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RESUMEN

Los adenovirus humanos (HAdVs) son patdgenos pertenecientes a la familia Adenoviridae.
Actualmente se han logrado identificar mas de 60 serotipos distintos del virus, distribuidos en
siete especies (A-G) que se diferencian entre si en el tipo de receptor que utilizan, en el
tropismo y en las manifestaciones clinicas que producen. Son virus relativamente grandes que
presentan un didmetro de 70 a 90 nm, un peso molecular de 150 MDa, ADN lineal de doble
cadenay diez proteinas estructurales.

En personas inmunocompetentes, la mayoria de las infecciones son autolimitadas y el espectro
de las mismas varia desde una leve infeccidén respiratoria a infecciones gastrointestinales y
conjuntivitis. Por el contrario, en pacientes inmunodeprimidos el cuadro clinico es mas critico y
se pueden observar neumonias, hepatitis, cistitis hemorragica, colitis, pancreatitis,
meningoencefalitis y enfermedad diseminada, siendo la causa de una alta morbilidad vy
mortalidad en la poblacién pedidtrica receptora de trasplantes de células hematopoyéticas, en
especial.

Desde el punto de vista terapéutico no existe un tratamiento antiviral especifico aprobado
para tratar las infecciones. Ante esta situacion, se suelen utilizar antivirales de amplio espectro
tales como cidofovir, brincidofovir y ribavirina.

El objetivo de este proyecto es el disefio de nuevos compuestos potencialmente activos como
antiadenovirus realizando modificaciones estructurales en prototipos activos, actualmente en
estudios en modelo animal, desarrollados en el grupo de investigacion en el que se ha
realizado este trabajo; la sintesis de los nuevos derivados y la caracterizacion estructural de los
mismos.

Se empled una metodologia sintética sencilla que transcurri6 con buenos rendimientos
guimicos. Los nuevos compuestos se caracterizaron por Espectrometria de Masas, de 'H NMR
y ®C NMR.

Palabras clave: adenovirus, ureas, piperazina, farmacomodulacion



Sandra Medina Paydn
Farmacomodulacion de ureas derivadas de piperazina con actividad antiadenovirus. Sintesis y
caracterizacion estructural

GLOSARIO DE ABREVIATURASGLOSARIO DE ABREVIATURAS

ARNip: Pequeiio ARN de interferencia.

CAR: Receptor Coxsackie-Adenovirus.

CCF: Cromatografia en capa fina.

CD: grupo de diferenciacion.

CDV: Cidofovir.

Cl: lonizacién quimica.

DSG2: Desmoglein-2.

FAB: Bombardeo de atomos rapidos.

HAdV: Adenovirus humano.

HCMV: Citomegalovirus humano.

HRMS: Espectro de masa de alta resolucion.

HSPG: Proteoglicano heparan sulfato.

MDa: Megadalton.

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.

MS: Espectro de masa.

MTOC: Centro organizador de microtubulos.

SR: receptor Scavenger.

TMS: Tetrametilsilano.

TLR: Receptor tipo Toll.

VCAM: Molécula de adhesion de células vasculares.
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1. INTRODUCCION

Los adenovirus humanos (HAdV) son patdgenos pertenecientes a la familia Adenoviridae que
fueron identificados en el afio 1953 por Rowe, en un cultivo in vitro de tejido adenoide
humano (Malmberg et al., 2017). Estan relacionados con la produccion de infecciones a nivel
de las vias respiratorias, el sistema gastrointestinal, el sistema ocular y los sistemas excretores.
Actualmente se ha logrado identificar mas de 60 serotipos distintos del virus, distribuidos en
siete especies (A-G) que se diferencia entre si en el tipo de receptor que utilizan, en el
tropismo y en las manifestaciones clinicas que producen (Tabla 1). Estas manifestaciones son
distintas en funcién de la edad, estado inmunoldgico y tipo de adenovirus que se instaure en el
paciente (Arnberg, 2012).

Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas HAdVs (Arnberg, 2012)

Especies | Serotipos Receptores Tropismo

A 12,18, 31 CAR Respiratorio y entérico

Bl 3,7,16,21,50 CD46, DSG2, CD80, Respiratorioy ocular
CD86

B2 11, 14, 34, 35 CD46, DSG2, CD80, Renal, respiratorio vy
CD86 ocular

C 1,2,5,6 CAR, VCAM-1, HSPG, Respiratorio, ocular,
MHCI-a2, SR linfoide y hepatico

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, SA, CD46, CAR Entérico y ocular

32, 33, 36-39, 42-49, 51, 53, 54

E 4 CAR Respiratorio y ocular

F 40, 41 CAR Entérico

G 52 ND Entérico

Los serotipos 1-4, 7 y 21 son responsables de causar enfermedades en humanos, y cada
serotipo estd asociado a un sindrome clinico especifico (Sandkovsky et al., 2014). En personas
inmunocompetentes, el espectro de infecciones varia desde una leve infeccién respiratoria a
infecciones gastrointestinales y conjuntivitis. Sin embargo, en pacientes inmunodeprimidos el
cuadro clinico es mas critico y se pueden observar neumonias, hepatitis, cistitis hemorragica,
colitis, pancreatitis, meningoencefalitis y enfermedad diseminada (Weigt et al., 2011) (Tabla
2).

Entre los factores que se asocian al padecimiento de enfermedades graves y a la obtencion de
deficientes resultados se encuentran: trasplante alogénico, edad temprana, enfermedad
diseminada, exposicidon a agentes que disminuyen las células T y recuento bajo de células T
después de un trasplante, entre otros (Sandkovsky et al., 2014). Ademas, cabe destacar que las
infecciones por HAdV son mas comunes en pacientes pediatricos receptores de trasplantes,
con una incidencia del 10% (Sandkovsky et al., 2014).
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Tabla 2. Asociacién de enfermedades adenovirales y principales serotipos en inmunocompetentes e
individuos inmunocomprometidos (Echavarria, 2008)

