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Abreviaturas, acronimos y siglas

[a]®: poder rotatorio

13C-RMN: resonancia magnética nuclear de carbono

'H-RMN: resonancia magnética nuclear de protén

2,2-DMP: 2,2-dimetoxipropano

2-AG: 2-araquidonilglicerol

2-AGE: 2-araquidonil gliceril étero noladin éter

2D: bidimensional

31p.RMN: resonancia magnética nuclear de fésforo

3D: tridimensional

5-HTs: 5-hidroxitriptamina

ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2 (angiotensin-converting enzyme 2)
ADN: acido desoxirribonucléico

AEA: N-(2-hidroxietil)-araquidonamidao anandamida

AINE.: antiinflamatorios no esteroideos

AMPK: proteina quinasa activadora de AMP (AMP-activated protein kinase)
AREs: elementos de respuesta antioxidante (antioxidant response elements)
Arg: arginina

ARN: acido ribonucleico

ASRC: agonistas sintéticos de los receptores cannabinoides

ATF-4: factor de transcripcidn activador 4 (activating transcription factor 4)

AU: afinidad de unién

BAD: promotor de muerte celular asociadoa la familia BCL2 (BCL2-associated death promoter)
BSA: suero bovino de albumina (bovine serum albumin)

CaCMKKPB: proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina quinasa 2B (calcium/

calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 [5)



CB1R: receptor CB4(CB; receptor)

CB3R: receptor CB,(CBreceptor)

CBD: cannabidiol

CBG: cannabigerol

CBN: cannabinol

CBND: cannabinodiol

CCso: concentracién necesaria para alcanzar la mitad de la concentracidén citotdxica
(50%cytotoxic concentration)

CCK-8: kit-8 de conteo celular (cell counting kit-8)

CD: concentracidn necesaria para duplicar la actividad especifica

CDKs: quinasas dependientes de ciclina (cyclin-dependent kinase)

CHO: células de ovario de hamster chino (Chinese hamster ovary)
CHOP: proteina homadloga C/EBP (C/EBP homologous protein)

CNB: centro nacional de biotecnologia

CNRS: centro nacional de investigacion cientifica (centre national de la recherche scientifique)
COVID-19: enfermedad del coronavirus 2019 (coronavirus disease2019)
CSA: 4cido canforsulfonico (camphorsulfonic acid)

cuant.: cuantitativo

CYP450: citocromo P450 (cytochrome P450)

d: doblete

DAG: diacetdon-D-glucosa

DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundeca-7-eno

DCG: diciclohexiliden-bD-glucosa

dd: doble doblete.

ddd: doble doblete de dobletes

DFT: teoria del funcional de la densidad (density functional theory)



DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

DMAP: 4-dimetilaminopiridina

DMEM: medio de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's modified Eagle's médium)
DMF: N,N-dimetilformamida

DMSO: dimetilsulféxido

dt: doblete de tripletes

e.d.: exceso diasteromérico

e.e.: exceso enantiomérico

E: proteinas de envoltura virica

ECso: concentracién que produce la mitad del efecto maximo (half maximal effective
concentration)

ECq0: concentracidn que produce el 90% del efecto maximo (90% effective concentration)
EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

elF2a-P: factor 2a de iniciacion de la traslacion eucaridtica fosforilado (eukaryotic translation
initiation factor 2aphosphorylated)

EMA: agencia europea del medicamento (european medicines agency)

F.R.: fuera de rango

FAAH: hidrolasa de amidas de acidos grasos (fatty acid amide hydrolase)

FBS: suero fetal bovino (fetal bovine serum)

FDA: administracion de alimentos y medicamentos de EE. UU. (food and drug administration)
FRET: transferencia de energia de resonancia de Foster (Fdster resonance energy transfer)
GlIn: glutamina

Gly: glicina (glycine)

GPCRs: receptores acoplados a proteina G (G protein-coupled receptors)

GPR-55: receptor acoplado a proteina G 55 (Gprotein-coupled receptor 55)

GST: glutation S-transferasa



H. pylori: Helicobacter pylori

HIF-1a: factor inducible por hipoxia 1a (hypoxia-inducible factor 1a)

his: histidina

hNK1Ry:: receptor humano NK1“wild type” (human NK-1 receptor wild-type)

HOBt: N-hidroxibenzotriazol

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion (high performance liquid chromatography)

HRP: peroxidasa de rabano picante (horseradish peroxidase)

HSC: células madre hematopoyéticas (hematopoietic stem cells)

HTRF: fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo (homogeneous time-resolved
fluorescence)

I.C.: intervalo de confianza

I.S.: indice de selectividad

I.T.: indice terapéutico

IBiS: instituto de biomedicina de Sevilla

ICi00: concentracidn necesaria para alcanzar la inhibicion maxima (maximal inhibitory
concentration)

ICso: concentracion necesaria para alcanzar la mitad de la inhibicion maxima (half maximal
inhibitory concentration)

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1 (intercellular adhesion molecule 1)

IGF: instituto de gendémica funcional (institut de génomique fonctionelle)

IMDM: medio de Dulbecco modificado por Iscove (Iscove's modified Dulbecco's media)

IMP.sa: inositol monofosfatasa (inositol monophosphatase)

INAMOL: instituto de nanociencia, nanotecnologia y materiales moleculares

IP1: inositol monofosfato (inositolmonophosphate)

IP2: inositol bifosfato (inositol bisphosphates)

IPs: inositol 1,4,5-trifosfato (inositol 1,4,5-trisphosphate)



IP4: inositol 1,3,4,5-tetraquisfosfato (inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphate)

J: constante de acoplamiento

JAK: quinasa de Janus (Janus kinase)

kact: constante de activacion

Keap1l: proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch (Kelch-like ECH-associated protein 1)

kinact: constante de inactivacion

Leu: leucina

LHMDS: bis(trimetilsilil)amiduro de litio

log: logaritmo

Lys: lisina (lysine)

m: multiplete

M: proteinas de membrana virica

MAGL: lipasa monoacilglicerol (monoacylglycerol lipasa)

MD: molecular docking

MERS-CoV: coronavirus del sindrome respiratorio de oriente medio (middle east
respiratorysyndrome coronavirus)

Met: metionina

moi: multiplicidad de infeccidn (multiplicity of infection)

mTORC1: diana del complejode rapamicina 1 en células de mamifero (mammalian target of
rapamycin complex 1)

MTORC2: diana del complejode rapamicina 2 en células de mamifero (mammalian target of
rapamycin complex 2)

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

N: proteinas de la nucleocapsida

NADA: N-araquidonoildopamina

NBS: N-bromosuccinimida



NIS: N-yodosuccinimida (N-iodosuccinimide)

NK: célula asesina natural (natural killer)

NK1: neuroquinina 1 (neurokinina 1)

NK2: neuroquinina 2 (neurokinina 2)

NK3: neuroquinina 3 (neurokinina 3)

NKA: neuroquinina A (neurokinina A)

NKB: neuroquinina B (neurokinina B)

Nrf2: factor nuclear derivado del factor eritroide 2(nuclear factor erythroid 2-related factor 2)
NSCLC: cancer de pulmdn de “células no pequeiias” (non-small cell lung cdncer)
NVIQ: nduseas y vomitos inducidos por la quimioterapia

OA: oleamida

OAE: araquidonato de 2-aminoetiloo virodamina

OEA: oleoiletanolamida.

p.f.: punto de fusion.

p21: inhibidor de quinasa 21 dependiente de ciclina

p27: inhibidor de quinasa 27 dependiente de ciclina

p8: proteina reguladora del estrés

PBS: solucién salina tamponada con fosfato (phosphate-buffered saline)

PEA: N-palmitoiletanolamida

Phe: fenilalanina (phenylalanine)

PI3K: 1-fosfatidilinositol 3-quinasa (1-phosphatidylinositol 3-kinase)

PIP2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (phosphatidylinoistol 4,5-bisphosphate)
PKB: proteina quinasa B (protein kinase B)

PLC: fosfolipasa C (phospholipase C)

PPAR: receptor activado por proliferadores de peroxisomas (peroxisome proliferator-activated

receptor)



ppm: partes por millén

pRb: proteina del retinoblastoma

Pro: prolina

g: quintuplete

r.d.: relacion diastereomérica

R.E.: reticulo endoplasmatico

RBD: dominio de unidnal receptor (receptor-binding domain)

rdto.: rendimiento

RMN: resonancia magnética nuclear

RMSD: raiz del error cuadratico medio (root mean square desviation)

RNP: ribonucleoproteinas

RPMI: medio del Instituto Memorial del Parque Roswell (Roswell Park Memorial Institute
medium)

s.a.: sefial ancha

S: proteinas estructurales viricas de las espiculas

s: singulete

S: sustrato

SARS-CoV: coronavirus que acusa el sindrome respiratorio agudo grave (severe acute respiratory
syndrome coronavirus)

SARS-CoV-2: coronavirus tipo 2 que causa el sindrome respiratorio agudo grave (severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2)

SCLC: cancer de pulmdn de “células pequerias” (small cell lung cancer)

SDRA: sindrome de dificultad respiratoria aguda

SDS: dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl! sulfate)

SEM: error estandar de la media (standard error of the mean)

SFN: sulforafano



SP: sustancia P

SPT: palmitoiltransferasa de serina (serine palmitoyltransferase)

STAT: activador de la transcripcion y transductor de sefial (signal transducer and activator of
transcription)

t.a.: temperatura ambiente

t: triplete

t2: temperatura

TBME: tert-butil metil éter

TBTU: tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamonio

td: triple doblete

Tf,0: anhidrido trifluorometanosulfénico

TFAd: 4cido trifluoroacético deuterado

THC: tetrahidrocannabinol

THF: tetrahidrofurano

TMPRSS2: proteasa transmembrana 2 de serina (transmembrane protease serine 2)

TMSOTf: trimetilsilil trifluorometanosulfonato

TRF: fluorescencia resuelta en el tiempo (time-resolved fluorescence)

TRIB3: homologo 3 de Tribbles (Tribbles-homologue 3)

