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Resumen del proyecto
En nuestra linea de investigacidn, llevamos un tiempo trabajando en compuestos de naturaleza hibrida con actividad

antiproliferativa contra células tumorales humanas. En los Gltimos afos desarrollamos una serie de compuestos que
presentaron buenas propiedades antiproliferativas contra un panel de seis células tumorales pero no muestran efecto
sobre células normales, poseyendo mejores indices de selectividad que los estdndares de farmacos utilizados en la
terapéutica. En otro proyecto, nos encontramos trabajando en modificaciones puntuales de estos compuestos con el
objetivo de mejorar sus propiedades farmacoldgicas. En este proyecto buscamos nuevos cabezas de serie, ampliando la
diversidad estructural de estos hibridos. Para esto utilizaremos el bloque que demostré mejor actividad, el
tetrahidropirano acopldndolo con otros ciclos diversos mediante quimica Click. A partir de cdlculos computacionales
generamos una biblioteca virtual de compuestos con buenas propiedades como cabeza de serie que nos permitirian
generar una diversidad estructural mayor. De esta amplia biblioteca, seleccionamos una serie de compuestos,
contrastando las estructuras generadas con compuestos reportados en la bibliografia con probada actividad contra
células cancerosas.

En este proyecto planteamos la preparaciéon de los nuevos hibridos disefnados y el estudio de sus actividades
antiproliferativas, para obtener nuevos cabezas de serie con mejor actividad y selectividad. A su vez, se pretende realizar
estudios mds intensivos a sobre la bio-actividad de los precursores, para poder luego aplicarlos a los nuevos compuestos
generados.
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Antecedentes, problema de investigacién, objetivos y justificacion.
Dentro de nuestro trabajo en la preparacién de andlogos a compuestos marinos con actividad biolégica, nos vimos

interesados en unos grupos particulares de heterociclos, oxazoles y tetrahidropiranos. Estos heterociclos se encuentran
frecuentemente combinados en compuestos de origen marino con importante actividad bioldégica. Como ejemplo de este
tipo de compuestos, podemos nombrar al phorboxazole A, enigmazole A, calyculin A, y leucascandrolide A. Inspirados en
estos productos, se prepararon una serie de compuestos emulando estas estructuras en una forma simplificada,
basdndonos en el principio de hibridacién molecular. Esta estrategia ya habia sido aplicada para el desarrollo de
compuestos hibridos con interesantes actividades bioldgicas.

En nuestro trabajo previo se desarrollé una serie de compuestos hibridos utilizando bloques de tipo tetrahidropirano,
combinados con oxazoles o tiazole. Los diferentes heterociclos se unen por medio de un puente generado con un triazol, el
cual es producido mediante una cicloadicidon azida-alquino [3+2] catalizada por Cu+ (CuAAC, por su sigla en inglés, también
conocida como la reaccién de Huisgen catalizada por Cu+).

Los compuestos obtenidos de esta manera, presentaron interesantes actividades antiproliferativas contra varias lineas
de células tumorales humanas. La actividad antiproliferativa (inhibicién del crecimiento 50 %, GI50) de estos compuestos
fue evaluada por el Dr. José M. Padron del Bio-Lab (IUBO-AG, Universidad de la Laguna) contra las lineas de tumores
humanos A549 (carcinoma de pulmdn), HBL-100 (cdncer epitelial de mama), HeLa (carcinoma de cuello uterino epitelioide),
SW1573 (cdncer de pulmaén), T-47D (cdncer epitelial de mama) y WiDr (carcinoma de coldn). Los resultados obtenidos se
compararon con los estdndares cisplatino (CDDP) y 5-fluorouracilo (5-FU). Estos evidenciaron que los compuestos
desarrollados tienen una actividad en el mismo orden que los estdndares para la mayor parte de las lineas celulares
testeadas. A partir de estos resultados, los compuestos mds activos de la serie fueron ensayados contra una linea no
tumoral (Bj-hTert, linea celular de fibroblastos humanos normales) para determinar la posibilidad de que presenten
selectividad. Con estos resultados, se puedo evidenciar que hay una selectividad entre células tumorales y no tumorales
para estos compuestos cuando los comparamos con CDDP y 5-FU. Estos resultados son promisorios ya que estamos
frente a unos compuestos con actividades similares a los estandares, pero que no presentan inhibicidn del crecimiento en
células normales a las concentraciones ensayadas (hasta 100 ?M).

