesto que la densidad de proteina inmovilizada en el chip es muy similar en los ensayos con
gp120 y HSA (3000 y 3300 RU respectivamente), se puede concluir que la interaccién de los tres
compuestos con HSA es menor que con la proteina viral gp120, especialmente en el caso del derivado de
Trp. Los tres trimeros también mostraron interaccion con la glicoproteina viral gp41, si bien en este caso
los valores no son comparables ya que la densidad del chip fue notablemente inferior (1900 RUs) (no se

muestra sensograma).

El caracter polianionico de estos compuestos podria favorecer la interaccion con la albimina de
suero humano, ya que como se recoge en la bibliografia, son muy numerosos los compuestos aniénicos

que pueden interaccionar con esta proteina del plasma®-1%,

Ya que el trimero de trietilbenceno con Trp (77) era el que daba lugar a una mayor interaccién
con gp120 como se acaba de comentar, se procedié a ensayar en las mismas condiciones el trimero de
Trp con TREN (76) para determinar la importancia del nucleo central. Recordemos que ambos
compuestos presentaban valores de CEsy comparables en cultivo celular. Los resultados obtenidos de la

SPR se recogen en el sensograma de la Figura 38.
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Figura 38. Sensogramas obtenidos para 77 y 76 frente a gp120 (A) y HSA (B)

El trimero de trietilbenceno con Trp 77 (curva en verde) presenta una interaccion tres veces
superior a la de su analogo con TREN como nucleo central 76 (curva en rojo) frente a gp120 (Figura
37A). Ambos compuestos también se unen a HSA aunque con menor afinidad que a gp120 (Figura 37B)

y también en este caso la afinidad del trimero de trietilbenceno es mayor que la del derivado de TREN.

El sensograma de la Figura 39 se compara la union a gp120 del trimero de Trp 77, del trimero
mixto derivado de Trp y Tyr 85 y del trimero de Tyr 81, los tres compuestos a una concentracion de 50

uM. Para este experimento se empled un chip donde la densidad de gp120 era de 1407 RUs.
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Figura 39. A: Estructura de los trimeros ensayados. B: Sensograma obtenido para los trimeros 77, 85 y 81 frente a gp120

La maxima respuesta se obtiene para el trimero de Trp 77 seguido del trimero mixto de Trp y Tyr
85 y por ultimo el trimero de Tyr 81, ilustrando la importancia de los residuos de triptéfano en la

interaccion con gp120.

También se realizaron estudios comparando la interaccion del trimero de Trp 77 y su analogo
mixto 96 donde una unidad de Trp en cada triazina habia sido sustituida por una triptamina (“triptéfano
descarboxilado”). EI sensograma obtenido para el compuesto 96 (curva en verde de la Figura 40) indica

claramente que esta sustitucion conduce a la pérdida de la capacidad de unién a gp120.
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Figura 40. Trimero 77 y su analogo mixto con triptéfano/triptamina 96 frente a gp120
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Estudios adicionales de la interaccion del compuesto 77 v go120 por SPR

De todos los trimeros ensayados, el derivado de triptéfano con trietilbenceno como espaciador
(77) era el que presentaba mayor afinidad por la glicoproteina gp120, por lo que se decidié estudiar con
mas detalle la naturaleza de esta interaccion mediante diversos experimentos que se describen a
continuacion. Con el fin de mejorar su solubilidad en agua, el compuesto 77 fue transformado en su sal
sodica (77S) mediante tratamiento con NaHCOs; (6 equivalentes) en una mezcla acetona:H.O. Tras
solubilizarse el compuesto, la mezcla fue liofilizada. Como cabia esperar, tanto el compuesto con los
grupos &cidos libres (curva roja, Figura 41) como el compuesto en forma de sal sddica (curva verde)

mostraron un comportamiento equivalente en los experimentos de SPR.
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Figura 41. Comportamiento del trimero 77 y su sal sédica 778 frente a gp120

Como se ha comentado en la introduccién, la glicoproteina gp120 es rica en residuos de manosa
y N-acetilglucosamina, y las lectinas son capaces de unirse a estos glicosidos. De un modo similar, para
los miméticos de lectinas como pradimicina A o su anélogo soluble pradimicina S, se ha propuesto la
capacidad de interaccién con estos glicésidos, en particular con glicanos ricos en manosa®. Asi, en
experimentos de SPR sobre gp120 inmovilizada, la presencia de trimeros de manosa junto a pradimicina
S hace que la interaccién de PRM-S con gp120 disminuya“. Por ello, con el fin de profundizar en el modo
de interaccion del trimero 77 y gp120, se realizaron experimentos de SPR en presencia de tres
trisacaridos: (a-1,2)-manotriosa, (a-1,3)(a-1,6)-manotriosa y (B-1,4)-N-acetilglucotriosa, a una
concentracion cuatro veces mayor que la del compuesto en estudio 77 (curva roja, solapando con la rosa,
Figura 42). Como puede observarse la presencia de los trisacaridos no influye en la capacidad de unién
de 77 a gp120. Esto podria sugerir que la interaccion entre gp120 y el compuesto 77 no se produce a

nivel de los sacaridos de la gp120. Estos resultados condujeron a realizar otros estudios.
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Como comentabamos en la introduccién, en la bibliografia se encuentran descritos numerosos
compuestos capaces de impedir la entrada del VIH a la célula huésped, y en algunos casos se ha
propuesto que esa capacidad esta vinculada a su interaccidn con la gp120 viral. En concreto el lazo V3
de la glicoproteina viral gp120 es muy rico en aminoacidos basicos, por lo que esta cargado
positivamente a pH fisioldgico. Asi, no es de extrafiar que muchos de los compuestos que se unen a la
gp120 sean compuestos de naturaleza polianidnica. Uno de los compuestos polianidnicos mas

estudiados es la suramina, (2, peso molecular: 1429) un compuesto dimérico de naftalenos sulfonados
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Figura 42. Experimentos de competicion con trisacaridos

que se une al lazo V3 de la gp120 del VIH-119" y posee una CEsy frente a VIH-1 de 28 ug/ml.

Con el objetivo de comparar el comportamiento de la sal sédica del trimero de triptéfano, 77S (50

uM), con el de la suramina (50 uM), ambos compuestos fueron ensayados frente a gp120. En el

sensograma de la Figura 43 se recogen los resultados obtenidos.
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Como puede observarse y puesto que el peso molecular de ambos compuestos es comparable,
el compuesto 77S (curva en rojo) se une 4 veces mejor a gp120 que la suramina (curva en verde). Ahora
bien, el comportamiento de los dos compuestos es bastante diferente si analizamos la forma de la curva,
la cual indica que la interaccidén de suramina con gp120 se caracteriza por perfiles de asociacién y

disociacion muy répidos.

Como se comentaba en la introduccion, otro compuesto polianiénico que ha recibido mucho
interés en los Ultimos afios es el PRO2000 (1), un polimero derivado de naftalenos sulfonados con
actividad anti-VIH in vitro y del que se han realizado ensayos clinicos como microbicida. El mecanismo de
accién de Pro2000 no esta completamente elucidado, pero se sabe que es capaz de interaccionar con la
gp120 viral?0, Por ello se ensayaron en las mismas condiciones el PRO2000 (50 puM) y el trimero 778 (50

uM) frente a gp120 (Figura 44).
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Figura 44. PRO2000 y el compuesto 778 frente a gp120

En el sensograma de la Figura 44 se puede observar que aunque PRO2000 origina una mayor
respuesta en RUs frente a gp120, los perfiles de asociacion y disociacién de PRO2000 y el compuesto
778 se asemejan considerablemente. No obstante, la curva obtenida para 77S presentaba una intensidad
menor que en otros ensayos (Rmax=200 RU), siendo la densidad de gp120 en el chip la misma que para
los otros ensayos (3300 RUs). Tras una revision minuciosa del sensograma y analizando la secuencia del
ensayo, se pudo observar que tras el ensayo con PRO2000, la regeneracion de la superficie del chip no
alcanz6 la linea base, como se muestra en la Figura 45 (curva en verde). Por tanto, parte del PRO2000
permanecia unido a la superficie del chip cuando se realizé la inyeccion del compuesto 77S. El hecho de
que la sefial obtenida para 778 fuese menor que en ensayos similares parecia indicar que la presencia de

PR0O2000 afectaba a la unién del compuesto 778 a gp120.
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Figura 45. Regeneracion ineficiente de la superficie tras la inyeccion de PRO2000

Por ello, se realizaron experimentos adicionales. En primer lugar se inyecté PRO2000 a una

concentracion de 250 uM durante 180 segundos, con el objetivo de saturar los sitios de unién en gp120.

Tras este tiempo, se realizd una segunda inyeccion de una disolucion que contenia el compuesto 77S a

50 uM + PRO2000 250 uM, durante otros 180 segundos (Figura 46, Sensograma I). Tras el tiempo global

de 360 segundos, la respuesta alcanzada en el Sensograma | es de 370 RU. Por otro lado, se realiz6 una

inyeccion de PRO2000, en ausencia de 77S, a una concentracién de 250 uM y se evalud la union tras

360 segundos (Sensograma Il). La respuesta alcanzada (376 RUs) es practicamente idéntica a la del

Sensograma |.
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Figura 46. Experimentos de co-inyeccion de PRO2000 y 77S
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Por tanto, la respuesta en RUs para PRO2000 tras 360 segundos es practicamente idéntica en

presencia 0 en ausencia de 77S. Puesto que la unién del compuesto 778 a gp120 ya se habia

determinado con experimentos previos, de los sensogramas de la Figura 45 se podria deducir que la
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presencia de PRO2000 es capaz de bloquear la unién del compuesto 778 a gp120. Esto podria ser
debido a que ambos compuestos compiten por el mismo sitio de union, y/o a que la presencia de
PRO2000 dificulta el acceso de 77S a gp120. Este segundo supuesto es posible ya que ambos

compuestos son de naturaleza anidnica y por tanto podrian repelerse entre ellos.

Por otro lado, con objeto de estudiar la influencia de la naturaleza polianiénica del compuesto
778 en la interaccion con gp120, se realizaron diferentes experimentos, los cuales se describen a

continuacion:

Se estudié como influia la concentracidén de Ca?*en la interaccién de 77S con gp120. Para ello se
prepar6 la disolucion tampon a diferentes concentraciones de Ca?: 3 mM, 10 mM y 100 mM. Los
resultados obtenidos para la interaccién de 778 con gp120, empleando estas disoluciones tampon, se

recogen en el sensograma de la Figura 47.
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Figura 47. Interaccion del compuesto 77S con gp120, a diferentes concentraciones e Ca2*

Como puede observarse, al aumentar la concentracion de Ca%* de 3 mM a 100 mM, aumenta
progresivamente la cantidad de 77S que se une a gp120. Ahora bien la disociacién también es mas
rapida a 100 mM de Ca?" que a 10 mM. Es dificil determinar si estos resultados con concentraciones tan
elevadas de Ca?* pueden tener relevancia en el medio bioldgico. En todo caso conviene recordar que la
union de lectinas como la DC-SIGN a los carbohidratos requiere la presencia de CaZ* 02, |gualmente la

union de PRM-A a gp120 también es dependiente de Ca?* 4.

Por otro lado, también se estudié como influia la presencia de otros cationes en la interaccion. La
presencia de cationes monovalentes como K* o Na* a una concentracion de 10 mM, no mejoraba la
interaccién (datos no incluidos). La presencia de cationes divalentes (Figura 48) como Mg o MnZ*a 10

mM, mejora la interaccion de 778 con gp120, siendo la interaccion mayor con Ca2* a 10 mM.
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Figura 48. Interaccion de 77S con gp120, en presencia de diferentes cationes divalentes

En otra serie de experimentos se evalu¢ la influencia del pH en la interaccion del compuesto 77S
con gp120. Para ello se calculd el punto isoeléctrico de gp120 mediante una aplicacion informatica del
Instituto Suizo de Bioinformatica'%, resultando un punto isoeléctrico de 8.95. Este dato concuerda con
otros valores calculados recogidos en la bibliografia'®. De esta forma, para el estudio se eligieron valores
de pH en torno al punto isoeléctrico de gp120. En la Figura 49 se recoge el sensograma obtenido para el

empleo de disoluciones tampén a pH 5.3, 7.3, 8.9y 10.1.
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Figura 49. Interaccion de 77S con gp120 a diferentes pH

Como se puede observar, cuando el pH coincide con el punto isoeléctrico, 8.9 (curva en
magenta), la carga neta de gp120 es cero y 77S interacciona con gp120 con afinidad moderada. Cuando

los experimentos se realizan a pH de 10.1 (curva en rojo), pH al cual gp120 se encuentra cargada
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negativamente, la respuesta obtenida es similar a la anterior. No obstante, cuando el pH disminuye hasta
7.3 y la carga neta de gp120 es positiva, se observa una respuesta de mayor intensidad (curva en azul),
lo que indica que a este pH la interaccion de 778 con gp120 esta mas favorecida. La afinidad de 77S por
gp120 es todavia mayor a pH 5.3, donde gp120 posee una alta densidad de carga positiva, dando lugar a
una disociacion mas lenta del complejo 77S-gp120, que puede ser debido a unas mayores interacciones
electrostaticas a este pH. Todos estos datos sugieren que la naturaleza polianiénica del compuesto 778

podria jugar un papel importante en la interaccién con gp120.

Estudios de cinética y afinidad

Con el objetivo de estudiar la cinética y afinidad de la interaccion de 778 con gp120, se realizaron
una serie de experimentos de interaccion con gp120 a diferentes concentraciones de 77S (6.2, 12.5, 25.0,

50.0'y 100.0 uM), por duplicado. Los sensogramas obtenidos se recogen en la Figura 50.
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Figura 50. Sensogramas obtenidos a diferentes concentraciones de 778

Tras 180 segundos de asociacion, se ha alcanzado practicamente el equilibrio para todas las
concentraciones, y se observa saturaciéon para la mayor concentraciéon empleada de 100 uM. Por otro
lado, la cinética de disociacion del complejo se caracteriza por una fase inicial con una elevada velocidad
de disociacion, seguida tras 20 segundos de una segunda fase con una velocidad de disociacion mucho

mas lenta.

En general, las interacciones ligando-analito suelen presentar una estequiometria 1:1, ya que las
proteinas normalmente presentan un unico bolsillo de unién para el analito. No obstante, en el caso de la
interaccién con gp120, cada molécula de gp120 presenta numerosos sitios de N-glicosilaciéon de donde
cuelgan los glicanos a los cuales, a su vez, se puede unir mas de una molécula de analito. Asi, la

imposibilidad de ajustar la interaccion a un modelo 1:1, junto con la cinética compleja observada,
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dificultaron la obtencion de valores precisos de las constantes cinéticas de asociacién y disociacidn para

la interaccion de 77S con gp120.

Por otro lado, los estudios de afinidad permiten calcular la constante de disociaciéon en el
equilibrio (constante de afinidad), Ko, la cual da idea de la fortaleza del complejo formado. A su vez, la
constante de asociacion en el equilibrio, Ka, indica la cantidad de complejo formado en el equilibrio, donde
la velocidad de asociacién iguala a la velocidad de disociacién. Estos estudios son independientes del
tiempo, una vez alcanzado el equilibrio®”. De un modo general, el calculo de la constante de disociacion
para la interaccion de una molécula de analito (A) con otra de ligando (L) para dar un complejo (A-L) se

realiza a partir de la siguiente ecuacion:

[Lliotal = Rmax

[Lliibre = [Lltotat = [A-Llformad
. L K [A'L]formado ore o8 ormade [A'L]formado= Req
+L === A- A=
[Aliibre[Lliore

[Aliibre ~ Concentracion inicial de analito: C

U

[A'L]formado Req
Ka= = (1)
[A]Iibre([l-]total - [A'L]formado) C(Rmax - Req)

Asi, cuando Req = %2 Rmax , tras sustituir en la Ecuacién 1 se obtiene que C = 1/Ka=Kp

De esta forma, la constante de afinidad, Ko del complejo gp120-77S, fue determinada mediante
representacion de la respuesta obtenida en el equilibrio (Req) para cada concentracion, obteniéndose la

gréfica recogida en la Figura 51.

Figura 51. Célculo de Ko mediante representacién de Req frente a la concentracion de 778 empleada
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Asi, la Kp para el complejo 77S-gp120 es de 14 uM. Este dato esta proximo a los valores
obtenidos para moléculas de adhesién celular, que suelen estar en el rango uM. El valor de Kp obtenido

para PRM-A es de 2.7 uM, lo que indica la mayor fortaleza del complejo formado entre PRM-A y gp120.

En conclusién, los datos obtenidos de los experimentos de resonancia de plasmén superficial con
los trimeros indican que, al igual que ocurria con los ensayos en cultivo, es necesario que los residuos de
aminoacidos de los compuestos se encuentren desprotegidos para que se produzca la unién a gp120, ya
que cuando los aminoacidos se encuentran protegidos en forma de éster metilico, no se observa una
unién significativa. Analizando los datos sobre la capacidad de unién de los compuestos a gp120, se
observa que tanto la naturaleza del nicleo central como los aminoacidos de la periferia tienen una
marcada influencia en la capacidad de union a gp120, habiéndose obtenido los mejores resultados con el
trimero L-Trp/L-Trp con un nucleo central de trietilbenceno (compuesto 77). Los estudios realizados con
este compuesto o con su sal sodica (77S) apuntan a que la unién que se establece con gp120 se debe, al
menos en parte, a su caracter polianiénico, siendo la interaccién con gp120 més intensa a valores de pH
mas bajos, y ademas, se ve influenciada por la concentraciéon de Ca%. La capacidad de unién a gp120,
especialmente a pH acido, podria ser una propiedad interesante para su potencial uso como microbicida.
Conviene recordar que el reconocimiento de gp120 por las células del huésped es uno de los eventos
iniciales en el ciclo replicativo del VIH, de modo que los compuestos capaces de interferir esa unién
tienen interés como potenciales microbicidas, particularmente cuando se trata de transmision sexual.
Puesto que el pH vaginal es relativamente acido, proximo a 4, los compuestos que se unen a gp120 con
mayor afinidad a pH acido, como ocurre con el compuesto 77, tienen gran interés como potenciales

microbicidas.
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CONCLUSIONES

Desde un punto de vista sintético, se han preparado tres series de compuestos derivados del
anillo de 1,3,5-triazina disustituido con aminoacidos, con objeto de obtener miméticos de lectinas con
capacidad para reconocer a los azucares presentes en la gp120 de la envoltura del VIH-1. En la Serie | se
sintetizaron mondmeros, es decir, compuestos con un anillo de triazina sustituido con dos aminoacidos
aromaticos. En la Serie Il se obtuvieron dimeros que poseian dos anillos de triazina separados por un
espaciador, incorporando cuatro residuos de aminoacidos. En la Serie Il se obtuvieron trimeros, es decir
estructuras que incorporaban tres anillos de triazinas conectados a un ndcleo central, con seis residuos
de aminodcidos en la periferia de la estructura. De esta forma se obtuvieron estructuras con diferente
nuimero y disposicion de los elementos de reconocimiento propuestos para la interaccion con

carbohidratos.

La sintesis de estructuras diméricas se consiguié optimizar empleando 0.6 equivalentes de la
diamina elegida como espaciador por cada equivalente de triazina disustituida. Por otro lado, el empleo
de calentamiento por microondas, si bien no condujo a una mejora significativa de los rendimientos,
permitid acortar muy sensiblemente los tiempos de reaccion a dos horas, frente a las 24 6 48 horas de
reaccidn que eran necesarias cuando empleabamos calentamiento tradicional. En el caso de los trimeros,
se utilizaron 0.3 equivalentes de la triamina empleada como nucleo central, y el calentamiento por
microondas permitié obtener el producto final tras tres horas de reaccién. Tiempos mayores de reaccién

no condujeron a mejores rendimientos.

En la purificacion de los compuestos derivados de aminoacidos desprotegidos, se empleé una
metodologia basada en el “catch and release” mediante el uso de resinas de intercambio anidnico, que

permitieron el aislamiento répido y reproducible de los compuestos finales.

Los productos sintetizados fueron ensayados frente a la replicacion de los virus VIH-1 y VIH-2.
Los compuestos con los aminoacidos en forma de éster metilico no mostraron actividad antiviral
significativa. No obstante, cuando los aminoacidos se encontraban en forma de acido carboxilico, se
encontraron notables diferencias en la actividad anti-VIH entre monémeros, dimeros y trimeros. Los
monémeros fueron todos inactivos, mientras que algunos dimeros mostraron una ligera actividad,
especialmente cuando los aminoacidos eran triptéfanos. Los mejores datos de actividad anti-VIH se
obtuvieron con los trimeros, sobre todo con aquellos cuyo nlcleo central era la triamina derivada del
trietilbenceno. Esta progresion de la actividad anti-VIH, observada al pasar de monémeros a dimeros, y

de dimeros a trimeros, estd en concordancia con la teoria de la multivalencia, la cual postula un
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incremento en la afinidad de unién al aumentar el nimero de elementos de reconocimiento. EI compuesto
mas activo fue el trimero que presentaba seis unidades de L-Trp en la periferia y un nlcleo central de
trietilbenceno (compuesto 77), con un valor de CEs, frente a VIH-1 de 16 uM, y ausencia de citotoxicidad

a la maxima concentracion ensayada (250 uM).

La capacidad de los compuestos sintetizados para interaccionar con la gp120 presente en la
envoltura del virus fue evaluada mediante resonancia de plasmén superficial (SPR). Solo los trimeros
derivados de ftrietilbenceno mostraron una union significativa a gp120, siendo la interaccion
especialmente notable para el trimero sustituido con triptéfano, compuesto 77. Por otro lado, se realizaron
estudios adicionales para intentar elucidar el modo de unién de este trimero a gp120 y los resultados
preliminares indican que podria tratarse de un mecanismo de interaccion similar al que se da entre los
polianiones y gp120, si bien deben establecerse otro tipo de interacciones adicionales, ya que la afinidad
de unién a gp120 depende de la naturaleza de la cadena lateral del aminoacido y del ndcleo central del

trimero.

Por tanto podemos concluir que nos hallamos ante una nueva familia de inhibidores de la
replicacion del VIH-1, con capacidad de unirse a la gp120 viral. La actividad antiviral del compuesto 77
puede considerarse como moderada. No obstante hay que tener en cuenta que para ejercer su accién
antiviral, el compuesto no necesita entrar en las células y que ademas, interacciona “per se” con su diana,
la gp120 viral, por lo que no necesita una metabolizacién o activacion celular. Ademéas de su capacidad
de union a gp120, los compuestos son capaces de inhibir la transmisién viral entre células, lo que les

convierte en potenciales agentes microbicidas.
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CAPITULO 2

Estudio de las propiedades gelificantes de

derivados de 1,3,5-triazina con asparraginas






NOTA SOBRE TERMINOLOGIA

El Diccionario de la Real Academia Espafiola de la Lengua (DRAE) define la palabra gel como “el estado
que adopta una materia en dispersién coloidal cuando flocula 0 se coagula’. No obstante, aunque el
verbo gelificar no se recoge en el DRAE, si se define en otros como en el Diccionario del espariol
actual de M. Seco, que lo define como tecnicismo propio de la quimica con el significado de “transformar
(algo) en gel’. También figuran en dicho diccionario gelificacion, para la accion de gelificar(se),
y gelificante para lo “que gelifica”. Los términos gelificar y gelificante se emplean habitualmente en la
terminologia de la industria cosmética, alimentaria o en ciencia de materiales. Asimismo, es habitual el
empleo del término hidrogel para denominar la formacion de un gel en agua. En la literatura cientifica
anglosajona, en los ultimos afios, se emplea el término “organogel” para denominar un compuesto capaz
de formar gel en disolventes organicos, y hemos adoptado este mismo término en espafiol, es decir,

organogel, por analogia con hidrogel.
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INTRODUCCION

La Dra. Dorothy Jordon Lloyd comentaba en 1920 que “un gel es més facil de reconocer que de
definir’, a lo que afadia que “si posee aspecto de gel, es que debe ser un gel!”'. Como se ha comentado
en el Capitulo 1, durante la sintesis en 1,4-dioxano del dimero 65, derivado de 1,3,5-triazinas disustituidas
con asparraginas, con piperazina como espaciador (Figura 1A), observamos la formacién de un sélido
con aspecto de gel. Tras la purificacion del compuesto, se realiz un ensayo en el que se suspendio el
compuesto en dioxano y se calentd hasta obtener una disolucion homogénea. A continuacion se dejé
enfriar a temperatura ambiente y tras unos minutos se formd en la parte inferior del vial lo que parecia un
gel, ya que al invertir el vial, el compuesto en 1,4-dioxano no fluia (Figura 1B). Este comportamiento

estaba en concordancia con la descripcion de la Dra. Lloyd.
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Figura 52. A: Estructura del dimero de asparragina 65; B: Sélido con aspecto de gel formado por el dimero 65 en
1,4-dioxano, estable tras invertir el vial

El Dr. Paul John Flory (premio Nobel en 1974) completaba muchos afios después el concepto de
la Dra. Lloyd, afirmando que un gel posee una estructura continua, estable en una escala analitica de

tiempo y cuyo comportamiento reologico es similar al de un sélido?.

La definicion de gel que se acepta actualmente es la de un material semi-sélido, constituido por
un compuesto que a una baja concentracion y en presencia de un disolvente adecuado, se autoensambla
mediante interacciones fisicas 0 quimicas, originando una red tridimensional que impide el flujo de

disolvente. El disolvente, aunque movil a nivel molecular, no puede fluir a nivel macroscdpico debido a
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que se encuentra eficazmente sujeto en los huecos de la red tridimensional, mediante una combinacion

de fuerzas capilares y de interacciones con la misma red?.

En las ultimas décadas los geles poliméricos han sido empleados en campos tan diversos como
la alimentacién, la medicina, la ciencia de materiales, los cosméticos, la farmacologia, etc... Asi, han ido
apareciendo en forma de numerosos productos de uso cotidiano como lentes de contacto, jabones, pasta
de dientes, o fijador para el cabello, entre otros muchos ejemplos. En estos geles, las unidades
monomeéricas se unen a través de enlaces covalentes dando lugar a la red tridimensional que impide el

flujo de disolvente.

Otro tipo de geles mucho mas recientes y a los que se da cada vez mas importancia por sus
novedosas aplicaciones, son los geles constituidos por moléculas de bajo peso molecular. En estos geles,
las moléculas se autoensamblan a través de interacciones fisicas, por lo que son conocidos como geles
fisicos 0 supramoleculares®. Entre las interacciones fisicas mas importantes que se dan entre moléculas,
se encuentran los enlaces de hidrégeno, las interacciones de van der Waals y las interacciones
solvofébicas o hidrofébicas si el disolvente es el agua. Estas interacciones de caracter débil confieren a
los geles fisicos su principal caracteristica respecto a los geles poliméricos, y es que son reversibles. Asi,
se puede pasar del gel a la disolucion mediante la aplicacién de un estimulo externo, como puede ser un

aumento de temperatura, una variacién de pH, efc...

Los geles supramoleculares donde el disolvente que los constituye es el agua, se conocen como
hidrogeles y poseen potenciales aplicaciones en campos muy diversos, como por ejemplo, en la
liberacion de farmacos. Los hidrogeles basados en moléculas de bajo peso molecular ofrecen la
posibilidad de efectuar una liberacion controlada del farmaco mediante la induccion de la transicion gel-
disolucién a través de un estimulo externo, como puede ser el cambio de temperatura corporal o el
cambio de pH que se produce en el estdmago®. Ademas, a diferencia de los geles poliméricos, los geles
supramoleculares resultan mas faciles de asimilar por el organismo, pues la naturaleza débil de sus
interacciones hace que puedan ser facimente metabolizados. También se han descrito hidrogeles
basados en péptidos, que estan siendo estudiados en el campo de la ingenieria de tejidos, pues pueden
actuar como nano-plataformas, dirigiendo el crecimiento de tejidos®. Otra aplicacion propuesta para los

hidrogeles esté relacionada con el tratamiento de aguas, por ejemplo en la eliminacion de colorantes’.

Por su parte, los geles supramoleculares formados en disolventes organicos se conocen como
organogeles y también han despertado un enorme interés. A modo ilustrativo, se incluyen algunas de las
aplicaciones propuestas en trabajos recientes. Asi, se podrian emplear en electrénica molecular, pues las
largas fibras que forman algunos organogeles pueden tener aplicacion en la construccion de cables
moleculares8. Los geles supramoleculares, a nivel nanométrico, dan lugar a una gran variedad de
arquitecturas, como pueden ser fibras, hélices, micelas, vesiculas, laminillas, esferulitas... La
superestructura formada por un determinado compuesto formador de geles, puede ser empleada como

molde para ser transcrita a una gran variedad de materiales inorganicos, 10 que genera potenciales
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aplicaciones en catélisis y en procesos de separacion®. También son numerosos los ejemplos descritos
de organogeles como sensores que pueden responder ante estimulos fotoquimicos, termales, la adicién

de determinados iones o un cambio de pH'®.

Proceso de formacion de un gel

Para entender el mecanismo de formacién de un gel, se ha propuesto que el gel consta de
estructura primaria, secundaria y terciaria, de forma similar a las proteinas (Figura 2)".
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Figura 53. Estructura primaria, secundaria y terciaria de un gel que se autoensambla fisicamente

La estructura primaria (en la escala de A a nm) viene determinada por los eventos de
reconocimiento a nivel molecular que promueven la agregacion anisotrépica en una o dos dimensiones!.
En disolventes organicos, el reconocimiento molecular se produce principalmente a través de enlaces de
hidrégeno, aunque también las interacciones de Van der Waals, interacciones por apilamiento de nubes n
e interacciones solvofobicas juegan un papel importante. En el caso de los hidrogeles, la fuerte
competicion de las moléculas de agua por los enlaces de hidrégeno hace que éstos pierdan su fortaleza,
a menos que unos pocos se puedan combinar de forma cooperativa en una regién que no esté expuesta
a las moléculas de agua. De esta forma, las interacciones hidrofébicas, que carecen de la direccionalidad

de los enlaces de hidrégeno, se convierten en la fuerza mas importante en medio acuoso.

En este proceso de reconocimiento molecular, si las interacciones que se dan entre moléculas
son demasiado débiles y/o existe una gran interaccion con las moléculas de disolvente, el compuesto
permanecera disuelto y no formara un gel. Por otro lado, si la interaccién entre moléculas es tan fuerte
que el disolvente queda excluido en su mayor parte, el compuesto precipitara en forma de sélido amorfo o
cristalino y tampoco formara el gel. De esta forma, el proceso de formacién de un gel requiere de un
delicado equilibrio entre la disolucion y la precipitacidn, por lo que es muy sensible a la naturaleza del

disolvente y a la concentracion de compuesto™.

La estructura secundaria (en la escala de nm a um) queda definida por la morfologia de los

agregados que se forman cuando unas moléculas interaccionan con otras. Se han observado numerosas
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morfologias como fibras, micelas, vesiculas, laminillas, etc"... En muchos casos, esta morfologia se ve

afectada por la presencia de centros quirales en las moléculas.

Finalmente, la forma en la que interaccionan unos agregados con otros determinara la estructura
terciaria de un gel (en la escala de um a mm)*'. Asi, los geles pueden formarse bien por agregados que
se ramifican dando lugar a redes tridimensionales que se interconectan, o pueden resultar del enredado

de las fibras. Este tipo de entrecruzamiento a menudo determina las propiedades fisicas del gel.