TRPMS: subfamilia 8 del receptor de potencial transitorio (transient receptor potential subfamily
M8)

TRPV1: receptor de potencial transitorio vainilloide 1 (transient receptor potential vanilloid 1)
tt: triplete de tripletes

U.V.: ultravioleta

VCAM-1: molécula de adhesién celular vascular 1 (vascular cell adhesion molecule 1)

VEGF: factor de crecimiento del endoteliovascular (vascular endothelial growth factor)



VEGFR: receptor del factor de crecimiento del endoteliovascular (vascular endothelial growth
factor)

WST-8: sal de tetrazolio soluble en agua-8 (water soluble tetrazolium salt 8)

AF: variacion de la frecuencia

AG: variacidn de energia libre de Gibbs

A: longitud de onda

Um: potencial de membrana mitocondrial
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Capitulo I. Introduccién general y objetivos

1.1. Tendencia actual en el tratamiento del cdncer

El cancer constituye actualmente la segunda causa de fallecimiento en el mundo, por detrds de
las enfermedades cardiovasculares o infecciosas segln el grado de desarrollo del pais. En 2020,
el cancer causo casi 10 millones de fallecimientos y hubo mas de 19 millones de nuevos casos
en todo el mundo. En Espafia, en 2020 se contabilizaron unas 133.000 muertes causadas por
cancer, de las cuales casi 23.000 se debieron al cancer de pulmdn (1" cancer con mas muertes
registradas) y unas 3.700 a leucemia. Desafortunadamente, estas cifras siguen aumentado,
siendo la previsién de la OMS para 2030 de unos 24,6 millones de nuevos casos de cancer en el

mundo, que causardn unas 16,3 millones de muertes (figura 1).12

a) Datos registrados en 2020

Fallecimientos Nuevos casos

b) Prevision OMS para 2030
> 10 millones >> 19 millones > Fallecimientos Nuevos casos
16,3 24.6
millones millones
Europa* > 2 millones >>4,4 millones>

(38% mortzlidad total)

636% mas 216/6mé5

> 133.000 >> 282.000 > (respecto 2020)

*Europa: 1/8 poblacién mundial, pero 1/4 del total de casos de cdncer mundiales

Figura 1. a) Nuevos casos de cancer y fallecimientos registrados en 2020. b) Prevision de la
OMS para 2030. Fuente: OMS! y Eurostat.?

La deteccion de la enfermedad en fases avanzadas y la falta de medios de diagndstico y
tratamiento adecuados suelen ser los problemas mas frecuentes relacionados con un mal
prondstico del cancer.! Hay que tener en cuenta que el término cancer engloba a un gran

numero de enfermedades relacionadas entre si, existiendo mas de cien tipos diferentes de
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cancer. En todos ellos, un tipo celular comienza a dividirse descontroladamente. Este descontrol,
viene originado por cambios en la informacién genética de la célula, pero la causa concreta por
la que ocurren estos cambios no estd clara aun, ya que puede deberse a multiples factores,
desde hereditarios hasta ambientales.

Dada la gran incidencia del cdncer, resulta imperiosa la busqueda de nuevos tratamientos frente
a esta patologia, que genera un enorme sufrimiento a la poblaciéon y para la que,
desgraciadamente, aun no se ha encontrado una solucién definitiva, constituyendo uno de los
grandes desafios de la medicina actual.® La introduccidon de los primeros agentes
quimioterdpicos, como las mostazas nitrogenadas (descubiertas en 1942)* a mediados del siglo
XX, y posteriormente los complejos de platino como el cisplatino (aprobado por la FDA (Food
and Drug Administration) en 1978),° el carboplatino (aprobado por la FDA en 1989)° y el
oxaliplatino (aprobado por la FDA en 2002),> supusieron un avance importante en la lucha

contra el cancer (figura 2).°

0] o H,
O\ /N H3 O\ /N N
Cl Cl Cl<_.NH Pt, PL
\/\l}l /\/ /Pt\ 3 d NH3 o o N
R Cl NH; 4 H,
Mostazas nitrogenadas Cisplatino Carboplatino Oxaliplatino
(1942) (1978) (1989) (2002)

Figura 2. Estructura de los primeros agentes quimioterapicos

“«

Sin embargo, tanto el concepto de “quimioterapia” como el término de “agentes
quimioterdpicos” es anterior a estos descubrimientos. Se remontan a principios del siglo XX y
deben su origen a Paul Ehrlich (1854-1915), un cientifico polaco con importantes aportaciones
en el campo de la microbiologia y la inmunologia. Entre sus numerosas aportaciones a la ciencia,

cabe destacar su conocida teoria de la “bala mdgica” y el desarrollo del “salvarsan” un derivado
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de arsénico que supuso el primer tratamiento eficaz de la sifilis, estableciendo el principio

fundamental de la quimioterapia antimicrobiana y antitumoral: la toxicidad selectiva (figura 3).’

NH;
HO

As
1l

As

Salvarsan

OH
HoN

Figura 3. Estructura del salvarsan.

En 1906, Paul Ehrlich publicé un articulo titulado “Die Aufgabender Chemotherapie” (las tareas
de la quimioterapia), en el que aparecia por primera vez el término quimioterapia, y desde
entonces, este término ha estado presente en las publicaciones cientificas, en las que ha ido
apareciendo con distintos significados, pero todos ellos relacionados siempre con el concepto
de afinidad selectiva.” Actualmente, los términos “agente quimioterapico” y “quimioterapia”
engloban a los tratamientos o las terapias tanto antimicrobianas como antitumorales.

Los primeros agentes quimioterapicos provocaban un bloqueo no especifico de la division
celular causando la muerte celular y matando tanto a las células tumorales como a las células
sanas, por lo que los intervalos terapéuticos eran muy limitados y causaban importantes efectos
secundarios. Con el fin de evitar estos inconvenientes, la tendencia actual en el desarrollo de
nuevos tratamientos frente al cancer propone el desarrollo de farmacos dirigidos a dianas
terapéuticas especificas capaces de evitar el crecimiento de células tumorales, presentando a
su vez una reducida toxicidad hacia células sanas.® Estas terapias dirigidas pueden ser muy
diversas, como por ejemplo: i) terapia hormonal; ii) inhibidores de la transduccién de sefial; jii)

moduladores de la expresion génica; iv) inductores de la apoptosis; v) inhibidores de la
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angiogénesis;® vi) agentes intercalantes del ADN; vii) inhibidores de la sintesis de ADN; viii)
inhibidores o activadores de factores de transcripcion especificos, ix) inhibidores enzimaticos
gue inducen apoptosis celular; asi como xi) agonistas o antagonistas de receptores especificos
que desencadenan una respuesta que conduce a la muerte de las células tumorales.® En general,
estas terapias se dirigen a dianas que se encuentran sobreexpresadas en células cancerosas,
pero no en células sanas, lo que proporciona una mayor selectividad. Otro tipo de tratamiento
actual selectivo frente al cdncer es la inmunoterapia con anticuerpos dirigidos, inhibidores de
puntos de control, citocinas, etc., capaces de activar el propio sistema inmune del paciente
frente a las células cancerosas.’

Encuadrada en un proyecto mas amplio desarrollado en nuestro grupo de investigacion,
encaminado al desarrollo de moléculas organicas pequefias como nuevas entidades quimicas
con actividad anticancerosa, en la presente tesis doctoral nos hemos centrado, dentro de las
terapias dirigidas, en los factores de transcripcion y en los receptores especificos como dianas
terapéuticas. En concreto, nuestro interés se ha dirigido hacia: i) el factor de transcripcion
oncogénico STAT3, activo de manera constitutiva en diferentes tipos de cdncer e implicado en
procesos de génesis de tumores y en el desarrollo y progresién del cancer,®! jj) el receptor
NK1, un receptor acoplado a proteina G, ya que tanto él como su ligando enddgeno, la sustancia
P, ademas de estar expresados en una amplia variedad de tipos de cancer, estan relacionados
directamente con la proliferacion y la supervivencia de las células tumorales e indirectamente
con alteraciones del microambiente tumoral y con procesos implicados en la progresion de
tumores,* y jii) el receptor CB,, un receptor acoplado a proteina G, cuya activaciéon conduce a la
muerte celular por apoptosis o autofagia de las células tumorales asi como a la detencion del
ciclo celular en diferentes tipos de cancer.®

Para el disefo y sintesis de nuevos compuestos de interés terapéutico, la Quimica Farmacéutica

dispone de dos aproximaciones generales: i) disefio basado en la estructura de la diana bioldgica
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y ii) disefio basado en el ligando. La primera aproximacién se basa en el estudio de la diana
biolégica objetivo, por ejemplo, un receptor, y por lo tanto es indispensable conocer su
estructura. La determinacion de la estructura de la proteina, aunque no siempre es posible, se
basa en estudios de cristalografia de rayos X y RMN, o puede predecirse por analogia con otros
receptores conocidos. El conocimiento de sus caracteristicas estructurales y del modo de unidn
con su ligando, permite disefiar, mediante métodos computacionales, nuevos ligandos de esta
diana. La segunda estrategia, se basa en la estructura de un “cabeza de serie” o farmaco
conocido (prototipo) de interés. Mediante el estudio de las relaciones estructura-actividad, se
pueden predecir los puntos clave de su estructura y modularla adecuadamente para conseguir
mejorar la actividad deseada.’® En aquellos casos en que es posible, ambas aproximaciones se
complementan y su aplicaciéon permite llevar a cabo el disefio de forma mas eficiente.

En la presente tesis doctoral, para nuestro disefio, hemos seleccionado tres prototipos
diferentes: el sulforafano (SFN), el aprepitant y el derivado PGN128 (figura 4). El SFN, un
compuesto fitoquimico presente en vegetales de la familia brasicdceas, posee una demostrada
actividad antitumoral frente a diferentes tipos de cancer, sin embargo, no existe un consenso
en cuanto a los mecanismos por los cuales ejerce su accion anticancerosa, debido a su capacidad
de interaccionar con diferentes dianas bioldgicas, entre las que cabe destacar el factor de
transcripcidn Nrf2 y la proteina transductora de sefal y activadora de la transcripcidon STAT3. El
aprepitant, primer fdrmaco comercializado como antagonista del receptor NK1, estd
involucrado en distintas rutas de sefializacion y de transduccion celulares con distintas
funciones. El antagonismo del receptor NK1 es util en patologias muy diversas como nauseas,
dolor, inflamacidn, prurito, depresidon y cancer. Y, por ultimo, PGN128 es un agonista del
receptor cannabinoide CB, descrito en la bibliografia,’> y el agonismo de este receptor estd

relacionado con actividades antitumorales.'37
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Figura 4. Estructura de los tres compuestos seleccionados como prototipos.