Sindromes Serotipos implicados
A B C D E F
Enfermedad respiratoria superior Todos Todos
Enfermedad respiratoria inferior 3,7,21 4
Tos ferina 5
Enfermedad respiratoria aguda 7,21 4
Fiebre faringoconjuntival 8,19, 37
Queratoconjuntivitis epidémica 11
Conjuntivitis hemorragica aguda 7, 11, 21,
35
Cistitis hemorragica aguda 31 Todos todos 29, 30, 37, 43,
45
Enfermedad del huésped | 31 2 40,
inmunodeprimido 41
Gastroenteritis infantiles 31
Enfermedades del sistema nervioso 3,7
central
Enfermedad transmitida 2 19, 37
sexualmente

Actualmente se estan desarrollando lineas de investigacion relacionadas con el uso de
adenovirus como vectores. Entre las ventajas que supone este hecho encontramos que estos
virus son faciles de obtener, tienen un tamafio grande y que se transducen de manera
eficiente tanto en células que se dividen como en las que no. Por este motivo los adenovirus
son los vectores mas utilizados en los ensayos clinicos. Ademas, dichos vectores se estan
utilizando para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y para elaborar vacunas para
tratar o prevenir infecciones de tipo VIH, adenovirus, citomegalovirus y/o infecciones
provocadas por el virus de Epstein-Barr en individuos inmunocompetentes (Arnberg, 2012).

1.1. Morfologia

En cuanto a la morfologia, los adenovirus humanos son virus relativamente grandes que
presentan un diametro de 70 a 90 nm, un peso molecular de 150 MDa y diez proteinas
estructurales. Poseen ADN lineal de doble cadena con 35 000 — 37 000 pares de bases, cuya
contenido en G+C oscila entre el 48 y 58% para los diferentes tipos de adenovirus (Hierholzer,
1992). Este ADN se encuentra rodeado por una capside, cuyas proteinas se disponen formando
un icosaedro que contiene 20 caras triangulares y 12 vértices, con 252 capsémeros de los
cuales 240 son hexones y 12 son pentones. Cada pentén estd formado por una base y una
fibra, que es una proyeccion exterior en forma de varilla con una longitud variable en funcién
del tipo de virus (Hierholzer, 1992). El hexdn contiene determinantes antigénicos especificos
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del grupo y del subgrupo, y neutralizacion especifica del tipo epitope; la fibra presenta
hemaglutinas y epitopos neutralizantes que son especificos; y el pentén actua de factor téxico
separando las células en cultivo. Las tres proteinas (hexon, pentén y fibra) encapsidan el ADN
viral y se mantienen unidas gracias a las proteina llla (pllla), IX (plIX) y otras proteinas de
cemento (Figura 1). El proceso de entrada en la célula huésped esta influido por los pentones y
las fibras del virus.

Capsid proteins Core proteins Cement protcins
. Hexon 9 v el
- X
& Fibre . Vil e
' Penton Base u Mu 3 L' |

Figura 1. Estructura del adenovirus (Lenaerts et al., 2008)
1.2, Ciclo biolégico

La infeccidn inicia con la unidn del dominio de control de la fibra del adenovirus al receptor
coxsackie-adenovirus (CAR) ubicado en la superficie celular. Tanto el pentén como la fibra del
virus son los responsables de la fijacidon e internalizacion, respectivamente, que favorece la
entrada del virus a la célula huésped por endocitosis. El ambiente acido del endosoma permite
que la cdpside se disocie, facilitdindose la liberacion de los viriones. A continuacién, las
particulas adenoviricas se desplazan a lo largo de los microtubulos hasta llegar al poro nuclear
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(Toth et al., 2010). Una vez instalado en el poro nuclear, el genoma del adenovirus junto con la
proteina VIl viaja al nucleo y se produce la transcripcién de la regidon temprana E1A del virus
por la ARN polimerasa Il celular. La proteina E1A desempeina un papel fundamental en la
regulacién de la expresidn génica del huésped y también es necesaria para la expresidon de los
genes tempranos E1B, E2, E3 y E4, asi como para la replicacién de ADN del virus. Por otro lado,
la replicacién del ADN viral requiere de la presencia de tres proteinas esenciales: el polimero
de ADN viral, la proteina preterminal (pTP) y la proteina de unién al ADN (Martinez-Aguado et
al., 2015).

El ciclo de replicacidn del adenovirus se divide en dos fases (temprana y tardia), en funcién del
inicio de la expresion génica viral. Ambas fases comienzan con una transcripcidon primaria que
genera ARNm monocistrénicos compatibles con el ribosoma del huésped. En la fase temprana
se expresan genes virales que promueven la entrada celular en una fase tipo S, bloquean la
apoptosis y previenen las respuestas inmunes celulares. Después de la expresion de genes
virales tempranos que controlan componentes celulares criticos y regulan la expresidn génica
viral y del huésped, el ADN viral se replica. A continuacién tiene lugar la fase tardia, en la cual
se sintetizan proteinas estructurales y proteinas necesarias para ensamblar el material
genético producido durante la replicacidon. Una vez finalizadas las dos fases anteriores el virus
se ensambla y se libera de la célula como resultado de la lisis celular inducida por él mismo
(Malmberg et al., 2017).

1.3. Diagndstico

El adenovirus humano se puede detectar mediante métodos directos e indirectos. Los
métodos directos incluyen el aislamiento del virus en un cultivo celular y la deteccién del
genoma del virus (Matthes-Martin et al., 2013). El cultivo del virus es un método sensible para
detectar la mayoria de los serotipos puesto que causan un efecto citopatico caracteristico en
las lineas celulares epiteliales y en los fibroblastos humanos. El adenovirus se puede cultivar a
partir de muestras de garganta, nasofaringe, conjuntiva, esputo, heces, orina, sangre y fluido
cerebroespinal. No obstante, los adenovirus que estan asociados a infecciones entéricas
(grupo F y serotipos 40 y 41) no crecen en las lineas celulares utilizadas normalmente
(Flomenberg, 2005). El diagndstico molecular por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) es
una herramienta relativamente rdpida y sensible que permite distinguir entre especies y
serotipos. Sin embargo, esta técnica tiene un alto costo y requiere un equipo especializado
para llevarlo a cabo, por lo que no es muy accesible (Flomenberg, 2005).