Caracterizacion de los geles

Entre las propiedades termodinamicas méas importantes que se estudian de un gel, se encuentra
la temperatura de transicion gel-disolucién (Tge). Esta temperatura da idea de la fortaleza de las
interacciones que se producen entre los agregados para formar la red tridimensional y por tanto depende
de la concentracion del compuesto. A mayor nimero de agregados moleculares que se forman en el gel,
mayor temperatura habra que aplicar para romper las interacciones fisicas entre éstos. Existen varios
métodos para determinar la Tgl, como por ejemplo el método del vial invertido, que consiste en
determinar la temperatura a la cual el gel comienza a fluir en un vial que se introduce en un bafio
termostatizado, colocado con el tapdn hacia abajo. La temperatura determinada por este método nos
indica el momento en el que la estructura terciaria comienza a perderse. La Tg también puede
determinarse por calorimetria diferencial de barrido (DSC) o por estudios reométricos, si bien la Tge
determinada por estos tres métodos puede ser ligeramente diferente debido a efectos de transporte de

masa y/o calor'2,

El estudio reométrico es uno de los mas importantes para la caracterizacién y definicion de un
gel. La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y flujo de los materiales bajo la influencia de una
fuerza aplicada. La deformacién se define como el cambio de forma o de volumen experimentado por un
cuerpo bajo la accién de una fuerza externa, y constituye la respuesta dinamica caracteristica de un
solido elastico. Por su parte, el flujo se entiende como una deformacién continua en el tiempo bajo la
accion de fuerzas externas, asociandose dicha respuesta al comportamiento dinamico caracteristico de
un fluido viscoso®. Los geles supramoleculares presentan propiedades que podemos calificar como
intermedias, ya que combinan la elasticidad caracteristica de los solidos con el caracter viscoso de los
liquidos. De esta forma, los geles supramoleculares se consideran materiales viscoelasticos'. Las
propiedades viscoelasticas de los geles derivan de la capacidad de las moléculas de difundirse en el gel,
a diferencia de lo que sucede en un sdlido ordenado, cuya elasticidad es el resultado del alargamiento de

los enlaces entre 4tomos de diferentes planos cristalograficos.

Para el estudio reométrico de un gel, éste se suele colocar entre dos placas paralelas, y se aplica
un esfuerzo de forma oscilatoria al mover una placa con respecto a la otra. La tension generada en el gel

se mide a través de un transductor de presion. De estas medidas se pueden determinar diversas
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variables reol6gicas como G’ 0 médulo de almacenamiento, que da idea de la elasticidad del material, y
G” 0 médulo de pérdida, el cual refleja el comportamiento viscoso de un material. Estos modulos se
miden en funcién del esfuerzo aplicado o de la frecuencia de oscilacion. Para que un material sea
considerado un gel, G’ debe ser mayor que G”, y ambos modulos deben ser independientes del esfuerzo

aplicado en un determinado intervalo.

La microscopia proporciona informacién acerca de la estructura secundaria de un gel. Distintas
técnicas de microscopia electronica como las de escaner (SEM) y transmisién (TEM) permiten obtener la
imagen de las caracteristicas estructurales mayores de 0.2 nm, por lo que proporcionan informacion muy
valiosa acerca de la morfologia de los agregados que constituyen el gel. Las imagenes obtenidas por
microscopia de fuerza atomica (AFM) resultan de gran utilidad para el estudio topologico del material

(Height AFM) y para la determinacién de ciertas propiedades mecanicas (Phase AFM).

Para la determinacion de la estructura primaria de un gel, la resonancia magnética nuclear puede
resultar de utilidad para el estudio del proceso de reconocimiento molecular que se da entre las
moléculas. Otra técnica empleada para el estudio de la estructura primaria es la espectroscopia de FT-IR,
muy Util para la determinacién de enlaces de hidrogeno intermoleculares entre diferentes grupos

funcionales.

Diversidad estructural en la obtencion de geles de bajo peso molecular

Un nimero muy elevado de los compuestos descritos con capacidad para la formacion de geles
han sido fruto de la casualidad. El andlisis de estas estructuras ha permitido identificar ciertos motivos
estructurales que favorecen el auto-ensamblaje de las moléculas™. Entre estos motivos estructurales son
muy comunes las amidas, ureas y derivados de carbohidratos, con una elevada capacidad para el
establecimiento de enlaces por puente de hidrégeno direccionales. Las largas cadenas alquilicas y
fragmentos esteroideos también estan presentes en muchos organogeles por su capacidad de establecer
interacciones de van der Waals. Algunos autores proponen que las largas cadenas alquilicas flexibles,
muy abundantes en compuestos capaces de formar geles, son necesarias para aportar un cierto grado de

desorden y asi evitar la cristalizacions.

En la Figura 3 se representan algunos ejemplos de compuestos de bajo peso molecular con

capacidad gelificante ilustrando su enorme diversidad estructural.
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autoensamblan predominantemente a través de interacciones de Van der Waals, formando geles en
determinados disolventes organicos. Otros compuestos como 100, 101 y 102 pueden interaccionar a
través de extensas redes de enlaces de hidrdgeno. La combinacion de largas cadenas hidrocarbonadas
con grupos hidréfilos es una estrategia cominmente empleada para la obtencién de hidrogeles como el
que forma el compuesto 103. Por otro lado, existen sistemas multicomponente como el constituido por
104 y 105 que conducen a la obtenciéon de un gel cuando ambos compuestos interaccionan en un
disolvente adecuado a través de enlaces de hidrogeno, interacciones de Van der Waals e interacciones

solvofébicas. Los derivados de aminoacidos y péptidos como el compuesto 106 son también muy
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Figura 54. Ejemplos de compuestos de bajo peso molecular formadores de geles

Entre estos ejemplos, se encuentran compuestos altamente apolares como 97, 98 y 99 que se

empleados en la obtencidn de geles pues proporcionan numerosas posibilidades de interaccién.
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Aminoacidos en la formacion de geles

Los aminoécidos y dipéptidos constituyen motivos estructurales que se encuentran presentes en
un gran numero de compuestos capaces de formar geles tanto en medio acuoso como en disolventes

organicos'é, lo que se debe principalmente a los siguientes factores:

1) Un elevado nimero de aminoacidos son accesibles comercialmente, protegidos tanto en el
extremo amino como en el grupo carboxilo. Asi, en moléculas con capacidad para formar geles, es
habitual la presencia del grupo Fmoc como protector del extremo N-terminal'’-18 y grupos Boc en el amino

de la cadena lateral de las lisinas'®2 o del extremo N-terminal del aminoéacido?!.

2) Los aminoacidos y dipéptidos poseen centros quirales, una caracteristica muy habitual en los

compuestos capaces de formar geles®.

3) Algunos aminoacidos presentan cierto caracter anfipatico que puede contribuir a la
organizacion de las moléculas, favoreciendo por tanto sus propiedades para la formacién de geles. De
hecho el indice hidropatico ha sido empleado como un factor importante para explicar el diferente

comportamiento de dipépticos anfipaticos en la formacién de organogeles’.

4) Los grupos funcionales presentes en las cadenas laterales de los aminoacidos pueden

contribuir a la fortaleza del gel.

5) El estudio del ensamblaje de compuestos derivados de aminoacidos y péptidos, con
capacidad para la formacion de geles, podria ser de interés para el desarrollo de modelos biomiméticos
que ayuden a estudiar las interacciones proteina-proteina, como por ejemplo, las que se establecen

durante la formacion de las fibras amiloides asociadas a la enfermedad de Alzheimer?!.

Uno de los aminoacidos mas habituales en moléculas con propiedades gelificantes es la lisina.
Su cadena lateral con un grupo amino terminal puede participar en enlaces de hidrégeno, lo que favorece
el reconocimiento molecular, si bien cuando se encuentra protegido puede establecer interacciones de
van der Waals con otros grupos apolares?24, Un segundo grupo de aminoacidos muy interesantes son
los aminoacidos de caracter aromatico (fenilalanina, tirosina y triptéfano), ya que las interacciones por
apilamiento de nubes m en las que intervienen los anillos aromaticos de estos aminoacidos pueden
contribuir al fortalecimiento del gel. Asi, en un ejemplo reciente, la sustitucién de residuos de alanina por
amino&cidos aromaticos conduce a organogeles mas fuertes, que han sido estudiados para la liberacion
controlada de compuestos bioactivos?. La asparragina, con una amida en su cadena lateral, se encuentra
presente en el compuesto 65 para el que habiamos observado la formacion de geles (Figura 4).
Curiosamente, el residuo de asparragina no esta presente en la estructura de compuestos con capacidad
gelificante, y en el unico ejemplo encontrado, los compuestos funcionalizados con este aminoécido no

formaban geles en las condiciones ensayadas'®.
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Figura 55. Estructura del compuesto 65. En rojo: los residuos de asparragina; en verde: los anillos de 1,3,5-triazina; en azul:
espaciador de piperazina

Un segundo elemento estructural caracteristico del compuesto 65 son los dos anillos de 1,3,5-
triazina. A pesar de la importancia de este anillo en procesos de reconocimiento molecular, como ya se
comenté en el Capitulo 1, en el momento de iniciar este trabajo no existian ejemplos previos de

compuestos con este anillo y de bajo peso molecular capaces de formar geles-27,
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OBIJETIVOS

En base a todo lo expuesto, se puede concluir que, desde el punto de vista estructural, el
compuesto 65 aportaba rasgos novedosos y diferenciales respecto a otros compuestos descritos con
capacidad de formar geles, fundamentalmente por la presencia de residuos de asparragina y los anillos
de 1,3,5-triazina, muy poco explorados previamente en este campo. No obstante, la estructura del
compuesto 65 era rica en motivos estructurales que estan presentes en otras moléculas con capacidad
para la formacién de geles (amidas, grupos amino, restos terc-butilo, etc...). La novedad de su estructura
y el interés creciente de los organogeles nos condujeron a caracterizar las propiedades de auto-
ensamblaje observadas para el compuesto 65 en 1,4-dioxano. Asi, los objetivos perseguidos en este

capitulo han sido:
- Estudios de gelificacion en distintos disolventes y determinacion de la Tgel.

- Caracterizacion reologica del gel formado.
- Estudios de microscopia que aportaran informacion sobre la estructura secundaria del gel.

Una vez confirmado el comportamiento de gel del compuesto 65 en 1,4-dioxano, el siguiente
objetivo consistié en modificar la estructura del compuesto 65 incorporando otros grupos funcionales que

pudieran conducir a otros geles y/o aportaran propiedades adicionales.

Para realizar el trabajo contenido en este Capitulo, se ha mantenido una estrecha colaboracion
con la Dra. Rebeca Herndndez y la Prof. Carmen Mijangos, del Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Polimeros (CSIC) quienes han llevado a cabo las distintas medidas reologicas donde también he
participado. Los estudios de microscopia (SEM, AFM) se han realizado también en el mencionado
Instituto. Los estudios de RMN incluidos al final de este capitulo han sido realizados por la Dra. Ana Arda

y el Prof. Jesus Jiménez-Barbero, en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio del comportamiento del gel formado por el compuesto 65 en 1,4-dioxano.

Caracterizacion redlogica y morfolégica

Como se ha comentado en el Capitulo 1, durante la sintesis de derivados de 1,3,5-triazina
sustituidos con residuos de asparragina, se observd que el dimero con piperazina 65, formaba gel. Este
comportamiento no se observaba con el correspondiente monémero de N-metilpiperazina 64. Puesto que
las cadenas alquilicas son habituales en la estructura de compuestos capaces de formar geles, se
procedi6 a la sintesis del dimero 107 donde la piperazina fue sustituida por un espaciador de 1,6-
hexanodiamina. Asi, y mediante el procedimiento general de obtencion de dimeros, se hizo reaccionar el
derivado disustituido 63 con 0.6 equivalentes de 1,6-hexanodiamina en presencia de DIPEA como base y
a 100 °C durante 2 horas en el microondas, obteniéndose el dimero 107 con un rendimiento del 26%
(Esquema 1).
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Esquema 25. Condiciones de reaccion: a) N-metilpiperazina, 1,4-dioxano, DIPEA, 70 °C, 24 h; b) piperazina, 1,4-dioxano,
DIPEA, MW: 100 °C, 2 h; c) 1,6-hexanodiamina, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 3 h. Los datos analiticos y espectroscopicos
de 64 y 65 se describieron en el Capitulo 1.

109



Capitulo 2. Resultados y discusién

La capacidad de formar gel de los compuestos 64, 65 y 107 fue estudiada para diferentes
disolventes. En la Figura 5 se representa el procedimiento experimental seguido para la realizacién de

este estudio.

Figura 56. Procedimiento seguido para el estudio de la capacidad de formar gel de los compuestos

Siguiendo este procedimiento, el compuesto en estudio se suspende en el disolvente elegido a
una concentracion inicial de 40 mg/ml y a continuacién se calienta a una temperatura préxima al punto de
ebullicién del disolvente, de forma que el compuesto queda soluble o insoluble. En este Ultimo caso, se
repite el estudio empleando una concentracion menor de compuesto. Si es soluble, la disolucién se deja

enfriar y cuando alcanza la temperatura ambiente se pueden dar tres situaciones:

a) Gelificacion del compuesto. El gel formado permanece estable tras el test visual de inversion del
vial. Para determinar la minima concentracion a la cual el compuesto puede formar un gel, se
repite el procedimiento anterior a concentraciones menores hasta que el compuesto permanece
solubilizado tras un ciclo de calentamiento-enfriamiento. A la concentracién mas baja a la que se
forma el gel se la denomina concentraciéon minima de gelificacion.

b) El compuesto permanece solubilizado. Si la viscosidad de la disolucion aumenta o si existen
indicios de que la disolucion podria llegar a gelificar se repite el procedimiento empleando
concentraciones mayores de compuesto.

c) Elcompuesto precipita tras el proceso de calentamiento-enfriamiento. En este caso, se realiza el

estudio en otros disolventes.

Los resultados obtenidos para los compuestos 64, 65 y 107 se recogen en la Tabla 1.
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Tabla 5. Capacidad de formar geles para los compuestos 64, 65 y 107 en disolventes organicos

Disolvente 64 65 107
Dioxano S G (25) P
Diclorometano S G (25) P
Cloroformo S P S
Acetato de etilo S S Ins
Tolueno P Ins Ins
Eter dietilico Ins Ins Ins
Hexano Ins Ins Ins

G: gel. Los valores entre paréntesis corresponden a la minima concentracion de compuesto que forma gel en mg/ml. P:
precipitacion. Ins:insoluble. S: soluble.

El mondmero 64 fue soluble en casi todos los disolventes ensayados, incluso a concentraciones
de 100 mg/ml. En tolueno precipitaba al enfriarse la disolucién caliente, mientras que no se solubilizaba ni
en éter dietilico ni en hexano tras calentar. Los resultados mas interesantes se observaron para el dimero
65. Cuando se dej6 enfriar la disolucién caliente en diclorometano o en dioxano, se obtuvieron geles
opacos que mantenian su forma tras el test de inversién del vial. El proceso de calentamiento-
enfriamiento se repiti a menores concentraciones, obteniéndose que la minima concentracion a la cual el
dimero 65 forma un gel en estos disolventes es de 25 mg/ml. Estos geles fueron estables a temperatura
ambiente durante semanas. Por su parte, el dimero 107, anélogo estructural del dimero 65 donde el
espaciador de piperazina ha sido sustituido por la 1,6-hexanodiamina, un espaciador mas flexible, fue
incapaz de formar gel en cualquiera de los disolventes ensayados. Por otro lado, el proceso de formacién
de geles del dimero 65 en dioxano y diclorometano es reversible, es decir, los geles pueden ser
sometidos a ciclos repetidos de calentamiento-enfriamiento observandose una disolucion al calentar, y la
formacion del gel al enfriar la disolucion. Como se comentd en la introduccién, este comportamiento es
caracteristico de los organogeles formados por compuestos de bajo peso molecular, donde las
interacciones que se establecen entre moléculas son de naturaleza débil y reversible, de forma opuesta a
lo que sucede en los geles quimicos que estan estabilizados mediante enlaces covalentes entre
moléculas. La temperatura de transicidén gel-disolucion (Tqe) fue determinada mediante el método de
inversion del vial. La temperatura a la cual el gel a su concentraciéon minima (25 mg/ml) comienza a fluir

en un vial invertido fue de 80 °C en 1,4-dioxano.

Como se comento en la introduccidn, la espectroscopia de FT-IR puede proporcionar informacion
relativa a la formacién de enlaces de hidrégeno, una de las fuerzas dirigentes del proceso de formacién
de un organogel. En la Figura 6A se representan las regiones seleccionadas del espectro de FT-IR del gel
del compuesto 65 en 1,4-dioxano mientras que en la Figura 6B se recoge el espectro del compuesto en

disolucion.
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Figura 57. Espectros de FT-IR para el compuesto 65. A: formando un gel, en 1,4-dioxano; B: en disolucién, en 1,4-
dioxano

En el espectro obtenido para el gel (Figura 6A) una de las bandas mas significativas es la que
aparece a 3288 cm, asignada a la vibracion de tension del grupo NH enlazado por puentes de
hidrégeno. Cuando el compuesto esta en disolucion (Figura 6B), esta banda aparece a mayor nimero de
onda (3341 cm") debido a la vibracion de tensién de los grupos NH libres. Ademas, en el gel la banda de
amida | para el grupo carbonilo aparece a 1662 cm-, lo que sugiere la participacion de los grupos amida
del compuesto 65 en el establecimiento de los enlaces de hidrégeno. Nuevamente, en el espectro para el

compuesto en disolucion esta banda se desplaza a mayor niumero de onda (1692 cm-).

Caracterizacion reoldgica

Las propiedades mecanicas del gel formado por el compuesto 65 en 1,4-dioxano se
caracterizaron por reologia a una concentracion de 40 mg/ml. El gel se someti6 a un barrido de esfuerzo
a una frecuencia constante f = 1 Hz con el objeto de determinar el régimen de viscoelasticidad lineal
(Figura 7). En general, cuando se estudian las propiedades reoldgicas que definen un gel, es importante
que el esfuerzo aplicado se encuentre en el régimen de viscoelasticidad lineal, ya que de esta forma el

médulo de almacenamiento, G’ y el modulo de pérdida, G” van a ser independientes de dicho esfuerzo.

En la Figura 7 se puede observar que el modulo de almacenamiento (G’) y el modulo de pérdida
(G”) permanecen practicamente constantes por debajo de un valor de esfuerzo en torno a 30 Pa,
conocido como esfuerzo de fluencia. Por encima del esfuerzo de fluencia, tiene lugar un repentino
decrecimiento de G' y G”, que puede ser atribuido a una ruptura parcial de la red tridimensional del gel,
que origina que la muestra comience a fluir. Asi, la zona de viscoelasticidad lineal para el gel esta
comprendida entre 1y 30 Pa, es decir, la red tridimensional del gel es mecanicamente estable por debajo

de un esfuerzo menor o igual a 30 Pa.
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Figura 58. Evolucion del modulo de almacenamiento G’ (®) y médulo de pérdida G” (®) en funcién del esfuerzo para el gel del
compuesto 65 en dioxano (40 mg/ml), f = 1 Hz, Temperatura =15 °C

Como se comentd en la introduccion, para ser considerado un gel el sistema debe poseer las
siguientes caracteristicas reoldgicas: i) el médulo de almacenamiento (G’) debe ser independiente de la
frecuencia de deformacion y ii) el médulo de almacenamiento (G') debe ser mayor que el médulo de
pérdida (G”) para todas las frecuencias. Estas dos caracteristicas quedan reflejadas en la Figura 8 donde
G’y G” se representan en funcion de la frecuencia para el gel del compuesto 65 en 1,4-dioxano, a una
concentracion de 40 mg/ml y para un par de fuerzas constante de 10 uM.m, que esta dentro del régimen

de viscolelasticidad lineal determinado a través del barrido de esfuerzo comentado anteriormente.
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Figura 59. Médulo de almacenamiento (®) y mddulo de pérdida (®) en funcién de la frecuencia para el gel del compuesto 65 en
dioxano (40 mg/ml). Par de fuerzas = 10 uN.m; Temperatura = 15 °C

Como puede observarse, el compuesto 65 presenta comportamiento de gel, caracterizado por la

independencia de G’y G” de la frecuencia, siendo G’ mayor que G” para todas las frecuencias
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La formacion del gel en 1,4-dioxano puede seguirse a través de un experimento de barrido de
tiempo isotermo (Figura 9) llevado a cabo en el régimen de viscoelasticidad lineal del gel, es decir,
aplicando un par de fuerzas de 10 uM.m a una frecuencia f = 1 Hz. Como vemos en la Figura 9, el punto
de gelificacion caracterizado por el cruce entre G’ y G”, tiene lugar a los 6.5 min del comienzo del
experimento. Antes de llegar al punto de gelificacion, el comportamiento viscoso domina, y el sistema se
comporta como un liquido, siendo el médulo de pérdida (G”) mayor que el modulo de almacenamiento
(@). Una vez que se produce la gelificacion del compuesto, el comportamiento elastico domina, G’

sobrepasa a G”, y ambos alcanzan un plateau, indicativo de la formacién del gel.
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Figura 60. Evolucion del modulo de almacenamiento (®) y modulo de pérdida (®) en funcion del tiempo para el gel del compuesto
65 en 1,4-dioxano (40 mg/ml); f = 1 Hz; par de fuerzas = 10 uN.m; Temperatura=15 °C

Morfologia

Con el fin de determinar la morfologia del gel formado por el compuesto 65 en 1,4-dioxano, el
xerogel obtenido por liofilizacion del gel, fue analizado por microscopia electronica de barrido (SEM). La
Figura 10 muestra una imagen de SEM, en la cual se pueden observar agregados esféricos cuyo

didmetro estd comprendido entre 1y 2 um.
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Figura 61. Imagen por microscopia electronica de barrido (SEM) del xerogel formado por el compuesto 65 en 1,4-dioxano
(40mg/ml), a temperatura ambiente

La estructura porosa podria ser atribuida al proceso de liofilizado del gel, de modo que la
eliminacién del 1,4-dioxano conduciria a la formacién de poros en los agregados esféricos, conforme se

ha descrito en otros ejemplosZ.

Por otro lado, las imégenes obtenidas por microscopia de fuerza atémica (AFM) del organogel,

corroboran la formacion de agregados esféricos (Figura 11).

Figura 62. Imagen topografica de AFM en modo de no-contacto (tapping) correspondiente al organogel del compuesto 65 en 1,4-
dioxano (40 mg/ml), a temperatura ambiente
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Aunque un gran nimero de los organogeles descritos en la bibliografia estan constituidos por
una red tridimensional basada en estructuras fibrosas®, existen ejemplos recientes que describen la
formacion de geles a partir de pequefias vesiculas esféricas que son capaces de generar agregados
mayores, los cuales interaccionan unos con otros para constituir el gel supramolecular®. Los ejemplos de
agregados esféricos descritos en la bibliografia, derivan de moléculas anfipaticas constituidas por una
parte polar y una parte apolar que suele ser un fragmento esteroideo’'2 o una larga cadena
hidrocarbonada3*-34. Por otro lado, se realiz6 una minimizaciéon de la estructura tridimensional del
compuesto 65 con el mddulo semiempirico PM3 implementado en Gaussian 3.0. Como puede observarse
en la Figura 12, la molécula posee una cierta curvatura que podria ser la inductora de la formacion de los
agregados esféricos. La influencia de la curvatura de la molécula en la formacion de agregados esféricos

ha sido recientemente descrito para otras moléculas no-anfipaticas®.

Figura 63. Modelo CPK de la estructura minimizada del compuesto 65 generado con el médulo semiempirico PM3 implementado
en Gaussian 03

En el modelo CPK es muy visual la presencia de los grupos terc-butilo, que podrian participar en
interacciones de van der Waals®, los anillos de 1,3,5-triazina que podrian participar en interacciones por
apilamiento®, y los grupos amida de las cadenas laterales de las Asn que pueden participar en enlaces

de hidrégeno como se ha mostrado en los experimentos de IR.
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Analogos estructurales del compuesto 65. Sintesis y estudio de sus propiedades

gelificantes

Como se ha comentado en la Introduccion, en estudios de péptidos anfipaticos que son capaces
de formar geles en medio acuoso y/o en disolventes organicos, se ha visto que es fundamental la
presencia de un aminoacido de caracter aromatico’. Los derivados de triptéfano son particularmente
atractivos a la hora de incrementar la estabilidad de un gel, no sélo por la presencia del anillo indélico que
puede favorecer las interacciones por apilamiento de nubes =, sino también porque el NH indélico puede
participar en la formacién de enlaces de hidrogeno. Ademas, se han descrito moléculas anfipaticas
derivadas de L-triptéfano con capacidad de formar hidrogeles®-%. También se han descrito derivados de
triptéfano protegido en forma de éster terc-butilico con una diamina alifatica como espaciador, que forman
organogeles en tolueno. Ademas, las propiedades opticas del triptéfano pueden conferir a los geles

aplicaciones interesantes relacionadas con la fluorescencia?!.

Por todo ello, se pens6 que la sustitucion de una unidad de asparragina en cada anillo de triazina
del compuesto 65 por una unidad de triptéfano podria conducir a un nuevo compuesto con capacidad de
formar gel, puesto que el compuesto resultante seguiria manteniendo los elementos de 65 que habiamos
considerado importantes para el reconocimiento molecular (amidas, anillos de 1,3,5-triazina, restos terc-
butilo...), mientras que la introduccién de triptéfano podria favorecer el establecimiento de interacciones
adicionales a través del anillo aromatico y/o del grupo amino indélico. Ademas, la fluorescencia intrinseca
del triptéfano podria servir para el estudio del proceso de autoensamblaje o conferir propiedades dpticas
al gel resultante.

En el Esquema 2 se recoge la sintesis del dimero 110 que incorpora en cada triazina, un residuo

de triptéfano y otro de asparragina, protegidos en forma de éster terc-butilico.
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Esquema 26. Condiciones de reaccion: a) H-Trp OtBu.HCI, THF, DIPEA, 0 °C, 8 h; b) H-Asn OtBu.HCI, THF, DIPEA, 25 °C, 24 h;
c) piperazina, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 2.5 h
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Asi, la reaccion del cloruro ciantrico con H-Trp-OBu.HCI, en presencia de DIPEA como base, en
THF y a 0 °C durante 8 horas, condujo al derivado monosustituido 108 con un 83% de rendimiento. La
reaccion de 108 con H-Asn-OBu.HCI en presencia de DIPEA, en THF y a 25 °C durante 24 horas condujo
al derivado disustituido 109 con un 84% de rendimiento. El dimero 110 se obtuvo por reaccién del
derivado disustituido 109 con piperazina, en presencia de DIPEA, en 14-dioxano y empleando
calentamiento por microondas durante 2.5 horas a 100 °C. De este modo se obtuvo el dimero 110 con un

84% de rendimiento.

La clorotriazina 109 presentaba caracteristicas atractivas con respecto a la clorotriazina 63, con
dos unidades de asparragina, sintetizada en el Capitulo 1 (Esquema 15, pag. 55). La presencia del anillo
inddlico en 109 respecto a 63 facilitaba la monitorizacién de las reacciones. Ademas, el caracter menos
polar del compuesto 109 con respecto a 63 facilitaba la purificacion de los productos de reaccion. Por ello
consideramos la clorotriazina 109 como un intermedio Util para explorar la sintesis de nuevos compuestos

y su potencial capacidad para la formacién de geles (Figura 13).

0 cl 0 0 cl NH
HZN/lJ\? )Nl\/g/l,\l\ NH, HZNJ\? NIJQN =
YWY Y T
0 0 0 0
63 CLogP: 0.94 109 CLogP: 3.84

Figura 64. Estructura y ClogP (ChemDraw 12.0) de las monoclorotriazinas 63 y 109

Dentro de la elevada variedad estructural de los compuestos con capacidad de formar geles,
como se ha comentado en la introduccion, centramos nuestra atencion en los carbohidratos, compuestos
quirales y polihidroxilados. Los azlcares lineales incorporados en moléculas apolares pueden favorecer la
formacién de hidrogeles*4! o la formacion de organogeles tanto en disolventes préticos como apréticos*2.
Helfrich y colaboradores fueron los primeros en obtener un compuesto anfipatico derivado de un azlcar
lineal con capacidad de gelificacién en medio acuoso y en disolventes organicos*. Recientemente, Gao y
colaboradores prepararon una serie de derivados que combinaban el caracter apolar del colesterol con
azucares lineales, obteniendo compuestos que mostraron interesantes propiedades de auto-ensamblaje
tanto en disolventes préticos como aproticos*2. La incorporacion de azlcares lineales puede realizarse a
partir de aldolactonas como la D-1,5-gluconolactona, la cual experimenta apertura del anillo lacténico
mediante aminolisis*. Esta gluconolactona ha sido empleada previamente en la obtencion de compuestos
con capacidad para la formacion de geles®. Por tanto, consideramos que podria ser de interés estudiar si
la incorporacion de la D-1,5-gluconolactona en la clorotriazina 109 podria conduciros a un hidrogel y/o a
un compuesto capaz de formar gel en una mayor variedad de disolventes. Para la incorporacion de este

agrupamiento polihidroxilado sobre la clorotriazina 109 la estrategia seguida, conforme a ejemplos
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similares descritos en la bibliografia. 42, consistio en la reaccién de la clorotriazina 109 con una diamina,
seguida de reaccion de apertura de la D-1,5-gluconolactona.

Asi, se hizo reaccionar el derivado disutituido 109 con la 1,2-etanodiamina, en presencia de
DIPEA como base, en 1,4-dioxano y mediante calentamiento por microondas a 70 °C durante 1 hora, lo
que condujo a la obtencién del compuesto 111 con un 72% de rendimiento (Esquema 3). A continuacion
se hizo reaccionar el compuesto 111 con la D-1,5-gluconolactona, en DMF, a 50 °C durante 24 horas. El
andlisis del crudo de reaccién por HPLC-MS indicaba la presencia del producto esperado 112 (m/z: 732)
en un porcentaje de area del 48%. Los intentos de aislamiento del compuesto 112 por cromatografia flash
en fase reversa resultaron infructuosos, por lo que se intenté aislar 112 por cristalizacién en acetato de
etilo:MeOH (10:1). No obstante, tras distintos intentos de cristalizacion no se consiguié aislar el

compuesto 112 con la suficiente pureza, ya que siempre precipitaba con una cierta cantidad de D-1,5-
gluconolactona.
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Esquema 27. a) 1,2-etanodiamina, 1,4-dioxano, DIPEA, MW: 70 °C, 1 h; b) DMF anh, 50 °C, 24 h; c) 2-(2-aminoetoxi)etanol,1,4-
dioxano, DIPEA, MW:70°C, 1 h

Estos resultados nos llevaron a considerar la sintesis de un compuesto méas sencillo que
incorporara un grupo hidroxilo terminal. Asi, la reaccion del derivado disustituido 109 con 2-(2-
aminoetoxi)etanol, en presencia de DIPEA como base, en 1,4-dioxano y mediante calentamiento por

microondas a 70 °C durante 1 hora permiti6 obtener y aislar el compuesto 113 con un 80% de rendimiento
(Esquema 3).
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Las dificultades encontradas en el aislamiento del compuesto 112, derivado de D-1,5-

glucolactona, nos llevé a considerar que la sustitucién del residuo de Asn-OBu por otro de Trp-OBu

conduciria a un producto mas apolar que podria resultar mas facil de aislar. Asi, decidimos abordar la

sintesis del compuesto 116 derivado de D-1,5-gluconolactona (Esquema 4).
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Esquema 28. Condiciones de reaccién: a) H-Trp OtBu.HCI, THF, DIPEA, 25 °C, 24 h; b) 1,2-etanodiamina, 1,4-dioxano, DIPEA,
MW: 70 °C,1h; c) DMF anh, 50 °C, 24 h; d) piperazina,1,4-dioxano, DIPEA, MW: 100 °C, 2 h

La clorotriazina 114 se sintetizo en un sélo paso mediante reaccion del cloruro cianurico con dos

equivalentes de H-TrpOBu.HCI, en presencia de DIPEA como base y en THF, obteniéndose con un

rendimiento del 96%. La reaccion de 114 con la 1,2-etanodiamina, en presencia de DIPEA, en 1,4-

dioxano, y calentando en microondas a 70 °C durante 1 hora permitié obtener el compuesto 115 con un

58% de rendimiento. A su vez, la reaccion del compuesto 115 con la 1,5-gluconolactona, en DMF anh., a

50 °C durante 24 horas, condujo al compuesto 116. En este caso el compuesto pudo ser aislado mediante

cristalizacion en una mezcla AcOEt:MeOH (20:1) con un 32% de rendimiento.