A partir de estos resultados, nos enfocamos en las estructuras de mds activas, los compuestos que presentaron la mejor
selectividad. Nos propusimos intentar mejorar la actividad de estos compuestos manteniendo la selectividad, utilizando los
datos de estructura/actividad que ya teniamos.

Al comenzar con estos derivados nos percatamos de dos cosas. Primero, las zonas del compuesto que adn no habian sido
modificadas estaban muy acotadas, lo que permitia poco margen para mejoras. Segundo, las estructuras que habiamos
generado, eran relativamente grandes (PM = 500 — 600) lo que las aleja para poder ser compuestos cabeza de serie a la
hora de desarrollar nuevos compuestos. Los cabeza de serie, se diferencian de los fdrmacos en que son estructuras
activas sencillas que aun pueden ser mejoradas. Algunas de las propiedades que se esperan de estos compuestos son: ser
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compuestos simples, con estructuras relacionadas a la actividad, con una situacion de patente favorable y buenas
propiedades ADME. En base a estos principios pensamos en trabajar sobre el compuesto mds activo, utilizando
principalmente la parte mds activa del mismo para generar nuevos compuestos que cumplan con la actividad deseada.
Durante el andlisis de los bloques individuales, solo los blogues de tetrahidropirano presentaron actividades de inhibicion
de crecimiento (con respecto a los oxazoles o tiazoles), aunque la misma fue inferior a la que presentan los compuestos
hibridos. Por otro lado, el anillo de tetrahidropirano, es un anillo frecuente en compuestos activos que llegan a convertirse
en fdrmacos. Analizando este residuo en fdrmacos que se encuentran actualmente en el mercado, es el segundo ciclo mds
frecuente (solo precedido por el benceno). Cuando se lo considera como unidad y no residuo (descontando principalmente
las piranosas que contienen el residuo tetrahidropirano) se encuentra en la posicién 9 de frecuencia para los ciclos
oxigenados en los fadrmacos aprobados por la FDA. Particularmente en el tratamiento de distintos tipos de cdncer este tipo
de anillo estd ampliamente distribuido como es el caso de los farmacos eribulina (cdncer de mama), gilteritinib (leucemia)
y venetoclax (leucemia). Debido a esto, nuestra primera aproximacion es la de seleccionar solo el bloque del
tetrahidropirano de los dos bloques de construccién que teniamos en nuestros hibridos, como la base para la generacién
de nuevos productos.

Nos enfocaremos en la preparacién de nuevos compuestos hibridos basados ahora en racionalizar el segundo bloque de
construccién que se combinaria con el tetrahidropirano, para poder lograr mejores compuestos “cabeza de serie”.
Decidimos explorar en forma virtual posibles modificaciones sobre el anillo de tetrahidropirano. Para ello utilizamos el
software en linea LLAMA (Lead-Likeness and Molecular Analysis) el cual, a partir de una base de compuestos cargada por
el usuario, realiza “decoraciones” con reacciones quimicas generando una biblioteca virtual de compuestos. La misma se
ordena por sus propiedades para determinar su potencialidad como cabeza de serie mediante un sistema de
penalizaciones y su ubicacién en el espacio de cabeza de serie o de las reglas de Lipinsky. De esta manera generamos
una pequeia biblioteca de 24 tetrahidropiranos 2,4,6-sustituidos sencillos (basdndonos en los compuestos generados
previamente por nuestro grupo) los cuales fueron “decorados” obteniendo de esta manera una biblioteca de casi 8000
compuestos. A esta se le aplicaron filtros para eliminar los productos con las peores caracteristicas obteniendo un
diagrama de propiedades. En el mismo se puede apreciar que un nimero interesante de compuestos cae dentro del
espacio de cabeza de serie, con una distribucién homogénea y buenas propiedades segun cdlculos. Por otro lado la mayor
parte de los compuestos generados exceden principalmente el peso molecular para ser cabeza de series, pero siguen
dentro del espacio que cumple con las reglas de Lipinsky. De esta forma verificamos las estructuras de los compuestos
gue se ubiquen dentro del espacio de cabeza de serie como el principio para generar nuevos derivados. Utilizando estas
estructuras como base, aplicariamos nuestra bateria sintética para generar compuestos similares a los obtenidos de la
biblioteca, pero enfocdndonos principalmente en estructuras conocidas que presenten actividad comprobada contra lineas
tumorales.