La serologia se encuentra dentro de los métodos indirectos. No obstante, presenta una serie
de limitaciones a causa de su baja sensibilidad y a la produccién inadecuada de anticuerpos en
pacientes inmunodeprimidos (Matthes-Martin et al., 2013). Por ello, la serologia queda
limitada a la realizacidn de investigaciones epidemioldgicas y de asociaciones entre resultados
inusuales y la deteccion del virus. Las pruebas mas utilizadas son los ensayos de
inmunofluorescencia directa (IFD) e indirecta (IFl), los test de ELISA y la reaccién de fijacion del
complemento (RFC) (Matthes-Martin et al., 2013). No obstante, son técnicas no muy sensibles
para el diagndstico de adenovirus, en comparaciéon con los métodos de cultivo celular y el
diagndstico molecular (Flomenberg, 2005).
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1.4. Transmision

El virus se transmite por contacto directo con el entorno del paciente, a través de secreciones
y fémites contaminados. En el caso de las cepas relacionadas con la produccién de
gastroenteritis, la via de transmision es fecal-oral (Ison et al., 2009). Es importante destacar la
posibilidad de contraer la infeccion a través de drganos adquiridos de un donante infectados,
pues el virus puede quedar latente y causar la enfermedad en el receptor durante el periodo
de inmunosupresion después de recibir el trasplante (Ison et al., 2009).

A pesar del impacto clinico y de ser la causa de la alta movilidad y mortalidad de pacientes
inmunodeprimidos, actualmente no existen terapias antivirales aprobadas para las infecciones
por HAdV (Martinez-Aguado et al.,, 2015). La atenciéon de apoyo y la reducciéon de la
inmunosupresion son fundamentales para tratar las infecciones por adenovirus (Sandkovsky et
al., 2014). Es interesante saber que el virus es resistente a los desinfectantes lipidicos, pero se
inactiva con calor, formaldehido y cloro (Flomenberg, 2005).

1.5. Prevencion

Las estrategias propuestas para la prevencién del virus incluyen agrupar a los pacientes, limitar
el nimero de personal y visitantes en la habitacién de un paciente y excluir a los miembros
infectados del personal del hospital de la unidad (Weigt et al., 2011). No es probable que el
lavado de manos erradique el virus que puedan estar presentes en las manos de los miembros
del personal hospitalario (Weigt et al., 2011, Ison et al., 2009).

10
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2. ANTECEDENTES

HAdV es actualmente un patdgeno con una alta clinica de impacto en pacientes
inmunodeprimidos. Sin embargo aun no existen vacunas o medicamentos antivirales
especificos disponibles para tratar las infecciones.

A la hora de desarrollar medicamentos antiHAdV especificos, debemos tener en cuenta que no
se suele realizar el serotipado para HAdV en las unidades de diagndstico y que diferentes
serotipos de virus pueden causar una misma patologia. Por este motivo, los posibles farmacos
antiHAdV deben tener un amplio espectro para abarcar todos los serotipos posibles. Con este
fin, existen multiples procesos especificos de HAdV sobre los que poder actuar como la
entrada, la replicacion o el ensamblaje del virién. Por otro lado, la utilizacién del adenovirus
como vector terapéutico estd ayudando a determinar las interacciones que se establecen
entre las células huésped vy los virus.

Aunque no existen medicamentos aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos de
los EE. UU. (FDA) para el tratamiento de las infecciones por adenovirus humano, determinados
agentes como cidofovir, brincidofovir, ribavirin y ganciclovir han demostrado actividad in vitro
contra el virus (Ison et al., 2009). De todos ellos, cidofovir (CDV) intravenoso ha resultado ser el
mas eficaz, ya que presenta actividad frente a todos los serotipos de adenovirus (Ganapathi et
al., 2016). CDV (Figura 2) es un andlogo de fosfonato del nucledsido aciclico de desoxicitidina
monofosfato que estd aprobado para tratar la retinitis por citomegalovirus humano (HCMV).
Ademas, CDV parece tener actividad antiHAdV en los humanos, especialmente pacientes
pediatricos receptores de trasplante de células madre hematopoyéticas (Matthes-Martin et al.,
2013). No obstante, los ensayos clinicos controlados con CDV no se han completado. En
modelos de ojo de cobaya y rata, CDV presenta actividad antiviral frente a infecciones de
HAdVs cuando se administra por via tépica (Kaneko et al., 2004). Desafortunadamente, la
administracion sistémica CDV puede causar nefrotoxicidad grave (lzzedine et al., 2005) y por lo
tanto, su uso prolongado debe de ser evitado. Por esta razén, la mayoria de los centros de
trasplante utilizan cidofovir por via intravenosa para el tratamiento de la enfermedad grave,
progresiva y diseminada. Una vez iniciado, el tratamiento debe continuar hasta que los
sintomas se hayan resuelto por completo y hasta que den negativas tres muestras
consecutivas obtenidas una semana después de la prueba que dio positiva (Florescu vy
Hoffman, 2013, Ison et al., 2009).

NH
o ek

W N N
L A
- 0

OH

Figura 2. Estructura del cidofovir
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Cidofovir también se suele utilizar como medicamento preventivo en pacientes con viremia,
con un sindrome clinico compatible con la infeccién por adenovirus. Hay que tener en cuenta
los posibles efectos secundarios de la medicacién antes de comenzar la terapia antiviral (Abbas
et al., 20017).

Otro medicamento utilizado ocasionalmente para tratar la infeccidon por adenovirus humano
es la ribavirina (Figura 3). La ribavirina es un analogo de guanosina cuyo uso esta aprobado en
el tratamiento del virus de la hepatitis C y las infecciones por el virus sincitial respiratorio. A
pesar de que la ribavirina demostrdé tener actividad frente a ciertos serotipos de HAdVs en
cultivos celulares (especialmente los del tipo C (Morfin et al., 2009)), no se ha establecido la
eficacia de este antiviral en tratamientos para infecciones adenovirales en humanos o en
modelos animales.

o)
NH.
h
HO N,N
o)
OH OH

Figura 3. Estructura de la ribavirina

Brincidofovir (Figura 4) es un derivado de cidofovir con una cadena lipidica que aumenta su
captacién celular. Tiene buena actividad in vitro contra ADV. Los estudios de fase 2 y 3 han
demostrado una reduccidn de la toxicidad renal y de la médula ésea, lo que lo convierte en un
tratamiento alternativo prometedor para los virus de ADN bicatenario, incluido el adenovirus.
El ensayo abierto no aleatorio realizado en nifios y adultos receptores de trasplantes de células
hematopoyéticas mostrd la reduccion de la carga viral ADV en la semana 4 (76% de todos los
pacientes pedidtricos y el 44% de los adultos), mortalidad del 19% para pacientes pediatricos
frente a 43% para adultos, y mejord la mortalidad con respuesta antiviral en pacientes con
enfermedad diseminada por adenovirus. Los efectos secundarios gastrointestinales fueron la
causa comun de interrupciéon del tratamiento en este ensayo y en ensayos previos (Florescu et
al., 2012, Grimley et al., 2016).