Puesto que disponiamos de la clorotriazina 114 se procedié a la sintesis del dimero de

piperazina 117, con dos unidades de Trp-OBu en cada triazina. Esto nos permitiria realizar un estudio

comparativo con los dimeros previamente sintetizados 65 (derivado de Asn/Asn) y 110 (derivado de
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Asn/Trp), acerca de la influencia del aminoécido en la capacidad para la formacién de geles de los
compuestos. El dimero 117 se sintetiz6 por reaccién del derivado 114 con 0.6 equivalentes de piperazina,
empleando DIPEA como base, en 1,4-dioxano y calentando en microondas a 100 °C durante 2 horas,

obteniéndose con un rendimiento del 48% (Esquema 4).

Estudio de las propiedades gelificantes de los compuestos 110, 113,116 y 117

La capacidad para la formacion de geles de los dimeros 110 (Asn/Trp) y 117 (Trp/Trp), asi como
las de los monémeros 113 y 116 (derivado de la D-1,5-gluconolactona) se estudié en diferentes
disolventes segun el procedimiento ya comentado y representado en la Figura 4. En la Tabla 2 se

recogen los resultados obtenidos.

Tabla 2. Formacién de geles de los compuestos 110, 113, 116 y 117 en los disolventes especificados

Disolvente 110 113 116 117
Dioxano S S S S
Tetrahidrofurano S S - S
Diclorometano S G (50) Ins S
Cloroformo S S Ins S
Acetato de etilo G (25) S S S
Acetonitrilo G (20) S S S
Tolueno P P Ins Ins
N,N-dimetilformamida S S - S
H.0 Ins Ins P Ins
isopropanol - - S -
isopropanol:H;0 (1:1) - - S -

G: gel. Valores en paréntesis corresponden a la minima concentracion de compuesto que forma gel en mg/ml. P: precipitacion.
Ins:insoluble. S: soluble.

El dimero 110 con asparragina y triptéfano fue soluble en disolventes halogenados
(diclorometano y cloroformo), en éteres (1,4-dioxano y tetrahidrofurano), asi como en N,N-
dimetilformamida, mientras que precipitaba en tolueno. No obstante, fue capaz de formar geles en acetato
de etilo y en acetonitrilo, a una concentracién minima de 25 y 20 mg/ml respectivamente. EI monémero
113 fue soluble en casi todos los disolventes salvo en diclorometano, donde formd gel a una
concentracion minima de 50 mg/ml. El derivado de la D-1,5-gluconolactona 116 precipitaba en agua y en
tolueno, resultd insoluble en disolventes halogenados, y permanecia soluble en acetato de etilo, en
acetonitrilo, y en disolventes préticos como el isopropanol. Por ultimo, el dimero 117 con triptéfanos no
fue capaz de formar geles en ningun disolvente, permaneciendo soluble en todos ellos, salvo en tolueno y
en agua donde resulté ser insoluble incluso a muy baja concentracion. En la Figura 14 se muestran los
geles obtenidos para el dimero 110 en acetato de etilo (A) y acetonitrilo (B), y para el monémero 113 en

diclorometano (C).
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Figura 65. Geles obtenidos. A: gel del dimero 110 en acetato de etilo (25 mg/ml); B: gel del dimero 110 en
acetonitrilo (20 mg/ml); C: gel del monémero 113 en diclorometano (50 mg/ml)

La temperatura de transicion gel-disolucién se determind mediante el método del vial invertido
para los geles del dimero 110 a su concentracion minima, resultando una Tgel de 39 °C, tanto en acetato
de etilo como en acetonitrilo. De estos resultados se concluye que el dimero 110 y el monémero 113
podrian constituir compuestos con potenciales propiedades para la obtencién de geles. Tanto 110 como
113 presentan restos de Asn y de Trp mientras que los compuestos 116 y 117, que sélo incorporan
unidades de Trp, no fueron capaces de formar geles en ninguno de los disolventes ensayados. Por tanto,
comparando el comportamiento de los dimeros 110 y 117, la presencia de las Asn parece ser
determinante para la formacion de geles en esta serie de compuestos, quizas debido a su capacidad de

formar enlaces de hidrogeno.

La elevada concentracién a la que formaba gel el monémero 113 nos hizo descartarlo como un
candidato adecuado para estudios reoldgicos y morfoldgicos. Con el dimero 110 si se ha realizado la

caracterizacion reoldgica y el estudio morfolégico, como se describe a continuacion.

Caracterizacion reoldgica de los geles formados por el compuesto 110

Las propiedades mecanicas de los organogeles formados por el dimero 110 se caracterizaron
por reologia a la minima concentracion a la que se formaba gel (MGC), esto es, 25 mg/ml en acetato de
etilo y 20 mg/ml en acetonitrilo. Al igual que para el organogel del compuesto 65 descrito anteriormente,
los geles preparados en acetato de etilo y acetonitrilo fueron sometidos a un barrido de esfuerzo a una

frecuencia constante f = 1 Hz con el objetivo de determinar el régimen de viscosidad lineal (Figura 15).
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Figura 66. Evolucion del médulo de aimacenamiento G’ (™) y médulo de pérdida G” (®) en funcion del esfuerzo para el gel del
compuesto 110 a una concentracién de 25 mg/ml en acetato de etilo (simbolos en negro) y a una concentracion de 20 mg/ml en
acetonitrilo (simbolos en rojo); f = 1 Hz, Temperatura =15 °C.

Para el caso del gel en acetonitrilo (Figura 15, simbolos en rojo), el médulo de almacenamiento
G, y el modulo de pérdida G”, permanecen constantes por debajo de un valor de esfuerzo en torno a 50
Pa, que representa el limite superior del régimen de viscosidad lineal (esfuerzo de fluencia). Cuando
tenemos el gel en acetato de etilo (Figura 15, simbolos en negro), G’ y G” permanecen aproximadamente
constantes por debajo de un valor de esfuerzo de fluencia de 90 Pa. EI mayor rango de viscosidad lineal
para el gel formado en acetato de etilo indica que éste posee una mayor estabilidad mecanica que el gel
en acetonitrilo, con menor rango de viscosidad lineal. Esto puede ser debido a que el gel en acetato de
etilo fue ensayado a 25 mg/ml, frente a los 20 mg/ml a los que fue ensayado el gel en acetonitrilo. A
mayor concentracion del compuesto, mas numerosas serian las interacciones que se dan en el gel para
un mismo volumen, lo que se podria traducir en una mayor estabilidad mecanica. EI modulo de
almacenamiento, G', esta directamente relacionado con el nimero de puntos de entrecruzamiento. El
mayor valor de G’ para el gel en acetato de etilo indica que éste posee mayor nimero de puntos de
entrecruzamiento que el gel en acetonitrilo, lo cual puede ser también debido a la mayor concentracién
del compuesto 110 empleada. Para los dos geles, el médulo de almacenamiento, G’ es un orden de
magnitud mayor que el modulo de pérdida, G”, lo que muestra el carécter elastico dominante de ambos

geles en el rango de viscosidad lineal.

Un gel se considera tixotrdpico cuando recupera su elasticidad después de haber sido sometido
a un esfuerzo de cizalla. Los geles tixotrépicos vuelven a auto-ensamblarse y a recuperar su estructura
tridimensional organizada. El estudio de las propiedades tixotropicas de un gel supramolecular es

interesante para ciertas aplicaciones. Por ejemplo, para la canalizacion de un gel hasta el lugar de
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aplicacion, el gel es sometido a un esfuerzo de cizalla mayor que el esfuerzo de fluencia, de forma que
puede fluir como si de un liquido se tratase. Una vez que el gel se encuentra en el lugar requerido, tras un

tiempo que dependeréa del gel, éste se volvera a formar y recuperara sus propiedades mecanicas.

Los geles formados por el compuesto 110 en acetato de etilo y acetonitrilo fueron sometidos a
una perturbacién mecanica de su estructura tridimensional, mediante la agitacion de los viales durante
mas de un minuto, observandose que las muestras volvian a formarse cuando se dejaban reposar. De
esta forma, las propiedades tixotrdpicas de estos geles se evaluaron mediante la aplicacién de un barrido
de esfuerzo aplicado en sentido inverso, es decir, de mayor a menor esfuerzo, tras haber perturbado la
estructura tridimensional del gel mediante la aplicaciéon de un esfuerzo por encima del esfuerzo de
fluencia (90 Pa para el gel en acetato de etilo). En la Figura 16, se observa cdmo al aplicar un esfuerzo
decreciente, el gel recupera sus propiedades elasticas. No obstante, G’ y G” no retornan a sus valores
originales, quizas debido a que la recuperacion de la estructura tridimensional del gel después de una

perturbacion mecanica requiere tiempos mayores.
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Figura 67. Recuperacién de la estructura del gel del compuesto 110 en acetato de efilo (25 mg/ml) tras la aplicacion de un
barrido de esfuerzo decreciente después de perturbar la estructura tridimensional del gel. Médulo de almacenamiento G’

representado por: (*) y modulo de pérdida G”: (*); f = 1 Hz, Temperatura =15 °C.

En la Figura 17 se representa la evolucion del mddulo de almacenamiento, G’ y el modulo de
pérdida G” en funcion de la frecuencia para los geles formados por el compuesto 110 en acetato de etilo

y acetonitrilo.
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Figura 68. Evolucién del mddulo de almacenamiento G’ (=) y mddulo de pérdida G” («) en funcion de la frecuencia para el gel del

compuesto 110 a una concentracion de 25 mg/ml en acetato de etilo (simbolos en negro) y a una concentracion de 20 mg/ml en
acetonitrilo (simbolos en rojo).

Como puede observarse, ambas muestras presentan un comportamiento de gel, caracterizado
por la independencia del modulo de almacenamiento, G’ con respecto a la frecuencia aplicada, siendo G’

mayor que G” para todas las frecuencias.

Morfologia

Con el objeto de obtener informacion acerca de la morfologia de los geles formados por el
compuesto 110 en acetato de etilo y acetonitrilo, éstos fueron analizados por microscopia de fuerza
atomica (AFM). Como se puede ver en la Figura 18, la morfologia exhibida por el gel en acetato de etilo
consiste en gruesos haces de fibras formados por el entrelazamiento de fibras alargadas, cuyo didmetro

es de ~160 nm, determinado por el anélisis de la seccidn transversal.

Figura 69. Imagen topografica de AFM en modo de no-contacto (fapping) del gel del compuesto 110 en acetato de etilo (25
mg/ml), a temperatura ambiente. El recuadro representa el analisis de la seccion transversal realizado en la region seleccionada
para determinar el diametro de las fibras.
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Cuando el gel se forma en acetonitrilo, las fibras que se obtienen son mucho mas cortas, como
se observa en la imagen por AFM de la Figura 19A. Tomando una regién aumentada y analizando la
seccion transversal se pudo determinar que el didmetro de las fibras era de 160 nm (Figura 19B), el

mismo valor que el determinado para las fibras del gel en acetato de etilo.

Figura 70. Imagen topogréafica de AFM en modo de no-contacto (tapping) del gel del compuesto 110 en acetonitrilo (20 mg/ml), a
temperatura ambiente, y a dos aumentos A: 8uM y B: 3uM (el recuadro representa el andlisis de la seccion transversal realizado
para determinar el diametro de las fibras).

De esta forma, las imégenes tomadas por AFM del gel del compuesto 110 en acetato de etilo y
en acetonitrilo, muestran que aunque el diametro de las fibras del gel es independiente del disolvente
empleado siendo de ~160 nm en los dos casos, se produce un cambio drastico en la longitud de las fibras
que puede ser debido a diferentes mecanismos de autoensamblaje de las moléculas en ambos
disolventes. Esta diferencia en la morfologia que presentan los geles podria estar correlacionada con el
diferente comportamiento observado en los estudios reolégicos de forma que los geles en acetato de
etilo, con un mayor médulo de almacenamiento, presentan largas fibras entrelazadas (Figura 18),
mientras que el gel en acetonitrilo, con menor médulo de almacenamiento, esta constituido por fibras mas
cortas (Figura 19A).

Los geles liofilizados (xerogeles) del compuesto 110 en acetato de etilo y acetonitrilo fueron
analizados por microscopia electronica de barrido (SEM). Las imagenes del gel en acetato de etilo no
pudieron ser analizadas debido a la formacion de peliculas o films. No obstante, la imagen SEM del gel
liofilizado en acetonitrilo aportd una imagen sorprendente (Figura 20), donde se observaba la presencia
de estructuras esféricas con un didmetro que oscilaba entre 0.6 y 1.4 um interconectadas a través de

fibras de diametro aproximado de 140 nm.
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Figura 71. Imagen por microscopia electronica de barrido (SEM) del gel formado por el compuesto 110 en acetonitrilo (20
mg/ml), a temperatura ambiente, a las 2 horas de su formacion

Esta imagen peculiar nos condujo a tomar nuevas imagenes por SEM de muestras donde se
variaba el lapso de tiempo entre el proceso de enfriado de la disolucion a partir de la cual se forma el
organogel y el proceso de liofilizado de los geles, requerido para la obtencién de imagenes del gel por
SEM. Cuando este periodo de tiempo era corto (< 30 min), las imégenes por SEM revelaban la formacidn
de una gran cantidad de particulas esféricas no interconectadas entre si a través de fibras, con diametros
que oscilaban entre 0.6 y 1.4 um (Figura 21A). No obstante, cuando el periodo de tiempo entre la
formacion del gel y el proceso de liofilizado del mismo se extendia a 48 horas, las imégenes del xerogel
obtenidas mostraban una morfologia muy diferente consistente en una extensa red de fibras
interconectadas, de un diametro aproximado de 140 nm (Figura 21B). Cabe destacar que todavia son
visibles algunas estructuras esféricas, aunque su tamafio es mucho menor que el observado para las

microesferas de la Figura 20 y 21A.

A B

Figura 72. Imagen por microscopia electronica de barrido del gel formado por el compuesto 110 en acetonitrilo (20 mg/ml), a
temperatura ambiente, a diferentes tiempos entre la formacion del gel y el proceso de liofilizado A: 30 minutos y B: 48 horas
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Estas tres Ultimas imagenes de microscopia electrénica de barrido del gel del compuesto 110 en
acetonitrilo muestran una evolucioén con el tiempo de la morfologia de los agregados, lo que podria sugerir

que el proceso de autoensamblaje es dependiente del tiempo.

El por qué y el cdmo en el proceso de autoensamblaje se pueden llegar a diferentes morfologias
es uno de los campos en los que se investiga en relacidn con los organogeles. Sin duda, ademas de la
estructura molecular del gelificante, son varios los factores que pueden influir en el proceso de
autoensambaje, como se recoge en ejemplos recientes. Asi, Xue y colaboradores han propuesto que la
naturaleza del disolvente y la velocidad de gelificacién puede afectar al autoensamblaje de un
organogelificante de caracter lipidico®. Igualmente, Coates y Smith han demostrado que, controlando la
velocidad de enfriamiento de geles de bis-ureas, la morfologia del gel puede cambiar de fibras a bolas3?.
También Miravent y Escuder han descrito un péptido que en funcion de la velocidad de enfriamiento
puede dar lugar a fibras mas anchas o0 mas estrechas*. En nuestro caso, segun las imagenes obtenidas
por SEM para el gel del compuesto 110 en acetonitrilo, parece ser que el tiempo juega un papel
fundamental en la morfologia del gel, de forma que a tiempos cortos se forman principalmente esferas,

pero si se incrementa el tiempo, las fibras son predominantes.

Espectroscopia de 'H-RMN

Con el fin de obtener informacién acerca de la estructura tridimensional primaria que presenta el
gel del compuesto 110 en acetonitrilo, se realizaron diversos experimentos mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear. En primer lugar se registraron los espectros de 'H-RMN del compuesto

110 tanto en disolucion como formando gel, en acetonitrilo (Figura 22) y a temperatura ambiente (25 °C).
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Figura 73. Espectro de 'H-RMN a 298 K, de 0 a 9.5 ppm. Parte superior: disolucion del compuesto 110 a una concentracion de 1
mM en acetonitrilo. Parte inferior: gel del compuesto 110 en acetonitrilo. El recuadro engloba la region correspondiente a las
sefiales de los NHs.

El desplazamiento quimico es un parametro muy sensible en RMN, por lo que incluso ligeras
diferencias en el entorno de un nucleo determinado, puede tener un impacto significativo en su frecuencia
de resonancia, lo que origina una variacion en su desplazamiento quimico. Curiosamente, el espectro de

'H-RMN para el compuesto 110 tanto en disolucién como formando gel, muestra basicamente los mismos
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desplazamientos quimicos para todos los protones, excepto para los de las aminas, que varian
ligeramente (region recuadrada de la Figura 22). No obstante existe una diferencia entre los espectros de
la disolucion y del gel, y es que se produce un ensanchamiento significativo de las sefiales para la
muestra del gel. Esta invariabilidad de los desplazamientos quimicos, junto con el ensanchamiento de las
bandas, ha sido descrita para otros organogeles#-48. En base a estas observaciones, y a medidas
cualitativas del tiempo de relajacién transversal T2, se ha propuesto que puede tener lugar un rapido
intercambio entre moléculas que se encuentran “libres” en disolucién y las que se encuentran en regiones
moviles del gel. Asimismo se ha propuesto la existencia de una regién rigida en el gel (silenciosa en

RMN) donde las moléculas del compuesto se encuentran firmemente sujetas.

"off-resonance”
6, 16, 76%

15, 100% CDLCN
12,89% 110,13, 14,96%

H,0
11,89% NH, 84% 3,885% 67% g g 7604 80%

STD

Figura 74. Parte superior: espectro off-resonance del compuesto 110 formando gel en acetonitrilo. Parte inferior: espectro de
STD con la asignacion de los protones de acuerdo a la numeracion representada en la estructura, y con el correspondiente
porcentaje de STD.

Ademés, se realizaron experimentos de diferencia de transferencia de saturacion (STD) del
compuesto 110 formando gel en acetonitrilo, en los cuales la frecuencia de irradiacién (-1 ppm) fue fijada
en una region del espectro donde no se observo resonancia alguna. El espectro de la Figura 23 muestra
las sefiales de STD obtenidas para todos los protones, incluidos los protones residuales del agua y del
acetonitrilo. La maxima respuesta de STD encontrada fue para los protones aromaticos del triptéfano
seguido de las sefiales de resonancia de los NH y Ha de los residuos de triptéfano y asparragina
(protones 3 y 8) que aparecen solapadas. Las sefiales de STD mas pequefias se observaron para los
protones del anillo de piperazina, lo que sugiere que el anillo de piperazina contribuye en menor medida a

las interacciones intermoleculares responsables de la formacion de la red tridimensional del gel,
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probablemente debido a impedimentos estéricos originados por la presencia de los residuos de

asparragina y triptéfano.

Por otro lado, las mayores interacciones intermoleculares parecen tener lugar entre los anillos
indélicos de los triptéfanos y los grupos amino y amido de ambos residuos de aminoécido. Es importante
sefalar que el acetonitrilo y el agua también muestran transferencia de saturacién en el gel, lo que indica
que las moléculas de acetonitrilo y agua juegan un papel importante en la formacion de la red

tridimensional de gel.

Se realizaron también experimentos NOESY para el compuesto 110 en disolucion (1 mM) y
formando gel, en acetonitrilo. El espectro realizado con tiempo de mezcla de 500 ms (figuras no
mostradas) mostré NOEs positivos, mientras que el mismo experimento realizado con un tiempo de
mezcla de 5 ms para la muestra del gel, dio lugar a NOEs de signo opuesto. Esta observacion esta en
concordancia con la existencia de agregados con largos tiempos de correlacién presentes en la regién

mavil del gel, que se encuentran en constante intercambio con pequefios oligdmeros.

Estudios de fluorescencia

Como se ha comentado anteriormente, la fluorescencia intrinseca que presentan los residuos de
triptéfano del compuesto 110 puede ser de utilidad para el estudio del proceso de autoensamblaje que
conduce a la formacion del gel. Para los estudios de fluorescencia, en primer lugar se registrd el espectro
de UV-VIS de una disolucién del compuesto 110 en acetonitrilo, a una concentracién de 104 M (Figura
24).
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Figura 24. Espectro de UV del compuesto 110 en acetonitrilo, a una concentracion de 104 M

El espectro de UV-VIS del compuesto 110 en acetonitrilo muestra una banda de absorcion en

torno a 280 nm, asignada a la transicion n-n* tipica de los residuos de triptéfano. La longitud de onda a la
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cual la absorcion del compuesto 110 en el UV-VIS es méxima (A=280 nm) fue empleada para la
excitacion del compuesto 110, en la obtencion de los espectros de fluorescencia del compuesto formando
gel y en disolucién (Figura 25). Para ello se emple6 la minima concentracién a la cual el compuesto
formaba gel en acetonitrilo, en decir, 20 mg/ml. El espectro de la disolucién se obtuvo a tiempos muy
cortos, cuando todavia no se habia formado el gel, mientras que el espectro del gel fue obtenido a

tiempos mayores (30 minutos).
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Figura 25. Espectros de fluorescencia (Aexc=280 nm) del compuesto 110 en acetonitrilo en disolucion (linea de puntos) y
formando gel (linea continua)

Los espectros de fluorescencia del compuesto 110, tanto en disolucién como formando gel,
muestran una banda de emisién a A=340 nm, atribuida a los residuos de triptéfano. El hecho de que la
banda de emisién no cambie de posicidn ni se ensanche al pasar de la disolucién al gel, podria ser
indicativo de que los estados electronicos de las moléculas del compuesto 110 no cambian en el proceso

de agregacion que conduce a la formacion del gel.

Con el fin de analizar el incremento de fluorescencia al pasar de la disolucion al gel, se registro el
espectro de fluorescencia en funcion del tiempo de una disolucion del compuesto 110 en acetonitrilo, a la
minima concentracion a la que forma gel (20 mg/ml). Como se observa en la Figura 26, la intensidad de la
banda de fluorescencia aumenta con el tiempo hasta alcanzar un plateau a los 100 minutos. Este
incremento de la fluorescencia al pasar de la disolucion al gel podria deberse a la disminucién de la
movilidad relativa que experimentan las moléculas en el proceso de agregacion. Cuando las moléculas de
un compuesto gelificante se encuentran en disolucién pueden adoptar un gran ndmero de
conformaciones, lo que originaria una rapida desactivacion de los estados excitados a través de procesos
no radiativos. No obstante, durante la formacion del gel, la interaccion de unas moléculas con otras
mediante enlaces de hidrégeno e interacciones m conduce a la formacién de agregados ordenados,

donde las moléculas se encuentran conformacionalmente restringidas, lo que en principio disminuiria la
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desactivacién de los estados excitados a través de procesos no radiativos, incrementandose asi la

emision de fluorescencia“.

Figura 26. Espectros de fluorescencia (Aex:=280 nm) a temperatura ambiente del compuesto 110 en acetonitrilo (20 mg/ml) en
funcion del tiempo

Respuesta del gel del compuesto 110 en acetonitrilo en presencia de diferentes aniones

Como se comentd anteriormente, algunos geles formados por compuestos de bajo peso
molecular poseen interesantes aplicaciones en el campo de los sensores, ya que pueden experimentar
una transicién gel-disolucion en respuesta a diferentes estimulos externos como puede ser una variacién

de temperatura, o frente a la presencia de diferentes especies quimicas'®.

Los sensores con capacidad de reconocer aniones F~ poseen un gran interés tanto en el ambito
bioldgico como industrial®®, pero hasta la fecha, la mayoria de sensores de F~ desarrollados operan en
disolucién'. En lo Ultimos afios, se han descrito algunos organogeles con capacidad de respuesta frente
al F™55 y sus posibles aplicaciones en el campo de los sensores estan siendo objeto de estudio. Estos
organogeles estan constituidos por compuestos con grupos amida y que gelifican en disolventes
apréticos, ya que en estos disolventes las interacciones por enlaces de hidrogeno que se dan entre
moléculas juegan un papel importante en la formacion del gel. Asi, cuando el gel se pone en contacto con
una disolucién que contiene F~, la competicion del F~ por los enlaces de hidrégeno hace que el gel se

rompa.

El compuesto 110, con dos asparraginas, posee dos grupos amida, por lo que nos parecio

interesante estudiar la respuesta del gel frente a diferentes aniones en acetonitrilo. Para ello, se afiadié
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sobre el gel previamente formado (5.3 umol/250 pl), los aniones seleccionados (F~, CI™, Br~, Iy CN7) en
forma de sales de tetrabutilamonio disueltas en acetontrilo (5.3 pmol/50 wl). La adicion de fluoruro de
tetrabutilamonio origin6 una répida transicion del gel a la disolucion, es decir, la presencia de F~ consiguio
romper el gel previamente formado. Sin embargo, el gel permanecié estable durante dias en presencia de

otros aniones como CI7, Br, I" y CN", como se ilustra en la Figura 27.

Figura 27. Diferente comportamiento del gel de 110 en acetonitrilo en presencia de diferentes sales de tetrabutilamonio

De los aniones ensayados, s6lo el fluoruro es capaz de transformar el gel del compuesto 110 en
acetonitrilo en disolucion. Por tanto, este gel posee una capacidad de respuesta selectiva frente a la

presencia de aniones F~, siendo esta propiedad de interés en el campo de los sensores de aniones.
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CONCLUSIONES

Tras los estudios llevados a cabo en este capitulo podemos concluir que dos de nuestros
compuestos, los dimeros 65 y 110, constituyen compuestos de bajo peso molecular con capacidad de
formar geles supramoleculares en disolventes organicos. Desde el punto de vista estructural, ambos
dimeros resultan novedosos, puesto que, aunque se han descrito un gran nimero de compuestos
derivados de amino&cidos con capacidad para la formacion de geles, hasta la fecha ninguno de ellos

incorpora residuos de asparragina en su estructura.

El comportamiento de gel de estos dimeros se ha caracterizado mediante medidas reoldgicas,

asi como con estudios espectroscopicos y morfoldgicos.

Desde el punto de vista de la reologia, el gel formado por el dimero 65 en 1,4-dioxano, asi como
los geles formados por el dimero 110 en acetato de etilo y acetonitrilo, muestran el comportamiento tipico
de un gel, caracterizado por un médulo elastico a frecuencia cero y la independencia del modulo de
almacenamiento, G, y del modulo de pérdida, G”, de la frecuencia aplicada. Otra caracteristica
importante y necesaria para ser considerado un gel, es que el médulo de almacenamiento, G', debe ser
mayor que el moédulo de pérdida, G”, para todas las frecuencias, lo cual se cumple para los geles
formados por los dimeros 65 y 110. Por ofro lado, se observd termorreversibilidad tanto para el gel
formado por el dimero 65 en 1,4-dioxano como para los geles formados por el dimero 110 en acetato de
etilo y en acetonitrilo, lo que indica la formacion de geles fisicos para ambos sistemas. No obstante,

existen hechos diferenciales entre estos geles que se comentan a continuacién:

a) La temperatura de transicion gel-disolucion (Tgel) fue 80 °C para el gel formado por el

dimero 65 en 1,4-dioxano, y 39 °C para los geles formados por el dimero 110, tanto en acetato de etilo
como en acetonitrilo. Estos resultados indican que el gel formado por el compuesto 65 en 1,4-dioxano es

térmicamente mas estable que los geles formados por el dimero 110.

b) El esfuerzo de fluencia (valor minimo de esfuerzo para el cual el gel deja de
comportarse como un sélido y comienza a fluir) resulté ser de 90 Pa para el gel del dimero 110 en acetato
de etilo frente a los 30 Pa del gel del dimero 65 en 1,4-dioxano. Por tanto, se puede concluir que el gel del
dimero 110 en acetato de etilo es mecanicamente mas estable que el gel del dimero 65 en 1,4-dioxano.
Cabe sefialar que también existen diferencias para los geles formados por el dimero 110 en acetato de

etilo y acetonitrilo. El gel formado por el compuesto 110 en acetonitrilo, con un esfuerzo de fluencia en

135



Capitulo 2. Conclusiones

torno a 50 Pa, es mecanicamente mas débil que cuando se forma el gel en acetato de etilo, aunque esto
podria deberse en parte a la menor concentracién a la que se han ensayado los geles en acetonitrilo, 20

mg/ml, frente a los 25 mg/ml en acetato de etilo.

Los espectros de FT-IR obtenidos para el gel y la disolucion del dimero 65 en 1,4-dioxano
revelan la importancia de los grupos amida de los residuos de asparragina en el establecimiento de
enlaces de hidrégeno intermoleculares, fuerza dirigente del proceso de auto-ensamblaje en muchos

organogeles.

Por otro lado, experimentos de STD y NOESYs realizados para el dimero 110 en CDsCN,
sugieren una gran proximidad entre los anillos indolicos de residuos de triptéfano de moléculas vecinas, lo
que indica la participacion de las interacciones por apilamiento de nubes m en el proceso de auto-
ensamblaje del dimero 110. Igualmente los mayores porcentajes de STD se observan para las sefiales de
los grupos amino y amido de ambos residuos de aminoacido. Ademas, los experimentos de STD
muestran la participacion del disolvente en el proceso de auto-ensamblaje. La importancia del disolvente
estd en concordancia con el diferente comportamiento observado para los geles del dimero 110 en

diferentes disolventes, esto es, en acetato de etilo y acetonitrilo.

La morfologia observada por imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) para el gel
del dimero 65 en 1,4-dioxano muestra la formacion de agregados esféricos, en concordancia con las
imagenes obtenidas para este gel por microscopia de fuerza atémica (AFM). En la escala de tiempo en la
que se han realizado los experimentos, siempre se observd la formacién de agregados esféricos. Esta
morfologia, aunque inusual, ha sido descrita para otros geles formados por compuestos anfipaticos o

compuestos cuya estructura tridimensional presenta cierta curvatura.

La morfologia del gel del dimero 110 en acetato de etilo fue determinada mediante imagenes de
AFM, y se observaron haces alargados de fibras que se entrecruzaban unos con otros. El didmetro de las
fibras, determinado por el anélisis de la seccion transversal, era de 160 nm. No obstante, las imagenes de
AFM del gel formado por este dimero en acetonitrilo mostraba la formacién de fibras mucho mas cortas,

aunque del mismo diametro.

Estas diferencias en las morfologias obtenidas para los diferentes geles puede correlacionarse
con su diferente comportamiento mecéanico. Los geles cuya estructura tridimensional esté constituida por
fibras suelen tener mayor estabilidad mecanica que aquellos que exhiben otras morfologias. En nuestro
caso, el gel formado por el dimero 110 en acetato de etilo, con morfologia fibrosa, posee mayor rango de
viscosidad lineal que el gel del dimero 65 en 1,4-dioxano, con una morfologia basada en agregados

esféricos.

Las imagenes obtenidas por SEM para el gel del dimero 110 en acetato de etilo no fueron
concluyentes debido a la formacién de peliculas o films. Sin embargo, las imagenes por SEM del gel

formado por el dimero 110 en acetonitrilo, mostraron una morfologia sorprendente, donde estructuras
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esféricas se interconectaban por fibras alargadas. Con objeto de estudiar la formacién de esta morfologia,
se tomaron imagenes variando el lapso de tiempo entre la formacion del gel y la liofilizacion del mismo. A
tiempos muy cortos (< 30 min), solo se observé la presencia de agregados esféricos, mientras que a
tiempos mas largos (48 h) los agregados esféricos habian desaparecido casi en su totalidad dando lugar
a una extensa red fibrilar. Estos resultados sugieren una evolucién en el tiempo del proceso de auto-

ensamblaje de unas moléculas con otras para formar la red tridimensional del gel.