De los compuestos generados nos enfocamos en dos series particulares como se explica a continuaciéon. La primera
corresponde a la conjuncién de anillos aromadticos a los anillos de tetrahidropirano. Este tipo de sistemas de
tetrahidropiranos combinados con anillos aromaticos, no solamente presentan buenas propiedades como cabeza de serie
de acuerdo con los cdlculos realizados. Es ademds un esqueleto privilegiado en compuestos bioactivos tanto naturales
como sintéticos.

La segunda serie que evidenciamos como candidato para el desarrollo de nuestros productos, es la posibilidad de formar
hibridos con anillos nitrogenados. No es nueva la combinacién de terahidropiranos con anillos nitrogenados en la bdsqueda
de compuestos contra el cdncer. Otra ventaja que presenta el agregar anillos nitrogenados es que modifican fuertemente
la solubilidad de los compuestos, lo cual afecta positivamente las propiedades ADME de un compuesto cabeza de serie. A
partir de esto, planteamos la preparacién de nuevos hibridos simplificados conteniendo un bloque de tetrahidropirano
(construido mediante la metodologia aplicada previamente), combindndolo con bloques de anillos aromdticos o con
distintos ciclos nitrogenados. Uno de los principales enfoques es el de disminuir el tamafio de los productos finales (para
asemejarlos mds a un cabeza de serie), asi como lograr una mayor similitud con otros compuestos bioactivos. La unién de
ambos bloques también se basa en un anillo de triazol, una estrategia que usamos hace tiempo. El uso de triazoles es una
estrategia ampliamente difundida para el desarrollo de compuestos hibridos bio-activos, particularmente en el
tratamiento del cdncer usando anillos nitrogenados.

Se plantea la sintesis de nuevos compuestos hibridos simplificados, con el propdsito de obtener compuestos con actividad
antiproliferativa contra células tumorales mds potentes y con mejor selectividad al contrastarlos con células normales.
Nuestra base para el desarrollo de estos compuestos es inspirada en resultados previos de nuestro grupo, asi como en la
exploracién de modificaciones a partir del software LLAMA y de datos obtenidos de una extensiva busqueda bibliografica.
Se intentard generar a partir de estos, compuestos que se aproximen mds a un cabeza de serie. Una vez verificado que
estos compuestos presentan actividad, planteamos generar un estudio mds a fondo de las relaciones estructura actividad

3/7



de los mismos, para asi plantear nuevas modificaciones. En caso de obtenerse compuestos con actividades superiores,
los mismos pueden ser sometidos a otro tipo de estudios para determinar también mecanismos de accién.

Metodologia/Disefo del estudio
Para este proyecto nos planteamos la sintesis de una serie de compuestos hibridos combinando anillos de tetrahidropirano

con anillos aromaticos o anillos nitrogenados seleccionados. Como estrategia sintética nos planteamos la sintesis de los
compuestos a partir de dos bloques de construccion.

La preparacién del primer bloque de tetrahidropirano se plantea mediante una estrategia previamente establecida. Se
parte de los enoléteres correspondientes, mediante una reaccién de Prins promovida por dcido trifluoroacético. En base a
nuestros resultados previos, se observé que la modificacidn de la posicién 6 del anillo tetrahidropirano, no genera cambios
drdsticos en la actividad. Para el desarrollo en este proyecto decidimos probar con dos modificaciones sobre estos
sistemas, la primera es reducir el tamano de los bloques, utilizando para esto grupos menores como H o Me. La segunda
es tratar de emular algunas estructuras basadas en el desarrollo del software LLAMA, y utilizar el grupo Ph como
sustituyente. Posteriormente la cadena lateral que contiene un metiléster debe ser reducida a alcohol, oxidada a aldehido y
luego se homologa utilizando la modificacién de Taber del reactivo de Bestmann-0Ohira. La presencia del etinilo terminal es
lo que nos permitird conjugarlo posteriormente para formar un triazol. Otra posibilidad en la que se estd trabajando en
este momento es en el grupo protector del alcohol en la posicidn 4 del tetrahidropirano. Segun nuestros estudios previos,
tener el grupo alcohol libre, elimina por completo la actividad de los compuestos ensayados, mientras que la modificacién
del OTBS por otros grupos protectores asi como por halégenos, produce un decremento de la actividad bioldgica.