12
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Figura 4. Estructura de brincidofovir

La necesidad de obtener medicamentos eficaces y seguros impulso la investigacion de nuevos
compuestos para combatir el virus. Entre estos compuestos encontramos el galato de
epigalocatequina (EGCG (Figura 5)) una catequina del té verde que ha demostrado ser capaz
de bloquear los receptores de adenovirus a baja concentracién. Esta pequefia molécula
compite con el heparan sulfato y con el acido sidlico por la unién al virus, impidiendo la

entrada del virus a la célula huésped (Martinez-Aguado et al., 2015).

OH
OH
OH O
' OH
OH
o OH
OH
OH

Figura 5. Estructura de EGCG

Otro enfoque que ha sido estudiado y ensayado para bloquear la entrada del adenovirus
humano fue el uso de un péptido sintético de Gly-Asg-Gly-Asp-Ser-Pro (GRGDSP). Su efecto
antiHAdV junto con la baja toxicidad incita a evaluar la actividad de este péptido para su
posible administracién local o sistémica para tratar las infecciones producidas por el virus
(Martinez-Aguado et al., 2015).

13
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Por otro lado, la lactoferrina, una glicoproteina multifuncional, ha demostrado que es capaz de
inhibir la infeccion por adenovirus al interactuar con la base del pentdn, evitando asi la

adsorcioén viral y la internalizaciéon en la célula (Martinez-Aguado et al., 2015).

Smith et al. (Smith et al., 2008) describieron la actividad antiHAdV de las a-defensinas. De esta
forma descubrieron que los péptido neutréfilos humanos 1 (HNP1) y las defensina humana 5
(HD5) presentaban actividad antiadenovirica a bajas concentraciones micromolares, actuando
en el desensamblaje del virus en la regidn del vértice y, por tanto, en el lanzamiento de la
proteina VI y posterior entrada a través de la membrana. Myers et al. (Myers et al., 2013)
sugirieron que la union del anticuerpo neutralizante 9C12 alteraba la asociacion entre la
capside del virus y los microtubulos. Antes de este descubrimiento ya se estudiaron y se
describieron dos inhibidores distintos, leptomicina B (Figura 6) y ratjadone (Figura 7). Ambas
moléculas bloquean la entrada del ADN viral al nucleo, promoviendo la acumulacién del virus

en el centro organizador de microtubulos (MTOC) (Martinez Aguado et al., 2015).

Figura 7. Estructura de ratjadone

Entre los diferentes objetivos de actuacidn para tratar las infecciones por HAdVs, la replicacion

ha sido el mas explorado. En los ultimos afios se ha ensayado la utilizaciéon de pequefios ARN
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de interferencia (ARNip), sobre todo aquellos que van dirigidos a actuar en las transcripciones
de ADN polimerasa, pTP, IVa2 o E1A, puesto que son los que han mostrado mejores
resultados. En este sentido, Kenidinger et al. (Kenindinger et al., 2012) propusieron que el
silenciamiento del gen E1A que promueve la replicacién del ADN, podria ser una linea de

investigacion interesante.

La niclosamida (Figura 8) ha demostrado actividad antiviral frente a una amplia gama de virus
dependientes de pH, incluyendo el adenovirus humano, reduciendo en un 20% la infeccion
durante un ensayo. A pesar de que su citotoxicidad cuando se administra por via sitémica es
preocupante, realizar modificaciones estructurales podria ser util para reducir la toxicidad y
generar una alternativa para el tratamiento de las infecciones. Asi mismo, la capacidad de los
virus para inducir vias de sefializacion de receptores tipo Toll (TLR) se ha convertido en una
nueva ruta para la sintesis de compuestos terapéuticos dirigidos a actuar sobre los TLR
(Martinez-Aguado et al., 2015).

O

I
c N
H

OH

Figura 8. Estructura de la niclosamida

Del cribado de un conjunto de compuestos derivados de la piperazin-2-ona se seleccioné el
compuesto 15D8 (Figura 9); se trata de una piperazin-2-ona trisustituida que presenta
actividad antiviral con poca o ninguna citotoxicidad a bajas concentraciones micromolares. El
mecanismo de accion consiste en la inhibiciéon selectiva de la replicacion del ADN del
adenovirus, produciendo un bloqueo en la replicacion que, indirectamente, va a producir
impactos en la transcripcién. Es un potencial candidato para el desarrollo de una nueva clase
de compuestos antivirales para tratar infecciones del Adenovirus (Sanchez-Céspedes et al.,
2014).
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Figura 9. Estructura del compuesto 15D8

Teniendo este compuesto como prototipo, el grupo de investigacidon en que se ha desarrollado
este trabajo de fin de grado, ha descrito el disefio, sintesis y evaluacién bioldgica de una
coleccion de 54 compuestos con estructura general de ureas derivadas de 2-metil y 2-

fenilpiperazina, como eficaces agentes antiadenovirus (Figura 10) (Sanchez-Céspedes et al.,
2016).

R': Me, Ph

R2: Boc, Benzofurano-2-carbonil
R3: CI, NO,, H

R* NO,, CN, CI, H

R5: CF3, H

Figura 10. Estructura general de las ureas derivadas de piperazinas con actividad antiadenovirus

Se seleccionaron seis compuestos por su potente actividad y baja citotoxicidad, que se
sometieron a estudios mecanisticos asi como de estabilidad en suero. Actualmente estan
siendo sometidos a estudios farmacocinéticos en modelo animal (compuestos 1-6, Figura 11).
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Figura 11. Estructura de los compuestos seleccionados 1-6

Cuando se dispone de un cabeza de serie, un aspecto clave en la busqueda de nuevos
compuestos activos y que tiene mucha relevancia en Quimica Terapéutica es la
farmacomodulacion, disefio de analogos relacionados estructuralmente con el modelo,
mediante la modificacion molecular del cabeza de serie, lo que va a permitir su exploracion
sistematica.