Las medidas de fluorescencia realizadas para el dimero 110 en acetonitrilo revelan un

incremento de la emision al pasar de la disolucién al gel.

Los experimentos realizados para estudiar la respuesta del gel del dimero 110 en acetonitrilo
frente a diferentes aniones muestran una transicién del gel a la disolucion en presencia de F~, lo que

sugiere que el gel formado por 110 posee una capacidad de respuesta selectiva frente a los aniones F.
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CONCLUSIONES GENERALES

El objetivo inicial de esta tesis doctoral, que constituye una linea nueva en nuestro grupo de
investigacion, era la obtencion de compuestos que pudieran interaccionar con las glicoproteinas de la
cubierta del VIH mimetizando la accién de las lectinas, y de este modo obtener nuevos compuestos con
actividad frente al VIH. En la interaccion carbohidrato-lectina, al igual que en otros muchos eventos
biologicos, tiene lugar un proceso de reconocimiento molecular. Con este término se hace referencia a la
interaccién especifica entre dos 0 mas moléculas a través de enlaces no covalentes y donde es crucial la
complementariedad molecular. Desde esta perspectiva, quizas no resulte tan llamativo que, en la
busqueda de compuestos capaces de reconocer carbohidratos, surgieran compuestos capaces de
“autorreconocerse” o “autoensamblarse” y formar geles. Por ello, a la vista de los resultados obtenidos, a
nuestro objetivo inicial incorporamos un segundo objetivo que fue el estudio de la capacidad de formar

geles de algunos de los compuestos sintetizados.

Tanto el primero como el segundo de nuestros objetivos requerian de un abordaje
multidisciplinar. Asi, para la consecucién del primero de los objetivos, hemos mantenido una estrecha
relacién con nuestros colaboradores bioldgicos dirigidos por el Prof. Jan Balzarini en el Instituto Rega a lo
largo de toda la tesis, colaboracion que fue alin més estrecha durante una estancia breve de casi cuatro
meses para llevar a cabo los estudios de la capacidad de la interaccion de los compuestos con las
glicoproteinas virales mediante resonancia de plasmon superficial. Para el segundo de los objetivos, es
decir, para el estudio de la capacidad gelificante de nuestros compuestos, hemos colaborado con el grupo
de investigadores de la Prof. Carmen Mijangos del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Polimeros. La
colaboracion con ambos grupos ha sido muy enriquecedora tanto a nivel personal como formativo, ya que
ha permitido el contacto con campos diferentes de la quimica médica, y ha facilitado el aprendizaje de
nuevas metodologias y técnicas. Los resultados mas relevantes de esta Memoria, agrupados por

capitulos, se comentan a continuacion.

En el Capitulo 1 se ha llevado a cabo la sintesis de tres series de compuestos que compartian un
motivo estructural comun, el anillo de 1,3,5-triazina sustituida con aminoacidos de caracter aromatico, con
el objetivo de obtener compuestos miméticos de lectinas que pudiesen interaccionar con los azucares de
la glicoproteina gp120 presente en la envoltura de VIH, impidiendo de esta forma la adhesion del virus a
la célula huésped y, por tanto, la infeccion. El anillo de 1,3,5-triazina destaca por su gran versatilidad
sintética, y sus derivados poseen interesantes propiedades para el reconocimiento molecular. A pesar de
ello, en la bibliografia existen muy pocos ejemplos de estos derivados con actividad anti-VIH. Los
derivados obtenidos en este capitulo se agrupan en tres series, en funcién del numero de anillos de
triazina y de residuos de aminoé&cidos. Asi, la Serie | la constituyen monémeros, con un Unico anillo de

triazina disustituido con aminoacidos; en la tercera posicion de los mondmeros se introdujeron aminas de
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diferente naturaleza como N-metilpiperazina, bencilamina y 2-(2-aminoetoxietanol). En la Serie Il se
obtuvieron dimeros, es decir, estructuras con dos nlcleos de triazina separados por un espaciador y que
poseen cuatro aminoacidos; como espaciadores se emplearon las diaminas piperazina, m-xililendiamina y
2,2'-(etilendioxi)dietilamina, estructuralmente relacionadas con las introducidas en los monomeros. Por
ultimo, en la Serie Ill se sintetizaron trimeros, donde tres anillos de triazina se encuentran unidos a un
nucleo central, incorporando seis aminoacidos en la estructura; como nucleos centrales se emplearon la
tris(2-aminoetil)amina (TREN) y la 1,3,5-triaminometil-2,4,6-trietilbenceno, triaminas muy empleadas en la
obtencién de receptores tripodales. Al pasar de monomeros a dimeros y de dimeros a trimeros, se
perseguia aumentar el nimero de elementos de reconocimiento presentes en las estructuras, y aumentar
asi la afinidad de union conforme a la teoria de la multivalencia. Las aportaciones mas significativas son

las siguientes:

- Para llevar a cabo la tercera sustitucion sobre el anillo de 1,3,5-triazina disustituida, el empleo del
calentamiento mediante irradiacion de microondas, si bien no condujo a un incremento de los
rendimientos, si permitié acortar notablemente los tiempos de reaccién respecto al calentamiento térmico
convencional. Esto fue especialmente importante para la sintesis de trimeros, ya que el calentamiento por

microondas permitid obtener los compuestos deseados en tan sélo 3 horas.

- El empleo de resinas de intercambio anionico (Amberlite IRA400 para mondmeros y dimeros, y
Dowex 1X2 para trimeros) permitio aislar los acidos carboxilicos de forma reproducible y con buenos

rendimientos.

- En la estrategia convergente empleada para la sintesis de dimeros y trimeros se ajusto el
numero de equivalentes del espaciador o nucleo central, empleando 0.6 eq para dimeros y 0.3 eq para

trimeros.

- Los compuestos obtenidos fueron ensayados frente a la replicacién de los virus VIH-1y VIH-2.
Los mondmeros protegidos, asi como los desprotegidos, no mostraron actividad antiviral significativa. Los
dimeros protegidos tampoco fueron activos. No obstante, alguno de los dimeros desprotegidos derivados
de ftriptéfano mostraron una ligera actividad antiviral, sobre todo cuando el espaciador fue la m-
xililendiamina, con una CEs; en torno a 80 uM. Al igual que para mondmeros y dimeros, los trimeros
protegidos tampoco fueron activos. Los mejores datos de actividad se obtuvieron para los trimeros
desprotegidos, y en concreto para aquellos que incorporaban el anillo de trietilbenceno como nucleo
central. Entre los derivados de la TREN, el trimero de triptéfano 76 fue el mas activo con una CEs de 20
uM. Para los derivados de ftrietilbenceno, las diferencias entre compuestos no parecen demasiado
notables, si bien el derivado de triptéfano 77 fue el que mostrd la mejor actividad antiviral (CEso = 16 uM).
Todos estos datos reflejan la importancia del residuo de triptéfano en la actividad bioldgica de los

compuestos, asi como el aumento de la actividad con el nimero de elementos de reconocimiento. Por
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otro lado, cabe destacar que no se observo signos de citotoxicidad a la maxima concentracion ensayada,

con valores de CCsg superiores a 250 uM en la mayoria de los casos.

- Los estudios de resonancia de plasmén superficial (SPR) permitieron obtener informacion
complementaria sobre la capacidad y modo de unién de los compuestos frente a la gp120 del VIH. Asi, y
analizando los datos de SPR obtenidos con los trimeros que habian mostrado actividad frente a VIH, se
pudo concluir que tanto el esqueleto central como la naturaleza de los aminoacidos en la periferia tenian
un marcado efecto en la capacidad de unién frente a gp120. El compuesto que mostré una mayor
capacidad de union a gp120 fue el trimero de Trp 77 con un esqueleto central de trietilbenceno, para el
que se pudo determinar una Kp de 14 uM. Ademas, la union entre el compuesto 77 y la gp120 es

sensible a la concentracién de Ca?* y al pH del medio, siendo mayor a pH acido.

- La combinacién de los datos en cultivo y los datos de interaccién con gp120 permiten concluir
que los compuestos aqui descritos, representados por el trimero de Trp 77, constituyen una nueva familia
de inhibidores de la replicacion del VIH. Si bien su actividad antiviral es moderada (CEsp =16 uM), su
capacidad de union a gp120, especialmente a pH &cido, y la ausencia de toxicidad les convierte en

potenciales agentes microbicidas.

En el Capitulo 2 se realizé el estudio de las propiedades gelificantes del dimero de asparraginas
65 en 1,4 dioxano, asi como la sintesis y ensayos de gelificacion de compuestos estructuralmente
relacionados con el dimero 65, obteniéndose un dimero mixto de triptéfano y asparragina, compuesto
110, con capacidad de gelificar acetato de etilo y acetonitrilo. Las conclusiones extraidas del estudio

reoldgico, espectroscdpico y morfoldgico de estos geles, se recogen a continuacion:

- El estudio reolégico de los geles formados por el dimero 65 en 1,4-dioxano, y por el dimero 110
en acetato de etilo y acetonitrilo, mostré el comportamiento tipico de los geles, caracterizado por la
independencia del mddulo de almacenamiento, G', y del modulo de pérdida, G”, de la frecuencia
aplicada, siendo G’ mayor que G” para todas las frecuencias.

- Del estudio reoldgico también se determin6 que el esfuerzo de fluencia era mayor para el gel
formado por el dimero 110 en acetato de etilo que para el dimero 65 en 1,4-dioxano, lo que sugiere una
mayor estabilidad mecanica para el dimero 110 en acetato de etilo.

- Las amidas de la cadena lateral de las asparraginas parecen cruciales para la formacion de
geles en esta familia de compuestos. Asi, los espectros de FT-IR obtenidos para el gel del compuesto 65
en 1,4-dioxano revelan la importancia del establecimiento de enlaces de hidrogeno entre los grupos
amida de los residuos de asparragina en la formacién de la red tridimensional del gel. Por otro lado,
experimentos de STD para el compuesto 110 en CDsCN sugieren la participacion de las amidas ademas
de una contribucion importante de las interacciones por apilamiento del anillo indélico de los residuos de
triptéfano en la formacion del gel. Igualmente la participacion del disolvente es evidente en los

experimentos de STD.
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- La morfologia de los geles se estudié mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y por
microscopia de fuerza atomica (AFM): i) las imagenes por SEM y AFM obtenidas para el dimero 65 en
1,4-dioxano, revelan la formaciéon de agregados esféricos; ii) las imagenes de AFM de los geles del
compuesto 110 muestra la formacion de fibras, si bien las fibras formadas en el gel del compuesto 110 en
acetato de etilo son mas alargadas que en el gel del compuesto 110 en acetonotrilo, y en ambos casos el
didmetro de las fibras era de 160 nm; i) la imagen por SEM del gel formado por 110 en acetonitrilo reveld
una morfologia sorprendente donde estructuras esféricas se encontraban interconectadas por fibras
alargadas. Esta morfologia cambia con el tiempo de modo que a tiempos muy cortos (< 30 min) solo se
observé la presencia de agregados esféricos, mientras que a tiempos mas largos (48 h) predominaba la

morfologia fibrilar.

- La respuesta selectiva del gel del dimero 110 en acetonitrilo frente a los aniones F~, confiere a
este gel propiedades que podrian ser de interés en el ambito de los sensores de aniones.

Por Ultimo, cabria hacer una reflexion acerca de la presencia de residuos de triptéfano en los
compuestos mas interesantes identificados en esta Memoria. En el Capitulo 1, el trimero de triptéfano con
un esqueleto central de trietilbenceno fue el compuesto mas activo en cultivo frente a la replicacion del
VIH, y el que daba una mayor respuesta en su capacidad de unién a la gp120 viral en los sensogramas.
En el Capitulo 2, el dimero que combina unidades de asparragina y triptéfano con piperazina como
espaciador forma geles de gran estabilidad mecénica lo que podria ser indicativo de un elevado numero
de puntos de entrecruzamiento. Estas observaciones podrian ser casuales, pero curiosamente coincide
con la informacién contenida en un articulo del 2010 de Wei y colaboradores' donde se alude a la
importancia de los residuos de triptéfano en procesos de reconocimiento molecular. En concreto, estos
autores comentan la presencia reiterada de restos de Trp en los “puntos calientes funcionales” en las
interacciones proteina-proteina es decir, en los pequefios conjuntos de residuos que interaccionan en la
interfaz proteina-proteina y que constituyen la contribucion dominante a la energia libre de unién. Por
ejemplo, en la interaccién de la hormona del crecimiento con su receptor, a pesar del hecho de que mas
de 30 cadenas laterales de residuos de ambas proteinas establecen contacto en la interfaz del complejo,
tan solo dos residuos de triptéfano del receptor dominan la interaccién hormona-receptor2. Por otro lado,
la proteina supresora de tumores p53 y su regulador MDM2 es otro sistema de interaccion proteina-
proteina ampliamente estudiado, donde mas de la mitad de la energia libre de unién total es debida a la
contribucion del Trp23 de p53, enterrado en el interior de una cavidad hidrofébica de MDM234. Cabe
destacar también que el Trp672 de la glicoproteina gp41 del VIH es el residuo clave en la unidn con el
anticuerpo mAb 4E105 y se encuentra involucrado junto con la Phe673 en numerosas interacciones
cooperativas de apilamiento aromatico. Estos ejemplos recogidos de la bibliografia son empleados por
Wei y colaboradores para apoyar sus propias observaciones sobre la importancia del Trp26 en la
funcionalidad de la a-defensina humana HNP1 y demuestran que el Trp26 es un residuo critico para la

interaccién de la a-defensina con una gran variedad de toxinas y con la gp120 de VIH'. Ademas,
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proponen que el Trp26 es crucial para la autoasociacion de la proteina, lo que puede constituir un
elemento clave para la unién de las defensinas a las toxinas mediante interacciones multivalentes. A
estos ejemplos, se podrian sumar quizas los resultados obtenidos en esta tesis, que muestran también la

importancia del triptéfano en las interacciones multivalentes y en procesos de reconocimiento molecular.
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Parte experimental. Métodos generales de sintesis y caracterizacion

METODOS GENERALES DE SINTESIS Y CARACTERIZACION

El seguimiento de las reacciones se ha realizado por cromatografia en capa fina empleando
cromatofolios de 0.2 mm de espesor, con gel de silice de tipo 60, Merck F254. Los compuestos se
detectaron con luz UV a 254 nm y/o mediante la utilizacién de reveladores quimicos como ninhidrina en
disolucion de metanol al 2% o &cido fosfomolibdico en etanol al 5% y calefaccion. El seguimiento de las
reacciones también se ha realizado por HPLC-MS, mediante un cromatégrafo HPLC Waters 12695

conectado a un espectrémetro Waters Micromass ZQ.

El aislamiento y purificacion de los productos de reaccidn se ha realizado por: i) cromatografia en
columna con gel de silice Merck tipo 60 (230-400 mesh), i) mediante cromatografia circular centrifuga en
capa fina (CCTLC) en un cromatotrén Harrison Research modelo 8924, en placas circulares de vidrio, con
capas de gel de silice 60 PF254 con CaSO. de 1 mm de espesor y flujo de 4-8 ml/min, iii) cromatografia
flash (HPFC) en un instrumento Biotage Horizon. Los eluyentes empleados se indican en cada caso y las

proporciones indican la relacién volumen:volumen.

Las reacciones en donde se ha calentado por irradiacién de microondas se realizaron en un

reactor de microondas monomodo Emrys™ Synthesizer (Biotage AB).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en el disolvente deuterado
indicado en cada caso y fueron registrados en un espectrometro Varian UNIT INOVA-300 (a 300 y 75
MHz), Bruker AVANCE 300 (a 300 y 75 MHz), Varian INOVA-400 (a 400 y 100 MHz), Varian MERCURY-
400 (a 400 y 100 MHz) y Varian-500 (a 500 y 125 MHz). Los espectros monodimensionales de H'y '3C
se obtuvieron utilizando condiciones estandar. En cada caso se han indicado los desplazamientos
quimicos (8) en la escala ppm, la multiplicidad de las sefiales (s, singlete; d, doblete; t, triplete; c,
cuartete; dd, doble doblete; m, multilplete), el nimero de protones (deducidos por la integral), el valor de

las constantes de acoplamiento J (Hz) y la asignacién estructural.

Los experimentos bidimensionales heteronucleares (HSQC y HMBC) utilizan la misma anchura
espectral en el dominio de protén (6000 Hz) y en el dominio de carbono (30000 Hz), con un tiempo de
espera de 1 s. Para el experimento de HSQC se procesan los datos en una matriz de 4098 x 2048 puntos
y las condiciones del experimento se optimizaron para una constante de acoplamiento heteronuclear a un
enlace de 145 Hz. En el caso del experimento HMBC, los datos se procesaron en una matriz de 4096 x
4096 puntos. Las condiciones del experimento se optimizaron para una constante de acoplamiento a

larga distancia de 8 Hz.

Los espectros de masas se registraron en un espectrémetro Hewlett-Packard LC/MS HP 1100
con una fuente de electrospray. Cuando fue requerida la masa exacta, los espectros se registraron en un
Agilent Technologies 6520 Accurate-Mass QTOF LC/MS.
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Los puntos de fusién se midieron en un aparato Mettler Toledo M170 y no estan corregidos.

Los analisis elementales de los compuestos se hallan en el rango de * 0.4 respecto a los valores
tedricos calculados para las formulas moleculares y se han realizado en el laboratorio de microanalisis del
C.N.Q.O. “Lora Tamayo” con un analizador Heareus CHN-O-RAPID y se expresan en tanto por ciento.
Cuando el resultado del analisis elemental no fue satisfactorio, se determind la masa exacta y el grado de
pureza mediante HPLC en dos gradientes diferentes, mediante un cromatégrafo Waters 2690 empleando
un detector de diodo array (230 a 400 nm) y una columna analitica Sunfire C18 de 3.5um (4.6 x 50 mm).
La fase mévil empleada corresponde a mezclas de acetonitrilo con un 0.04% de TFA (disolvente A) y H,O
con un 0.05% de TFA (disolvente B), siendo la velocidad de flujo de 1ml/min. Los sistemas de gradientes
empleados se describen a continuacion: Sistema A: de un 10% a un 100% de disolvente A en 5 min 'y
Sistema B: de un 10% a un 70% de disolvente A en 10 min. Para todos los compuestos analizados, la

pureza fue mayor de un 95%.

Los productos finales obtenidos fueron liofilizados en un equipo Telstar 6-80.
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PROCEDIMIENTOS GENERALES DE SINTESIS

1.-Procedimiento general para la obtencion de triazinas disustituidas con aminoacidos.

Una disolucion que contiene cloruro cianurico (1.0 mmol), el correspondiente aminoacido
protegido en forma de éster metilico (2.4 mmol) y DIPEA (6.0 mmol) en THF (12 ml), se agita a
temperatura ambiente durante 12 horas. Transcurrido ese tiempo se evapora el disolvente. El residuo se
disuelve en 20 ml de acetato de etilo y se trata con una disolucion saturada de NH4CI (10 ml). La fase
organica se seca sobre MgSQ4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo

obtenido se purifica segun se especifica en cada caso.

2.- Procedimiento general para la obtencion de estructuras monoméricas de triazina.

Procedimiento A. Una disoluciéon que contiene la triazina disustituida (1.0 mmol), la amina
correspondiente (3.0 mmol) y DIPEA (3.0 mmol) en dioxano (10 ml) se calienta en tubo de presién
durante 24 horas a temperatura entre 60 °C y 100 °C. Transcurrido este tiempo, se deja enfriar la reaccion
a temperatura ambiente y se evapora el disolvente. El residuo se disuelve en 20 ml de acetato de etilo y
se trata con una disolucién saturada de NH.CI (10 ml). La fase orgénica se seca sobre MgSQ4 anhidro, se
filtra y se evapora el disolvente a presién reducida. El residuo obtenido se purifica segun el procedimiento

descrito en cada caso.

Procedimiento B. En un vial de microondas se afiade la triazina disustituida (1.0 mmol), la amina
correspondiente (3.0 mmol), DIPEA (3.0 mmol) y dioxano (10 ml). El vial de reaccion se sella, se agita y
seguidamente se irradia durante 1-2 horas a 100 °C, en un reactor de microondas monomodo. La mezcla
de reaccion se enfria a temperatura ambiente, se disuelve en 20 ml de acetato de etilo y se trata con una
disolucién saturada de NH4CI (10 ml). La fase organica se seca sobre MgSOs anhidro, se filtra y se
evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido se purifica segun el procedimiento descrito

en cada caso.

3.- Procedimiento general para la obtencion de dimeros de triazina.

Procedimiento A. Una disolucién que contiene la triazina disustituida (1.0 mmol), la diamina
correspondiente (0.6 mmol) y DIPEA (3.0 mmol) en dioxano (10 ml) se calienta a 100 °C durante 48
horas. Transcurrido este tiempo, se deja enfriar la reaccion a temperatura ambiente y se evapora el
disolvente. El residuo se disuelve en 20 ml de acetato de etilo y se trata con una disolucion saturada de
NH4CI (10 ml). La fase orgénica se seca sobre MgSO4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a

presion reducida. El residuo obtenido se purifica segun el procedimiento descrito en cada caso.
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Procedimiento B. En un vial de microondas se afiade la triazina disustituida (1.0 mmol), la
diamina correspondiente (0.6 mmol), DIPEA (3.0 mmol) y dioxano (10 ml). El vial de reaccion se sella, se
agita y seguidamente se irradia durante 2-3 horas a temperatura entre 100-120 °C, en un reactor de
microondas monomodo. La mezcla de reaccion se enfria a temperatura ambiente, se disuelve en 20 ml
de acetato de etilo y se trata con una disolucién saturada de NH4CI (10 ml). La fase organica se seca
sobre MgSO4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presién reducida. El residuo obtenido se

purifica segun el procedimiento descrito en cada caso.

4.- Procedimiento general para la obtencion de trimeros.

En un vial de microondas se afiade la triazina disustituida (1.0 mmol), la triamina correspondiente
(0.3 mmol), DIPEA (3.0 mmol) y dioxano (10 ml). El vial de reaccion se sella, se agita y se irradia durante
3 horas a 100 °C en un reactor de microondas monomodo. La mezcla de reaccion se enfria a temperatura
ambiente, se disuelve en 20 ml de acetato de etilo y se trata con una disolucién saturada de NH4CI (10
ml). La fase organica se seca con MgSOs anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida.

El residuo obtenido se purifica segun el procedimiento descrito en cada caso.

5.- Procedimiento general para la desproteccion de los ésteres metilicos.

Una disolucién que contiene el derivado protegido (1.0 mmol) en THF (10 ml) se trata con una
disolucién de LiOH-H2O (2 equivalentes por grupo éster metilico) en agua (10 ml). La mezcla se agita a
temperatura ambiente durante 8 horas. Transcurrido ese tiempo, se adiciona acido formico hasta pH 2 y
se evapora el disolvente. El residuo se disuelve en 2 ml de una mezcla de 1,4-dioxano:agua (9:1) y se
pone en contacto con la resina Amberlite IRA400 (HCOO-) para mondmeros y dimeros o Dowex 1X2
(HCOO:) para trimeros, durante 24 horas con agitacion orbital. Transcurrido ese tiempo se lava la resina
con 4 volumenes de dioxano:agua (9:1) y se procede al desanclado del producto mediante tratamiento de
la resina durante 1 hora, con un volumen de acido férmico:agua (9:1), seguido de lavado con 4

volumenes de &cido férmico:agua (9:1). El filtrado se evapora a presion reducida y se liofiliza.
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SINTESIS DE LOS COMPUESTOS DE LAS SERIES 1 Y II

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-fenilpropanoato) (14)

MeO. O )\ o oMe Segun el procedimiento general para la obtencion de triazinas disustituidas, a

)'\ /)\ una disolucién de cloruro cianurico (150 mg, 0.81 mmol) en THF (20 ml), se

afiadio H-Phe(OMe)HCI (420 mg, 1.95 mmol) y DIPEA (2.0 ml, 11.71 mmol). El

residuo se purifica por cromatografia en columna, empleando como eluyente

hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 308 mg de un sélido blanco (82%) que se identifica como 14. Pf 108-
110 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 470 (M+H)* con distribucion isotopica de Cl.

"H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 2.90-3.15 (m, 4H, B-CH2Phe), 3.61 (s, 6H, CH30), 4.83-4.97 (m, 2H, a-
CHPhe), 5.81 (s ancho, 2H, NH), 6.90-7.27 (m, 10H, aromaticos).

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil) bis(3-
fenilpropanoato) (15)

hIl Segun el procedimiento A para la obtencion de estructuras monoméricas de

[N] triazina, a una disolucion del derivado 14 (160 mg, 0.27 mmol) en 1,4-dioxano

H3CO§FO &N Oj/OCHs (5 ml), se afiadié N-metilpiperazina (0.11 ml, 1.02 mmol) y DIPEA (0.37 ml,

N
|
NN é) 2.16 mmol). La reaccién se calienta a 60 °C durante 24 h en tubo de presion.

El residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna empleando
como eluyente CH,Cl:MeOH (10:1). Se obtienen 114 mg (80%) de un aceite

transparente que se identifica como 15.
EM (ES, modo positivo): m/z 534 (M+H)*.

1H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 2.24 (s, 3H, CHsN), 2.32-2.35 (m, 4H, CHN), 3.12 (m, 4H, B-CH,Phe), 3.68
(s, 6H, CH30), 3.77 (m, 4H, CHN), 4.70-4.89 (m, 2H, a-CHPhe), 5.15 (s ancho, 1H, NH), 5.35 (s ancho,
1H, NH), 7.02-7.22 (m, 10H, aromaticos).

Anal. calculado para CysH35N70s4: C, 63.02; H, 6.61; N, 18.37. Encontrado: C, 62.97; H, 6.63; N, 18.09.

(28,2'S)-Dimetil-2,2'(6-(bencilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-fenilpropanoato) (16)

Segun el procedimiento B para la obtencién de estructuras monomeéricas de

@ triazina, se afiadié a una disolucion del derivado 14 (300 mg, 0.61 mmol) en

HyCO__0 HJ;N 0y0CH; 1,4-dioxano (5 ml), bencilamina (0.2 ml, 1.85 mmol) y DIPEA (0.32 ml, 1.85
| /)\ j/ mmol). La reaccion se irradia en un equipo microondas monomodo a 100 °C

@ durante 2 h. El residuo obtenido se purifica por cromatografia flash
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Parte experimental. Sintesis de los compuestos

empleando como eluyente hexano:AcOEt (2:1). Se obtienen 214 mg (65%) de un sélido blanco que se
identifica como 16. Pf 54-56 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 541 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.80-3.18 (m, 4H, B-CHzPhe), 3.62 (s ancho, 6H, CH30), 4.31-4.73 (m,
4H, CH;N, o-CHPhe), 6.71-7.35 (m, 18H, NH, aromaticos).

Anal. calculado para C3H3:NsO4: C, 66.65; H, 5.97; N, 15.55. Encontrado: C, 66.47; H, 6.33; N, 15.69.

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(2-(2-hidroxietoxi)etilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-
fenilpropanoato) (17)

HN SO0 Segun el procedimiento A para la obtencién de estructuras monomeéricas

o )§ e de triazina, a una disolucién del derivado 14 (511 mg, 0.93 mmol) en 1,4-
dioxano (5 ml), se afiadié 2-(2-aminoetoxi)etanol (0.25 ml, 2.52 mmol) y

DIPEA (0.15 ml, 0.84 mmol). La reaccion se calienta a 100 °C durante 24 h

en tubo de presion. El residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna empleando como
eluyente ACOEt:MeOH (15:1). Se obtienen 291 mg (80%) de un sélido blanco que se identifica como 17.

Pf 46-48 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 539 (M+H)*.

1H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 3.15 (m, 4H, B-CHzPhe), 3.50 (s, 6H, CHs0), 3.21-3.65 (m, 8H, CH.N,
CH.0), 4.81 (m, 2H, a-CHPhe), 5.10 (s ancho, 1H, NH), 5.68-6.62 (m, 3H, NH, OH), 6.92-7.21 (m, 10H,

aromaticos).

Anal. calculado para Cy7H3sNgOs: C, 60.21; H, 6.36; N, 15.60. Encontrado: C, 60.01; H, 6.39; N, 15.41.

Acido (28,2'S)-2,2'-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-fenilpropanoico)
(18)

Segun el procedimiento general para la desproteccion de ésteres metilicos, se

|
N
[N] trata una disolucion de 15 (40 mg, 0.08 mmol) en THF (0.8 ml) con LiOH-H,0
HO 0 N)> (13 mg, 0.31 mmol) en agua (0.8 ml). El residuo se purifica con resina Amberlite

"' IRA400 (HCOO-) obteniéndose 28 mg (75%) de un sdlido blanco que se
identifica como 18. Pf 193-194 °C.

EM (ES, modo posmvo ): m/iz 506 (M+H)*.

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.18 (s, 3H, CHaN), 2.26 (m, 4H, CH.N), 2.91-3.30 (m, 4H, B-CHzPhe),
3.61 (m, 4H, CH:N) 4.61 (m, 2H, a-CHPhe), 6.00-6.18 (m, 2H, NH), 7.05-7.20 (m, 10H, aromaticos),
12,57 (s, 2H, COOH),
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13C-RMN (DMSO-ds, 75 MHz) &: 37.5 (B-CHzPhe), 42.7 (CHaN), 46.2 (CHaN), 54.8 (CHN), 56.4 (ot
CHPhe), 126.0, 128.1, 129.8, 139.6 (C aromaticos), 164.7 (C-6), 165.8 (C-2, C-4), 174.4 (COOH).

Anal. calculado para C2sH31N;O4: C, 61.77; H, 6.18; N, 19.39. Encontrado: C, 62.08; H, 6.38; N, 19.09.

Acido (28,2'S)-2,2'-(6-(bencilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-fenilpropanoico) (19)

Segun el procedimiento descrito para la desproteccidn de ésteres metilicos, se

" trata el compuesto 16 (60 mg, 0.11 mmol) en THF (1 ml) con LiOH-H2O (19 mg,

HOL0 \ vy oj/OH 0.44 mmol) en H20 (1 ml). El residuo se purifica con resina Amberlite IRA400
s ”

N N

N N (HCOO-) obteniéndose 38 mg (68%) de un sélido blanco que se identifica como
H

19. Pf109-111 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 513 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.90-3.15 (m, 4H, B-CHzPhe), 4.31-4.70 (m, 4H, CH:N, a-CHPhe), 7.00-
7.38 (m, 18H, NH, aromaticos).

Anal. calculado para CysH2sNsOs4: C, 65.61; H, 5.51; N, 16.40. Encontrado: C, 65.73; H, 5.42; N, 16.28.

Acido-(25,2'S)-2,2'-(6-(2-(2-hidroxietoxi)etilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil) bis(3-
fenilpropanoico) (20)
Una disolucién del compuesto 17 (68 mg, 0.13 mmol) en THF (1 ml) se trata

con LIOH-H,O (22 mg, 0.50 mmol) en HO (1 ml) durante 7 horas.

Transcurrido este tiempo se neutraliza la mezcla de reaccién con HCI 1M y

HN SO0

o0 Ay, Oj,OH
7,

N7 SNE SN,

" " se evapora el disolvente. El residuo obtenido se purifica por cromatografia

flash en fase reversa empleando como eluyente un gradiente de

CH3CN:H20 (0:100 a 10:90). Se obtienen 46 mg (69%) de un sélido blanco que se identifica como 20. Pf

110-112 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 511 (M+H)".