Tanto el receptor NK1 como el receptor CB; pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteina G. La primera descripcidn que se recoge de estos receptores en la bibliografia en
relacion con los procesos tumorales data de 1986. Desde entonces, han sido ampliamente
estudiados, lo que ha permitido conocer entre otros datos, que se trata de receptores que
pertenecen a la mayor familia de proteinas de sefializacidn extracelular del genoma humano y
que representan en torno al 5% del total de las proteinas de superficie celular en mamiferos.'®%°
La importancia de estos receptores radica en su papel regulador de una gran cantidad de
funciones celulares, como la sefializacion por quimioquinas, la proliferacién celular, la regulacién
de la muerte y supervivencia celular, el sentido del olfato, la emesis y la depresion. Ademas, se
ha descubierto que son clave en el crecimiento de los tumores, asi como en la angiogénesisy en
la metastasis.'>® Actualmente, alrededor del 30% de los farmacos aprobados por la FDA tienen
como diana terapéutica a los receptores acoplados a proteina G*¥° y muchos de ellos se utilizan
como diana en la quimioterapia contra el cancer.

Llegados a este punto, aunque resulta evidente la importancia de encontrar agentes
quimioterapicos selectivos, capaces de actuar sobre las células cancerosas respetando las
células sanas, cabe cuestionarse si también es adecuado que sean selectivos frente a una Unica
diana terapéutica. Asi, en contraposicidn al concepto cldsico de “un farmaco - una diana - un

efecto” aparece el concepto de “fdrmacos multidiana”, para denominar a aquellos que tienen



Capitulo I. Introduccién general y objetivos

la capacidad de interaccionar con mas de una diana bioldgica para obtener un efecto terapéutico
concreto.?° En los Gltimos tiempos, ha aumentado el interés por este tipo de farmacos para el
tratamiento de enfermedades de etiologia compleja, que hoy en dia siguen sin tener un
tratamiento completamente eficaz, como el cancer y las enfermedades neurodegenerativas.
Son enfermedades consideradas complejas porque, como indicamos anteriormente, estan
causadas por factores muy diversos, lo que dificulta la busqueda de tratamientos basados en su
origen o causa. La complejidad de estas enfermedades ha mostrado que los farmacos con una
sola diana terapéutica no son necesariamente los mds adecuados, al menos por el momento,
para lograr los efectos terapéuticos deseados, emergiendo el estudio de los fdrmacos multidiana
como una alternativa terapéutica mas adecuada frente a estas patologias.?! Un ejemplo de
farmaco multidiana comercializado es el lenvatinib (figura 5) que, como tratamiento frente al
carcinoma de tiroides, es un inhibidor reversible de multiples tirosinquinasas (TK), que modula
la actividad del receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGFR), del receptor
del factor de crecimiento fibrobldstico (FGFR), del receptor del factor de células madre (SCFR) y
del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), todos ellos implicados en

la angiogénesis, el crecimiento del tumor vy la progresién del cancer.?%23
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Figura 5. Estructura del lenvatinib como prototipo de farmaco multidiana con actividad

anticancerosa.
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Con un disefio adecuado de los farmacos multidiana es posible conseguir menor toxicidad y
mayor selectividad y eficacia, disminuyendo al mismo tiempo la posibilidad de desarrollo de
resistencias frente al farmaco, en comparacién con los farmacos dirigidos a una unica diana.®
Tanto los analogos del SFN como los andlogos del aprepitant desarrollados en esta tesis doctoral
pueden considerarse farmacos multidiana. EI SFN es un fdrmaco multidiana por su capacidad de
interaccion con multiples dianas bioldgicas como el citocromo P 450 (CYP450), los factores de

transcripcién nuclear Nrf2 o NF-kB, y el factor de transcripcion STAT3, entre otros. Por su parte,

el aprepitant, aunque su Unica diana bioldgica conocida es el receptor NK1, podria considerarse
también como un farmaco multidiana ya que la unién de este receptor a su ligando endégeno,
la sustancia P, desencadena su participacién en multiples rutas de sefializacién intracelulares
involucradas en la proliferacién celular, la migracion celular, la angiogénesis y la inhibicion de la
apoptosis, elementos favorecedores de la proliferacién y supervivencia de las células tumorales.
El empleo de antagonistas del receptor NK1 puede anular todas estas rutas, actuando como
inhibidores indirectos de diferentes quinasas como la fosfolipasa C (PLC), la fosfatidilinositol
quinasa (PI13K), la proteina quinasa B (PKB), la TK, la proteina quinasa activada por mitégenos
(MAPK) vy la fosfolipasa A, entre otras. Ademas, el receptor NK1 también tiene la capacidad de
activar a otros receptores de membrana adyacentes, como los receptores del factor de
crecimiento epidérmico (EFGR) y los VEGFR, ambos involucrados en favorecer el proceso

tumoral, por lo que el antagonismo del receptor NK1 conllevaria también al bloqueo de estos

receptores y sus respectivas rutas de sefializacién intracelulares.?*

1.2. Objetivos generales
Teniendo en cuenta todo lo indicado anteriormente, en esta tesis doctoral nos hemos propuesto
los siguientes objetivos generales, que serdn concretados en objetivos mas especificos en sus

respectivos capitulos:
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1) Disefioy sintesis de tres familias de nuevos agentes anticancerosos, tomando como base
la estructura de los correspondientes prototipos: a) SFN (capitulo Il), b) aprepitant
(capitulo 1) y ¢) PGN128 (capitulo IV). Se pretende encontrar compuestos que sean mas
activos y selectivos frente al cancer, con un perfil farmacocinético adecuado.

2) Determinacidn in vitro de la actividad anticancerosa de los nuevos analogos sintetizados
frente a diferentes tipos de cancer, como la leucemia, el neuroblastoma o el cancer de
pulmoén.

3) Determinacion in vitro de la capacidad para interaccionar con sus correspondientes
dianas bioldgicas, como seria el factor de transcripcion Nrf2 en el caso de los andlogos
del SFN, o el receptor NK1 en el caso del aprepitant.

4) Por ultimo, aunque no formaba parte del planteamiento inicial de esta tesis doctoral,
durante el transcurso de la misma, la aparicion de la pandemia provocada por el
coronavirus, impulso la busqueda de compuestos activos frente al SARS-CoV-2, por lo
gue nos planteamos el estudio de la actividad antivirica de todos los compuestos

sintetizados.
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1ll.1. Antecedentes y objetivos

Las taquicininas constituyen una gran familia de péptidos involucrada en neurotransmisién y
procesos inflamatorios. La sustancia P (SP), el primer miembro de esta familia, se descubrié en
el afio 1931.22 Se trata de un undecapéptido (Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-
NH,) de caracter anfifilico, ya que sus grupos amino se encuentran protonados a pH fisioldgico
y ademds contiene residuos hidrofébicos localizados principalmente en la zona C-terminal.??® La
SP tiene una gran afinidad por el receptor neuroquinina 1 (NK1), un receptor de taquicininas.?
Concretamente, la zona responsable de su afinidad con el receptor NK1 es la secuencia de 5
aminodcidos (Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,) localizada en el extremo C-terminal del péptido.'?°
Todas las taquicininas presentan el extremo C-terminal carbamoilado y la ausencia de este grupo

carbamoilo suprime su actividad (figura 28).1212°
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Figura 28. Estructura de la sustancia P. En celeste se indican los aminoacidos (Phe-Phe-Gly-Leu-
Met-NH;) responsables de su afinidad por el receptor NK1.

Los receptores de taquicininas se dividen en 3 tipos en funcidn de su afinidad por la SP, asi, de
mayor a menor afinidad se encuentran el receptor NK1, el receptor neuroquinina 2 (NK2), y el
receptor neuroquinina 3 (NK3). En cuanto a su localizacién en el organismo, los receptores NK1

y NK3 se encuentran tanto en el sistema nervioso como en los tejidos periféricos, mientras que
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el receptor NK2 se encuentra sélo en los tejidos periféricos, concretamente en el rifién, el
higado, la placenta y el musculo esquelético. Ademas de su afinidad por la SP, estos receptores
también presentan afinidad por otros ligandos enddgenos como la neuroquinina A (NKA) y la
neuroquinina B (NKB). Sin embargo, el receptor NK1 presenta mayor afinidad por la SP que por
los otros ligandos endégenos NKA y NKB.*2

El receptor NK1 estd formado por 406 aminodcidos y tiene un peso molecular de 46 KDa.
Pertenece a la familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) y presenta una estructura
de tipo helicoidal con 7 dominios transmembrana, con 3 bucles extracelulares (E1, E2, E3) y 4
bucles intracelulares (C1, C2, C3, C4), cuyo extremo N-terminal es extracelular y el C-terminal
intracelular. El dominio C4 esta palmitoilado, es decir, se encuentra formando un tioéster entre
un residuo de cisteina de la cadena y el acido palmitico, un acido graso de la membrana celular.
Los bucles extracelulares E2 y E3, estan implicados en la unidon del receptor con la SP, mientras
gue el tercer bucle intracelular C3, es el responsable de su unién a la proteina G. Por ultimo, la
secuencia préxima al aminodcido N-terminal puede sufrir glicosilacién, lo que aumenta su
afinidad por la SP y permite también la estabilizacion del receptor NK1 en la membrana

plasmatica (figura 29).*
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Figura 29. Representacidn de la estructura del receptor NK1.1?