Para la sintesis de nuestro segundo bloque, es necesaria la preparacién de una azida aromatica la cual pueda ser
combinada con el etinilo del bloque tetrahidropirano para formar el triazol. La forma mds sencilla y reconocida para la
preparacién de azidas aromdticas es sin lugar a dudas la diazotacién de anilinas y posterior sustituciéon con azida de
sodio. Esta reaccion es perfectamente manejable con anillos que contengan N, lo que nos permitiria la generacién de
nuestro segundo bloque a combinar con los anillos de tetrahidropirano. Por otro lado nos interesa también el evaluar la
preparaciéon de azidas alquilicas tanto para el caso de anillos nitrogenados no aromdticos como para sistemas
aromaticos que presenten un puente. Para esos casos la diazotacion no seria util, por lo que nos planteamos el uso de
imidazol-1-sulfonil azida, un reactivo que habiamos utilizado previamente para la preparacién de azidas alquilicas. Por
otro lado, también vemos la posibilidad de trabajar con derivados de aminodcidos para lograr anillos nitrogenados.
Materiales de partida como prolina, histamina y triptamina, pueden llegar a generar compuestos hibridos en forma
sencilla.

Otro sistema que ha llamado fuertemente nuestra atencién es el anillo de quinazolina. El mismo es un sistema que se
encuentra frecuentemente en compuestos con muy interesantes actividades. A su vez, los compuestos basados en
quinazolinas, son altamente frecuentes en el desarrollo de compuestos para el tratamiento del cancer.

Una vez obtenidos los distintos bloques de interés, planteamos generar una pequefa biblioteca de compuestos hibridos
combindndolos mediante un anillo de triazol. El mismo es producido mediante una cicloadicidon azida-alquino [3+2]
catalizada por Cu+ (CuAAC). Sin embargo, debido a la baja estabilidad de algunos de los bloques azida que se prepararon,
decidimos preparar en un primer momento los etinilos para luego enfocarnos en las azidas y combinarlas inmediatamente
a través de la CuAAC con los etinilos ya preparados.

Los compuestos hibridos se ensayardn posteriormente para determinar su actividad de inhibicidn de crecimiento contra
un panel de células tumorales asi como una linea de células no tumorales. Los ensayos se realizardn en el Bio-Lab, de
Instituto Universitario de Bio-Orgdnica “Antonio Gonzdlez” (IUBO-AG) en la Universidad de La Laguna, Tenerife, Espaia,
por el Dr. José M. Padrén y su grupo. A partir de los resultados de actividad y selectividad, se plantea reevaluar las
modificaciones realizadas sobre los compuestos.

Por otro lado, los tetrahidropiranos obtenidos son mezclas racémicas de compuestos 2,4,6-cis. Este hecho es
consecuencia de que el primer centro estereogénico proviene del alcohol alilico generado el cudl se obtiene sin selectividad
como una mezcla racémica y por consiguiente, el enol éter se obtendrd racémico también. Al momento de la ciclacién de
Prins, debido al mecanismo de la misma, se obtiene principalmente una mezcla racémica 2,4,6-cis, y en pequena cantidad
una mezcla racémica de los compuestos con el sustituyente en 4 en configuracién trans. Estas dos mezclas cis y trans,
son facilmente separadas por cromatografia y se obtienen en proporciones de alrededor de 10:1.

Por tal razén los compuestos hibridos finales serdn -al igual que los tetrahidropiranos- mezclas racémicas y para algunos
de los productos preparados anteriormente, mezclas diasteroméricas (dependiendo de si el bloque azida es quiral o no).

La produccién de compuestos enantioméricamente puros es de principal importancia en el desarrollo de productos
bioactivos, pero mds aun en el desarrollo de farmacos. Esto se evidencia claramente al ver la evolucién de las
aprobaciones de fdrmacos enantioméricamente puros comparados con los racematos. Debido a esto, es de nuestro
interés el lograr obtener los tetrahidropiranos en una forma enantioméricamente pura, para asi poder determinar si uno
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de los enantiémeros en las mezclas de compuestos hibridos, es mds activo que el otro. Para lograr esto planteamos el
desarrollo de una nueva estrategia de sintesis asimétrica para lograr los alcoholes homoalilicos en una forma
enantioméricamente pura. En la bibliografia estd ampliamente descrita la alilacién de aldehidos en forma
enantioselectiva. Entre las opciones posibles, nos llamaron la atencién las reacciones que usan paladio como catalizador
para la reaccién. A partir de estos resultados, se plantea una nueva opcién para realizar esta reaccion, pero modificando
el ligando quiral a (S,5)-i-Pr-BOXAX, que es un ligando quiral utilizado por Tietze et al. para realizar ciclaciones de Wacker
enantioselectivas con importantes ee%. Se ensayara este ligando quiral para evaluar si es capaz de inducir selectividad