1H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz) &: 2.93-3.07 (m, 4H, B-CHzPhe), 3.19-3.65 (m, 8H, CH.N, CH,0), 4.46-
4.58 (m, 2H, 0-CHPhe), 6.38-6.73 (m, 4H, NH, OH), 7.17-7.23 (m, 10H, aromaticos), 12.20 (s ancho, 2H,
COOH).

13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) &: 36.6 (B-CHzPhe), 39.0 (CHN), 54.6 (o-CHPhe), 60.2, 68.9, 72.1
(CH.0), 126.2, 128.1, 129.0, 138.3 (C aromaticos), 165.2 (C-2, C-4), 165.6 (C-6), 174.1 (COOH).

Anal. calculado para CasH30NgOg: C, 58.81; H, 5.92; N, 16.46. Encontrado: C, 58.63; H, 5.71; N, 16.85.
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(2S,2'S,2"S,2™ S)-Tetrametil-2,2',2",2"'-(6,6'-(piperazin-1,4-diil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil))tetrakis
(azanodiil)tetrakis(3-fenilpropanoato) (23)

oMe  MeO \_@ Segun el procedimiento A para la obtencion de dimeros, se hizo

reaccionar el compuesto 14 (128 mg, 0.25 mmol) con piperazina

HN 0 0 NH
—N N=
N>\>: />—NCN—<\ :</<N (70 mg, 0.15 mmol) en presencia de DIPEA (0.35 ml, 2.0 mmol) en
N N
HN O Q. NH 1,4-dioxano (8 ml). La reaccidn se calienta a 90 °C durante 48 h en

Q\ OMe — MeO tubo de presion. El residuo se purifica por cromatografia en

columna empleando como eluyente un gradiente de hexano:AcOEt (3:1) a (1:1). Se obtienen 197 mg
(83%) de un sdlido blanco que se identifica como 23. Pf 138-139 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 477 (M+2H)#, 953 (M+H)*,

"H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 3.05 (m, 8H, B-CH.Phe), 3.60 (m, 20H, CHsO, CH:N), 4.76 (m, 4H, o-
CHPhe), 5.60-5.95 (s ancho, 4H, NH), 7.02-7.21 (m, 20H, aromaticos).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) &: 37.2 (8-CHPhe), 41.9 (CH.N), 51.0 (CH50), 54.1 (a-CHPhe), 125.9, 127.5,
128.2, 135.3 (C arométicos), 163.9 (C-6), 165.5 (C-2, C-4), 171.6 (COOCHE)

Anal. calculado para CsoHssN120s: C, 63.01; H, 5.92; N, 17.64. Encontrado: C, 62.74; H, 6.28; N, 17.66.

(25,2'S,2"S,2"'S)-Tetrametil-2,2',2",2"'-(6,6"-(2,2'-(etilendioxi)dietilamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-
triil) tetrakis(azanodiil)tetrakis(3-fenilpropanoato) (24)

%om /D Segun el procedimiento B para la obtencion de
MeO &
)

HN)_NO & \w dimeros, se hizo reaccionar el compuesto 14 (300
=N H
Hz>\_ N/)()—N\/\o/\/o\/\u_(g =/<N mg, 0.64 mmol) con 2,2'-(etilendioxi)dietilamina (57

4 0, MH ul, 0.38 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml) en presencia
O ow MeoKQ de DIPEA (0.18 ml, 1.02 mmol). La reaccion se

calienta a 110 °C durante 48 h en tubo de presion. El residuo se purifica por cromatografia en columna,
empleando como eluyente CH2Cl2:AcOEt (2:1). Se obtienen 191 mg (60%) de un sélido blanco que se
identifica como 24. Pf 69-70 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 508 (M+2H)2*, 1015 (M+H)*.

'H-RMN (CDCl3, 300 MHz) &: 3.17 (m, 4H, B-CH2Phe), 3.31-3.65 (m, 12H, CH2N, CH,0), 3.69 (s, 12H,
CHs0), 4.85 (m, 4H, a-CHPhe), 5.12 (s ancho, 2H, NH), 7.03-7.83 (m, 24H, NH, aromaticos).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) &: 37.3 (B-CHzPhe), 39.6 (CHaN), 50.9 (CH;0), 54.0 (o-CHPhe), 69.8 (CH,0),
1255, 127.3, 128.2, 135.4 (C aromaticos), 164.5 (C-6), 165.8 (C-2, C-4), 171.6 (COOCH)

Anal. calculado para Cs;Hs2N12010: C, 61.53; H, 6.16; N, 16.56. Encontrado: C, 61.89; H, 6.38; N, 16.26.
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(2S,2'S,2"S,2"'S)-Tetrametil-2,2',2",2"'-(6,6'-(1,3-xililendiamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-
triil) tetrakis(azanodiil)tetrakis(3-fenilpropanoato) (26)

%OCH3 HyCO §4© Segun el procedimiento B para la obtencién de dimeros,

HN>_ 0 0 _<NH se hizo reaccionar la clorotriazina 14 (386 mg, 0.80
—N N—

N>\_h{>—u“©”u—<\N Wy mmol) con 1,3-xililendiamina (66 pl, 0.48 mmol) en 1,4-
HN (¢} 6] NH

4 dioxano (10 ml) en presencia de DIPEA (0.18 I, 1.02
@7\\ OCHs HSCOH_Q mmol). La reaccion se irradia en un equipo microondas
monomodo a 100 °C durante 2 h. El residuo se purifica por cromatografia flash, empleando como

eluyente un gradiente de hexano:AcOEt (1:1) a (1:2). Se obtienen 179 mg (58%) de un sélido blanco que
se identifica como 26. Pf 102-104 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 502 (M+2H)2, 1003 (M+H)*.

"H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 3.20 (m, 8H, B-CHzPhe), 3.33-3.64 (m, 12H, CH30), 4.52-4.59 (m, 8H, a-
CHPhe, CH;N), 5.30-6.34 (m, 2H, NH), 7.02-7.48 (m, 24H, NH, aromaticos).

Anal. calculado para CssHssN120s: C, 64.66; H, 5.83; N, 16.76. Encontrado: C, 64.79; H, 5.68; N, 16.98.

Acido (28,2'5,2"5,2™S)-2,2',2",2"(6,6"-(piperazin-1,4-diil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil)) tetrakis

(azanodiil)tetrakis(3-fenilpropanoico) (27)

%OH Ho \\\4@ Segun el procedimiento general para la desproteccion de ésteres
)

metilicos, se trata una disolucién de 23 (100 mg, 0.10 mmol) en

HN 6] 0] NH
—N /—\ N=—
N>_ )N N—<\_<N THF (1 ml) con LiOH-H,0O (36 mg, 0.84 mmol) en H,O (1 ml). El
S
Q. NH residuo se purifica con resina Amberlite® IRA400 (HCOO)

HN 0
@\ OH HO obteniéndose 42 mg (47%) de un solido blanco que se identifica

como 27. Pf> 165 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 449 (M+2H)2*, 897 (M+H)*.

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 3.19 (m, 8H, B-CH.Phe), 3.46 (m, 8H, CH.N), 4.40 (m, 4H, a-CHPhe),
6.68-6.93 (m, 4H, NH), 7.12-7.21 (m, 20H, arométicos), 12.30 (s, 4H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CasHasN120g: 896.3718. Encontrado: 896.3710.

HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 6.5 min (98%), Sistema B: 3.7 min (99%).
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Acido (28,2'S,2"S,2"S)-2,2',2",2"-(6,6'-(2,2"-(etilendioxi)dietilamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-

triil)tetrakis(azanodiil)tetrakis(3-fenilpropanoico) (28)

QMOH o @ Segun el procedimiento general para la
HN No OHNH desproteccion de ésteres metilicos, se trata una

N\_’\?_H\/\O/\/OV\H_(i\I:/(N disolucién de 24 (52 mg, 0.05 mmol) en THF (0.5

MNP AW ml) con LiOH-H,0 (17 mg, 0.41 mmol) en H,0 (0.5

4 9
Q_\ o How ml). El residuo se purifica con resina Amberlite

IRA400 (HCOO-) obteniéndose 38 mg (78%) de un
solido blanco que se identifica como 28. Pf 159-160 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 480 (M+2H), 959 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 3.01-3.62 (m, 20H, B-CH.Phe, CH:N, CH,0), 4.02-4.60 (m, 4H, o-
CHPhe), 6.12-6.65 (s ancho, 2H, NH), 7.15-7.62 (m, 24H, NH, aromaticos), 12.52 (s, 4H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CagHssN12010: 958.4086. Encontrado: 958.4085.
HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 6.5 min (99%), Sistema B: 3.8 min (99%).

Acido (25,2'5,2"S,2"'S)-2,2',2",2"-(6,6'-(1,3-xililendiamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil) tetrakis

(azanodiil)tetrakis(3-fenilpropanoico) (29)

OH HO & Segun el procedimiento general para la desproteccion de
Oy Y

ésteres metilicos, se trata una disolucion de 26 (120 mg,

HN 0 0 NH
= v
N>\_N/>—u“©”u—<\N _,<N 0.12 mmol) en THF (1.5 ml) con LIOH-H,O (41 mg, 0.95
HN\_/<0 QN M mmol) en H,0 (1.5 ml). El residuo se purifica con resina
@7\\ OH HO% Amberlite IRA400 (HCOO") obteniéndose 83 mg (73%)
de un sélido blanco que se identifica como 29. Pf >215 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 474 (M+2H)2*, 947 (M+H)*.

1H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.95-3.17 (m, 8H, B-CHoPhe), 4.22-4.58 (m, 8H, o-CHPhe, CHoN), 6.03-
6.56 (m, 2H, NH), 7.09-7.35 (m, 28H, NH, aromaticos), 12.61 (s, 4H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CsoHsoN120g: 946.3875. Encontrado: 946.3883.

HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 6.6 min (99%), Sistema B: 3.9 min (99%).

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-il)propanoato) (30)

Cl
Segun el procedimiento general para la obtencion de triazinas

MeO 0 | Ay OxyOMe
N)\N/ N7 disustituidas, una disolucion de cloruro cianurico (357 mg, 1.94 mmol) en
H H

N (‘LZ/ : THF (15 ml), se afiadié H-Trp(OMe)HCI (1.0 g, 3.87 mmol) y DIPEA (4.0
HN

NH
ml, 23.20 mmol). El residuo se purifica por cromatografia en columna
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empleando como eluyente CH,Cl:MeOH (20:1). Se obtienen 987 mg (82%) de un sélido blanco que se
identifica como 30. Pf 95-97 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 548 (M+H)* con distribucion isotopica de Cl.

"H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 3.19-3.25 (m, 4H, B-CHTrp), 3.62 (s, 6H, CH30), 4.90 (m, 2H, a-CHTrp),
5.72-5.91 (m, 2H, NH), 6.88 (s ancho, 2H, H-2' Trp), 6.99-7.61 (m, 8H, arométicos), 8.21 (s ancho, 2H,
NH-11Trp).

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-
il)propanoato) (31)

Segun el procedimiento B para la obtencién de estructuras

\
[N] monomeéricas de triazina, a una disolucion del derivado 30 (511 mg, 0.93
HiCO0 Nl)iN oj/OCH3 mmol) en dioxano (10 ml), se afiadid N-metilpiperazina (0.31 ml, 2.79
NN K mmol) y DIPEA (1.3 ml, 7.44 mmol). La reaccién se irradia en un equipo
\NH H@ microondas monomodo a 100 °C durante 1 hora. El residuo obtenido se

purifica por cromatografia en columna empleando como eluyente un
gradiente de CHyCl:MeOH (10:1) a (5:1). Se obtienen 369 mg (65%) de un sélido blanco que se identifica
como 31. Pf 96-98 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 612 (M+H)*.

TH-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 2.29 (s, 3H, NCHa), 2.33-2.35 (m, 4H, CH2N), 3.17-3.38 (m, 4H, B-CH.Trp),
3.62 (s, 6H, CH30), 3.70 (m, 4H, CH:N), 4.83 (m, 2H, a-CHTrp), 5.40 (s ancho, 2H, NH), 6.89 (s ancho,
2H, H-2iTrp), 7.01-7.63 (m, 8H, aromaticos), 8.16 (s, 2H, NH-1iTrp).

Anal. calculado para CsH37NgO4: C, 62.83; H, 6.10; N, 20.61. Encontrado: C, 62.91; H, 6.11; N, 20.41.

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(bencilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-
il)propanoato) (32)

Segun el procedimiento B para la obtencion de estructuras monoméricas
@ de triazina, a una disolucion del compuesto 30 (300 mg, 0.54 mmol) en
HN 1,4-dioxano (10 ml), se afiadié bencilamina (0.17 ml, 1.62 mmol) y DIPEA
H,CO_O N)QN Os_OCH,
p j/ (0.28 ml, 1.62 mmol). La reaccion se irradia en un equipo microondas
”

N N N

H H _ monomodo a 100 °C durante 2 horas. El residuo obtenido se purifica por
HN cromatografia flash empleando como eluyente CH,Cl:MeOH (30:1). Se

obtienen 189 mg (57%) de un sélido blanco que se identifica como 32. Pf 98-100 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 619 (M+H)".
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"H-RMN (DMSO, 300 MHz) &: 3.10-3.21 (m, 4H, B-CH,Trp), 3.62 (s, 6H, CH30), 4.18-4.71 (m, 4H, a-
CHTrp, CH:2N), 6.41-6.82 (m, 3H, NH), 6.90-7.62 (m, 10H, H-2! Trp, aromaticos), 10.81 (s ancho, 2H, NH-
11 Trp).

13C-RMN (DMSO-ds, 75 MHz) &: 27.5 (B-CH.Trp), 43.3 (CHaN), 51.9 (CH:0), 54.9 (a-CHTrp), 110.3,
111.8, 1183, 121.3, 124.2, 126.7, 127.6, 128.4, 136.5 (C aromaticos), 165.5 (C-2, C-4, C-6), 173.8
(COOCHs).

Anal. calculado para CasH34NsO4: C, 66.01; H, 5.54; N, 18.11. Encontrado: C, 66.34; H, 5.61; N, 17.87

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(2-(2-hidroxietoxi)etilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-
indol-3-il)propanoato) (33)

iSO~~~ Segun el procedimiento A para la obtencion de estructuras monoméricas

HCO20 Nl)iN Oj/OCH3 de triazina, a una disolucion del compuesto 30 (315 mg, 0.57 mmol) en

N NN 1,4-dioxano (15 ml), se afiadio 2-(2-aminoetoxi)etanol (0.18 ml, 1.72

M N mmol) y DIPEA (0.10 ml, 0.57 mmol). La reaccién se calienta a 80 °C
durante 24 horas en tubo de presion. El residuo se purifica por

cromatografia en columna empleando como eluyente CH.Cl,:MeOH (15:1). Se obtienen 224 mg (64%) de

un sélido blanco que se identifica como 33. Pf 68-70 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 617 (M+H)".
"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 3.20-3.60 (m, 12H, B-CHTrp, CH2N, CH,0), 3.65 (s ancho, 6H, CH30),

4.97 (m, 2H, o-CHTrp), 5.81 (s ancho, 1H, OH), 6.01-6.40 (m, 3H, NH), 6.88-7.61 (m, 10H, H-2' Trp,
arométicos), 10.80 (s ancho, 2H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para C31H3sNsOs: C, 60.38; H, 5.88; N, 18.17. Encontrado: C, 60.56; H, 6.09; N, 18.08

IR (KBr) v (cm"): 3411 (vnn, —NH), 2923 (ven, -CHz), 1622 (Vac-0,-COO"), 1547 (vc-=c, anillos aromaticos),
1410 (vs c-0,-COO’), 1448 (8c.H, -CHz), 746 (yc=c, aromaticos 1,2-disustituidos).

Acido (28,2'S)-2,2'-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-
il)propanoico) (34)

[ Siguiendo el procedimiento general de desproteccion de ésteres

[ ] metilicos, se prepara una disolucién del compuesto 31 (100 mg, 0.16

N
HO L0 Ay Oy Ot mmol) en THF (1 ml) y se trata con una disolucion de LiOH-H,0 (28 mg,
N ' N7 j/,,/ 0.64 mmol) en agua (1 ml). El residuo se purifica con resina Amberlite

N
H H
X @ IRA400 (HCOO-) obteniéndose 65 mg (43%) de un sélido blanco que se
HN

identifica como 34. Pf > 250 °C, descompone.

EM (ES, modo positivo): m/z 584 (M+H)*.
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'H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) &: 2.18 (s, 3H, CH3N), 2.34 (m, 4H, CH:N), 3.08-3.18 (m, 4H, B-CH.Trp),
3.71 (m, 4H, CH2N), 4.30-4.75 (m, 2H, a-CHTrp), 6.49 (s ancho, 1H, NH), 6.75 (s ancho, 1H, NH), 6.89-
7.59 (m, 10H, H-21 Trp, aromaticos), 10.81 (s, 2H, NH-11Trp), 12.30 (s ancho, 2H, COOH).

13C-RMN (DMSO-ds, 75 MHz) &: 37.7 (B-CHzTrp), 42.6 (CHaN), 46.0 (CHsN), 54.6 (CHaN, o-CHTrp),
110.7, 111.7, 118.7, 121.2, 124.1, 127.6, 136.4 (C aromaticos), 164.5 (C-6), 165.5 (C-2, C-4), 174.9
(COOH).

Anal. calculado para C3H3sNogO4: C, 61.74; H, 5.70; N, 21.60. Encontrado: C, 61.42; H, 5.86; N, 21.73.

Acido (28,2'S)-2,2'-(6-(bencilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-
il)propanoico) (35)

Siguiendo el procedimiento general de desproteccién de ésteres
@ metilicos, se trata una disolucién del compuesto 32 (80 mg, 0.13 mmol)

H en THF (1 ml) con una disolucién de LiOH-H,0 (22 mg, 0.52 mmol) en

N
HOL 20 |\ Ay OxyOH
| j/ agua (1 ml). El residuo se purifica con resina Amberlite IRA400 (HCOO-
NN K

N
' H H P ) obteniéndose 64 mg (83%) de un sélido blanco que se identifica como
HN 35. Pf129-131 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 591 (M+H)".

H-RMN (DMSO, 400 MHz) &: 3.11-3.23 (m, 4H, B-CH.Trp), 4.32- 4.58 (m, 4H, a-CHTrp, CH:N), 6.67-
6.82 (m, 3H, NH), 6.85-7.65 (m, 10H, H-2' Trp, aromaticos), 10.78 (s ancho, 2H, NH-1iTrp), 12.42 (s, 2H,
COOH).

Anal. calculado para CsH3NsO4: C, 65.07; H, 5.12; N, 18.97. Encontrado: C, 65.21; H, 5.33; N, 18.61

Acido (28,2'S)-2,2'-(6-(2-(2-hidroxietoxi)etilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-
3-il)propanoico) (36)

Una disolucion que contiene el compuesto 33 (80 mg, 0.13 mmol) en

o, o NH)N;Q\O/O\O:\OH THF (1 ml) se trata con LiOH-H,0 (22 mg, 0.52 mmol) en agua (1 ml)
A, durante 7 h. Transcurrido este tiempo se neutraliza la mezcla de
reaccion con HCl y se evapora el disolvente. El residuo obtenido se
NH HN purifica por cromatografia flash en fase reversa empleando como
eluyente un gradiente de CH3CN:H,0 (0:100) a (20:80). Se obtienen 51 mg (66%) de un solido blanco que

se identifica como 36. Pf 165-167 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 589 (M+H)".

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) &: 3.15-3.58 (m, 12H, B-CH2Trp, CH2N, CH,0), 4.53 (m, 2H, a-CHTrp),
6.04-6.58 (m, 4H, NH, OH), 6.83-7.55 (m, 10H, H-2i Trp, aromaticos), 10.78 (s ancho, 2H, NH-1i Trp).
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13C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) &: 27.4 (B-CH,Trp), 40.5 (CH.N), 54.8 (0-CHTrp), 60.6, 69.6, 72.5 (CH,0),
110.8, 111.8, 118.7, 121.3, 124.1, 127.7, 127.9, 136.5 (C aromaticos), 165.6 (C-6), 165.8 (C-2, C-4),
174.9 (COOH).

Anal. calculado para CxH3:NsOg: C, 59.17; H, 5.48; N, 19.04. Encontrado: C, 59.32; H, 5.58; N, 18.71.
(2S,2'S,2"S,2™ S)-Tetrametil-2,2',2",2"'-(6,6'-(piperazin-1,4-diil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil))tetrakis
(azanodiil)tetrakis(3-(1H-indol-3-il)propanoato) (37)

Segun el procedimiento A para la obtencién de dimeros, se hizo

N OCHs 300}_\\ \_\y reaccionar el derivado 30 (265 mg, 0.48 mmol) con piperazina
>_ (25 mg, 0.29 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml) en presencia de
>_/>_N N_<\ / DIPEA (0.50 ml, 2.88 mmol). La reaccién se calienta a 90 °C

N OCH3 % durante 48 h en tubo de presién. El residuo se purifica por
cromatografia en columna, empleando como eluyente en primer
lugar hexano:AcOEt (2:1) y posteriormente CH.Cl;:MeOH

(20:1). Se obtienen 382 mg (65%) de un solido blanco que se identifica como 37. Pf 114-115 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 555 (M+2H)%, 1109 (M+H)*.

"H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 3.01-3.30 (m, 8H, B-CH.Trp), 3.35-3.65 (m, 20H, CH;N, CH;0), 4.62-4.91
(m, 4H, a-CHTrp), 5.83-5.98 (m, 4H, NH), 6.62-6.89 (m, 4H, H-2i Trp), 6.95-7.56 (m, 16H, aromaticos),
8.21 (s ancho, 4H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para CssHsoN160s: C, 62.80; H, 5.45; N, 20.20. Encontrado: C, 62.66; H, 5.69; N, 19.98.

(2S,2'S,2"S,2"'S)-Tetrametil-2,2',2",2"-(6,6"-(1,3-xililendiamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-
triil)tetrakis(azanodiil)tetrakis(3-(1H-indol-3-il)propanoato) (38)

Siguiendo el procedimiento B para la obtencion de

N OCHs Hsc \ 1y dimeros, se hizo reaccionar el derivado 30 (380 mg,
0.69 mmol) con 1,3-xililendiamina (54 pl, 0.41mmol) en

/>— “@A —<\ dioxano (10 mi) en presencia de DIPEA (0.72 ml, 4.14

N ( mmol). La reaccion se irradia en un equipo microondas
S YT HCO
’ ’ monomodo a 100 °C durante 2 h. El residuo se purifica

por cromatografia en columna, empleando como

Q)

eluyente CHCl:MeOH (30:1). Se obtienen 120 mg (30%) de un sélido blanco que se identifica como 38.
Pf 115-116 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 580 (M+2H)2*, 1159 (M+H)".
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"H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 2.99-3.20 (m, 8H, B-CH2Trp), 3.41-3.62 (m, 12H, CH30), 4.22-4.41 (m, 8H,
a-CHTrp, CH2N), 4.82-4.91 (m, 2H, NH), 6.52-6.79 (m, 4H, H-2! Trp), 6.93-7.56 (m, 24H, aromaticos, NH),
8.20 (s ancho, 4H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para CeHs2N160s: C, 64.24; H, 5.39; N, 19.33. Encontrado: C, 64.49; H, 5.60; N, 19.03
(2S,2'S,2"S,2™ S)-Tetrametil-2,2',2",2"'-(6,6'-(2,2'-(etilendioxi)dietilamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil))
tetrakis (azanodiil)tetrakis(3-(1H-indol-3-il)propanoato) (39)

Segun el procedimiento B para la obtencion de
OCH,

Y/ H,CO L dimeros, se hizo reaccionar el derivado 30
O y o M (200 mg, 036 mmol) con 22-
N>\_N’>_ N\/\o/\/o\/\u—<\: :,<N (etilendioxi)dietiamina (0.12 ml, 0.22 mmol) en

HN— Hi}—{ZCH o, M " dioxano (10 ml) en presencia de DIPEA (0.38

’ HsCO 4 ml, 2.16 mmol). La reaccién se calienta a 100

°C durante 48 h en tubo de presion. El residuo
obtenido se purifica por cromatografia en columna empleando como eluyente CH,Clx:EtOH (10:1). Se
obtienen 60 mg (28%) de un sélido blanco que se identifica como 39. Pf 106-108 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 586 (M+2H), 1171 (M+H)*.

"H-RMN (CDCl3, 300 MHz) &: 3.02-3.62 (m, 20H, B-CH,Trp, CH2N, CH,0), 3.64 (s, 12H, CH30), 4.82 (m,
4H, a-CHTrp), 5.43-5.51 (m, 2H, NH), 6.62-6.82 (m, 4H, NH), 6.80-7.63 (m, 20H, H-2' Trp, aromaticos),
8.17 (s ancho, 4H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para CeHssN1sO10: C, 61.53; H, 5.68; N, 19.13. Encontrado: C, 61.22; H, 5.36; N, 19.40.

Acido (28,2'S,2"8,2"S)-2,2',2",2"-(6,6'-(piperazin-1,4-diil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil) {tetrakis
(azanodiil)tetrakis(3-(1 H-indol-3-il)propanoico) (40)

Segun el procedimiento descrito para la desproteccion de

% >/._\\ \_nH  ésteres metilicos, se trata el compuesto 37 (150 mg, 0.13
mmol) en THF (1.5 ml) con LiOH-H>0 (46 mg, 1.08 mmol) en

N _<\ / H>0 (1.5 ml). El residuo se purifica con resina Amberlite IRA400

(HCOO) obteniéndose 138 mg (97%) de un sblido blanco que

se identifica como 40. Pf >180 °C, descompone.

HN

@5

EM (ES, modo positivo): miz 527 (M+2H)2, 1053 (M+H)".

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 3.07-3.62 (m, 16H, B-CH2Trp, CH2N), 4.75 (m, 4H, o-CHTrp), 6.94-7.55
(m, 24H, H-21 Trp, aromaticos, NH), 10.82 (s, 4H, NH-1iTrp), 12.31 (s ancho, 4H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CssHsaN160g: 1052.4154. Encontrado: 1052.4135.
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HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 6.1 min (98%), Sistema B: 3.5 min (98%).

Acido (25,2'S,2"S,2™S)-2,2',2",2"-(6,6'-(1,3-xililendiamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil) tetrakis
(azanodiil)tetrakis(3-(1H-indol-3-il)propanoico) (41)

Siguiendo el procedimiento general de desproteccion
% HO, \p de ésteres metilicos, se trata una disolucion de 38 (100
>_\ mg, 0.09 mmol) en THF (1 ml) con LiOH-H20 (29 mg,

e 4\*,

0.69 mmol) en H,O (1 ml). El residuo se purifica con
NH
&* HO (84%) de un sdlido blanco que se identifica como 41.
Pf>210 °C, descompone.

resina Amberlite IRA400 (HCOO-) obteniéndose 80 mg
EM (ES, modo positivo): m/z 552 (M+2H)%, 1103 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) &: 3.10 (m, 8H, B-CH2Trp), 4.30 (s ancho, 4H, a-CHTrp), 4.61 (s ancho,
4H, CHzN), 5.31 (s ancho, 4H, NH), 6.89-7.50 (m, 22H, H-2 Trp, aromaticos, NH), 10.85 (s, 4H, NH-1i
Trp), 12.71 (s ancho, 4H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CsgHssN160s: 1102.4311. Encontrado: 1102.4318
HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 4.7 min (98%), Sistema B: 3.0 min (98%).

Acido (25,2'S,2"S,2"S)-2,2' 2" 2"-(6,6'-(2,2'-(etilendioxi)dietilamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-
triil))tetrakis (azanodiil)tetrakis(3-(1H-indol-3-il)propanoico) (42)

Siguiendo el procedimiento general de

X/ OH o 4@ desproteccion de ésteres metilicos, se trata una
>_N N disolucion de 39 (35 mg, 0.026 mmol) en THF
>\_/>_N\/\o/\/ Ny —/< (0.5 mi) con LIOH-H,0 (9 mg, 0.21 mmol) en

" HN}_/<0 o WM H20 (0.5 ml). El residuo se purifica con resina
8*\‘ OH oo /~\" Amberlite IRA400 (HCOO") obteniéndose 27 mg
(90%) de un sélido blanco que se identifica

como 42. Pf>220 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 558 (M+2H)2*, 1115 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 3.02-3.75 (m, 20H, B-CH.Trp, CH:N, CH.0), 4.35-4.66 (m, 4H, a-
CHTrp), 5.98-6.66 (m, 6H, NH), 6.98-7.61 (m, 20H, H-2' Trp, aromaticos), 10.81 (s, 4H, NH-1i Trp), 12.30
(s ancho, 4H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CssHssN16O10: 1114.4522. Encontrado: 1114.4531

HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 6.3 min (98%), Sistema B: 3.7 min (99%).
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(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(4-hidroxifenil)propanoato) (43)

ol Segun el procedimiento general para la obtencién de triazinas disustituidas, a
H,CO_ 0 NN Oj/OCH3 una disolucion de cloruro cianurico (199 mg, 1.08 mmol) en THF (12 ml), se
” ” afiadio H-Tyr(OMe)HCI (500 mg, 2.16 mmol) y DIPEA (1.5 ml, 8.64 mmol). El

N N
H
residuo se purifica por cromatografia en columna empleando como eluyente

=

OH on  hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 502 mg (78%) de un sdlido blanco que se
identifica como 43. Pf 99-100 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 502 (M+H)* con distribucién isotdpica de Cl.

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.79-2.97 (m, 4H, B-CH.Tyr), 3.57 (s, 6H, CH30), 4.25-4.58 (m, 2H, a-
CHTyr), 6.64 (d, J=8.4 Hz, 4H, aromaticos), 6.96 (d, J=8.4 Hz, 4H, aroméaticos), 8.03-8.36 (m, 2H, NH),
9.24 (s, 2H, OH).

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(4-
hidroxifenil)propanoato) (44)

| Segun el procedimiento B para la obtencion de estructuras monoméricas de
[ j triazina, a una disolucion del compuesto 43 (220 mg, 0.44 mmol) en 1,4-
dioxano (5 ml), se afiadio N-metilpiperazina (0.12 ml, 1.15 mmol) y DIPEA
N7 NP (0.20 ml, 1.15 mmol). La reaccion se irradia en un equipo microondas
" " © monomodo a 100 °C durante 1 h. El residuo obtenido se purifica por CCTLC
empleando como eluyente CH2Cl:MeOH (12:1). Se obtienen 150 mg (60%)

de un aceite transparente que se identifica como 44. Pf 89-91 °C.

OH OH

EM (ES, modo positivo): m/z 566 (M+H)*.

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.15-2.22 (m, 7H, CHN, CHaN), 2.86 (m, 4H, B-CHzTyr), 3.46-3.62 (m,
10H, CHaN, CH30), 4.24-4.60 (m, 2H, o-CHTYr), 6.64 (d, J = 7.3 Hz , 4H, aromaticos), 6.87-7.20 (m, 6H,
NH, aromaticos), 9.22 (s, 2H, OH).

Anal. calculado para CysH3sN70s: C, 59.46; H, 6.24; N, 17.33. Encontrado: C, 59.22; H, 6.31; N, 17.12

(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(bencilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(4-hidroxi
fenil)propanoato) (45)

gj Segun el procedimiento B para la obtencién de estructuras monoméricas de
" triazina, a una disolucién del compuesto 43 (300 mg, 0.60 mmol) en 1,4-
HyCO O NSy Oj/OCHa dioxano (5 ml), se afiadio bencilamina (0.19 ml, 1.80 mmol) y DIPEA (0.31 ml,
N N7 N K 1.80 mmol). La reaccion se irradia en un equipo microondas monomodo a 100
°C durante 2 h. El residuo obtenido se purifica por cromatografia flash

OH OH
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empleando como eluyente CH,Cl:MeOH (30:1). Se obtienen 275 mg (80%) de un sélido blanco que se
identifica como 45. Pf 89-90 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 573 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2-81-2.87 (m, 4H, B-CH.Tyr), 3.60 (s, 6H, CH30), 4.23-4.60 (m, 4H, a-
CHTyr, CH2N), 6.63 (d, J = 7.3 Hz , 4H, aromaticos), 6.87-7.17 (m, 7H, NH, aromaticos), 7.27 (m, 5H,
aromaticos), 9.20 (s, 2H, OH).