Cuando la SP se une al receptor NK1, se produce la activacién de la proteina G que, a través de
segundos mensajeros, activa diferentes rutas de sefializacion.? Una vez ejercida su accién, la
sefializacion finaliza por medio de diferentes mecanismos, tales como: i) degradacién de la SP
en el fluido extracelular; ii) desensibilizacion del receptor NK1 mediada por la proteina B-
arrestina, que produce el desacoplamiento del receptor NK1 y la proteina G, y por tanto la
desensibilizacién. Este receptor puede resensibilizarse (vuelve a acoplarse con la proteina G) o
bien iii) ser degradado en los lisosomas.*

El sistema formado por el receptor NK1 y la SP regula una gran cantidad de funciones tanto
fisiolégicas como fisiopatoldgicas en el organismo. Estd involucrado en las secreciones
endocrinas y paracrinas, la vasodilatacién, la transmision del dolor y la proliferacién celular. A
nivel cerebral, es un neuromodulador de la homeostasis cerebral que participa en la transmision
sensorial neuronal y estd involucrado en el control del vomito. Ademas, es un regulador

hematopoyético con capacidad de modular la respuesta inflamatoria del sistema inmune al estar
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expresado en linfocitos, monocitos, macréfagos, células NK (natural killer), microgliay en células
de la médula dsea tanto de la linea linfoide como mieloide. Debido a estas funciones que
presenta en el organismo, el sistema receptor NK1-SP se ha relacionado con el desarrollo de
patologias como depresion, estrés, ansiedad, degeneracién neuronal, adiccion al alcohol, dolor,
migrafa, enfermedades inflamatorias del intestino, prurito, infecciones bacterianas vy virales,

emesis y cancer.1>122

lll.1.1. Relacién del receptor NK1 con el cancer: antagonistas del receptor NK1

Tanto la SP como el receptor NK1 estan expresados en una amplia variedad de tipos de cancer
como retinoblastoma, glioma, neuroblastoma, astrocitomas, melanoma, cancer pancreatico,
laringeo, gastrico, de colon y de mama. De hecho, hay evidencias experimentales que relacionan
directamente las taquicininas con la modulacién de la proliferacién y la supervivencia de las
células tumorales e indirectamente con alteraciones del microambiente tumoral y con procesos
relacionados con la progresién de tumores.'?

La sobreexpresién de los receptores NK1 en células tumorales sugiere la posibilidad de
desarrollar un tratamiento antitumoral especifico, y consecuentemente, con menos efectos
secundarios, mediante el empleo de antagonistas de los receptores NK1 como agentes
anticancerosos.

En general, los antagonistas de los receptores NK1 pueden ejercer su accién antitumoral
mediante 3 mecanismos: i) accion antiproliferativa en células tumorales por induccion de
apoptosis, ii) inhibicién de la angiogénesis en masas tumorales vy iii) bloqueo de la migracién de
células tumorales impidiendo la invasién de otros tejidos o metdastasis.!®

Se pueden diferenciar 2 tipos de antagonistas de los receptores NK1, los peptidicos y los no
peptidicos. Los antagonistas de tipo peptidico se basan en modificaciones quimicas de la

estructura de la SP, los cuales no son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y pueden
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ser degradados por peptidasas del organismo, pudiendo presentar cierta toxicidad. Por ello, se
prefieren los antagonistas no peptidicos. Este tipo de antagonistas, por un lado, son compuestos
lipdfilos, por lo que son capaces de atravesar la barrera hematoencefilica, caracteristica
importante en el caso de patologias a nivel del sistema nervioso central y, por otro lado, no
pueden ser degradados por peptidasas.'?® En cuanto a los sitios de unidn al receptor NK1, tanto
la SP como los antagonistas peptidicos se unen a los bucles extracelulares del receptor NK1,
mientras que los antagonistas no peptidicos, dado su menor tamano vy lipofilia, se unen a los
dominios transmembrana del receptor.?2

Actualmente, se conoce la estructura exacta del receptor NK1, que se determind por rayos X a
finales de 2018, mediante la cristalizacién del complejo formado por la unién del receptor a
distintos antagonistas de éste.'*12> Sin embargo, cuando inicialmente se abordd nuestro
estudio, la estructura del receptor NK1 no se conocia aun, por lo que la aproximacidon mas légica

para el disefio de nuevos antagonistas era basarse en la estructura de los ya conocidos.

11l.1.2. Antagonistas no peptidicos del receptor NK1 comercializados y en ensayos clinicos

En la figura 30%%12° se muestran las estructuras de los farmacos comercializados que son
antagonistas no peptidicos del receptor NK1. El aprepitant, comercializado como EMEND® por
la empresa Merck desde 2003, fue el primer antagonista del receptor NK1 comercializado,?
aprobado por la FDA y la EMA para el tratamiento de las nauseas y vomitos inducidos por la
quimioterapia (NVIQ) y dos afios mas tarde, también para el tratamiento de las nduseas y
vomitos postoperatorios. Posteriormente, se aprobaron modificaciones del aprepitant como el
fosaprepitant, un profdrmaco del aprepitant,'? o Cinvanti® (Heron therapeutics INC, 2017), con
una formulacidn distinta a la de EMEND® para su administracidn por via intravenosa en lugar de
oral.’?® Con el paso del tiempo, la FDA y la EMA han aprobado otros antagonistas de los

receptores NK1, como el maropitant para el tratamiento de vémitos en veterinaria, el netupitant
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o el fosnetupitant en combinacidn con palonosetrén (antagonista de los receptores 5-HTs), y el

rolapitant, también para el tratamiento de NVIQ.'?%'% En el caso del casopitant, poco antes de

recibir la aprobacion de comercializacion en 2009, la compafiia farmacéutica (GlaxoSmithKline,

GSK) retird su solicitud de autorizacién a la EMA con el objetivo de realizar mas ensayos de

seguridad.!?°

FsC CFs P F.c oF,

/[N\) R = H, Aprepitant
2

(EMEND®, Merck)

N” NH 2003. Via oral
N
R 0 R = PO,H, Fosaprepitant Maropitant Rolapitant
a2 ® prep (Cerenia®, Zoetis, via oral) (Varuby®, Tesaro)
(Iveme’nd. » Merck) (Prevomax®, Le Vet, via 2015: via oral
2008. Via intravenosa intravenosa) 2007 2017: via intravenosa

F3C CF3

F3C; £ _CF3
O
_N
H,3C ‘ =N R = H, Netupitant N/&O
= N/\’ (Akynceo®, Helsinn Birex)
K/N’R 2014. Via oral (\N

“CHj Oﬁ/N\) F

R = CH,0PO;H, Fosnetupitant

(Akynceo®, Helsinn Birex)
2018. Via intravenosa

Casopitant
(Rezonic® o Zunrisa®, GSK)

Figura 30. Estructura de los antagonistas de los receptores NK1 comercializados y del

casopitant.

Podemos encontrar otra serie de antagonistas de los receptores NK1 en ensayos clinicos, como

el vestipitant para el tratamiento de la depresidén y de NVIQ, el orvepitant para el tratamiento
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de la depresion, el vofopitant para el tratamiento de desérdenes mentales como la esquizofrenia

y el serlopitant para el tratamiento de patologias dérmicas como el purito (figura 31).10622

CF3
CF3
FiC
CF3 FsC
N-N
F3C N, »\CF
N 3
_N \(O F
N H
[ N
N
H O~
Vestipitant Orvepitant Vofopitant Serlopitant
(GlaxoSmithKline) (GlaxoSmithKline) (GlaxoSmithKline) (Merck)

Figura 31. Estructura de los antagonistas de los receptores NK1 que se encuentran en ensayos
clinicos.

Aunque todavia no se han realizado ensayos clinicos de ninguno de los antagonistas de los
receptores NK1 mencionados con el objetivo de probar su capacidad como agentes
antitumorales, existen evidencias preclinicas suficientes que indican que se pueden comportar
como agentes anticancerosos.'*1% De hecho, el aprepitant ha mostrado in vitro propiedades

antiproliferativas en lineas tumorales de cancer de pulmén y neuroblastoma, entre otros (tabla

4).12,123
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Tabla 4. Actividad citotoxica del aprepitant (ICso; ICi00) €n diferentes lineas tumorales.

Tipo célula tumoral Linea celular 1Cs0 (LM) 1C100 (LM)
Leucemia linfoblastica aguda B SD-1 29,4 59,2
Leucemia linfoblastica aguda T BE-13 19,5 50,0

Carcinoma de mama BT-474 31,4 59,1

MCF-7 35,6 64,0
MDA-MB-468 29,6 57,0
MT3 40,8 75,3
Carcinoma de colon SW-403 30,5 60,5
Carcinoma gastrico 23132-87 24,2 52,5
Glioma GAMG 33,1 66,2
Hepatoblastoma HepT1 31,1 -
HUH6 33,2 -
HepG2 38,6 -
Carcinoma laringeo HEp-2 22,7 46,5
Melanoma MEL-HO 29,6 56,5
Neuroblastoma SKNBE (2) 24,6 48,8
IMR-32 27,7 19,6
KELLY 30,4 49,5
Carcinoma de pulmodn COR-L23 30,0 60,0
H-69 21,8 45,2
Osteosarcoma MG-63 28,6 80,0
Carcinoma de pancreas PA-TU-8902 31,2 63,0
CAPAN-1 27,4 52,0
Retinoblastoma Y-79 30,4 59,0
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111.1.3. Descubrimiento del aprepitant

Desde que hace aproximadamente tres décadas surgiera el interés por el desarrollo de nuevos
antagonistas de los receptores NK1, se ha realizado un gran esfuerzo tanto a nivel industrial
como académico centrado en este campo.!** Multiples farmacéuticas, como Novartis,
AstraZeneca, Boehringer Ingelheim, Eli Lilly, GlaxoSmithKline, Hoffmann-La Roche, Janssen
Pharmaceutical Companies of Johnson & Johnson, Merck, Pfizer y Sanofi, entre otras, tienen
patentados diferentes antagonistas de los receptores NK1.1?’