en la reaccién de adicion de alilo para obtener el alcohol deseado como un enantiémero puro.
Resultados, andlisis y discusién
En este proyecto se realizaron la sintesis de una serie de compuestos hibridos combinando anillos de tertrahidropirano

con azidas a través de la CuAAC utilizando triazoles como linkers. Para el mismo se prepararon una serie de nuevos
anilllos tetrahidropirano modificando el sustituyente en la posicién 6 del mismo por diferentes sustituyentes como ser Ph,
Me y H. En todos los casos se mantuvo el sustituyente en posicién 4 que correspondia a un OTBS, debido a que otras
modificaciones ensayadas para esta posicién, produjeron una disminucién de la actividad biolégica. Por otro lado se
preparé una bateria de azidas aromadticas y otras conteniendo sistemas nitrogenados, las cuales posteriormente se
combinaron con los distintos anillos de tetrahidropirano. Los distintos compuestos obtenidos por esta metodologia fueron
ensayados por el Dr. José M. Padrén del Bio-Lab, IUBO-AG, Universidad de La Lagua para determinar su actividad
antiproliferativa contra un panel de 6 lineas tumorales humanas. Los resultados obtenidos muestran que los diversos
compuestos poseen una actividad bioldgica similar a los compuestos en los cuales fueron basados, lo que se encuentra en
el érden de los estdndares usados para la comparacion que son el cis-platino y el 5-fluorouracilo.

Analizando mds en detalle las relaciones estructura actividad, se puede ver que existe una mayor actividad en los
diversos compuestos cuando el sustituyente en la posicién 6 del anillo tetrahidropirano es un Ph. Por otro lado, con
respecto a los bloques azida, parece que los mejores perfiles de actividad bioldgica los muestra el sistema de bencilo,
seguido por el compuesto derivado de la triptamina. Mientras que todos los derivados de bencilo muestran un perfil de
actividad muy similar, el caso del triptofano parece ser mds complejo ya que al combinarlo con el tetrahidropirano con un
H en posicién 6, pierde completamente la actividad mientras que si en esta posiciéon tenemos un sustituyente fenilo, se tiene
el compuesto mds activo de la serie.

Por otro lados se intentaron varias condiciones para la preparacién de alcoholes homoalilicos quirales. Las mismas
involucran la adicién de un alilo sobre un aldehido mediante un dcido de Lewis. Se ensayaron diferentes dcidos de Lewis,
asi como diferentes fuentes de alilo y dos ligando diferentes. Para el caso de los dcidos de Lewis, el uso de Ti combinado
con (S)-BINAP fue el que arrojé los mejores resultados en cuanto al ee. Sin embargo los rendimientos obtenidos en estas
condiciones fueron muy bajos lo que no permitié continuar con estas condiciones. Por otro lado el uso de Pd, no logré
generar ee ya sea con (S)-BINAP o con (S,S)-i-Pr-BOXAX. Se ensayd también el uso de Fe, Cu, Ni e In, donde el In aparenta
ser el que arroja los mejores resultados en cuanto a la relacidn ee/rendimiento, sin embargo los resultados obtenidos no

llegaron a ser satisfactorios.
Conclusiones y recomendaciones
En este proyecto se logré la sintesis de una nueva serie de compuestos hibridos basados en predicciones computacionales

de propiedades fisicoquimicas de los mismos para lograr compuestos con buenas propiedades de cabeza de serie,
combindndolo con un diseno racional basado en reconocimiento de estructuras privilegiadas. A partir de estos se
determind su actividad in vitro y se pudo determinar que la simplificacién estructural planteada para generar compuestos
gue serian mds similares a un cabeza de serie, no produjo una disminucién en la actividad de los mismos, lo cual es
promisorio para generar nuevos desarrollos sobre los mismos. Esto permitiria generar nuevos compuestos que aun
cumplan con las reglas de Lipinsky y que puedan tener un mayor potencial como fdrmacos. A su vez, estos nuevos
derivados, podrian ser generados en forma mds sencilla y modular para poder preparar derivados en forma mds veloz y
eficiente.
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