Anal. calculado para C3H3:NsOs: C, 62.93; H, 5.63; N, 14.68. Encontrado: C, 62.71; H, 5.82; N, 14.70
(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(2-(2-hidroxietoxi)etilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(4-
hidroxifenil)propanoato) (46)

Segun el procedimiento A para la obtencion de estructuras monoméricas

HN SO0
Hy,CO.__0 N)§N Oj/OCHa de triazina, a una disolucion del compuesto 43 (300 mg, 0.60 mmol) en
N 7 N “y 1,4-dioxano (5 ml), se afiadio 2-(2-aminoetoxi)etanol (0.18 ml, 1.81 mmol)
y DIPEA (0.31 ml, 1.81 mmol). La reaccién se irradia en un equipo
S o microondas monomodo a 100 °C durante 1.5 h. El residuo obtenido se

purifica por cromatografia flash empleando como eluyente CH,Cl:MeOH
(10:1). Se obtienen 260 mg (88%) de un sélido blanco que se identifica como 46. Pf 72-74 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 571 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) 6: 2.85 (m, 4H, B-CH,Tyr), 3.36-3.47 (m, 8H, CH,0O, CHN), 3.53 (s, 6H,
CH30), 4.33-4.59 (m, 2H, o-CHTyr), 6.63 (d, J = 7.2 Hz , 4H, arométicos), 6.75-6.98 (m , 7H, NH,
aromaticos), 9.20 (s, 2H, OH).

Anal. calculado para C7H34NgOg: C, 56.83; H, 6.01; N, 14.73. Encontrado: C, 56.79; H, 5.87; N, 14.61
Acido (28,2'S)-2,2"-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil ) bis (3-(4-
hidroxifenil)propanoico) (47)

| Siguiendo el procedimiento general de desproteccion de ésteres metilicos, se
N

[ j trata una disolucion de 44 (80 mg, 0.14 mmol) en THF (1.5 ml) con LiOH-H,0
Ho. .0 )N\ O (24 mg, 0.56 mmol) en H,0 (1.5 ml). El residuo se purifica con resina Amberlite
N \

' ¢ ,,, IRA400 (HCOO) obteniéndose 63 mg (84%) de un sdlido blanco que se

identifica como 47. Pf >206 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 538 (M+H)*.

1H-RMN (DMSO-d, 500 MHz) &: 2.41 (s, 3H, CHaN), 2.55 (m, 4H, CHN), 2.72-2.93 (m, 4H, B-CH,Tyr),
3.64 (m, 4H, CH,N), 4.23-4.45 (m, 2H, o-CHTyr), 6.62 (d, J = 7.2 Hz , 4H, arométicos), 6.98-7.28 (m, 6H,
NH, aromticos), 9.22 (s, 2H, OH), 12.67 (s, 2H, COOH).
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13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) &: 35.9 (B-CHoTyr), 41.2 (CH:N), 44.5 (CHsN), 53.5 (CHN), 55.0 (ot
CHTyr), 114.8, 128.2, 130.1 (C aromaticos), 156.1 (CaOH), 164.5 (C-6), 165.5 (C-2, C-4) 174.2 (COOH).

Anal. calculado para CxH31N7Og: C, 58.09; H, 5.81; N, 18.24. Encontrado: C, 57.72; H, 5.97; N, 18.44.

Acido (28,2'S)-2,2'-(6-(bencilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(4-hidroxi
fenil)propanoico) (48)

trata una disolucion de 45 (80 mg, 0.13 mmol) en THF (1.5 ml) con LiOH-H.0

o0 K, og o (22 mg, 0.52 mmol) en HO (1.5 ml). El residuo se purifica con resina
\ ' = NI/ Amberlite® IRA400 (HCOO") obteniéndose 64 mg (83%) de un sélido blanco
" " que se identifica como 48. Pf 191-193 °C.

gj Siguiendo el procedimiento general de desproteccion de ésteres metilicos, se

HN

EM (ES, modo positivo): m/z 545 (M+H)*.

OH OH
'H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2-79-3.01 (m, 4H, B-CH.Tyr), 4.20-4.51 (m,
4H, a-CHTyr, CH2N), 6.20-7.51 (m, 16H, NH, aromaticos), 9.21 (s, 2H, OH).

Anal. calculado para CysH2sNsOs: C, 61.76; H, 5.18; N, 15.43. Encontrado: C, 61.85; H, 5.38; N, 15.17
Acido (28,2'S)-2,2'-(6-(2-(2-hidroxietoxi)etilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(4-hidroxi

fenil)propanoico) (49)

Una disolucién del compuesto 46 (50 mg, 0.09 mmol) en THF (1 ml) se trata

NSO
HO.__0 N&N Oj,OH con LiOH-H,0 (23 mg, 0.53 mmol) en H,0 (1 ml) durante 6h. Transcurrido
|
H)\N/ N K este tiempo se neutraliza la mezcla de reaccion con HCl y se evapora el

disolvente. El residuo obtenido se purifica por cromatografia flash en fase
oH oH reversa, empleando como eluyente un gradiente de CH3CN:H,O de 0:100 a
20:80. Se obtienen 31 mg (65%) de un sélido blanco que se identifica como
49. Pf 112-114 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 543 (M+H)".
'H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.90 (m, 4H, B-CH.Tyr), 3.39-3.58 (m, 8H, CH,0, CH:N), 4.42 (m, 2H,
a-CHTyr), 6.29-7.00 (m, 12H, NH, OH, aromaticos), 9.20 (s, 2H, OH).

Anal. calculado para CasH30NgOs: C, 55.34; H, 5.57; N, 15.49. Encontrado: C, 55.12; H, 5.72; N, 15.23.
2-Cloro-4,6-di(indan-5-ilamino)1,3,5-triazina (50)'

@ Sobre una disolucion que contiene cloruro ciandrico (500 mg, 2.71 mmol) en
HN
Pe acetona (5 ml) se afiade una mezcla que contiene 5-aminoindano (866 mg, 6.51

NN
o N/)\H mmol) en acetona (10 ml) y Na,CO3 (690 mg, 6.51 mmol) en agua (15 ml).

La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 10 horas. Transcurrido ese tiempo se evapora el

disolvente. El residuo se disuelve en 30 ml de acetato de etilo y se trata con salmuera (10 ml). La fase

171



Parte experimental. Sintesis de los compuestos

organica se seca sobre MgSO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo
se purifica por cromatografia en columna empleando como eluyente hexano:AcOEt (4:1). Se obtienen 806

mg (79%) de un solido blanco que se identifica como 50. Pf 180 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 378 (M+H)* con distribucién isotdpica de Cl.
'H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 2.03 (m, 4H, CH), 2.88 (m, 8H, CH2), 6.90 (s ancho, 2H, NH), 7.16-7.19 (m,

4H, aromaticos), 7.25 (s, 2H, aromaticos).

1. Palanisamy, U. D.; Winzor, D. J.; Lowe, C. R. Synthesis and evaluation of affinity adsorbents for glycoproteins: an artificial lectin. J.
Chromatogr. B 2000, 746, 265-281.

3-(4,6-Di(indan-5-ilamino)-1,3,5-triazin-2-ilamino)-1,2-propanodiol (51)

/@3 Sobre una disolucion del compuesto 50 (300 mg, 0.80 mmol) en 1,4-
HN

N)QN dioxano (10 ml), se afiade una mezcla que contiene 3-amino-1,2-

N ' 7 N©:> propanodiol (87 mg, 0.96 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml) y NaHCO3 (81 mg,
Hof " 0.96 mmol) en agua (10 ml). La mezcla se calienta a 100 °C durante 36
OH horas. La mezcla de reaccion se trata con CH,Cl (3x20 ml). Las fases

organicas se combinan y se lavan con agua (2x20 ml). La fase organica se seca sobre MgSQO4 anhidro, se
filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo se purifica por cromatografia en columna
empleando como eluyente AcOEt. Se obtienen 132 mg (38%) de un sélido blanco que se identifica como
51.

EM (ES, modo positivo): m/z 433 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) &: 1.98 (m, 4H, CHy), 2.78 (m, 8H, CHz), 3.18-3.26 (m, 2H, CH:N), 3.43-
3.49 (m, 2H, CH.0), 3.66 (m, 1H, CHOH), 4.55 (t, 1H, J= 5.7 Hz, OH), 4.78 (d, 1H, J= 4.3 Hz, OH), 6.64 (s
ancho, 1H, NH), 7.07 (d, 2H, J= 8.1 Hz, arométicos), 7.45 (d, 2H, J= 8.0 Hz, aromaticos), 7.63 (s, 2H,
aromaticos), 8.81 (s ancho, 1H, NH), 8.93 (s ancho, 1H, NH).

13C-RMN (DMSO-ds, 75 MHz) &: 25.6 (CH), 32.1 (CHo), 32.9 (CH2) 44.1 (CH:N), 64.4 (CH0), 70.9
(CHOH), 116.6, 118.6, 120.0, 136.7, 138.7, 144.0, (C aromaticos), 164.4 (C-2), 166.2 (C-4, C-6).

Anal. calculado para CaH2sNsO2: C, 66.65; H, 6.53; N, 19.43. Encontrado: C, 66.48; H, 6.61; N, 19.19.

IR (KBr) V (cm™): 3428 (vnu, -NH), 3313 (vos, -OH), 2948 (vcn, -CHy), 1574, 1503 (vc-c, anillos
aromaticos), 1425 (¢, -CHa), 807 (yc=c, aromaticos 1,3,4-disustituidos).
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(S)-Metil-2-(4,6-bis(indan-5-ilamino)-1,3,5-triazin-2-il)-3-(4-hidroxifenil)propanoato (52)

/©:> Segun el procedimiento B para la obtencion de estructuras monoméricas
HCo 0 ND’LN de triazina, a una disolucién del compuesto 50 (250 mg, 0.66 mmol) en
N)l\N/ N/©:> 1,4-dioxano (5 ml), se afiadio H-Tyr-OMe-HCl (461 mg, 1.99 mmol) y
H H DIPEA (1.00 ml, 5.94 mmol). La reaccion se irradia en un equipo
microondas monomodo a 120 °C durante 3 h. El residuo obtenido se
OH purifica por cromatografia flash empleando como eluyente CH.Cl»:MeOH

(30:1). Se obtienen 145 mg (41%) de un sélido blanco que se identifica como 52. Pf 79-81 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 537 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1.97 (m, 4H, CH.), 2.76-2.89 (m, 10H, CH, B-CH.Tyr), 3.60 (s, 3H,
CHs0), 4.63 (m, 1H, a-CHTyr), 6.61 (d, J = 8.1 Hz , 2H, aromaticos), 7.00-7.68 (m, 9H, NH, aromaticos),
8.90 (m, 2H, NH), 9.20 (s, 1H, OH).

13C-RMN (DMSO-ds, 75 MHz) &: 25.6 (CHz), 32.1 (CHz), 32.9 (CH), 36.3 (B-CH2Tyr), 52.1 (CH:0), 55.7
(0-CHTyr), 116.6, 118.6, 124.0, 138.7, 144.0 (C arométicos), 164.2 (C-2), 165.8 (C-4, C-6), 173.5
(COOCHS).

Anal. calculado para C31H3:NgOs: C, 69.38; H, 6.01; N, 15.66. Encontrado: C, 69.58; H, 5.74; N, 15.76

Acido (S)-2-(4,6-bis(indan-5-ilamino)-1,3,5-triazin-2-il)-3-(4-hidroxifenil)propanéico (53)

©:> Siguiendo el procedimiento general de desproteccién de ésteres metilicos,
HO. 0 H)i se trata una disolucién de 52 (128 mg, 0.24 mmol) en THF (1.5 ml) con
Z LiOH-H20 (21 mg, 0.48 mmol) en H.O (1.5 ml). El residuo se purifica con
resina Amberlite IRA400 (HCOO-) obteniéndose 91 mg (73%) de un sélido

! blanco que se identifica como 53. Pf 166-168 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 523 (M+H)*.

TH-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1.99 (m, 4H, CHy), 2.78-2.89 (m, 10H, CHy, 3-CH,Tyr), 4.48 (m, 1H, a-
CHTyr), 6.62 (d, J = 8.2 Hz , 2H, arométicos), 7.01-7.70 (m, 9H, NH, arométicos), 8.90 (m, 2H, NH), 9.20
(s, 1H, OH).

Anal. calculado para C3H3NgOs: C, 68.95; H, 5.79; N, 16.08. Encontrado: C, 68.80; H, 5.68; N, 16.39.
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(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-(indan-5-ilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(4-hidroxi
fenil)propanoato) (54)

/©:> Segun el procedimiento B para la obtencion de estructuras monoméricas de

HN

MeO_0 )%N o triazina, a una disolucién del compuesto 43 (200 mg, 0.40 mmol) en 1,4-
I ~

NN ” dioxano (5 ml), se afiadié 5-aminoindano (160 mg, 1.20 mmol) y DIPEA (0.62
OH

OMe
7,
@ ml, 3.60 mmol). La reaccién se irradia en un equipo microondas monomodo a
120 °C durante 3 h. El residuo obtenido se purifica por cromatografia flash
> empleando como eluyente un gradiente de CH2Cl,:MeOH (30:1) a (15:1). Se
obtienen 91 mg (38%) de un sélido blanco que se identifica como 54. Pf 108-110 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 599 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1.97 (m, 2H, CHy), 2.74-2.91 (m, 8H, CHy, B-CH.Tyr), 3.55 (s, 6H,
CH30), 4.38-4.64 (m, 2H, a-CHTyr), 6.63 (d, J = 8.3 Hz , 4H, aromaticos), 6.81-7.98 (m, 9H, NH,
aromaticos), 8.76 (m, 1H, NH), 9.21 (s, 2H, OH).

Anal. calculado para Cs;H34NsOg: C, 64.20; H, 5.72; N, 14.04. Encontrado: C, 64.56; H, 5.84; N, 13.71

Acido (28,2'S)-2,2'-(6-(indan-5-ilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(4-hidroxi
fenil)propanoico) (55)

Siguiendo el procedimiento general de desproteccion de ésteres metilicos, se
HNJi)i> trata una disolucién de 54 (100 mg, 0.17 mmol) en THF (1.5 ml) con LiOH-H,0
(29 mg, 0.67 mmol) en H20 (1.5 ml). El residuo se purifica con resina Amberlite
IRA400 (HCOO') obteniéndose 73 mg (75%) de un solido blanco que se

identifica como 55. Pf > 150 °C, descompone.

HO._0 A\, Os OH
~

OH OH

EM (ES, modo positivo): m/z 571 (M+H)*.

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.01 (m, 2H, CHy), 2.79-2.89 (m, 8H, CHa, B-CHoTyr), 4.50 (m, 2H, o-
CHTyr), 6.74-7.72 (m, 13H, NH, aromaticos), 8.76 (m, 1H, NH), 9.23 (s, 2H, OH).

13C-RMN (DMSO-ds, 75 MHz) &: 25.6 (CHz), 32.1 (CH,), 32.9 (CH,), 36.3 (B-CH.Tyr), 55.4 (o-CHTyr),
115.3, 116.2, 118.2, 123.9, 128.5, 130.4, 136.7, 138.8, 144.2, 156.2 (C arométicos), 164.0 (C-6), 165.7
(C-2, C-4), 174.4 (COOH).

Anal. calculado para C3H3NgOs: C, 63.15; H, 5.30; N, 14.73. Encontrado: C, 63.35; H, 5.16; N, 14.65.
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(2S,2'S,2"S,2™ S)-Tetrametil-2,2',2",2"'-(6,6'-(piperazin-1,4-diil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil))tetrakis
(azanodiil)tetrakis(3-(4-hidroxifenil)propanoato) (56)

OMOCHS HaO _@ Siguiendo el procedimiento A para la obtencién de

o dimeros, se hizo reaccionar el derivado 43 (184 mg,
_<

. />—N\_/N—<\ , 0.37 mmol) con piperazina (19 mg, 0.22 mmol) en
>_ presencia de DIPEA (0.39 ml, 2.22 mmol) en dioxano

Q OCH, 3cow (5 ml). La reaccion se calienta a 100 °C durante 48 h

en tubo de presion. El residuo se purifica por cromatografia en columna, empleando como eluyente
AcOEt:CH,Cl2:AcOH (2:1:0.4) . Se obtienen 121 mg (65%) de un sélido blanco que se identifica como 56.
Pf120-121 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 509 (M+2H)Z, 1017 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.81-2.95 (m, 8H, B-CH2Tyr), 3.45-3.59 (m, 20H, CH3O, CH;N), 4.48 (s
ancho, 4H, a-CHTyr), 6.60 (d, J= 7.3 Hz, 8H, aromaticos), 7.00 (d, J= 7.3 Hz, 8H, aromaticos), 9.21 (s,
4H, OH).

Anal. calculado para CsoHssN12012: C, 59.05; H, 5.55; N, 16.53. Encontrado: C, 59.10; H, 5.59; N, 16.61.

(25,2'S,2"S,2"'S)-Tetrametil-2,2',2",2"'-(6,6"-(1,3-xililendiamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-
triil)tetrakis(azanodiil)tetrakis(3-(4-hidroxifenil)propanoico) (57)

Siguiendo el procedimiento B para la obtencion
HO OCH, HCO OH
Oy <

w o g W de dimeros, se hizo reaccionar el derivado 43
N>=N/>_N N_<\N=<N (200 mg, 0.40 mmol) con 1,3-xililendiamina (32
>N H/\©AH N—4

HN 0 0. NH yl, 0.24 mmol) en dioxano (5 ml) en presencia

HO—@—\\}_{OC% H3COK©70H de DIPEA (0.56 ml, 3.20 mmol). La reaccion se

irradia en un equipo microondas monomodo a 100 °C durante 2 h. El residuo se purifica por cromatografia
en columna, empleando como eluyente AcOEt:CHCl2:AcOH (4:1:0.25). Se obtienen 119 mg (56%) de un
solido blanco que se identifica como 57. Pf 126-127 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 534 (M+2H)%*, 1067 (M+H)*

"H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.84 (m, 8H, B-CH.Tyr), 3.57 (s, 12H, CH30), 4.20-4.60 (m, 8H, a-
CHTyr, CH2N), 6.65 (d, J= 7.3 Hz , 8H, aromaticos), 6.83 (s ancho, 2H, NH), 7.02 (d, J= 7.3 Hz , 8H,
aromaticos), 7.13-7.18 (s ancho, 4H, NH), 9.18 (s, 4H, OH).

Anal. calculado para CssHssN12012: C, 60.78; H, 5.48; N, 15.75. Encontrado: C, 60.44; H, 5.78; N, 15.55.
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(2S,2'S,2"S,2"'S)-Tetrametil- 2,2',2",2™'-(6,6'-(2,2'-(etilendioxi)dietilamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-
triil)tetrakis(azanodiil)tetrakis(3-(4-hidroxifenil)propanoato) (58)

Siguiendo el procedimiento B para la
H04©j_<00m MO C on g p p
}_\ Vs de ’ .

HN I\ obtencion dimeros, se hizo
N

>\_ />—N\/\O A _<\ —< reaccionar el derivado 43 (240 mg, 0.48

HN 0 { mmol) con 2'-(etilendioxi)dietilamina (29

O NH

Ho‘<;>,§_/<ow3 H3CO>_‘—©*OH ul, 0.20 mmol) en dioxano (5 ml) en

presencia de DIPEA (0.50 ml, 2.88
mmol). La reaccién se irradia en un equipo microondas monomodo a 100 °C durante 2 h. El residuo se
purifica por cromatografia flash empleando como eluyente CH,Cl.:MeOH (15:1). Se obtienen 151 mg
(70%) de un sdlido blanco que se identifica como 58. Pf 94-96 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 540 (M+2H), 1079 (M+H)*.

TH-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) 6: 2.87 (m, 8H, B-CH.Tyr), 3.41-3.61 (m, 24H, CH30, CH2N, CH,0), 4.31-
4.67 (m, 8H, a-CHTyr), 6.65 (d, J= 7.8 Hz, 8H, aromaticos), 6.68-6.86 (m, 14H, aromaticos, NH), 9.22 (s,
4H, OH).

Anal. calculado para Cs;Hs2N12014: C, 57.88; H, 5.79; N, 15.58. Encontrado: C, 57.98; H, 5.61; N, 15.42.

Acido (28,2'S,2"S,2"S)-2,2',2" 2"-(6,6'-(piperazin-1,4-diil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil) {tetrakis
(azanodiil)tetrakis(3-(4-hidroxifenil)propanoico) (59)

m @— Segun el procedimiento descrito para la desproteccidn

0 de ésteres metilicos, se trata el compuesto 56 (76 mg,

_<
>\_ />—N\_/N—<\ , 0.07 mmol) en THF (1 ml) con LiOH-H.0 (26 mg, 0.60

A M mmol) en H,O (1 ml). El residuo se purifica con resina
HO—@*\\ OH HOWOH Amberlite IRA400 (HCOOQ-) obteniéndose 51 mg (62%)
de un sélido blanco que se identifica como 59. Pf >220 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 481, (M+2H)2*, 961 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) &: 2.84-2.99 (m, 8H, B-CH.Tyr), 3.40-3.63 (m, 8H, CH:N), 4.50 (m, 4H, o-
CHTyr), 6.62 (d, J = 7.3 Hz, 8H, aromaticos), 7.00-7.13 (m, 12H, aromaticos, NH), 9.22 (s, 4H, OH), 12.69
(s ancho, 4H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CssHasN12012: 960.3515. Encontrado: 960.3512.

HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 4.5 min (98%), Sistema B: 3.0 min (98%).
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Acido (25,2'S,2"S,2™S)-2,2',2",2""-(6,6'-(1,3-xililendiamino)bis(azanodiil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-
triil)tetrakis(azanodiil)tetrakis(3-(4-hidroxifenil)propanoico) (60)

HO OH HO & oH Siguiendo el procedimiento general de
OM hO o prossien

desproteccion de ésteres metilicos, se trata una

\ /)— /\©/\ —( _/( disolucion de 57 (94 mg, 0.089 mmol) en THF
N
(1 ml) con LiOH-H.0O (30 mg, 0.71 mmol) en

H
HO—Q\ OH HO OH  HO (1 ml). El residuo se purifica con resina

Amberlite IRA400 (HCOO-) obteniéndose 56 mg (62%) de un sdlido blanco que se identifica como 60. Pf

>220 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 506 (M+2H)2, 1011 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.86-2.99 (m, 8H, B-CH,Tyr), 4.36-4.54 (m, 8H, a-CHTyr, CH:N), 6.65
(d, J= 7.7 Hz, 8H, aromaticos), 7.01 (d, J= 7.7 Hz, 8H, aromaticos), 6.75 (s ancho, 2H, NH), 7.17-7.23 (m,
4H, NH), 9.29 (s, 4H, OH), 12.66 (s ancho, 4H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CsoHsoN12012: 1010.3671; Encontrado: 1010.3679

HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 4.7 min (98%), Sistema B: 3.1 min (98%).

Acido (28,2'S,2"S,2"S)- 2,2',2",2"-(6,6'-(2,2"-(etilendioxi)dietilamino)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-
triil)tetrakis(azanodiil)tetrakis(3-(4-hidroxifenil)propanoico) (61)

HO*@-HOH C Segun el procedimiento descrito para la

HN desproteccion de ésteres metilicos, se
>_N _<

\ />_N\/\O/\/O\/\N_<\

/

"¢ < mmol) en THF (1.5 ml) con LiOH-H0
Ho@s oH H(?—Q_@OH (32 mg, 0.74 mmol) en H,0 (1.5 ml). El
residuo se purifica con resina Amberlite
IRA400 (HCOO") obteniéndose 79 mg (84%) de un sblido blanco que se identifica como 61. Pf >210 °C,

descompone.

trata el compuesto 58 (100 mg, 0.09

EM (ES, modo positivo): m/z 512 (M+2H)%*, 1023 (M+H)".

"H-RMN (DMSO-dg, 500 MHz) &: 2.87-2.92 (m, 8H, B-CH,Tyr), 3.23-3.45 (m, 12H, CH2N, CH,0), 4.38 (m,
4H, a-CHTyr), 6.20-6.75 (m, 14H, aromaticos, NH), 7.01 (d, J= 7.7 Hz, 8H, aromaticos), 9.23 (s, 4H, OH).

13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) &: 35.8 (B-CHzTyr), 41.7 (CHzN), 5.1 (a-CHTyr), 69.7 (CH0), 114.8,
128.3, 130.0 (C aromaticos), 155.7 (CwOH), 165.0 (C-6), 165.3 (C-2, C-4) 174.3 (COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CasHzsN12014: 1022.3882. Encontrado: 1022.3870.

HPLC (porcentaje de &rea). Sistema A: 4.4 min (100%), Sistema B: 3.0 min (99%).
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(2S,2'S)-Dimetil-2,2'-(6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis (4-amino-4-oxobutanoato) (62)
H, cl NH,

PN

0 N N [0]
H3CO\H/'\N \NJ\N ocH; disustituidas, a una disolucion de cloruro ciandrico (244 mg, 1.32 mmol)
" "o en THF (15 mi), se afiadié H-Asn-OMeHCI (577 mg, 3.17 mmol) y

DIPEA (1.4 ml, 7.92 mmol). El residuo se purifica por cromatografia en columna, empleando como

=

Segun el procedimiento general para la obtencién de triazinas

eluyente CH.Cl2:MeOH (10:1). Se obtienen 201 mg (50%) de un s6lido blanco que se identifica como 62.
Pf 87- 89 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 404 (M+H)* con distribucién isotdpica de Cl.

'H-RMN (CDCls, 300 MHz) 6: 2.54 (m, 4H, 3-CH:Asn), 3.62 (s, 6H, CH30), 4.42-4.71 (m, 2H, a-CHAsn),
6.90-6.94 (m, 4H, CONHy), 7.76-8.03 (m, 2H, NH).

(2S,2'S)-Terc-butil-2,2'-(6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(4-amino-4-oxobutanoato) (63)

oﬁH\Z_ NiN NH; Segin el procedimiento general para la obtencion de triazinas
‘BuO\n/?\N )\\N J\N 0'Bu
o M oo en THF (15 ml), se afiadié H-Asn-OtBu-HCI (660 mg, 2.94 mmol) y DIPEA

(1.3 ml, 7.32 mmol). El residuo se purifica mediante por cromatografia en columna, empleando como

disustituidas, a una disolucién de cloruro ciantrico (225 mg, 1.22 mmol)

eluyente CH.Cl2:MeOH (10:1). Se obtienen 576 mg (82%) de un s6lido blanco que se identifica como 63.
Pf 140-142 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 488 (M+H)* con distribucién isotépica de Cl.

1H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 1.39 (s, 18H, CHs), 2.55 (m, 4H, B-CHzAsn), 4.45-4.72 (m, 2H, o-CHAsn),
6.96 (M, 4H, CONHy), 7.78-8.16 (m, 2H, NH).

(2S,2'S)-Terc-butil-2,2'-(6-(4-metilpiperazin-1-il)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis (4-amino-4-

oxobutanoato) (64)

\
NH, [Nj
1 04\? )N\J\JN\ o 1,4-dioxano (8 ml), se afiadi6 N-metilpiperazina (90 ul, 0.81 mmol) y
BUOWAAH VY *™ " DIPEA (0.14 ml, 0.81 mmol). La reaccién se calienta a 70 °C durante 24 h
en tubo de presion. El residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna empleando como
eluyente CHxCl:MeOH:NH,OH (10:1:0.2). Se obtienen 126 mg (85%) de un sélido blanco que se

identifica como 64. Pf 160-161 °C.

Segun el procedimiento A para la obtencion de estructuras monoméricas

NH, de triazina, a una disolucion del compuesto 63 (132 mg, 0.27 mmol) en

EM (ES, modo positivo): m/z 552 (M+H)*.
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"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1.35 (s, 18H, CHs), 2.11 (s, 3H, CHzN), 2.18 (m, 4H, CH;N), 2.55 (m, 4H,
[-CH2Asn), 3.62 (m, 4H, CH:N), 4.36-4.72 (m, 2H, a-CHAsn), 6.51-6.82 (m, 4H, CONH>), 6.93 (s ancho,
1H, NH), 7.32 (s ancho, 1H, NH).

Anal. calculado para C2sH41NgQOg: C, 52.25; H, 7.49; N, 22.85. Encontrado: C, 51.98; H, 7.12; N, 23.15

(2S,2'S,2"S,2™ S)-Terc-butil-2,2',2",2"'-(6,6'-(piperazin-1,4-diil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil))tetrakis

(azanodiil)tetrakis(4-amino-4-oxobutanoato) (65)

A( §L Siguiendo el procedimiento B para la obtencién de dimeros, se hizo

OZS >;NH2 HZNJ<>2:0 reaccionar el derivado 63 (380 mg, 0.78 mmol) con piperazina (41 mg,
HN . 0.47 mmol) en presencia de DIPEA (0.41 ml, 2.34 mmol) en dioxano (5

N/ \>_ N_<\ N ml). La reaccién se irradia en un equipo microondas monomodo a 100

°C durante 2 h. El residuo se purifica por cromatografia en columna,

:8<>’NH2 HzN—< " g: empleando como eluyente CH2Clo:MeOH:NH4OH (7:1:0.1). Se obtienen
250 mg (62%) de un sdlido blanco que se identifica como 65. Pf 162-

164 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 495 (M+2H)Z, 990 (M+H)*.

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1.39 (s, 36H, CHs), 2.52 (m, 8H, B-CHoAsn), 3.66 (m, 8H, CHoN), 4.42-
4.74 (m, 4H, a-CHAsn), 6.67-7.02 (m, 8H, CONH,), 7.30-7.42 (m, 4H, NH).

13C-RMN (DMSO-ds, 75 MHz) &: 27.6 ((CHa)sC), 36.6 (B-CHzAsn), 42.4 (CH:N), 51.5 (-CHAsn), 80.2
((CHa)sC) 164.1, 165.0 (C-2, C-4, C-6), 171.4 (COO(CHs)s, CONH)

Anal. calculado para C4HesN16O12: C, 51.00; H, 6.93; N, 22.66. Encontrado: C, 50.68; H, 6.87; N, 23.01.

SINTESIS DE LOS COMPUESTOS DE LA SERIE Iil

Derivado de tris(2-aminoetil)amina y triazina disustituida con éster metilico de fenilalanina (72)

OCH , .
’ HCQ Segun el procedimiento general para la

AN
' P
HN H N H \© i6 i i
N N\/\ /\/N /N\\(NH obtencion de trimeros, se hace reaccionar

Nﬁ/{\l o o NQ(N el derivado 14 (214 mg, 0.46 mmol) con
HNE/’(OCHS N oo tris(2-aminoetil)amina (22 mg, 0.15 mmol)
HiCO_0 N)§N oj/OCH3 en presencia de DIPEA (0.24 ml, 1.38

| . .
\ NG N » mmol), en dioxano (4 ml). El residuo
@ obtenido se purifica por cromatografia en
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columna empleando como eluyente un gradiente de CH2Cl,:MeOH (20:1) a (10:1). Se obtienen 100 mg
(46%) de un sdlido blanco que se identifica como 72. Pf 71-72 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 724 (M+2H)?*, 1447 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) &: 2.58 (m, 6H, CH2N), 2.96-3.25 (m, 18H, B-CH2Phe, CH2N), 3.47 (s, 18H,
CHs0), 4.56 (m, 6H, a-CHPhe), 6.19-6.51 (m, 6H, NH), 7.08-7.28 (m, 33H, aromaticos, NH).