En 1991 Pfizer sintetizd el CP-96,345 (figura 32), primer antagonista no peptidico de los
receptores NK1. Se trata de un potente antagonista competitivo reversible de los receptores
NK1, altamente selectivo frente a los otros subtipos NK2 y NK3.128 Sin embargo, el CP-96,345
presenta también afinidad por los canales de calcio de tipo L, responsable de los efectos
secundarios adversos observados a nivel cardiovascular.??>13° En 1993 |a propia Pfizer desarrollé
otro antagonista no peptidico de los receptores NK1, el CP-99,994 (figura 32), que presenta
también una potente afinidad por los receptores NK1 y selectividad frente a los otros subtipos,
pero menor afinidad por los canales de calcio que el anterior.'?® Posteriormente, Merck,
desarrollé6 en 1996 el L-733,060 (figura 32), otro potente antagonista no peptidico de los
receptores NK1, que también posee cierta afinidad por estos canales de calcio.!

En todos los casos, es importante tener en cuenta la estereoquimica de estos derivados, ya que
los enantiémeros con configuraciéon (2R,3R) mostraron una afinidad hacia el receptor NK1
significativamente inferior que los de configuracion (25,3S), lo que indica que los receptores NK1

presentan una importante discriminacién quiral. 128129131
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WNH e
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CP-96,345 CP-99,994 L-733,060
(Pfizer, 1991) (Pfizer, 1993) (Merck, 1996)

Figura 32. Primeros antagonistas no peptidicos de los receptores NK1.

La afinidad que presentan hacia los canales de calcio fue atribuida a la basicidad del anillo de

quinuclidina del CP-96,345 (pKa ~ 9) y de piperidina del CP-99,994 y L-733,060 (pKa ~ 8,7) (figura

32). Para reducir esta basicidad, Merck sintetizé diferentes andlogos del L-733,060 (figura 33).13°

CF,
Q,
“0
()
e
L-733,060
CF, CFsy CFs CF,4 CFs
K@\C':s (©0F3 (@\CFB (@CFS (@CFS
0.0 0.0 0._.0 0.0 0.0
() ) ) () )
©),, s, ©).. ©)., ©),,
YO "o YO e e

40 # 42 43 44
Figura 33. Analogos del L-733,060 sintetizados por Merck para optimizar la capacidad
antagonista del receptor NK1.

En estos andlogos, se sustituyd el anillo de piperidina de L-733,060 por uno de morfolinay en el

nitrogeno de este anillo se unié un grupo metilcarboxilico (40), un metiléster (41) y una
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metilamida (42), como grupos atractores de electrones, lo que se tradujo en una reduccion de
la basicidad y, por tanto, en una disminucion de su afinidad hacia los canales de calcio, pero
manteniendo su potente afinidad hacia los receptores NK1. Basdndose en esta hipodtesis, en el
nitrégeno del anillo morfolinico se introdujo también un grupo metiltriazol (43) y un anillo de
metiltriazolona (44), como grupos atractores de electrones. De todos los analogos sintetizados,
el que presentd mayor afinidad por el receptor NK1 fue el derivado 44, con un anillo de
triazolona, y el de menor afinidad fue el analogo 40, con un acido carboxilico como sustituyente.
Ademas, en todos los casos, de los 4 estereoisémeros posibles, sélo los de configuracidn (2S,3S)
mostraron de nuevo una potente afinidad por los receptores NK1 (figura 33).1%°

En un intento de aumentar la estabilidad metabdlica de 44, evitando la reaccién metabdlica de
fase | de O-debencilaciéon observada in vitro, se introdujo un grupo metilo en esta posicion
bencilica (A). Por otro lado, también se introdujo un 4&tomo de fldor en la posicién para del anillo
de benceno situado en la posicién 3 del anillo de morfolina (B) a fin de evitar la hidroxilacion en

esta posicion (figura 34).1%

CF3 CF;

aprepitant
Figura 34. Modificaciones estructurales de 44 para aumentar su estabilidad metabdlica,
obteniéndose el aprepitant.

Todas estas modificaciones condujeron a la obtencién del aprepitant, que presentd una alta

130

selectividad antagonista hacia los receptores NK1 frente a los otros subtipos,*?® concretamente
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un antagonismo 45000 veces superior hacia el receptor NK1 que hacia el receptor NK2 y 3000
veces superior hacia el receptor NK1 que hacia el NK3.2 Ademas, también presenté una afinidad
muy baja por los canales de calcio de tipo L, debido a la gran disminucidn de la basicidad del
nitrégeno del anillo de morfolina (pKa < 3). El Unico estereoisdémero activo de los ocho posibles
en el aprepitant es el de configuracion (2R,3S) en el anillo de morfolina y configuracién (R) en la

posicion bencilica.130132

11l.1.4. Interaccion molecular del CP-99,994, el netupitant y el aprepitant con el receptor NK1
Aunque existen estudios sobre la posible relacidon estructura-actividad de los agonistas y
antagonistas de los receptores NK1,'%* |as interacciones precisas que tienen lugar entre ellos no
se han podido caracterizar hasta hace poco tiempo, al no conocerse la estructura exacta del
receptor NK1, determinada a finales de 2018, como ya se indicé anteriormente.'?® Esto ha
permitido entender mejor las bases moleculares de la selectividad y el reconocimiento del
ligando por parte del receptor NK1, lo que supone disponer de una herramienta muy util para
el disefio racional de nuevos antagonistas. Por el momento se han descrito las interacciones del
receptor NK1 con los antagonistas no peptidicos CP-99,994, aprepitant y netupitant, mediante
la cristalizacidn del complejo formado por la unién del receptor a cada uno de ellos.??*

Estos 3 antagonistas son capaces de originar modificaciones conformacionales en el sitio de
unién del receptor NK1, con el consecuente efecto antagonista. Mediante el andlisis de las
interacciones de los diferentes fragmentos presentes en sus estructuras con el receptor NK1, es
posible dilucidar qué elementos son clave para un eficiente antagonismo. Para ello, se ha
dividido la estructura de los tres antagonistas en un nucleo central resaltado en celeste y
diferentes sustituyentes representados como brazo 1 en morado, brazo 2 en verde, junto con

un brazo 3 adicional en naranja en el caso del netupitant y el aprepitant (figura 35).12*
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O:<;

CP-99,994 HN-N  aprepitant netupitant

I Nucleo B Brazo1 ¥ Brazo 2 ¥ Brazo 3

Figura 35. Interacciones de CP-99,994 (A), aprepitant (B) y netupitant (C) con el receptor NK1
(cintas grises). Los residuos del receptor involucrados en la interaccidn aparecen en naranja
(A), celeste (B) y lila (C). Las estructuras de los antagonistas en el interior del receptor aparecen
en rosa (A), amarillo (B) y naranja (C). Las interacciones por formacién de puentes de
hidrégeno aparecen como lineas discontinuas.

Como puede observarse en la figura 35, en todos los casos, el anillo central, el brazo 1y el brazo
2 interaccionan con diferentes aminodcidos del receptor mediante uniones de tipo hidrofébico
y, ademas, el brazo 1, forma puentes de hidrogeno. En el caso del aprepitant, el metilo de la
posicidon bencilica interacciona adicionalmente con un pequefio sub-bolsillo hidréfobo presente
en el receptor. Una diferencia importante entre estos antagonistas es el brazo 3, ausente en CP-

99,994 y que, sin embargo, en el aprepitant y el netupitant establece interacciones de tipo
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hidrofébicas y por formacion de puentes de hidrogeno en diferentes zonas del receptor. De
acuerdo con los resultados, mientras que la presencia de los brazos 1y 2 como sustituyentes del
anillo central de 6 miembros es necesaria para la interaccidn de los antagonistas con el receptor
NK1, la presencia del tercer brazo no parece fundamental para la actividad antagonista, pero
proporciona una mayor afinidad hacia el receptor NK1. Toda esta informacidn proporciona una
base estructural racional del antagonismo de los receptores NK1 vy facilita, por tanto, el diseifo

de nuevos agentes terapéuticos con el receptor NK1 como diana.'?*

1ll.1.5. Objetivos

Basandonos en los antecedentes que acabamos de describir y con el fin de encontrar nuevos
antagonistas del receptor NK1 de interés terapéutico, se han propuesto los siguientes objetivos
especificos de este capitulo:

1. Sintesis de una quimioteca de andlogos del aprepitant manteniendo las zonas estructurales
gue son clave para su actividad y utilizando hidratos de carbono como plataforma quiral de
partida. En el disefio de estos andlogos, se han introducido los siguientes elementos de
diversidad (figura 36):

1.1. Grupos hidroxilos del anillo de piranosa (de L-arabinosa o D-glucosa) diferentemente
protegidos, como puntos de modulacién estructural tanto de la actividad como del
balance lipdfilo/hidrofilo.

1.2. Naturaleza del sustituyente en C-3: hidroxilo o amino.
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Figura 36. Estructura general de los analogos del aprepitant propuestos, a partir de los
carbohidratos L-arabinosa y D-glucosa.

Determinacion de la actividad bioldgica de los andlogos del aprepitant sintetizados. En

concreto se pretende estudiar:

2.1.La actividad citotdxica y selectividad in vitro en células tumorales de pulmén y de
neuroblastoma, mediante estudios de viabilidad celular

2.2. La actividad como antagonista del receptor NK1.

2.3.La afinidad por el receptor NK1, en relacién con su capacidad para desplazar la
sustancia P.

Realizacidon de célculos de “Molecular Docking” de los analogos del aprepitant sintetizados,

con objeto de predecir in silico las interacciones moleculares significativas entre estos

analogos vy el sitio de interaccién del receptor NK1.
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111.2. Sintesis de andlogos del aprepitant: resultados y discusion

La presencia de tres centros estereogénicos en la estructura del aprepitant constituye una de
las principales dificultades que presenta su preparacidn, ya que implica el desarrollo de una ruta
sintética estereoselectiva, que suele ser compleja y de alto coste. Para simplificar esta tarea, en
el disefio de nuestros andlogos del aprepitant, se ha propuesto el uso de hidratos de carbono
como plataforma quiral de partida. De la amplia diversidad de hidratos de carbono
comercialmente disponibles, se seleccionaron L-arabinosa, D-glucosa y D-galactosa, por
presentar la estereoquimica adecuada en C-2. Ademas de la util informacidn quiral que portan,
los hidratos de carbono son una materia prima barata (1,26 €/g de L-arabinosa, 0,07 €/g de D-

glucosa, y 0,45 €/g de D-galactosa), renovable y facilmente asequible®? (figura 37).