En este contexto, el presente Trabajo Fin de Grado (TFG), que se engloba dentro de una de las
lineas de investigacion que se llevan a cabo en el Departamento de Quimica Organica y
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia sobre la busqueda de nuevos compuestos con
potencial actividad anti-adenovirus, se ha centrado en realizar farmacomodulacién en las
piperazinas seleccionadas, tomandolas como modelo para la introduccién de cambios
estructurales que permitan obtener nuevos analogos. La posterior evaluacién de los mismos,
actividad, toxicidad, estudios mecanisticos, permitird conocer si se han optimizado sus
propiedades asi como proporcionard datos para poder profundizar en las relaciones
estructura actividad.
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OBJETIVOS

Este Trabajo Fin de Grado se enmarca en una de las lineas de investigacidn del Departamento,

basada en la busqueda, disefio, sintesis y caracterizaciéon de nuevos compuestos con potencial

actividad como antiadenovirus. El objetivo final es obtener una serie de analogos de

compuestos activos descritos por el grupo de investigacion, mediante la introduccion de

modificaciones en su estructura. Para ello se plantearon diversos objetivos parciales:

1)

2)

3)

Disefio de nuevos compuestos. En base a las estructuras de los prototipos escogidos,
resultados anteriores de la propia linea de investigacién (compuestos 1-6), se plantea
el disefio de los nuevos compuestos en base a la introducciéon de modificaciones en los
tres rasgos estructurales clave para la actividad, el anillo de piperazina, la funcion urea
sobre un nitrégeno y la funcién amida sobre el otro.

Sintesis quimica de los nuevos compuestos disefiados. Emplear una metodologia
sintética sencilla y corta que transcurra con elevado rendimiento y que facilite obtener
en el menor nimero de pasos posible una pequefia coleccién de compuestos
analogos.

Caracterizacion de los nuevos compuestos. Los nuevos compuestos obtenidos serdn
sometidos a los estudios pertinentes que permitan confirmar la estructura propuesta
tedrica. En concreto, se realizaran sus espectros de Masas y de Resonancia Magnética
Nuclear. Para alcanzar este objetivo se contara con la colaboracién de los Servicios de
Espectrometria de Masas y de Resonancia Magnética Nuclear, respectivamente, del
CITIUS de la Universidad de Sevilla.
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4. METODOLOGIA
4.1. Métodos generales

Todos los reactivos, disolventes y materiales de partida fueron obtenidos a partir de
proveedores comerciales y usados directamente sin previa purificacién. Las evaporaciones
fueron realizadas a presion reducida en rotavapor. Las reacciones fueron monitorizadas por
cromatografia en capa fina (CCF) en soportes de aluminio Kieselgel 60 F254 y detector UV para
su visualizaciéon. La cromatografia en columna fue realizada en Silica Gel 60. Los rendimientos
obtenidos proceden de los productos purificados. Los puntos de fusidon fueron medidos en un
aparato Stuart Melting Point SMP 10 y estdn sin corregir. Los espectros de masas (MS) fueron
registrados en un espectrémetro de masas Micromass AUTOSPECQ mediante las técnicas de
ionizacion quimica (Cl) a 150 eV y bombardeo de atomos rapidos (FAB) usando una matriz de
tioglicerol. Los espectros de masas de alta resolucién (HRMS) se registraron con una resolucién
de 10.000. Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR) fueron realizados a 252C en
un espectrometro Bruker AV500 a 500 MHz para H y 125 MHz para 13C. Los desplazamientos
guimicos estan expresados en ppm en la escala relativa al tetrametilsilano (TMS).

4.2. Introduccidn de la funcidn urea por reaccidn con isocianato

A) A una disolucién de la piperazina N-Boc precursora (7) (4 mmoles, 1 equivalente) en
diclorometano seco (30 mL) se le afiade el correspondiente isocianato (4,8 mmol, 1,2
equivalentes) manteniéndose en agitacion a temperatura ambiente hasta que la cromatografia
en capa fina indica el producto de partida ha reaccionado. El medio de reaccién se evapora a
sequedad y el producto se purifica por cromatografia en columna, utilizando los
correspondientes eluyentes para cada compuesto.

4.2.1. 1-tert-Butoxicarbonil-4-[(4-nitrofenil)-aminocarbonil] piperazina (8)
%—o —\ HN‘@*N%

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (100:1) como eluyente (1,4 g, 94% rendimiento); P.F. 188-192 °C. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-dg) 09,27 (s, 1H), 8,17 (d, J = 9,5 Hz, 2H), 7,37 (d, J = 9,5 Hz, 2H), 3,50-
3,48 (m, 4H), 3,40-3,38 (m, 4H), 1,43 (m, 9H). *C NMR (125 MHz, DMSO-d) J 154,0, 153,8,
147,3, 140,9, 124,7 118,3, 79,1, 43,6, 28,0. HRMS (m/z): calcd. para Cy6H,;,N40sNa 373,1482
[M+Na]"; encontrado 373,1476.
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4.2.2. 1-tert-Butoxicarbonil-4-[(2-nitrofenil)-aminocarbonil] piperazina (9)

O,N

%O /—\ HN
Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (100:1) como eluyente (1,2 g, 89 % rendimiento); P.F. 91-94 °C. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-dg) 09,34 (s, 1H), 7,96 (dd, J = 8,2 Hz, J = 1,2 Hz, 1H), 7,71-7,63 (m, 2H),
7,26-7,22 (m, 1H), 3,48-3,46 (m, 4H), 3,40-3,38 (m, 4H), 1,44 (m, 9H). *C NMR (125 MHz,

DMSO-dg) 6 154,2, 153,9, 140,6, 134,5, 134,0, 125,0, 123,8, 123,0. 79,2, 43,6, 28,0. HRMS
(m/z): calcd. para CyH,,N,OsNa 373,1482 [M+Na]’; encontrado 373,1476.