Anal. calculado para CzsHs7N19012: C, 62.27; H, 6.06; N, 18.40. Encontrado: C, 62.01; H, 6.36; N, 18.01

Derivado de tris(2-aminoetil)amina y triazina disustituida con fenilalanina (73)

OH HO Segun el procedimiento general para la

W

N \/\gN/\/H %(\A'H\[j desproteccion de ésteres metilicos, se
7

trata una disolucion de 72 (100 mg, 0.07
NH mmol) en THF (0.7 ml) con LiOH-H0 (35

= HN
®/ o o L o on mg, 0.83 mmol) en agua (0.7 ml). El
N”N . ‘o .
| j/ residuo se purifica con resina Dowex 1X2
N N7 SN
H H i (HCOO") obteniéndose 32 mg (34%) de un
solido blanco que se identifica como 73. Pf
> 230 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 682 (M+2H)?, 1363 (M+H)*.

TH-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.56 (m, 6H, CHN), 2.93-3.18 (m, 12H, B-CH.Phe), 3.25 (m, 6H, CHaN),
4.56 (m, 6H, a-CHPhe), 6.21-6.57 (m, 6H, NH), 7.08-7.28 (m, 33H, aromaticos, NH), 12.53 (s ancho, 6H,
COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CegH7sN19O12: 1361.5843. Encontrado: 1361.5833.
HPLC (porcentaje de &rea). Sistema A: 6.8 min (98%), Sistema B: 3.8 min (98%).

Derivado de tris(2-aminoetil)amina y triazina disustituida con éster metilico de triptéfano (74)

OCH; HaCO , - .
Qj[/\/% )\‘\\CQ Segun el procedimiento descrito para la
HN—  HN H\/\N H © \

Y/Nh/'\‘ /\/N\(,N\\(NH NH obtencidn de trimeros, se hace reaccionar el
Ny < , .
HNY\Nji g 0"y derivado 30 (400 mg, 0.73 mmol) con tris(2-

presencia de DIPEA (0.38 ml, 2.16 mmol),

en dioxano (5 ml). El residuo obtenido se

aminoetil)amina (36 ul, 0.22 mmol) en
HN; \? HCO_0 | A oj,OCH3 7 "N ) (36 4 )
"

purifica por cromatografia en columna
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empleando como eluyente un gradiente de CHxCl:MeOH (25:1) a (10:1). Se obtienen 187 mg (51%) de

un sélido blanco que se identifica como 74. Pf 109-110 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 841 (M+2H)?".

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) 5: 2.52 (m, 6H, CH2N), 3.09-3.34 (m, 18H, B-CH.Trp, CH:N), 4.37-4.71 (m,
6H, o-CHTrp), 6.39-6.66 (m, 6H, NH), 6.92-7.45 (m, 33H, aromaticos, H-2' Trp, NH), 10.85 (s ancho, 6H,

NH-1iTrp).

Anal. calculado para Cg7HgsN2s012: C, 62.17; H, 5.58; N, 20.83; Encontrado: C, 62.42; H, 5.76; N, 20.46.

Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con éster metilico de

triptofano (75)
HN
OCH,3 NH
HE\ 0 HyCo, T h
NN T
AP N4y
* N/QNA

|
NN
H H
~ 2
NH HN

Segun el procedimiento descrito para la obtencion de
trimeros, se hace reaccionar el derivado 30 (200 mg,
0.36 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-
trietilbenceno! (29 mg, 0.12 mmol) en presencia de
DIPEA (0.19 ml, 1.12 mmol), en dioxano (4 ml). El

residuo obtenido se purifica por cromatografia en

mmol)  con

columna empleando como eluyente CH.Cl;:MeOH
(30:1). Se obtienen 70 mg (33%) de un sélido blanco
que se identifica como 75. Pf 183-185 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 892 (M+2H)?".

'H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz) &: 1.00 (m, 9H, CH.CH3), 2.56 (m, 6H, CH2CHs), 3.12 (m, 12H, B-CH:Trp),
3.50 (s, 18H, CHs0), 4.26 (s, 6H, CH:N), 4.41-4.78 (m, 6H, a-CHTrp), 5.85-6.68 (m, 6H, NH), 6.85-7.58
(m, 33H, NH, H-2'Trp, aromaticos), 10.83 (s, 6H, NH-11 Trp).

Anal. calculado para CosH102N24012: C, 64.63; H, 5.76; N, 18.84; Encontrado: C, 64.52; H, 6.01; N, 18.61.

1. Wallace, K. J.; Hanes, R.; Anslyn, E.; Morey, J.; Kilway, K. V.; Siegel, J. Preparation of 1,3,5-tris(aminomethyl)-2,4,6-triethylbenzene from
two versatile 1,3,5-tri(halo-substituted) 2,4,6-triethylbenzene derivatives. Synthesis 2005, 12, 2080-2083.

Derivado de tris(2-aminoetil)amina y triazina disustituida con triptéfano (76)

I

0

NYH\/\N/\/N

N
N

HO
\
o//\\\“
H \ NH
ang
N
H

NH

7 “NH

Segln el procedimiento general para la
desproteccion de ésteres metilicos, se trata
una disolucién de 74 (80 mg, 0.045 mmol)
en THF (1 ml) con LiOH-H,0 (24 mg, 0.57
mmol) en agua (1 ml). El residuo se purifica
1X2  (HCOO)

obteniéndose 56 mg (78%) de un solido

con resina  Dowex
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blanco que se identifica como 76. Pf > 230 °C, descompone.

EM (ES, modo positivo): m/z 799 (M+2H)Z".

'H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) &: 2.56 (m, 6H, CH2N), 3.02-3.30 (m, 18H, B-CH,Trp, CH2N), 4.61 (m, 6H,
a-CHTrp), 5.99-6.70 (m, 6H, NH), 6.90-7.58 (m, 33H, aromaticos, H-2' Trp, NH), 10.84 (s ancho, 6H, NH-

11Trp), 12.31 (s ancho, 6H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CgiHsiN25012: 1595.6497. Encontrado: 1595.6527.

HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 6.8 min (98%), Sistema B: 3.7 min (98%).

Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con triptéfano (77)

\
HN ) HN)\N/)\NH onA,
0 /
\K? N NH
@3\ O "o U
HN HO
0 L o

Segin el procedimiento general para la
desproteccion de ésteres metilicos, se trata una
disolucién de 75 (67 mg, 0.04 mmol) en THF (1 ml)
con LiOH:H20 (19 mg, 0.45 mmol) en agua (1 ml). El
residuo se purifica con resina Dowex 1X2 (HCOO)
obteniéndose 47 mg (74%) de un sélido blanco que

se identifica como 77. Pf > 230 °C, descompone.

EM (ES, modo positivo): m/z 850 (M+2H)?*,1700
(M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz) &: 0.98 (m, 9H,

CHxCHs), 2.71 (m, 6H, CH.CHs), 3.18 (m, 12H, B-CH.Trp), 4.36-4.79 (m, 12H, CH:N,a-CHTrp), 5.89-6.38
(m, 6H, NH), 6.86-7.93 (m, 33H, aromaticos, H-2! Trp, NH), 10.81-10.89 (m, 6H, NH-1' Trp).

13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) 5: 16.6 (CH2CHz), 22.5 (CHoCHs), 36.0 (B-CHzTrp), 38.6 (CH2N), 54.5 (-
CHTrp), 111.9, 118.5, 118.9, 127.6, 121.4, 124.3, 127.6, 136.6 (C aromaticos), 164.8 (C triazina), 174.0

(COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CeHgoN24O12: 1698.7170. Encontrado: 1698.7158.

HPLC (porcentaje de &rea). Sistema A: 7.4 min (99%), Sistema B: 3.8 min (99%).
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Derivado de tris(2-aminoetil)amina y triazina disustituida con éster metilico de tirosina (78)

OCH, H,00 Segun el procedimiento general

Howo 05\\»“\@ para la obtencion de trimeros, se
N
OH

hace reaccionar el derivado 43

HT\LZ ° NQN(HN (425 mg, 0.85 mmol) con tris(2-
@; OCHs 0 aminoetil)amina (411, 0.28 mmol)
1O O N|)§N Oy Ot on en presencia de DIPEA (0.44 ml,
iy N N 2.55 mmol), en dioxano (10 ml). El

residuo obtenido se purifica por

OH OH cromatografia ~ en  columna

empleando como eluyente un gradiente de CH2Cl.:MeOH (15:1) a (5:1). Se obtienen 178 mg (44%) de un
solido blanco que se identifica como 78. Pf 135-137 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 772 (M+2H)2*, 1543 (M+H)*.
'H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) 6: 2.61 (m, 6H, CH2N), 3.10-3.28 (m, 18H, 3-CH.Tyr, CH:N), 3.61 (s, 18H,
CHs0), 4.30-4.61 (m, 6H, o-CHTyr), 6.45-7.31 (m, 34H, NH, aromaticos), 9.21 (s, 6H, OH).

Anal. calculado para CrsHs7N1901s: C, 58.39; H, 5.68; N, 17.25. Encontrado: C, 58.14; H, 5.86; N, 17.01.

Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con éster metilico de

tirosina (79)

HO Segun el procedimiento general para la
/©/OH obtencién de trimeros, se hace reaccionar el
derivado 43 (350 mg, 0.70 mmol) con 1,3,5-

tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno (58 mg,

\ 5
HO HN)\N NH N
\©\\\\‘\fo N ’N/N 0.23 mmol) en presencia de DIPEA (0.40 ml,
H NH
OCH; oW@JH 2.10 mmol), en dioxano (5 ml). El residuo

HN H,CO obtenido se purifica por cromatografia en

HsCO.__0 /L O _-OCH;
N7 N j/ columna empleando como eluyente un
NN gradiente de CH,Cl:MeOH (20:1) a (10:1). Se
obtienen 116 mg (30%) de un sélido blanco

OH OH que se identifica como 79. Pf 158-160 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 823 (M+2H)2*, 1646 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) 6: 1.03 (m, 9H, CH2CH3), 2.61 (m, 6H, CH2CHs), 2.89 (m, 12H, B-CH,Tyr),
3.55 (s, 18H, CH30), 4.33-4.52 (m, 12H, a-CHTyr, CH2N), 5.91-6.12 (m, 6H, NH), 6.44-6.61 (m, 15H, NH,
aromaticos), 6.98 (d, J=7.8 Hz, 12H, arométicos), 9.23 (s, 6H, OH).
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13C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) &: 16.1 (CH,CHs), 20.9 (CHCHa), 35.7 (B-CH.Tyr), 38.8 (CHoN), 51.3
(CH50), 54.7 (a-CHTyr), 114.9, 127.6, 129.8, 130.1, 142.8, 155.8 (C aromaticos), 165.1 (C triazina), 173.0
(COOCHs).

Anal. calculado para CasHgsN1sO1s: C, 61.30; H, 5.88; N, 15.32. Encontrado: C, 61.67; H, 5.67; N, 15.12.

Derivado de tris(2-aminoetil)amina y triazina disustituida con tirosina (80)

OH HO Segun el procedimiento general
a\
HO/@MO oY i6 :
LN H\/\N/\/H NﬁH\©\OH para la desproteccion de ésteres
N | i W metilicos, se trata una disolucion
YN o o NQ(
HN [ " NH de 78 (150 mg, 0.097 mmol) en
N OH
/@/ H THF (1 ml) con LiOH-H,0 (50 mg,
HO HO.__O NJQN Os__OH

LY oH 1.16 mmol) en agua (1 mi). El

N7 NTSNT , . .
H H residuo se purifica con resina
Dowex1X2 (HCOO-) obteniéndose
OH OH 107 mg (76%) de un sélido blanco

que se identifica como 80. Pf > 210 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 730 (M+2H)2*, 1459 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-dg, 400 MHz) &: 2.59 (m, 6H, CH2N), 2.97-3.04 (m, 12H, B-CH,Tyr), 3.27 (m, 6H, CH:N),
4.21-4.71 (m, 6H, a-CHTyr), 6.22-6.65 (m, 18H, NH, aromaticos), 7.01-7.15 (m, 15H, NH, aromaticos),
9.23 (s, 6H, OH), 12.42 (s ancho, 6H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CesH7sN19O1s: 1457.5535. Encontrado: 1457.5537.

HPLC (porcentaje de &rea). Sistema A: 4.3 min (98%), Sistema B: 2.9 min (98%).

Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con tirosina (81)

HO Segun el procedimiento general para la
o Q/OH desproteccion de ésteres metilicos, se trata
iN \ o, F una disolucion de 79 (132 mg, 0.08 mmol) en
)N\\ A Z’AN“ THF (1.5 ml) con LiOH-H:0 (41 mg, 0.96
N

HO HN Ny .
\©\\\\‘\\‘//o \ /N/ mmol) en agua (1.5 ml). El residuo se
NH
OH " OYI\/Q/OH purifica con resina Dowex 1X2 (HCOO)

'j‘L HO obteniéndose 105 mg (84%) de un solido

HO° NN Oj/OH blanco que se identifica como 81. Pf > 210
NN °C, descompone.

EM (ES, modo positivo): m/iz 781 (M+2H)?*
OH OH
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1562 (M+H)".

1H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 1.04 (m, 9H, CH,CHy), 2.62 (m, 6H, CH,CHs), 2.81-2.95 (m, 12H, B-
CH.Tyr), 4.21-4.69 (m, 12H, a-CHTyr, CHN), 5.91-6.20 (m, 6H, NH), 6.63 (m, 15H, NH, Ar), 6.99 (d,
J=7.8 Hz, 12H, Ar), 9.19 (s, 6H, OH).

13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) &: 16.2 (CHoCHs), 22.6 (CH2CHs), 35.8 (B-CH.Tyr), 38.8 (CH.N), 54.9 (a:-
CHTyr), 114.9, 127.9, 129.9, 142.8, 155.7 (C aromaticos), 164.7, 165.2 (C triazina), 173.9 (COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CrsHasN1gO1s: 1560.6211. Encontrado: 1560.6210.

HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 5.2 min (98%), Sistema B: 3.3 min (98%).

(2S)-Metil-2-(4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il)azanodiil-3-(1H-indol-3-il)propanoato (82)

HCo. -0 ¢ Sobre una disolucién que contiene cloruro ciandrico (277 mg, 1.50 mmol) en THF
3 NN

L\ o (5 ml) a 0 °C se afade una mezcla que contiene H-Trp-OMeHCI (420 mg, 1.65

X i mmol) y DIPEA (1.7 ml, 9.9 mmol) en THF (10 ml). La mezcla se agita a 0 °C

" durante 4 horas. Transcurrido ese tiempo se evapora el disolvente. El residuo se
disuelve en 15 ml de acetato de etilo y se trata con una disolucién saturada de NH.CI. La fase orgénica se
seca con MgSO; anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo se purifica
mediante cromatografia flash, empleando un gradiente de hexano:AcOEt (100:0 a 60:40). Se obtienen

461 mg (84%) de un sélido blanco que se identifica como 82. Pf 113-115 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 366 (M+H)* con distribucion isotdpica de 2 cloros.

"H-RMN (CDCl3, 300 MHz) &: 3.20-3.25 (m, 2H, B-CH.Trp), 3.61 (s, 3H, CH30), 4.91 (m, 1H, a-CHTrp),
5.72-5.91 (m, 1H, NH), 6.88 (s ancho, 1H, H-2' Trp), 6.98-7.58 (m, 4H, aromaticos), 8.16 (s ancho, 1H,
NH-1iTrp).

(S)-Metil-2-(4-((S)-3-(1H-indol-3-il)-1-metoxi-1-oxopropan-2-ilamino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-ilamino)-
3-(4-hidroxifenil)propanoato (83)

GO0 NJC\\lN 0_o0H, Sobre una disoluciéon que contiene la triazina monosustituida 82 (300 mg,

ng“‘)i“/)\“j/” 0.82 mmol) en THF (20 ml) se afiade H-Tyr-OMeHCI (228 mg, 0.98 mmol) y

<" § DIPEA (0.80 ml, 4.92 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente

N © durante 10 horas. Transcurrido este tiempo se evapora el disolvente. El

> residuo se disuelve en 15 ml de acetato de etilo y se trata con una disolucion

saturada de NH4Cl. La fase organica se seca con MgSQ4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a

presion reducida. El residuo obtenido se purifica mediante cromatografia flash, empleando un gradiente

de CHCl:MeOH (100:0) a (85:15). Se obtienen 352 mg (81%) de un sélido blanco que se identifica como
83. Pf112-114 °C.
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EM (ES, modo positivo): m/z 525 (M+H)* con distribucién isotdpica de un Cl.

'H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) 6: 2.81-2.94 (m, 2H, B-CH.Tyr), 3.21-3.25 (m, 2H, B-CH:Trp), 3.59 (s, 6H,
CH:0), 4.31-4.88 (m, 2H, a-CHTyr, a-CHTrp), 572-591 (m, 2H, NH), 6.64-7.61 (m, 9H, H-2' Tip,
arométicos), 9.20 (s, 1H, OH), 10.83 (s ancho, 1H, NH-11 Trp).

Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con los ésteres

metilicos de tirosina y triptéfano (84)

Segun el procedimiento general para la obtencién

HN_ de trimeros, se hace reaccionar el derivado 83 (317
OH

oy /@f mg, 0.55 mmol) con 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-

)>N 0 HsCO_ <
‘o HN)N\\N,)\NH mH trietilbenceno (34 mg, 0.14 mmol) en presencia de

NN
e L . . i .
\©\\\‘\g\,CH H/kN W DIPEA (0.30 ml, 1.6 mmol), en dioxano (5 ml). El
s 0 [ residuo obtenido se purifica por cromatografia flash
HN H,CO

empleando como eluyente un gradiente de

HiCO 0 \ Ay Oxy-OCHs
N)LN/)\Nj/,, CH,Cl2:MeOH (30:1) a (10:1). Se obtienen 91 mg
S " (38%) de un sdlido blanco que se identifica como

NH

84. Pf 154-156 °C.
OH

EM (ES, modo positivo): m/z 858 (M+2H)z

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) 6: 1.00 (m, 9H, CH,CHs), 2.59 (m, 6H, CH.CHs), 2.87 (m, 6H, B-CH.Tyr),
3.14 (m, 6H, B-CHTrp), 3.51 (s, 18H, CH30), 4.27-4.78 (m, 12H, a-CHTyr, a-CHTrp, CH2N), 5.89-6.24
(m, 3H, NH), 6.51-7.49 (m, 33H, NH, H-2! Trp, aromaticos), 9.21 (s, 3H, OH), 10.84 (s, 3H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para CgoHgoN21O15: C, 63.03; H, 5.82; N, 17.15. Encontrado: C, 63.41; H, 5.62; N, 16.95.
Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con tirosina y
triptofano (85)

Segun el procedimiento general para |la

HN. desproteccion de ésteres metilicos, se trata una
i e /Q/o” disolucién de 84 (60 mg, 0.04 mmol) en THF (1 ml)

\ Pe HO\Ifi _
o HN)\\N/)\NH ] N/ZH con LiOH-H,0 (18 mg, 0.42 mmol) en agua (1 ml).
\©\ .0 ! /N El residuo se purifica con resina Dowex 1X2

\\K‘\// N N*NH NH
OH 0 | (HCOO:) obteniéndose 41 mg (72%) de un sélido
HN HO

blanco que se identifica como 85. Pf > 220 °C,

HO.__O \ A Ox,OH
)Ni /)N\ T descompone.
N” N7 N7
H H
\NH EM (ES, modo positivo): m/iz 816 (M+2H),

OH

186



Parte experimental. Sintesis de los compuestos

1631(M+H)".

"H-RMN (DMSO-dg, 500 MHz) &: 1.21 (m, 9H, CH,CH;), 2.59 (m, 6H, CH;CHs), 2.87-3.19 (m, 12H, B-
CHTyr, B-CH.Trp), 4.29-4.68 (m, 12H, a-CHTyr, a-CHTrp, CH2N), 5.90-7.50 (m, 36H, NH, H-2' Trp,
aromaticos), 9.19 (s, 3H, OH), 10.81 (s, 3H, NH-1! Trp), 12.40 (s ancho, 6H, COOH).

13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) &: 16.3 (CH2CH), 22.8 (CH,CHs), 27.0 (B-CHzTrp), 35.9 (B-CH,Tyr), 37.1
(CH.N), 53.9 (0-CHTp), 54.9 (0-CHTyr), 114.9, 127.4, 129.9, 130.0, 142.8, 155.8 (C aromaticos), 164.7,
165.3 (Ctriazina), 174.1, 174.4 (COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CesHs7N21015: 1629.6691. Encontrado: 1629.6691.
HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 6.1 min (99%), Sistema B: 3.6 min (99%).
(S)-Dimetil-2-(4-((S)-3-(1H-indol-3-il)-1-metoxi-1-oxopropan-2-ilamino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-

ilamino)succinato (86)

Cl

KOO /QN Oj/OCH3 Sobre una disolucion que contiene el derivado monosustituido 82 (273 mg,
HJ'\N/J\H 0.75 mmol) en THF (20 ml) se afiade H-Asp(OMe)OMeHCI (178 mg, 0.90
= 0” "OCHs  mmol) y DIPEA (0.9 ml, 54 mmol). La mezcla se agita a temperatura

NH
ambiente durante 10 horas. Transcurrido este tiempo se evapora el

disolvente. El residuo se disuelve en 15 ml de acetato de etilo y se trata con una disolucion saturada de
NH4Cl. La fase orgénica se seca con MgSO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presién
reducida. El residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna empleando como eluyente un
gradiente de hexano:AcOEt (1:1) a (2:). Se obtienen 226 mg (62%) de un solido blanco que se identifica
como 86. Pf 85-86 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 491 (M+H)* con distribucion isotépica de un cloro.

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 2.71 (m, 2H, -CH2Asp), 3.20 (m, 2H, B-CH:Trp), 3.65 (s, 9H, CH30),
4.21- 459 (m, 2H, a-CH-Asp, a-CHTrp), 5.71-5.88 (m, 2H, NH), 6.85 (s ancho, 1H, H-2/ Trp), 6.98-7.58
(m, 4H, aromaticos), 10.82 (s ancho, 2H, NH-11 Trp).

Derivado de tris(2-aminoetil)Jamina y triazina disustituida con éster metilico de aspartico y
triptofano (87)

Q]/\/gcm Hscj\\ \\(o% Segun el procedimiento general para la
0 N
HN— HN H Ho9

FNH/N \/\N/\/N\r/N - 0 obtencion de trimeros, se hace reaccionar el
HE/\LCL) g 0 NTHN derivado 86 (280 mg, 0.57 mmol) con tris(2-

0w = OCHs py HsCO aminoetil)amina (30 ul, 0.19 mmol) en
HE/ HiCO Ojf%iojjoc“a % presencia de DIPEA (0.30 ml, 1.71 mmol),
Q R OI/I;\OCH3 en dioxano (10 ml). El residuo obtenido se

NH purifica por cromatografia en columna
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empleando como eluyente un gradiente de CHxCl:MeOH (20:1) a (10:1). Se obtienen 107 mg (37%) de

un sélido blanco que se identifica como 87. Pf 96-98 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 755 (M+2H)?*, 1510 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz) 3: 2.55 (m, 6H, CH2N), 2.68-2.81 (m, 6H, B-CHzAsp), 3.13-3.22 (m, 12H, B-
CHTrp, CH:N), 3.60-3.65 (m, 27H, CH;0), 4.42-4.97 (m, 6H, a-CHAsp, a-CHTrp), 6.05-7.50 (m, 24H,
NH, H-2! Trp, aromaticos), 10.80 (s ancho, 3H, NH-1! Trp).

13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) &: 26.8 (B-CH;Trp), 35.5 (B-CH,Asp), 38.1 (CH:N), 50.0 (a-CHAsp), 52.0
(CH50), 54.0 (0-CHTrp, CH.N), 109.8, 111.4, 117.9, 118.4, 120.9, 123.8, 127.0, 136.1 (C aromaticos),
164.8, 165.2, 165.6 (C triazina), 170.7, 172.1, 173.4 (COOCHs).

Anal. calculado para CgoHssN2201s: C, 54.90; H, 5.61; N, 20.41. Encontrado: C, 54.76; H, 5.86; N, 20.19.
Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con éster metilico de
aspartico y triptéfano (88)

Segun el procedimiento general para la obtencion de

HN_ ocH trimeros, se hace reaccionar el derivado 86 (263 mg,
3

ol Octts . A, 054 mmol) con  1,35-tris(aminometi)-2,4,6-

0 2
)N\\\j\ ’ Z’)'/\NH trietilbenceno (44.6 mg, 0.18 mmol) en presencia de

0 HN7TN” "NH Ny )

Hsook\“\\//o H/QN//kNH " DIPEA (0.30 ml, 1.6 mmol), en dioxano (4 ml). El
OCHs OMQ residuo obtenido se purifica por cromatografia en
GO O H/NL o OCHHSCO columna empleando como eluyente AcOEt:hexano

3 < 3
N)N{N/)N\N . (4:1). Se obtienen 116 mg (40%) de un sélido blanco

5 " " O//I\OCH3 que se identifica como 88. Pf 138-140 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 807 (M+2H), 1613
(M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz) &: 1.02 (m, 9H, CH2CHs), 2.59 (m, 6H, CH.CH;), 2.64-2.98 (m, 6H, B-
CH2Asp), 3.16 (m, 6H, B-CHTrp), 3.60-3.68 (m, 27H, CH30) 4.31 (s ancho, 6H, CH2N), 4.50-4.81 (m, 6H,
o-CHTrp, a-CHAsp), 5.90-6.68 (m, 6H, NH), 6.95-7.58 (m, 18H, NH, H-2! Trp, aromaticos), 10.83 (s, 3H,
NH-1! Trp).

Anal. calculado para C7sHgsN21O1s: C, 58.09; H, 5.81; N, 18.24. Encontrado: C, 58.35; H, 5.67; N, 18.45.
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Derivado de tris(2-aminoetil)amina y triazina disustituida con aspartico y triptéfano (89)

OH HO Segun el procedimiento general para la
I 0 Oé\\\\\\(OH l .
HN—  HN H N H desproteccion de ésteres metilicos, se trata

= N N NN N NH O
':'E/'N o g o NQ(N una disolucion de 87 (80 mg, 0.063 mmol) en
. o " Hoo THF (1.5 ml) con LiOHHO (41 mg, 0.95
E/ HO O)Nf:N\OTOH o mmol) en agua (1.5 ml). El residuo se purifica
N N N /];\ con resina Dowex 1X2 (HCOO-) obteniéndose
N OH
NH © 70 mg (96%) de un solido blanco que se

identifica como 89. Pf > 210 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 692 (M+2H)?*, 1383 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) 6: 2.56 (m, 6H, CH:N), 2.66 (m, 6H, B-CH,Asp), 3.09-3.27 (m, 12H, B-
CHTrp, CH2N), 4.59 (m, 6H, a-CH-Asp, a-CHTrp), 6.40-6.71 (m, 6H, NH), 6.94-7.50 (m, 18H, NH, H-2!
Trp, aromaticos), 10.78 (s ancho, 3H, NH-1iTrp), 12.78 (s ancho, 9H, COOH).

13C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) &: 27.4 (B-CH:Trp), 37.5 (B-CHzAsp), 38.9 (CH2N), 51.3 (a-CHAsp), 53.1
(CH2N), 54.2 (a-CHTrp), 110.4, 111.7, 118.5, 118.8, 121.3, 123.9, 127.4, 136.2 (C aromaticos), 165.4 (C
triazina), 172.9, 173.8 (COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CeoHesN2201s: 1382.4925. Encontrado: 1382.4934.
HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 4.7 min (99%), Sistema B: 3.0 min (98%).

Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con aspartico y
triptofano (90)

Segun el procedimiento general para la desproteccion

de ésteres metilicos, se trata una disolucion de 88 (80

HN_~
o~ /ﬂ mg, 0.050 mmol) en THF (1.5 ml) con LiOH-H,0 (38 mg,
= [0}
BI‘\)j\o HOHH 0.89 mmol) en agua (1.5 ml). El residuo se purifica con
C))\H'L?“(‘) NH /E \/E resina Dowex 1X2 (HCOO-) obteniéndose 67 mg (91%)
A N =
T Ho O 7™ de un sdlido blanco que se identifica como 90. Pf > 210
HN HN@ °C, descompone.
HO._0 NLN O OH
q )LN/)\NI/ EM (ES, modo positivo): m/z 744 (M+2H)?.
H H
A 0)\0“ 1H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 1.02 (m, 9H, CH,CHs),

2.60 (m, 6H, CH:CHs), 2.89-3.21 (m, 12H, B-CH.Trp, -
CHAsp), 4.21-4.75 (m, 12H, o-CHTrp, a-CHAsp, CH2N), 6.15-6.68 (m, 6H, NH), 6.95-7.58 (m, 18H, NH,
H-2! Trp, arométicos), 10.81 (s, 3H, NH-1! Trp), 12.70 (s ancho, 9H, COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CesH75N2101s: 1485.5599. Encontrado: 1485.5618.
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HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 5.6 min (98%), Sistema B: 3.3 min (98%).

(2S,2'R)-Dimetil-2,2'-(6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-il)propanoato (91)

Heoo L o ocH, Sobre una disolucién que contiene el derivado monosustituido 82 (240 mg,

PPN 0.65 mmol) en THF (7 ml) se afade H-D-Trp-OMeHCI (200 mg, 0.80

X Z mmol) y DIPEA (0.7 ml, 4.0 mmol). La mezcla se agita a temperatura

ambiente durante 10 horas. Transcurrido este tiempo se evapora el

disolvente. El residuo se disuelve en 15 ml de acetato de etilo y se trata con una disolucion saturada de

NH4Cl. La fase organica se seca con MgSQO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presién

reducida. El residuo obtenido se purifica por cromatografia cromatografia flash empleando como eluyente

CH:Cl2:MeOH (20:1). Se obtienen 320 mg (90%) de un sdlido blanco que se identifica como 91. Pf 101-
103 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 548 (M+H)* con distribucién isotdpica de Cl.

'H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) 6: 3.11 (m, 4H, B-CHTrp), 3.54 (s, 6H, CH30), 4.50 (m, 2H, a-CHTrp),
5.61 (s, 2H, NH), 6.91-7.48 (m, 10H, H-2/ Trp, aromaticos), 10.86 (s ancho, 2H, NH-11 Trp).

Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con éster metilico de
D- y L- triptéfano (92)

Segun el procedimiento descrito para la obtencion de

HN_ trimeros, se hace reaccionar el derivado 91 (197 mg,
ol ety M 036 mmol) con 1,3 5-ris@aminometil)-2,4,6-
0 H,CO.
)N\\\/N 3 J /EH trietilbenceno (30 mg, 0.12 mmol) en presencia de
N NH N\
" Mo . JN/N DIPEA (0.19 ml, 1.12 mmol), en dioxano (4 ml). El
NH NH
OCHy "o [ residuo obtenido se purifica por cromatografia flash
o o Hi o OCHH3CO empleando como eluyente CH.Cl:MeOH (30:1). Se
3 I \/N 3 obtienen 50 mg (34%) de un solido blanco que se
N)\N)\N
S " identifica como 92. Pf 180-182 °C.
NH HN

EM (ES, modo positivo): m/z 892 (M+2H)?.