CF;
N
7f 6 &
(0]
aprepitant
OH OH OH
HO
5 S OH

L-arabinosa -glucosa D-galactosa

Figura 37. Estructuras de los carbohidratos L-arabinosa, D-glucosa, D-galactosa y del aprepitant.

En todos ellos, se propone el esqueleto de piranosa como iséstero del anillo de morfolina
presente en el aprepitant. Las diferencias estructurales entre los distintos carbohidratos nos
permitiran estudiar la influencia que tiene la introduccidn de sustituyentes en las posiciones 4 y

5 del anillo de piranosa y la diferente quiralidad de C-4, sobre la actividad (figura 37).
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En esta tesis doctoral nos centraremos concretamente en la sintesis de los analogos derivados
de L-arabinosa y de D-glucosa, mientras que el estudio de los derivados de D-galactosa forma

parte de otra tesis doctoral desarrollada también en nuestro grupo de investigacion.

111.2.1. Andlogos del aprepitant derivados de L-arabinosa
Para la sintesis de los derivados de L-arabinosa, se propone el andlisis retrosintético que se

muestra en el esquema 22.

w \(Q\ XMS% + CFs

A(O OH
F + R — 0
Cl o SPh HO OH
HO HO

L-arabinosa
Esquema 22. Andlisis retrosintético de los analogos del aprepitant derivados de L-arabinosa.

El tratamiento de L-arabinosa con anhidrido acético, en presencia de 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalizador y piridina como base en CH,Cl,, rinde cuantitativamente el derivado
peracetilado 45 que se utiliza directamente en la siguiente reaccién sin necesidad de purificacion

previa (esquema 23).
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OH Ac,0; Py; DMAP OAc Ph-SH; BF3-Et,0 OAc
HO ~ OH CH,Cl, AcO CH,Cly: ta. A o SPh
0°C (4,5 h) - t.a. (2h) AcO opc
i 45 cuant. rdto. 46
L-arabinosa
cuant. rdto. B:a 0,2:1
Esquema 23. Sintesis de los intermedios 45 y 46 de los analogos del aprepitant derivados de
L-arabinosa.

A pesar de su aparente simplicidad, en esta reaccion es especialmente importante el control de
la temperatura, 4,5 horas a 0 °Cy 2 horas a temperatura ambiente, para evitar la obtencion de
una mezcla de reaccién compleja, como resultado de la formacion de los derivados de furanosa
47 junto con los derivados de piranosa 45 (esquema 24). Por su parte, la presencia de DMAP no

sélo incrementa el rendimiento, sino que también favorece la regioselectividad deseada.'®*

OH OAc o
o Ac,0 o AQ OAc
HO AcO OAc +
. or -
HOOH Py; 25°C; 12 h AcO AcO OAc
B-L-arabinosa 45 47

Esquema 24. Regioisémeros posibles en la peracetilacién de L-arabinosa.'®*

Los resultados obtenidos al intentar escalar esta reaccion, utilizando 10 g de L-arabinosa como
producto de partida no fueron satisfactorios, observdndose mediante *H-RMN en la zona de los
grupos acetatos (2,18-2,00 ppm), la aparicidon de otras sefales por formacién de compuestos no
deseados (figura 38-A). Cuando la reaccion se lleva a cabo sobre 2 g de L-arabinosa, disminuyen

significativamente estas sefales (figura 38-B).
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Figura 38. Fragmentos de espectros de *H-RMN (300 MHz, CDCls) de la obtencién de L-
arabinosa peracetilada 45 a 25 °C a gran escala (10 g) (A), a 25 °C a menor escala (2 g)*** (B) y
con control de la temperatura (4,5 horas a 0 °Cy 2 horas a t.a.) a menor escala (2 g)*** (C). Con
un asterisco se indican las sefales correspondientes a los protones de los grupos acetilo de 45.

La tioglicosilacion del crudo de 45 obtenido a 25 °C (figura 38-B), sin purificacion previa, con
tiofenol y trifluoruro de boro eterato en CH,Cl,!3® (esquema 23) rindié una mezcla compleja de
productos, muy dificiles de separar por cromatografia en columna de gel de silice, obteniéndose
el feniltioglicésido peracetilado 46 con rendimiento de sélo el 50%. Cuando se llevd a cabo la
tioglicosilacion del crudo obtenido a baja temperatura (figura 38-C),'** en las mismas
condiciones anteriores, se obtuvo el feniltioglicésido peracetilado 46 con rendimiento
cuantitativo (esquema 23).

La desacetilaciéon de Zemplen de 46, mediante tratamiento con una cantidad catalitica de
metdxido de sodio en metanol, rindié el feniltioglicdsido trihidroxilado 48 con rendimiento
cuantitativo, utilizado directamente en la siguiente reaccién sin necesidad de purificacidn. El
tratamiento de 48 con 2,2-dimetoxipropano (2,2-DMP) y acido canforsulfonico (CSA) condujo al
3,4-isopropiliden derivado 49 de manera regioselectiva con un rendimiento del 89%. El posterior
tratamiento con cloruro de p-fluorobencilo, en presencia de NaH y INBus en THF, nos permitio

obtener cuantitativamente el derivado p-fluorobencilado 50 (esquema 25).13®
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OAc NaOMe
cO SPh MeOH ta. 22 DMP; t.a.
AcO
cuant. rdto 89% rdto.
B 0,2:1 B0 0,2:1

1) NaH o

2) INBuy >( o
B —— (6] SPh
0
3) /—< >—F F-—< >—J
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THF; ta. 50

cuant. rdto.
B:a 0,2:1

Esquema 25. Sintesis del derivado p-fluorobencilado 50.

La glicosilacion del feniltioglicdésido 50, con el alcohol quiral comercial (R)-1-[3,5-
bis(trifluorometil)fenil]etan-1-ol, (R)-51, condujo a los que ya pueden considerarse como
primeros andlogos del aprepitant 52 y 52a, siguiendo dos metodologias sintéticas diferentes.
La primera aproximacién (metodologia A), consiste en la glicosilacion directa del feniltioglicésido
50, utilizando N-yodosuccinimida (NIS). De este modo, se obtienen los derivados 528 y 52a en

proporcién 1:1 con un rendimiento total del 66% (esquema 26).

CF3

XO FsC
1 o)
) HO o O\&\ﬁ
CF3 o)
(R)-51 o CF
XO NIS; CH,Cly; oscuridad F@JSZB
o&j\&w

SPh tamiz molecular; t.a. 33% rdto.

@__/O 2)C.C. FsC
F
50 Bro 1:1 Xm p\

52q,
33% rdto.

Esquema 26. Sintesis de los anadlogos del aprepitant 52B y 52a derivados de L-arabinosa
— Metodologia A.
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La separacidon de ambos diastereocisémeros 52B y 52a mediante cromatografia en columna de
gel de silice, eluyendo con hexano:acetona 50:1, rinde el anémero 52 puro. Posteriormente, la
mezcla del andmero 52a con el alcohol de partida (R)-51 se separa con hexano:AcOEt 20:1,
obteniéndose asi el andmero 52a puro.

En la tabla 5 se indican los resultados con las diferentes condiciones de reaccién utilizadas para
la optimizacién del proceso, consiguiendo incrementar el rendimiento global original del 23% al
66%. Utilizando las condiciones descritas en la literatura (tabla 5, entrada 1),*” mediante
adicidén de trimetilsilil trifluorometanosulfonato (TMSOTf) (15 mol%) a 0°C sobre una disolucidn
del feniltioglicésido 50 (100 mol%), el alcohol (R)-51 (110 mol%) y NIS (120 mol%) en CH,Cl, en
atmoésfera de argdn, y manteniéndose en agitacion a t.a. hasta la total desaparicién del producto
de partida 50, se obtuvo un rendimiento del 33%, considerablemente inferior a los descritos'®’
con otros derivados que oscilaban entre el 60% y el 85%. La adicidn de tamiz molecular activado
de 4 A (tabla 5, entrada 2), para garantizar las condiciones anhidras, no mejoré el rendimiento
de la reaccion. El bajo rendimiento obtenido en ambos casos se atribuye a la formacién de un
subproducto, en una proporcién similar a la del producto deseado 52 y 52a. Cuando la reaccién
se llevd a cabo en ausencia de TMSOTf como catalizador, con el fin de evitar la posible
degradacion del producto de partida por la accion del acido de Lewis, y en oscuridad, para evitar
que la luz diera lugar a la reaccidn radicalaria descrita para la N-bromosuccinimida (NBS),**® que
consiste en la bromacién del sustrato y obtencion de succinimida como subproducto, se
obtuvieron rendimientos similares a los anteriores (tabla 5, entrada 3).

Cabe destacar que, de acuerdo con los resultados obtenidos en estos ensayos, se deduce que la
presencia del catalizador acido no resulta necesaria en la reaccion, por lo que los siguientes
ensayos se realizaron en ausencia de catalizador, manteniendo el tamiz molecular de 4 A, y en

ausencia de luz.
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Tabla 5. Condiciones de glicosilacidn del feniltioglicésido 50.

Entrada NXS Tamiz  TMSOTf Luz/ ta mol% mol% rdto.
molecular Oscuridad (R)-51 NXS

1° NIS No Si Luz t.a. 110% 120% 33%
2@ NIS Si Si Luz t.a. 110% 120% 33%
3 NIS Si No Oscuridad  t.a. 110%  120% 32%
4° NIS Si No Oscuridad  t.a. 110%  120% 27%
5P NIS Si No Oscuridad -40°C  110% 120% 23%
6° NBS Si No Oscuridad  t.a. 110%  120%

7¢ NIS Si No Oscuridad  t.a. 200% 100% 66%

aDisolucién del feniltioglicdsido 50, el alcohol (R)-51, y NIS a la vez. PAdicidén total de NXS sobre disolucién del
feniltioglicésido 50 y el alcohol (R)-51. cAdicidn fraccionada de NIS sobre la disolucion del feniltioglicésido 50 y el
alcohol (R)-51. 9Proporcion B:a 1:1.