4.2.3 1-tert-Butoxicarbonil-4-[(2-cloro-5-trifluorometilfenil)-aminocarbonil] piperazina (10)

%Z%Q«”Z@;

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (150:1) como eluyente (1,5 g, 92 % rendimiento); P.F. 153-155 C. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d;) 88,45 (s, 1H), 7,96 (dd, J = 1,9 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,49
(dd, J = 1,9 Hz, J = 8,3 Hz, 1H), 3,48-3,46 (m, 4H), 3,41-3,39 (m, 4H), 1,44 (m, 9H). *C NMR (125
MHz, DMSO-ds) 6154,5, 153,9, 137,6, 131,3, 130,4, 122,3, 121,5 79,1, 43,6, 28,0. HRMS (m/2):
calcd. para Cy7H,:N305F;CINa 430,1116 [M+Na]’; encontrado 430,1110

B) A una disolucion de la 2-fenilpiperazina precursora (1 mmoles, 1 equivalente) en
diclorometano seco (15 mL) se le afiade el correspondiente isocianato (2,4 mmol, 2,4
equivalentes) manteniéndose en agitacion a temperatura ambiente hasta que la cromatografia
en capa fina indica el producto de partida ha reaccionado. El medio de reaccién se evapora a
sequedad y el producto se purifica por cromatografia en columna.
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4.2.4. N,N’-Bis[(2-cloro-5-trifluorometilfenil)-aminocarbonil]-2-fenilpiperazina (16)

Cl
Ccl
Ph
HN HN
)
FsC U

3 (e o

CF4

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
hexano-acetato de etilo (4:1) como eluyente (540 mg, 90 % rendimiento). "H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 8,35 (s, 1H), 8,27 (s, 2H), 8,06 (dd, J = 1,9 Hz, 1H), 7,84 (m, 1H), 7,70 (t, J = 7,5 Hz,
2H), 7,50-7,45 (m, 4H), 7,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H) 7,30 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 5,45 (t, J = 4,0 Hz, 1H),
4,36 (dd, J = 4,1 Hz, J = 13,9 Hz, 1H), 4,18-4,12 (m, 1H), 3,93-3,88 (m, 1H), 3,75 (dd, J = 4,4 Hz, J
= 13,9 Hz, 1H), 3,54-3,40 (m, 2H). *C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 6 154,5, 154,4, 139,2, 137,4,
137,3, 131,3, 130,4, 128,6, 127,3, 126,6, 122,6, 122,2, 121,6, 121,3, 54,9, 45,4, 43,5. HRMS
(m/z): calcd. para CygHyoN40,FsCl,Na 627.0760 [M+Na]’; encontrado 627.0752.

4.3. Desproteccion del grupo protector Boc (Duan y cols., 2013).

A una disolucion, enfriada en bafio de hielo, de los productos 8 y 9, (1,3 mmol) en 15 ml de
CH,Cl,, se aflade 13 mmol de CF;COOH. Se mantiene en agitacion dejandola evolucionar a
temperatura ambiente. Tras comprobar mediante cromatografia en capa fina que la reaccién
ha finalizado, se evapora a sequedad, coevaporando con tolueno para eliminar el exceso de
CF;COOH. Los productos obtenidos 11 y 12 se detectan por Espectrometria de Masa (EM) y se
emplean sin purificar en la siguiente reaccion.

HNQ«“:{%%

11

SN\ )
””u”«o
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4.4. Reaccion de acilacion

A) Los productos N-desprotegidos 11 y 12 se disuelven en diclorometano (30 ml), se afiade
trietilamina (10 mmol), y cloruro de benzofuran-2-carbonilo (2,6 mmol, 2 equivalentes). La
reaccion se mantiene en agitacion a temperatura ambiente hasta que la cromatografia en capa
fina indica que se ha agotado el producto de partida. El medio de reaccién se evapora a
sequedad y el producto se purifica por cromatografia en columna.

4.4.1. 4-(Benzofuran-2-carbonil)-1-[(4-nitrofenil)-aminocarbonil]piperazina (13)

/\\ HN
N \< NO,

.

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (80:1) como eluyente (410 mg, 80 % rendimiento); P.F. 165-167 2C. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-dg) 9,34 (s, 1H), 8,19-8,15 (m, 2H), 7,81-7,65 (m, 4H), 7,52-7,45 (m,
2H), 7,38-7,33 (m, 1H), 3,93-3,75 (m, 4H), 3,52-3,22 (m, 4H). **C NMR (125 MHz, DMSO-ds) &
159,1, 154,1, 153,9, 148,9, 147,3, 141,0, 126,7, 126,5, 124,7, 123,7, 122,5, 118,4, 111,7, 111,1,
43,8. HRMS (m/z): calcd. para C,oH1sN,OsNa 417,1169 [M+Na]’; encontrado 417,1163

4.4.2. 4-(Benzofuran-2-carbonil)-2-fenil-1-[(2-nitrofenil)-aminocarbonil]piperazina (14)

O,N

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
hexano-acetato de etilo (1:1) como eluyente (450 mg, 88 % rendimiento); P.F. 134-137 °C. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 69,41 (s, 1H), 8,00-7,94 (m, 1H), 7,85-7,64 (m, 4H), 7,57-7,21 (m,
4H), 3,89-3,73 (m, 4H), 3,69-3,58 (m, 4H). **C NMR (125 MHz, DMSO-ds) §159,1, 154,1, 153,9,
137,6, 148,1, 147,3, 141,1, 126,7, 126,6, 124,7, 123,7, 122,5, 118,4, 111,8, 111,1, 43,8. HRMS
(m/z): calcd. para CyH13N4OsNa 417,1169 [M+Na]’; encontrado 417,1163
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B) A una disolucién de la 2-fenilpiperazina (1 mmol) en diclorometano seco (15 mL) se le afiade
cloruro de benzofuran-2-carbonilo (4 mmol, 4 equivalentes) y piridina (6 mmol). La reaccidn se
mantiene en agitacién a temperatura ambiente hasta que la cromatografia en capa fina indica
que se ha agotado el producto de partida. El medio de reaccién se evapora a sequedad y el
producto se purifica por cromatografia en columna.