"H-RMN (DMSO-dg, 500 MHz) 6: 0.97 (m, 9H, CH,CHs), 2.57 (m, 6H, CH.CHs), 3.14 (m, 12H, B-CH.Trp),
3.59 (s, 18H, CH30), 4.27 (s, 6H, CH2N), 4.59 (m, 6H, o-CHTrp), 6.50 (m, 6H, NH), 6.93-7.49 (m, 33H,
NH, H-2Trp, aromaticos), 10.82 (s, 6H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para CosH102N24012: C, 64.63; H, 5.76; N, 18.84; Encontrado: C, 64.76; H, 5.55; N, 18.97.
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Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con D- y L- triptéfano
(93)

Segun el procedimiento general para la desproteccién de

ésteres metilicos, se trata una disolucion de 92 (50 mg,

HN_~
i~ ~NH 0.03 mmol) en THF (0.8 ml) con LiOH-H,0 (14 mg, 0.33
fﬂ“\o o NH mmol) en agua (1 ml). El residuo se purifica con resina
7 0
A g 4 /ﬁ/gj Dowex 1X2 (HCOO-) obteniéndose 41 mg (86%) de un
N
Ié?\)\gi H g% solido blanco que se identifica como 93. Pf > 210 °C,
HN HO descompone.
HO._0 N,LN O OH
NN EM (ES, modo positivo): m/z 851 (M+2H)?*.
H H
A < *H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz) 5: 0.97 (m, 9H, CH,CHj),

2.55 (m, 6H, CH,CHs), 3.16 (m, 12H, B-CHTrp), 4.30 (m,
6H, CH2N), 4.62 (m, 6H, o-CHTrp), 6.10 (m, 6H, NH), 6.91-7.53 (m, 33H, NH, H-2Trp, aromaticos), 8.61
(m, 3H, NH), 10.81 (s ancho, 6H, NH-1/ Trp).

13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) &: 16.3 (CH2CHs), 22.7 (CH2CHs), 36.0 (B-CH.Trp), 38.0 (CH:N), 54.0 (ar-
CHTrp), 110.2, 110.5, 111.4, 118.1, 119.6, 120.9, 124.3, 127.2, 136.1 (C aromaticos), 164.7 (C triazina),
174.2 (COOH).

HRMS (ES, modo negativo): calculado para CgoHaoN24012: 1698.7170. Encontrado: 1698.7160.
HPLC (porcentaje de &rea). Sistema A: 7.4 min (99%), Sistema B: 3.9 min (98%).

(S)-Metil-2-(4-(2-(1H-indol-3-il)etilamino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-il)azanodiil-3-(1H-indol-3-
il)propanoato (94)

HCo_0 Sobre una disolucién que contiene el derivado monosustituido 82 (250 mg,
N™~N
H)LN/)\H 0.70 mmol) en THF (8 ml) se afiade triptamina (130 mg, 0.81 mmol) y
X z DIPEA (0.7 ml, 4.0 mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente
NH HN

durante 10 horas. Transcurrido este tiempo se evapora el disolvente. El
residuo se disuelve en 15 ml de acetato de etilo y se trata con una disolucion saturada de NH4Cl. La fase
organica se seca con MgSOs anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo
obtenido se purifica por cromatografia cromatografia flash empleando como eluyente CH:Cl:MeOH
(30:1). Se obtienen 196 mg (59%) de un sélido blanco que se identifica como 94. Pf 101-102 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 490 (M+H)* con distribucion isotépica de Cl.

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 2.82 (m, 2H, CHz), 3.19 (m, 2H, CHy), 3.40 (m, 2H, B-CH.Trp), 3.50 (s,
3H, CH50), 4.62 (m, 1H, a-CHTrp), 6.46-7.52 (m, 12H, NH, H-2 Trp, aromaticos), 10.86 (s ancho, 2H,
NH-1iTrp, NH-1i),
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Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con triptamina y el

éster metilico de triptéfano (95)

NH
.
HN o N
\ N =
H N7ONH —NH
0 |
HN HaCO
HaCO oNIJQN
NN
H H
X %
NH HN

Segun el procedimiento descrito para la obtencién de
trimeros, se hace reaccionar el derivado 94 (185 mg,
0.38 mmol) con 1,35-tris(aminometil)-2,4,6-
trietilbenceno (31 mg, 0.13 mmol) en presencia de
DIPEA (0.19 ml, 1.12 mmol), en dioxano (4 ml). El
residuo obtenido se purifica por cromatografia flash
empleando como eluyente CH2Cl;:MeOH (30:1). Se
obtienen 67 mg (36%) de un sélido blanco que se
identifica como 95. Pf 157-159 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 806 (M+2H)?".

1H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 0.98 (m, 9H, CH,CHs), 2.58 (m, 6H, CH,CHs), 2.82 (m, 6H, CHy), 3.14-
3.20 (m, 12H, CH.N, B-CH.Trp), 3.58 (s, 9H, CHz0), 4.00-4.69 (m, 9H, CHaN, a-CHTrp), 6.09 (m, 6H,
NH), 6.90-7.59 (m, 33H, NH, H-2Trp, arométicos), 10.73-10.83 (m, 6H, NH-1i Trp, NH-1).

Anal. calculado para CgoHgsN24Os: C, 67.15; H, 6.01; N, 20.88; Encontrado: C, 67.37; H, 5.75; N, 21.07.

Derivado de 1,3,5-tris(aminometil)-2,4,6-trietilbenceno y triazina disustituida con triptamina y

triptofano (96)
HN_
HN o <~
0
N\)i"‘ NH
HN\ HN” °N NH /z/iz
NTONTMNH N
0 |
HN HE/\/EQ

Segun el procedimiento  general para la
desproteccion de ésteres metilicos, se trata una
disolucién de 95 (60 mg, 0.04 mmol) en THF (1 ml)
con LiOH-H20 (10 mg, 0.22 mmol) en agua (1 ml). El
residuo se purifica con resina Dowex 1X2 (HCOO-)
obteniéndose 54 mg (93%) de un sélido blanco que

se identifica como 96. Pf > 210 °C, descompone.
EM (ES, modo positivo): m/z 785 (M+2H)2.

tH-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) &: 0.96 (m, 9H,
CH,CHs), 2.58 (m, 6H, CH:CHs), 2.83 (m, 6H, CH),

3.12-3.20 (m, 12H, CHzN, B-CHTrp), 4.10-4.70 (m, 9H, CHN, a-CHTrp), 6.01 (m, 6H, NH), 6.90-7.60 (m,
33H, NH, H-2Trp, aromaticos), 10.75-10.83 (m, 6H, NH-1i Trp, NH-1). No &cidos

HRMS (ES, modo negativo): calculado para Ce7HsoN2406: 1566.7475. Encontrado: 1566.7462.

HPLC (porcentaje de area). Sistema A: 8.4 min (99%), Sistema B: 4.2 min (99%).
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SINTESIS DE COMPUESTOS DEL CAPITULO 2

(2S,2'S,2"S,2™ S)-Terc-butil-2,2',2",2"'-(6,6'-(hexano-1,6-diilbis(azanodiil))bis(1,3,5-triazin-2,4,6-

triil) tetrakis(azanodiil)tetrakis(4-amino-4-oxobutanoato) (107)

J( >L Siguiendo el procedimiento A para la obtencién de dimeros, se
o o . J<°>°2:O hizo reaccionar el derivado disustituido 63 (193 mg, 0.40 mmol)
0 NH
-u|>; 2 vy con 1,6-hexanodiamina (28 mg, 0.24 mmol) en presencia de
HN
/ H_(N_ N DIPEA (0.21 ml, 1.20 mmol) en dioxano (5 ml). La reaccion se
N \>_N/\/\/\/ S
=N vy calienta a 100 °C durante 24 h en tubo de presion. El residuo se
HN m - ,
ﬂ HN ‘< ' 3:0 purifica por cromatografia en columna, empleando como
0 NH
o d © C))T eluyente CH,Cl:MeOH:NH,OH (5:1:0.1). Se obtienen 104 mg

(26%) de un sdlido blanco que se identifica como 107. Pf >150

°C, descompone.

EM (ES, modo positivo): m/z 1020 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-dg, 300 MHz) &: 1.21-1.48 (m, 44H, CHs CHy), 2.50 (m, 8H, B-CH,Asn), 3.11 (m, 4H,
CH:N), 4.39-4.69 (m, 4H, a-CHAsn), 6.31-6.83 (m, 8H, CONH,), 6.86-7.41 (m, 6H, NH).

Anal. calculado para CasH7sN16012: C, 51.85; H, 7.32; N, 21.99. Encontrado: C, 51.49; H, 7.12; N, 22.08.

(2S)-Terc-butil-2-(4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-il)azanoil-3-(1H-indol-3-il)propanoato (108)

. Sobre una disolucion que contiene cloruro ciandrico (184.4 mg, 1.00 mmol) y

N)\lN OTO‘B“ DIPEA (0.5 ml, 3.00 mmol) en THF (20 ml) a 0 °C, se afiade H-Trp-OtBu-HClI
S ”

CI” N (297 mg, 1.00 mmol). La mezcla se agita a 0 °C durante 8 horas. Transcurrido

=

~

S5 ese tiempo se evapora el disolvente. El residuo se disuelve en 20 ml de acetato

de etilo y se trata con una disolucion saturada de NH4CI (10 ml). La fase organica
se seca con MgSO. anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presién reducida. El residuo se purifica
mediante cromatografia en columna empleando como eluyente hexano:AcOEt (3:1). Se obtienen 338 mg
(83%) de un sdlido blanco que se identifica como 108. Pf 58-60 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 408 (M+H)* con distribucion isotépica de 2 cloros.

tH-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 1.41 (s, 9H, CHs), 3.31 (dd, J = 14.9, 6.5 Hz, 1H, B-CHzTrp), 3.40 (dd, J =
14.9, 5.6 Hz, 1H, B-CH.Trp), 4.89 (ddd, J = 7.5, 6.5, 5.7 Hz, 1H, a-CHTrp), 6.36 (d, J = 7.5 Hz, 1H, NH),
7.01 (s, 1H, H-21 Trp), 7.13 (dd, J = 8.0, 7.1 Hz, 1H, Ar), 7.21 (dd, J = 8.2, 7.1 Hz, 1H, Ar), 7.35 (d, J = 8.2
Hz, 1H, Ar), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Ar), 8.16 (s ancho, 1H, NH-1i Trp).
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(28)-Terc-butil-4-amino-2-(4-((S)-1-terc-butoxi-3-(1H-indol-3-il)-1-oxopropan-2-ilamino)-6-cloro-1,3,5-

triazin-2-ilamino)-4-oxobutanoato (109)

Sobre una disolucién que contiene el derivado monosustituido 108 (330
N Asn-OtBuHCI (218 mg, 0.97 mmol). La mezcla se agita a temperatura

cl

Bu0 0 N)QN Oy OB mg, 0.80 mmol) y DIPEA (0.8 ml, 4.81 mmol) en THF (16 ml) se afiade H-
H

HN" 0 \ ambiente durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se evapora el

%
N

disolvente. El residuo se disuelve en 20 ml de acetato de etilo y se trata

con una disolucién saturada de NH4Cl (10 ml). La fase organica se seca con MgSOs anhidro, se filtra y se
evapora el disolvente a presién reducida. El residuo obtenido se purifica por cromatografia en columna

empleando como eluyente CH,Cl:MeOH (12:1). Se obtienen 380 mg (84%) de un sdlido blanco que se
identifica como 109. Pf 102-104 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 560 (M+H)* con distribucién isotdpica de un cloro.

"H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 1.38 (s, 9H, CHs), 1.45 (s, 9H, CHs), 2.68-2.95 (m, 2H, B-CHzAsn), 3.18-
3.38 (m, 2H, B-CHTrp), 4.56-4.61 (m, 1H, a-CHAsn), 4.77-4.82 (m, 1H, a-CHTrp), 5.68-5.81 (m, 2H,
CONHy), 6.11 (m, 1H, NH), 6.77 (m, 1H, NH), 7.01-7.19 (m, 3H, H-2! Trp, Ar), 7.36-7.59 (m, 2H, Ar), 8.20
(s ancho, 1H, NH-1' Trp).

(2S,2'S)-Terc-butil-2,2'-(S)-6,6'-(piperazina-1,4-diil)bis(4-((S)-1-terc-butoxi-3-(1H-indol-3-il)-1-

oxopropan-2-ilamino)-1,3,5-triazina-2,6-diil)bis(azanodiil)bis(4-amino-4-oxobutanoato) (110)

‘Bu, Siguiendo el procedimiento B para la obtencién de dimeros, se
0 O
o:g >—NH2 BIO. X\ L hizo reaccionar el derivado 109 (200 mg, 0.36 mmol) con
all N

HN OhNH piperazina (18.5 mg, 0.21 mmol) en presencia de DIPEA (0.50
N>’=:\>—N/\:/\N—<\N:/<N ml, 2.86 mmol) en dioxano (10 ml), irradiando en un equipo
HN 0 NH microondas monomodo a 100 °C durante 2.5 h. El residuo se
Y QMofBu HZN—< IIlS.:o purifica por cromatografia en columna empleando como
@7 ° O\‘Bu eluyente AcOEt:MeOH (8:1). Se obtienen 172 mg (84%) de un

solido blanco que se identifica como 110. Pf 118-120 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 1133 (M+H)*.

'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) 6: 1.28-1.33 (s, 36H, CHs), 2.51 (m, 4H, B-CHzAsn), 3.12 (m, 4H, B-
CHTrp), 3.50-3.64 (m, 8H, CH2N), 4.38-4.70 (m, 4H, a-CHTrp, a-CHAsn), 6.56-6.88 (m, 8H, CONH,, NH),
6.92:7.52 (m, 10H, H-2' Trp, Ar), 10.83 (s ancho, 2H, NH-1 Trp).

13C-RMN (DMSO-ds, 100 MHz) &: 26.8 (B-CH,Trp), 27.6 ((CHy)sC), 36.6 (B-CHaAsn), 42.4 (CH,N), 50.93
(a-CHAsn), 55.6 (a-CHTrp), 80.0 ((CHs)sC), 110.0, 111.4, 118.4, 120.9, 123.9, 127.1, 136.1 (Ar), 164.1,
165.2 (C-2, C-4, C-6), 171.4 (CO(CHs)s), 172.4 (CONH).
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Anal. calculado para CssH7sN16O10: C, 59.35; H, 6.76; N, 19.77. Encontrado: C, 59.05; H, 7.04; N, 19.57.

(2S)-Terc-butil-4-amino-2-(4-((S)-1-terc-butoxi-3-(1H-indol-3-il)-1-oxopropan-2-ilamino)-6-(2-

aminoetilamino)-1,3,5-triazin-2-ilamino)-4-oxobutanoato (111)

NS N2 Segun el procedimiento general para la obtenciéon de estructuras
‘BFO)NI\)ZN\O f o8 monoméricas de triazina, a una disolucién del compuesto 109 (238 mg,
oVl ’ 0.43 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml), se afadio 1,2-etanodiamina (0.11 ml,
e Hﬁ 1.70 mmol) y DIPEA (0.22 ml, 1.29 mmol). La reaccion se irradia en un

equipo microondas monomodo a 70 °C durante 1 h. El residuo obtenido se purifica empleando un
cartucho SCX (Varian), eluyéndose el producto final con una disolucién de NHz 2M en MeOH. Se obtienen
180 mg (72%) de un sélido blanco que se identifica como 111. Pf 119-121 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 584 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) 6: 1.26-1.42 (m, 18H, CHs), 2.68-2.78 (m, 8H, B-CH2Asn, CH:N), 2.98-3.19
(m, 2H, B-CH2Trp), 4.31-4.71 (m, 2H, a-CHAsn, a-CHTrp), 6.27-6.62 (m, 5H, NH, NHy), 6.81-7.62 (m, 7H,
CONH;, H-2 Trp, Ar), 10.81 (s ancho, 1H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para CaH41NgOs: C, 57.62; H, 7.08; N, 21.60. Encontrado: C, 57.38; H, 7.11; N, 21.94.

(2S)-Terc-butil -4-amino-2-(4-((S)-1-terc-butoxi-3-(1H-indol-3-il)-1-oxopropan-2-ilamino)-6-(2-(2-

hidroxietoxi)etilamino)-1,3,5-triazin-2-ilamino)-4-oxobutanoato (113)

HN~-O~">on  Segun el procedimiento general para la obtencion de estructuras
BuO._0 ., Os 0OBu . . o
)NI\ /)N\ monomeéricas de triazina, a una disolucion del compuesto 109 (100 mg,
N 0.18 mmol) en 1,4-dioxano (5 ml), se afiadié 2-(2-aminoetoxi)etanol (72
HoN [0] 7
‘ HN ul, 0.71 mmol) y DIPEA (0.94 ml, 0.54 mmol). La reaccién se irradia en
un equipo microondas monomodo a 70 °C durante 1 h. El residuo obtenido se purifica por CCTLC
empleando como eluyente AcOEt:MeOH:NH4OH (10:2:0.1). Se obtienen 90 mg (80%) de un sélido blanco
que se identifica como 113. Pf 82-84 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 629 (M+H)".

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1.28-1.51 (m, 18H, CHs), 2.69 (m, 2H, B-CHAsn), 3.1 (m, 2H, B-
CH,Trp), 3.37-3.52 (m, 8H, CHz0, CHoN), 4.33-4.72 (m, 2H, a-CHAsn, a-CHTrp), 6.27-6.82 (m, 4H, NH,
OH), 6.83-7.64 (m, 7TH, CONHa, H-2! Trp, Ar), 10.83 (s ancho, 1H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para C3HNsO7: C, 57.31; H, 7.05; N, 17.82. Encontrado: C, 57.05; H, 7.22; N, 17.99

195



Parte experimental. Sintesis de los compuestos

(2S,2'S)-Terc-butil-2,2'-(6-cloro-1,3,5-triazina-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-il)propanoato)
(114)

7 Segun el procedimiento general para la obtencion de triazinas

Buo__0 NN Os_0Bu
L j/,,/ disustituidas, se afiadio a una disolucion de cloruro cianurico (92 mg,

N N
" @ 0.50 mmol) en THF (6 ml), H-Trp-OtBuHCI (356 mg, 1.20 mmol) y
HN DIPEA (0.5 ml, 3.00 mmol). El residuo se purifica mediante por

=

N
NH

cromatografia en columna, empleando como eluyente hexano:AcOEt (1:1). Se obtienen 301 mg (95%) de

un sélido blanco que se identifica como 114. Pf 122-124 °C.
EM (ES, modo positivo): m/z 632 (M+H)* con distribucién isotdpica de Cl.

"H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 1.38 (s, 18H, CHs), 3.27-3.40 (m, 4H, B-CHTrp), 4.89 (m, 2H, a-CHTrp),
6.36 (m, 2H, NH), 6.98-7.59 (m, 10H, H-2' Trp, Ar), 8.17 (s ancho, 2H, NH-1! Trp).

(2S,2'S)-Terc-butil-2,2'-(6-(2-aminoetilamino)-1,3,5-triazin-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-
il)propanoato) (115)

Segun el procedimiento general para la obtencion de estructuras
0By monoméricas de triazina, a una disolucion del compuesto 114 (300 mg,

N)N'\N\/N NI/ 0.47 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml), se afiadié 1,2-etanodiamina (0.16
" " @ ml, 2.35 mmol) y DIPEA (0.41 ml, 2.35 mmol). La reaccion se irradia en
N HN un equipo microondas monomodo a 100 °C durante 1 h. El residuo
obtenido se purifica empleando un cartucho SCX (Varian), eluyéndose con una disolucién de NH3; 2M en
MeOH. Se obtienen 181 mg (58%) de un sélido blanco que se identifica como 115. Pf 110-112 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 656 (M+H)*.

1H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1.32 (s, 18H, CHa), 2.58 (m, 4H, CH,N), 2.90-3.20 (m, 4H, B-CHzTrp),
4.31-4.62 (m, 2H, a-CHTrp), 6.31-6.72 (m, 5H, NH, NH,), 6.90-7.60 (m, 10H, H-2 Trp, Ar), 10.83 (s ancho,
2H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para CssHssNgO4: C, 64.10; H, 6.92; N, 19.22. Encontrado: C, 64.38; H, 6.63; N, 19.42.

(2S,2'S)-Terc-butil-2,2'-(6-(2-((2R,3S,4R,5R)-2,3,4,5,6-pentahidroxihexanamido)etilamino)-1,3,5-
triazina-2,4-diil)bis(azanodiil)bis(3-(1H-indol-3-il)propanoato) (116)

Ho "S —o4  Una disolucién del compuesto 115 (170 mg, 0.26mmol) en DMF
6] /
T %, Od anhidra (2 ml), se adiciona gota a gota a una disolucion de D-
AN
BUO. .0 NH)’LN 0 _OBu glucono-1,5-lactona (463 mg, 2.60 mmol) en DMF anhidra (20
A I, ml). La mezcla se agita a 50 °C durante 24 h. Transcurrido este

N N N
AN " " @ tiempo, se lleva el crudo de reaccién a sequedad y se disuelve
AN en 20 ml de AcOEt. Sobre esta disolucion se afiade 0.5 ml de
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MeOH y se enfria durante la noche a 4 °C. Transcurrido este tiempo se aisla el precipitado por filtracién

obteniéndose 70 mg (32%) de un sélido blanco que se identifica como 116. Pf 108-110 °C
EM (ES, modo positivo): m/z 834 (M+H)*.

"H-RMN (DMSO-ds, 300 MHz) &: 1.32 (s, 18H, CHs), 2.90-3.20 (m, 4H, B-CH,Trp), 3.42-4.21 (m, 10H,
CH2N, CHOH), 4.74-4.76 (m, 2H, a-CHTrp), 5.75-6.62 (m, 9H, NH, OH), 7.01-7.60 (m, 10H, H-2' Trp, Ar),
10.82 (s ancho, 2H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para C41HssNgO1o: C, 59.05; H, 6.65; N, 15.12. Encontrado: C, 59.24; H, 6.97; N, 14.78
(25,2'S,2"S,2™S)-Terc-butil-2,2',2",2™'-(6,6"-(piperazin-1,4-diil)bis(1,3,5-triazin-2,4,6-triil) tetrakis
(azanodiil)tetrakis(3-(1H-indol-3-il)propanoato) (117)

Siguiendo el procedimiento B para la obtencion de dimeros,

/ O'Bu B se hizo reaccionar la monoclorotriazina 114 (200 mg, 0.32

HN ham\ NH
HN NO — ON NH mmol) con piperazina (16.3 mg, 0.19 mmol) en presencia de
AN />—N\_/N_<\N_/<N DIPEA (0.17 ml, 0.96 mmol) en dioxano (10 ml) mediante
NI SN irradiacion en un equipo microondas monomodo a 100 °C

TNy ogy Bud s

durante 2 h. El residuo se purifica por cromatografia en
columna empleando como eluyente AcOEt:MeOH (20:1). Se
obtienen 199 mg (48%) de un solido blanco que se identifica como 117. Pf 138-140 °C.

EM (ES, modo positivo): m/z 1278 (M+H)*.

1H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 1.30 (s, 36H, CHs), 3.18 (m, 8H, B-CHzTrp), 3.55 (m, 8H, CHoN), 4.60 (m,
4H, a-CHTrp), 5.60 (m, 4H, NH), 6.92-7.63 (m, 20H, H-2i Trp, Ar), 8.02 (s ancho, 4H, NH-1i Trp).

Anal. calculado para CroHs:N160s: C, 65.81; H, 6.63; N, 17.54. Encontrado: C, 66.19; H, 6.74; N, 17.18.
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Parte experimental. Ensayos biolégicos en cultivo y SPR

ENSAYOS BIOLOGICOS EN CULTIVO

Todos los ensayos biolégicos han sido realizados por el equipo del Dr. Jan Balzarini en el
Instituto Rega de la Universidad Catdlica de Lovaina (Bélgica). El virus de Inmunodeficiencia Humana tipo
1 VIH-1(llIB) fue proporcionado por el Dr. R. C. Gallo y el Dr. M. Popovic (Institute of Human Virology,
University of Maryland, Baltimore, MD). Las células humanas linfocitos T, CEM, se obtuvieron de la
American Type Culture Collection (Manassas, VA) y se cultivan en medio RPMI 1640 suplementado con
suero fetal bovino (FBS) (Cambrex Bio Science Verviers S.p.r.l., Verviers, Belgium), 2 mM L-glutamina y
0.075 M NaHCO:s. Las células CEM se infectan con VIH como se describe a continuacion: se suspenden
células CEM (4.5 x 105 celulas/ml) y se infectan con VIH-1 o VIH-2 a una concentracién 100 veces
superior a la dosis infectiva 50% (CCDlso). La formacion de células gigantes en células CEM inducida por
VIH-1 se determina microscopicamente tras incubacién a 37 °C durante 4 dias. La concentracion efectiva
50% (CEso) se define como la concentracién de compuesto que se requiere para reducir en un 50% la
formacién de sincitios y la concentracion citotoxica 50% (CCso) se define como la concentracion de

compuesto que se requiere para reducir en un 50% la proliferacién celular.

RESONANCIA DE PLASMON SUPERFICIAL

La proteina recombinante gp120 de VIH-1 lll B (ImmunoDiagnostics Inc.,Woburn, MA) producida
en cultivo celular de ovarios de hamster chino, fue inmovilizada de manera covalente en la matriz de
dextrano funcionalizada con acidos carboxilicos de un chip sensor CM5 en acetato de sodio 10mM, y pH
4, usando un método estandar de acoplamiento de aminas. Se empled una celda de referencia como
control para interacciones no especificas y cambios en el indice de refraccion. Todos los estudios de
interaccion fueron realizados a 25 °C en un instrumento Biacore T100 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia).
Los compuestos fueron disueltos en HBS-P (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,05% surfactante P20; pH
7.4), con un 5% de dimetilsulféxido (DMSO, Merck) y Ca2* (10 mM) a una concentracién de 50 uM. Las
muestras fueron inyectadas durante 3 minutos con un flujo 30 ul/min seguido de una fase de disociacion
de 5 minutos. Con el fin de eliminar la contribucidon del DMSO en la medida de la respuesta se emplearon
correcciones para el DMSO. La superficie el chip CM5 fue regenerada con una inyeccion de NaOH (50

mM) durante 5 segundos con un flujo de 100 pl/min.

199



200



Parte experimental. Caracterizacion de los geles

CARACTERIZACION DE LOS GELES

Para realizar el test de gelificacion se tomo una determinada cantidad de los compuestos de
estudio, se suspendié en 1 ml de los disolventes especificados y se calenté con una pistola de calor en un
vial cerrado herméticamente, hasta conseguir una disolucién homogénea. Tras ello, se dejé a la muestra
alcanzar temperatura ambiente y pasados 30 minutos, se comprobé la formacién del gel mediante el

método de inversién del vial.

La temperatura de transicion gel-disolucion (Tgel) se determind mediante el método de inversion
del vial. La muestra del gel se prepard en un vial sellado y se sumergié en un bafio de silicona
termostatizado. La temperatura del bafio se incrementé a una velocidad de 2 °C / min. La Tgel se

consider6é como la temperatura a la cual el gel comienza a fluir.

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) se registraron en un
espectrometro Perkin-Elmer Spectrum One. La muestra del gel se analizé mediante su colocacién entre

dos cristales de NaCl, mientras que el analisis de la disolucion se realizé en una cubeta convencional.

Las medidas de viscoelasticidad dindmica se realizaron en un reémetro de esfuerzo controlado
marca TA Instruments modelo AR1000 utilizando el modo de cizalla que permite determinar el modulo de
almacenamiento, G', y el médulo de pérdidas, G”. Para estos estudios se empled la geometria de platos
paralelos de 40 mm. Dado que la formacién de los geles tenia lugar casi inmediatamente después de
dejarlos reposar a temperatura ambiente, los geles se formaron directamente en el plato inferior del
redmetro, afiadiendo la disolucién del compuesto en el interior de un anillo que mantenia la forma hasta la
consolidacién del gel. Una vez que el gel se formaba, se quitaba el anillo quedando un disco de gel de ~2
mm. Todos los experimentos se realizaron con un accesorio de medida especial que creaba una
atmdsfera saturada de disolvente, con el fin de evitar la evaporacion del disolvente durante la realizacién
del experimento. Las muestras fueron mantenidas en el reémetro a 15 °C durante 15 min antes de cada
medida, para asegurar la correcta formacién del gel, excepto para el barrido de tiempo, donde el
experimento comenzo inmediatamente después de colocar la muestra en el redmetro. La regién de
viscosidad lineal, es decir, aquella region en la cual el moédulo de almacenamiento y el médulo de pérdida
son independientes del esfuerzo aplicado, se localizé mediante la aplicacion de un barrido de esfuerzo a
una frecuencia constante de 1 Hz; tras ello se seleccion6 un par de fuerzas de 10 uN.m para los ensayos
subsiguientes. Se realizaron dos tipos de experimentos: i) barrido isotermo de tiempo a frecuencia
constante de 1 Hz, ii) barrido isotermo de frecuencia desde 0.1 a 20 Hz. Para la evaluacion de las
propiedades tixotropicas del gel formado por el compuesto 110, se sometié a la muestra a un par de

fuerzas de 200 uN.m y se realiz6 un barrido de esfuerzo decreciente, desde 200 a 1 uM.m. Todas las
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Parte experimental. Caracterizacion de los geles

medidas se realizaron a temperatura constante (15 °C) y se repitieron tres veces para asegurar la

reproducibilidad de los ensayos.

Para el estudio de la morfologia de los geles por microscopia electronica de barrido (SEM) las
muestras se congelaron en nitrégeno liquido y liofilizadas durante 24 horas, tras lo cual fueron fracturadas
y recubiertas con oro/paladio en un aparato Sputter coater, marca Polaron y modelo SC7640. Las
imagenes del gel liofilizado (xerogel) se tomaron con un microscopio electrénico de barrido Philips XL-30

ESEM a temperatura ambiente.

Para el estudio de los geles por microscopia de fuerza atémica (AFM), las muestras fueron
transferidas a unos portaobjetos de vidrio y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas.
La imagen topoldgica de las muestras se obtuvo mediante un microscopio de fuerza atomica en modo de
no-contacto con sistema de control Nanoscope llle (Veeco Instruments, Santa Barbara, CA). Las

imagenes topograficas fueron registradas a temperatura ambiente con una punta estandar de silicona.

El espectro de 'H-RMN del compuesto 110 se adquirié en un espectrémetro Bruker AVANCE de
500 MHz, a 298 K y en CD3sCN como disolvente. Los experimentos monodimensionales de 'H y NOESY
(tiempo de mezcla 5 y 500 ms) se realizaron con las frecuencias estandar del BRUKER. Para los
espectros de STD, se aplico una serie de pulsos de 49 ms separados por un retraso de 1 ms. El tiempo
de saturacion total aplicado fue de 0.5 s. Las frecuencias de “off-resonance”y “on-resonance” se fijaron
en 100 y -1 ppm respectivamente. Se registraron 64 scans y el espectro se multiplicé por una funcién

exponencial de 1 Hz antes de realizar la transformada de Fourier.

Los espectros de fluorescencia se registraron en un espectrdmetro Perkin Elmer LS50B
empleando una geometria de cara frontal. La disolucién del compuesto 110 en acetonitrilo (20 mg/ml) se
afiadio a una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso de luz y se emple6 una longitud de onda de excitacién

de 280 nm. Las medidas se realizaron desde 290 a 900 nm, a 75 nm/min, y a temperatura ambiente.

Para la determinacidn de la capacidad de respuesta del gel del compuesto 110 en acetonitrilo
frente a diferentes aniones, se depositd una disolucién de los diferentes aniones (F~, CI™, Br~, "y CN") en
forma de sal de tetrabutilamonio en acetonitrilo (5.3 umol/50ul), sobre diferentes muestras del gel (5.3
umol/250ul), de forma que la concentracion final del compuesto 110 fue de 20 mg/ml (minima
concentracion a la cual el gel se forma) y la relacion entre el nimero de equivalentes del compuesto y de

los aniones fue de 1:1.
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