El andlisis de los espectros de H-RMN, 3C-RMN y espectrometria de masas nos permitié

proponer la estructura del N-glicosilderivado representada en la figura 39 para el subproducto

53 formado en estos ensayos.

53
Figura 39. Estructura del subproducto formado en la reaccién de glicosilacion del
feniltioglicosido 50 con el alcohol (R)-51 en presencia de NIS.

El andlisis del espectro de *H-RMN del subproducto 53 muestra diferencias significativas frente
al feniltioglicdsido 50 de partida (figura 40): i) desaparecen las sefales (a) correspondientes a

los 5 protones aromaticos del feniltioglicdsido; ii) se observa un desplazamiento hacia campo
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mas bajo del protdn anomérico H; (b) junto con el resto de los protones del anillo de piranosa;
y iii) aparecen dos nuevos tripletes parcialmente solapados (c) para 4 protones que asignamos

a los dos metilenos del anillo de succinimida presente en 53.

O
X o
o] s_ @
O a
F—‘< — l-l|)1a a
a
50

a a b
o Y

O
53
Cc
m
,WUL_ JJL»@U.,\Lk_-m,JL
B 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

Figura 40. Fragmentos de los espectros de *H-RMN (300 MHz, CDCls) del feniltioglicdsido 50 y
del N-glicosil succinimido derivado 53.

Con respecto al espectro de 3C-RMN de 53 (figura 41): i) desaparecen las sefiales (a)
correspondientes a los carbonos del grupo fenilo de la posicién anomérica presentes en 50; ii)
aparece una sefial a 176,3 ppm (b) caracteristica de los carbonos carbonilicos del anillo de

succinimida; vy iii) aparece la sefial a 28,0 ppm (d) correspondiente a los carbonos de los
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metilenos del anillo de succinimida, que solapa con la seiial del carbono de uno de los metilos

del grupo isopropilo (c).
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Figura 41. Fragmentos de los espectros de *C-RMN (300 MHz, CDCls) del feniltioglicésido 50 y
del N-glicosil succinimido derivado 53.

El espectro de masas de alta resolucidon confirmdé que efectivamente la masa del producto

formado 53 corresponde con la de la estructura propuesta de N-succinimido derivado. La
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formacidn de este derivado 53 se puede justificar como resultado del ataque nucleofilico de la
NIS sobre el catién oxonio intermedio formado, que compite con el ataque del alcohol (R)-51,

para dar el glicésido deseado 52B:52a (esquema 27).%’

Esquema 27. Mecanismo propuesto de formacién del N-glicosil succinimido derivado 53.

Con objeto de evitar la formacién de 53 se llevaron a cabo diversas modificaciones de las
condiciones de reaccion. La modificacidn exclusiva del orden de reaccién de los reactivos (tabla
5, entrada 4) adicionando NIS sobre la disolucion del feniltioglicésido 50 y el alcohol (R)-51 en
CH,Cl,, no condujo a un incremento significativo en el rendimiento del glicésido (27% rdto.). La
disminucién de la temperatura de reaccién a -40° C, manteniendo el orden anterior de adicién
(tabla 5, entrada 5), tampoco condujo a ninguna mejora (23% rdto.). En realidad, la reaccién no
tiene lugar a bajas temperaturas y es necesario dejar subir la temperatura hasta t.a. Cuando se
sustituyd el promotor NIS por NBS (tabla 5, entrada 6), la reaccién tuvo lugar de forma casi
instantanea, rindiendo exclusivamente el N-glicosil succinimido derivado 53. Finalmente, se
aumenté el alcohol de partida (tabla 5, entrada 7), adicionando NIS (50 mol%) a 0° C sobre una

disolucién del feniltioglicésido 50 (100 mol%) y el alcohol (R)-51 (200 mol %) en CH.Cl,, y se dejé
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reaccionar a temperatura ambiente. Cuando la reaccidn dejo de avanzar, se aifadié de nuevo
NIS (50 mol%) a 0° Cy se dejo de nuevo reaccionar a temperatura ambiente, consumiéndose asi
el producto de partida 50. De esta forma se obtuvo el producto deseado 52B:52a con un
rendimiento del 66% y no se observd la formacion de 53.

A la vista de los resultados obtenidos decidimos aplicar otra de las metodologias descritas en la
literatura que han proporcionado mejores resultados en la sintesis de moléculas complejas, el
denominado “método de glicosilacién del tricloroacetimidato” desarrollado por Schimidt y col.
en 1980.1% Los tricloroacetimidatos O-glicosilados resultan ser unos excelentes dadores de
glicosilo, son faciles de preparar y se obtienen en general con buenos rendimientos, por lo que
para su preparacién procedimos en primer lugar a la hidrdlisis selectiva del feniltioglicdsido 50
con NBS en acetona:H,O 99:1, para obtener el alcohol 54 que, por tratamiento con
tricloroacetonitrilo y DBU (1,8-diazabiciclo[5.4.0]lundeca-7-eno) en CHyCl;, rindié el
tricloroacetimidato deseado 55, que se utilizd directamente en la siguiente reaccién sin
purificacidn previa. La reaccion del tricloroacetimidato 55 con el alcohol (R)-51 y TMSOTf en Et,0
condujo a los glicésidos deseados 52 y 52a, en una proporcion B:a 2:1, con un rendimiento
total del 66% (esquema 28).13¢ La presencia de tamiz molecular activado de 4 A*® no mejord los

resultados obtenidos.
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CF
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Esquema 28. Sintesis de los anadlogos del aprepitant 52 y 52a derivados de L-arabinosa
— Metodologia sintética B.

Como ya se comentd anteriormente, para la purificacién y separacidon de ambos andmeros 52
y 52a, se realizaron dos columnas cromatograficas. En la primera (eluyente hexano:acetona
50:1) se obtuvo el anémero 52B puro, y en la segunda columna (eluyente hexano:AcOEt 20:1)
se consiguio separar el alcohol (R)-51 del andmero 52a. El rendimiento total resulté ser del 66%
al igual que en la metodologia anterior, pero en este caso se obtuvo mayoritariamente el
anémero 52B que es el que presenta una estereoquimica similar a la del aprepitant en el
carbono C-1 del anillo de piranosa.

La hidrélisis del acetal por tratamiento de 52B y 52a con CSA en metanol, rindid
cuantitativamente los dioles 56B y 56a que se pueden considerar como unos nuevos analogos

con mayor caracter hidréfilo (esquema 29).13¢
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Esquema 29. Sintesis de los analogos del aprepitant derivados de L-arabinosa con mayor
caracter hidrofilico 55B y 55a.

De esta forma, se han obtenido los andlogos del aprepitant 52 y 52a y sus derivados mas
hidrofilicos 56B y 56a con un rendimiento global del 47% en ambos casos, calculados a partir de

L-arabinosa mediante una ruta sintética compuesta por 7 y 8 etapas respectivamente.

111.2.2. Andlogos del aprepitant derivados de D-glucosa

Para la obtencién de glicosilderivados con un grupo amino en lugar de hidroxilo en la posicién 3
del anillo de piranosa se seleccioné la diaceton-D-glucosa (DAG), un derivado de D-glucosa en
forma de furanosa, comercial y de bajo coste, como sustrato de partida, de acuerdo con el
esquema retrosintético indicado en el esquema 30. La presencia de un Unico grupo hidroxilo
libre en la posicidon 3 de la DAG facilita su sustitucidn por la correspondiente funcidon nitrogenada

como veremos a continuacion.
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Esquema 30. Andlisis retrosintético de los analogos del aprepitant derivados de D-glucosa.

La oxidacion de la DAG con P,0sen dimetilsulfoxido (DMSO) a 50°C, seguida de una reduccion
con NaBH, en agua y TBME a 0-10° C, condujo al epimero en C-3, de configuracién alo 57 con un
rendimiento del 75% (esquema 31).%%2 E| tratamiento posterior con anhidrido
trifluorometanosulfdnico (Tf,0), en una mezcla CH,Cly:Piridina 10:1, a 0° C, rindié el triflato 58,
que, por ser relativamente inestable, se hizo reaccionar directamente con NaN; en DMF a
temperatura ambiente. Se obtuvo asi, mediante sustitucién nucleofilica, la azida 59 con un

rendimiento cuantitativo y con inversion de la configuracion en C-3 (esquema 31).143144

0 0
0/o>\<oi>\ 1) P,05; DMSO; 50°C 79/8@
/ o) - o
Oﬂ( 2) NaBHg; H,0; TBME; 0-10°C OHO\I(
DAG
75% rdto. 57
o o
Tf,0 { 90 0%
o > o (0] 7/ fo)
CH,Cly:Piridina 10:1 o O O\{
o°c 58 59

Esquema 31. Sintesis del 3-azido derivado de la DAG, 59.

Cuando la azida 59 se sometid a hidrélisis acida con una mezcla de CFsCOOH: H,0 20:3a0°C,y

posterior acetilacion con anhidrido acético en piridina, a temperatura ambiente, se obtuvo el
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correspondiente derivado de piranosa peracetilado 60 con un rendimiento del 74%.1% La
tioglicosilaciéon de 60 mediante tratamiento con tiofenol y trifluoruro de boro eterato en CH,Cl,
a 40 °C, condujo al feniltioglicdsido peracetilado 61 con un rendimiento del 77%.1* A diferencia
de los antecedentes descritos en la literatura®*® con derivados de D-galactosa y de L-arabinosa,
en los que la reaccidn transcurre con buenos rendimientos a temperatura ambiente, en nuestro
caso fue necesario calentara 40 °C,' para que la reaccion se completara. La desacetilacién de
61 en condiciones de Zemplen (metéxido de sodio en metanol a temperatura ambiente) rindid

cuantitativamente el derivado trihidroxilado 62 (esquema 32).13¢

OAc
/m 1) CF3COOH:H,0 20:3; 0 °C
(0]
7/ AcO
3 O Ac

(0] N
\K 2) Ac,0; Piridina; t.a. OA
59 60
74% rdto.
o 1:0,7
Ph-SH; BF3-Et,0 OAe on
-oh; BFgEl NaOCH
K SPh Ns SPh
CH,Cly; 40 °C 3 OAC MeOH; t.a. OH
61 62
77% rdto. cuant. rdto.
a:f 0,2:1 a:f 0,1:1

Esquema 32. Sintesis del tioglicdsido 62.