4.4.3. N,N’-Bis(Benzofuran-2-carbonil)2-fenil-piperazina (17)

/ Ph
o)

aY,
; u‘é\

Se obtuvo el producto como un sélido mediante cromatografia en columna empleando
diclorometano-metanol (60:1) como eluyente (370 mg, 83 % rendimiento); P.F. 159-162 2C. 'H
NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 7,79-7,74 (m, 2H), 7,69-7,64 (m, 2H), 7,54-7,24 (m, 11H), 5,98-
5,74 (m, 1H), 5,01-4,75 (m, 1H), 4,55-4,38 (m, 1H), 4,36-4,08 (m, 2H), 3,88-3,42 (m, 2H). **C
NMR (125 MHz, DMSO-dg) & 160,0, 159,3, 154,0, 153,9, 147,8, 128,6, 127,3, 126,7, 126,6,
126,5, 123,7, 122,5, 111,8, 111,3. HRMS (m/z): calcd. para CysH,,N,O4Na 473,1472 [M+Na]’;
encontrado 473,1464
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Disefo de los analogos

Con objeto de explorar las propiedades de estos compuestos asi como de optimizarlas, es
necesario el disefio de analogos relacionados estructuralmente, mediante modificaciones
moleculares en los prototipos seleccionados. Es éste un aspecto clave en todo el proceso de
busqueda de nuevos compuestos candidatos a farmacos. El disponer de una bateria de
derivados y su posterior evaluacidn, permitiria obtener compuestos con mejores propiedades,
o0 compuestos mas simples que mantienen o mejoran las propiedades del cabeza de serie,
ademas de proporcionar datos para poder establecer relaciones estructura actividad.

La Figura 12 refleja la estructura general que se va a someter a modificacién y los puntos de
actuacion, claves en la actividad bioldgica, el esqueleto de piperazina, la funcién urea y la
funcién amida. Las modificaciones estructurales realizadas son:

a) El anillo de 2-fenilpiperazina es reemplazado por piperazina.

Las ureas derivadas de piperazina descritas previamente tienen 2-metil piperazina y 2-fenil
piperazina como esqueletos centrales (Figura 10) y estdn preparados como racémicos. Fueron
disefados a partir del compuesto 15D8 (Figura 10), que posee un grupo etilo en posicién 6 del
anillo de piperazin-2-ona. El disefio de estos analogos esta pensado por una parte para evaluar
si es necesaria la presencia de esos sustituyentes en el anillo de piperazina para la actividad asi
como su influencia en la toxicidad y por otra, en caso de tener resultados positivos, trabajar
con compuestos aquirales.

b) Obtencion del derivado diurea.

Se prepard el derivado con esqueleto central de 2-fenilpiperazina con la misma funcidn urea
en los dos nitrégenos.

c) Obtencion del derivado diamida.
Se prepard el derivado de 2-fenilpiperazina con la misma funcién amida en ambos nitrégenos.

Los andlogos planteados en b) y c) pretenden estudiar en qué medida contribuyen ambas
funciones organicas a la actividad bioldgica.
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Figura 12. Puntos de modificacién estructural en el prototipo

La obtencion de los nuevos derivados se llevd a cabo mediante una metodologia sintética corta
constituida por reacciones quimicas sencillas que transcurren con elevado rendimiento
quimico.

5.2. Metodologia sintética

a) Con objeto de disefiar nuevas familias de andlogos, lo primero que se hizo fue reemplazar el
anillo de 2-fenilipiperazina por piperazina manteniendo las dos funciones sobre los nitrégenos,
como en los compuestos 1-6, es decir, la urea con grupos electron donador en uno de los
nitrégenos y la amida o carbamato en el otro.

Se escoge la funcidén urea con grupo p-nitro, o-nitro y la disustituida (Cl y CFs), y las dos
funciones, grupo Boc y grupo benzofurano-2-carbonilo en el otro nitrégeno.

Para la preparacién de estos derivados se parte de la Boc-piperazina comercial (7) que se
somete a reacciéon con el apropiado isocianato, obteniéndose los compuestos 8-10. Estos
compuestos son andlogosa 1 y 6 (Esquema 1).
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i: isocianato (1,2 equiv), CH,Cl, 25 °C R
quiv), CHath, 8:R'=H; R2=NO,; R’ = H

9:R'=NO,;R?>=H:R*=H
10: R! = CI; R?> = H,R3 = CF;4

Esquema 1. Sintesis de los compuestos 8-10

En los compuestos 8 y 9 se retira el grupo Boc por reaccidon con CF;COOH obteniéndose los
compuestos 11 y 12, que se detectan por Espectrometria de Masas y se emplean sin purificar
en la siguiente reaccidn, la acilacidn del nitrégeno por reaccién con el cloruro de benzofurano
2-carbonilo. Se obtienen los compuestos 13 y 14 (andlogos a 2y 3) (Esquema 2).

%0 i o
O% N\JN%N e HN/\_\NKN

R2
R! o
8: R'=H; R?=NO, 1 i
9:R'=NO,; R>=H 11: R' =H; R =NO,
12: R' =NO,; R>=H
ii
b .
N N‘—<
(0] — HN R2

i: CF3COOH (10 equiv), CH,Cl, 0-25°C
ii: Ei;N (8 equivalentes), cloruro de benzofurano-2-carbonilo (2 equivalentes),
CH,Cl, R!

13: R! = H; R>=NO,
14:R'=NO,; R*=H

Esquema 2. Sintesis de los compuestos 13-14

b) El andlogo diurea 16, se prepara a partir de la 2-fenilpiperazina 15 por reaccién con el
isocianato correspondiente empleando 2,4 equivalentes del reactivo. Se escoge el isocianato
disustituido, para tener un andlogo al compuesto 6 (Esquema 3).
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HN

i: isocianato (2,4 equiv), CH,Cl, 25 °C Cl

Esquema 3. Sintesis del compuesto 16

c) El derivado diamida 17 se obtiene por reaccidon de la 2-fenilpiperazina con cloruro de
benzofurano-2-carbonilo en presencia de piridina. Posee los dos nitrégenos acilados con el
mismo grupo, comun en los compuestos seleccionados 1-6 (Esquema 4).

Ph

i: cloruro de acilo (4 equiv), piridina (6 equiv), CH,Cl,

Esquema 4. Sintesis del compuesto 17
5.3. Caracterizacion estructural

Los datos obtenidos de los espectros de Masas, de *H-NMR y *C-NMR permiten confirmar la
estructura de todos los productos.

En la Tabla 3 se presentan los datos de desplazamiento quimico (8) en ppm de las sefiales mas
caracteristicas de *H-NMR de los compuestos 8-10, 13, 14.

En los espectros de "H-NMR de los compuestos 8-10, 13 y 14, ademas de las sefiales debidas al
proton de la funcion urea presente en todos los compuestos en torno a 8,5-9,4 ppm, se
aprecian los protones de los anillos aromaticos en el rango de 7-8 ppm. Las sefiales de los
protones de los 4 metilenos presentes en todos los compuestos, aparecen como dos
multipletes cada uno de ellos con integral para 4 protones.

27



Sandra Medina Paydn
Farmacomodulacion de ureas derivadas de piperazina con actividad antiadenovirus. Sintesis y
caracterizacion estructural

Tabla 3. Sefales de'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) mas caracteristicas para los compuestos 8-10, 13y 14

Entry Comp NH Ph CH,-N-CH, CH,-N-CH,
1 8 9,27 8,17-7,37 3,50-3,48 3,40-3,38
2 9 9,34 7,96-7,22 3,48-3,46 3,40-3,38
3 10 8,45 7,96-7,49 3,48-3,46 3,41-3,39
4 13 9,34 8,19-7,35 3,93-3,75 3,52-3,22
5 14 9,41 8,00-7,21 3,89-3,73 3,69-3,58

Los compuestos 16 y 17 derivados de 2-fenilpiperazina presentan diferentes sefiales. Destacar
el mayor nimero de sefiales en el intervalo 7-8 ppm debidas a mayor nimero de protones
aromaticos y diferentes sefiales debidas a los protones del anillo de piperazina. En estos
compuestos aparece el protdn del grupo metino a 5,45 ppm (16) y 5,98 ppm (17). El derivado
diurea 16, posee dos protones que aparecen a 8,35y 8,27 ppm atribuidos a las dos funciones
urea.

En los espectros de carbono destacamos las sefiales del carbonilo del grupo urea en los
compuestos 8-10, 13, 14 y 16 en torno a 154,5 ppm. El carbonilo del grupo Boc aparece a
153,9 ppm (8-10) y el carbonilo de la amida derivada del benzofurano en torno 159-160 ppm.
Los Boc derivados presentan a 28 ppm la seial debida a los metilo del grupo tert-butilo y a
79,2 ppm la del carbono cuaternario.

En los compuestos finales 8-10 se ha conseguido una modificacién adicional al suprimir el
sustituyente en dos del anillo de piperazina, ahora estereoquimica: no existen estereocentros,
a diferencia de los prototipos, que se trataban de racémicos. En caso de ser compuestos
activos esto podria resultar ventajoso, en un futuro, dado que para moléculas bioactivas
quirales aunque ambos enantiomeros resultaran idénticos desde el punto de vista de la
actividad buscada, es necesario probar y estudiar ambos enantiomeros por separado para
detectar diferencias entre ellos desde el punto de vista de efectos adversos, perfil
farmacocinético o tdxico. Ello supone un enorme esfuerzo adicional al proceso de disefio y
preparacion de nuevos compuestos, el derivado de la necesidad de una sintesis
estereoselectiva. La quiralidad no es un requisito exigible para tener compuestos activos.

La siguiente etapa del proyecto, consistiria en proceder a la evaluacién de su actividad como
agentes antiadenovirus. Para ello el grupo de investigacidn trabaja en colaboracién con el
grupo del Dr. Sanchez Céspedes, del Instituto de Biomedicina de Sevilla, asi como la
citotoxicidad de los nuevos compuestos.
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6. CONCLUSIONES

Como parte de la linea de investigacion que se lleva a cabo en el Dpto. de Quimica Organica y
Farmacéutica de la Universidad de Sevilla dirigida a la sintesis de nuevos compuestos con
actividad antiadenovirus se ha realizado:

1) El disefio de una serie de compuestos analogos a unos escogidos como cabezas de serie por
su buen perfil de actividad y toxicidad. Se plantearon modificaciones estructurales en los
cabezas de serie en tres puntos clave para la actividad, la primera centrada en modificar el
esqueleto de central de piperazina, la segunda en suprimir la funcién amida sobre uno de los
nitrégenos presente en los prototipos, y la tercera, suprimir la funciéon urea sobre el otro
nitrégeno; manteniendo el resto de los rasgos estructurales necesarios para la actividad.

2) La sintesis de los nuevos compuestos disefiados empleando una metodologia sintética
sencilla que transcurre con altos rendimientos. A partir de dos precursores comerciales se han
sintetizado 7 productos finales

3) El analisis estructural de los nuevos compuestos, permitiendo confirmar la estructura
propuesta. En concreto, se han realizado sus espectros de Masas y de Resonancia Magnética
Nuclear. Para la realizacion de estos estudios se ha contado con la colaboracién de los
Servicios de Espectrometria de Masas y de Resonancia Magnética Nuclear del CITIUS de la
Universidad de Sevilla.
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8. ANEXOS

e Espectro de 'H y BCNMR de 1-tert-Butoxicarbonil-4-[(4-nitrofenil)-aminocarbonil]
piperazina (8) 33
e Espectro de 'H y BCNMR de 1-tert-Butoxicarbonil-4-[(2-nitrofenil)-aminocarbonil]
piperazina (9) 34
¢ Espectro de 'H y BCNMR de 1-tert-Butoxicarbonil-4-[(2-cloro-5-trifluorometilfenil )-
aminocarbonil] piperazina (10) 35
¢ Espectro de 'H y BCNMR de N,N’-Bis[(2-cloro-5-trifluorometilfenil)-aminocarbonil]-
2-fenilpiperazina (16) 36
¢ Espectro  de 'H y BCNMR  de 4-(Benzofuran-2-carbonil)-1-[(4-nitrofenil)-
aminocarbonil |piperazina (13) 37
e Espectro de 'H y BCNMR de 4-(Benzofuran-2-carbonil)-2-fenil-1-[(2-nitrofenil)-
aminocarbonil]piperazina (14) 38

e Espectro de 'Hy "CNMR de N,N’-Bis(Benzofuran-2-carbonil)2-

-fenil-piperazina (17) 39
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