El tratamiento de 62 con dimetoximetil benceno y CSA en DMF, en el rotavapor a 35 °C, permite
la proteccién selectiva de los hidroxilos de las posiciones 4 y 6 mediante la formacién del
bencilidenacetal 63 con un rendimiento del 70%, que se hace reaccionar con cloruro de
p-fluorobencilo, en presencia de NaH y INBus en THF a temperatura ambiente, rindiendo

cuantitativamente el p-fluorobencilderivado 64 (esquema 33).13¢
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Esquema 33. Sintesis del p-fluorobecilderivado 64.

Con objeto de llevar a cabo la glicosilacidon de 64 mediante el método del tricloroacetimidato de
Schmidt, se procedié a la hidrdlisis del tioglicdsido por tratamiento con NBS en acetona:H,0 99:1
a -15° C,'3¢ obteniéndose una mezcla compleja de dificil purificacién y muy bajo rendimiento,
por lo que se descartd esta metodologia. Afortunadamente, la glicosilacién del feniltioglicésido
64 con NISy el alcohol (R)-51, condujo a los correspondientes glicésidos 65ay 658 en proporcion

a:B 5:1 con un rendimiento total del 43% (esquema 34).

CF3
1)
HO cE
R8T Ph&&ﬁ
NIS; CH,Cly; TMSOTT;
tamiz molecular; t.a.;
Ph/%o o] oscuridad 65(1
K SPh
3 o 36% rdto. FsC
( ) / 2)C.C.
F
64 R B
a:f 5:1 Ph/v

65pB
7% rdto.

Esquema 34. Sintesis de los anadlogos del aprepitant 65a y 658 derivados de D-glucosa.

En este caso, a diferencia del tioglicdsido de L-arabinosa 50 anteriormente mencionado, para
que la reaccién de glicosilacion de 64 tenga lugar resulta ser imprescindible la presencia de

TMSOTf como catalizador acido. En cuanto a la adicion de NIS, tanto el rendimiento de ambos
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glicésidos como la proporcidn del anédmero o obtenidos fueron superiores cuando la adicién se
lleva a cabo en una sola vez en lugar de hacerlo en dos porciones (43% rdto. vs 34% rdto. y
proporcién a:f: 1:0,2 y 1:0,4, respectivamente).

Por ultimo, decidimos confirmar mediante RMN la disposicidn ecuatorial del grupo fenilo en el
carbono del bencilidenacetal en los glicdsidos 65a y 65B. Para ello, se realizd un experimento
'H-RMN NOE del derivado 65a, irradiando el protén del acetal Hs y determinando cuales son los
protones del resto del anillo que sufren una disminuciéon en su intensidad por encontrarse
proximos a él en el espacio (figura 42). Si el fenilo se dispone en posicidn ecuatorial (opcidon A —
figura 42), el protdn H, se encontrara préximo a un protén del anillo aromatico Hs y a los
protones del anillo de piranosa Hsy He. Por el contrario, si el fenilo se dispone en posicién axial
(opcion B — Figura 42), el proton Ha se situa espacialmente en las proximidades de un protdn del

anillo aromatico Her y con el protdén del anillo de piranosa Hs.
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Figura 42. Espectros de *H-RMN NOE (azul) y de *H-RMN (rojo) de 500 MHz de 65a. En verde
se indica el protdn Hasobre el que se ha irradiado para la adquisicion del espectro.

Como puede observarse en la figura 42, el acoplamiento del protén Ha con los protones Hsy Hs
nos confirma que el fenilo del grupo bencilidenacetal en el glicdsido 65a se dispone en posicion
ecuatorial (opcion A).

Cuando se realizé el *H-RMN NOE del glicésido 658 (figura 43), irradiando de nuevo el protén
H,, se observé una modificacion en la intensidad de las sefiales de los protones Hs, Hs, y H,,
confirmando que el fenilo del grupo bencilidenacetal del derivado 65B también se dispone en

posicion ecuatorial (opcidn A).
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Figura 43. Espectros de H-RMN NOE (azul) y de *H-RMN (rojo) de 500 MHz de 65pB. En verde
se indica el protdn Hasobre el que se ha irradiado para la adquisicion del espectro.

Por ultimo, la metanolisis del acetal de ambos glicdsidos 65a y 658 con CSA en metanol, condujo

a los dioles 66a y 66 con rendimientos del 61% y del 60%, respectivamente (esquema 35).1%
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Esquema 35. Sintesis de los derivados dihidroxilados 66a y 66f.

En estos derivados, la presencia del grupo azida en la posicion 3 del anillo de piranosa, brinda la
posibilidad de incorporar un anillo nitrogenado como iséstero del anillo de triazolona presente
en el aprepitant. Para ello, se han utilizado diferentes condiciones de reaccion de cicloadicién
1,3-dipolar de Huisgen (Click Chemistry) con CuSQO, y acido ascérbico como catalizadores, con
diferentes alquinos, disolventes y temperaturas, sin resultados positivos. En general se recupera
el producto de partida inalterado o productos de degradacién cuando la reaccidn se lleva a cabo
a altas temperaturas. Debido a la limitacion de tiempo, no ha sido posible realizar mas ensayos
en este sentido durante esta tesis doctoral, pero dado su interés en el grupo de investigacién se
pretende profundizar en el estudio de la optimizacion de las condiciones iddneas para esta
reaccién "Click".

Por otra parte, la reduccién de la azida con LiAlHs en THF, condujo al correspondiente

aminoderivado 67a con un rendimiento del 67% (esquema 36).

/vo N

Ph Al &ﬁ
THF; ta. CF,
67% rdto. 6

Esquema 36. Sintesis del aminoderivado 67a.
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La presencia del grupo amino en la posicién C-3 de 67a confiere a este nuevo analogo una mayor
similitud estructural con el aprepitant, que presenta un nitrégeno de tipo amina en el anillo de
morfolina. Por otro lado, permite su transformacion en diferentes grupos funcionales entre los
que se encuentran un anillo de triazolona presente también en el aprepitant.’3? Este estudio no
se incluye entre los objetivos planteados en esta tesis y sera llevado a cabo por parte de otros
miembros del grupo de investigacidn.

De esta forma, se han obtenido los azidoderivados analogos del aprepitant 65a y 65B con un
rendimiento global del 13% en una ruta sintética compuesta por 8 etapas, sus derivados mas
hidrofilicos 66a y 663 con un rendimiento global del 8% en una ruta sintética compuesta por 9
etapas y, por ultimo, el aminoderivado 67a con un rendimiento global del 9% en una ruta
sintética compuesta también por 9 etapas, calculados todos estos rendimientos a partir de la

DAG como reactivo de partida.

111.3. Estudio de la actividad bioldgica

111.3.1. Actividad anticancerosa

111.3.1.1. Actividad anticancerosa frente a células tumorales de pulmén

El cancer de pulmén, junto con el cdncer de mama, es el tipo de cancer mas comun, ademas de
ser también la causa de muerte por cdncer mas frecuente.! Hay 2 tipos de cancer de pulmon: el
cancer de pulmén de “células no pequefias” (NSCLC), que supone el 85% de los casos de cancer
de pulmén y el cancer de pulmén de “células pequeiias” (SCLC), que supone el 15% restante de
los casos, siendo mds agresivo que el anterior.® A pesar de los multiples ensayos clinicos con
agentes quimioterapicos citotdxicos, agentes inhibidores de rutas de sefalizacion de factores de
crecimiento y/o radioterapia, en las ultimas décadas no se ha producido un incremento
significativo de la supervivencia de pacientes con cancer de pulmodn. Estudios encaminados al

descubrimiento de nuevos y mejores agentes anticancerosos han puesto de manifiesto la
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capacidad que el aprepitant tiene de inhibir, de manera dosis dependiente, el crecimiento de las
lineas celulares tumorales de NSCLC y SCLC induciendo muerte celular por apoptosis,
asociandose dicha actividad a su caracter antagonista del receptor NK1.1%

Basandonos en estos antecedentes, decidimos estudiar la actividad anticancerosa de los
analogos de aprepitant sintetizados frente a células tumorales de pulmén. En colaboracidn con
el grupo de investigacion del Dr. Miguel Lopez Lazaro del Departamento de Farmacologia de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla, se ha evaluado la citotoxicidad selectiva frente
a células tumorales de pulmén de los derivados de L-arabinosa 528, 52a, 56, y 56a, y de los
derivados de D-glucosa 65a, 658, 66a, 66B, y 67a. A fin de comparar la actividad de estos
derivados con la de un antagonista del receptor NK1 conocido, se ha empleado aprepitant como
referencia y como control positivo de citotoxicidad se ha utilizado el conocido farmaco
antitumoral cisplatino.

Para evaluar la citotoxicidad selectiva, se ha llevado a cabo el ensayo de viabilidad celular MTT,

al igual que en el caso de los andlogos del SFN descrito en el capitulo II.

111.3.1.1.1. Resultados del ensayo MTT en células tumorales de pulmén

Para la interpretacion de los resultados (figura 44), se representa el porcentaje de viabilidad
celular obtenido en el eje de ordenadas frente a las diferentes concentraciones (uM) de los
compuestos ensayados en el eje de abscisas, lo que nos permite obtener las curvas de la
actividad citotéxica de cada compuesto. A partir de estos datos se ha obtenido el valor de ICso
(uM) de los compuestos ensayados tanto en células sanas, HaCaT o MRC-5, como en células
tumorales de pulmdn A549, lo que ha permitido calcular los I.S. en cada caso, datos recogidos

en la tabla 6, donde se ha destacado en amarillo el mejor resultado obtenido.
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Figura 44. Evaluacidn actividad citotdxica de los derivados de D-glucosa y L-arabinosa, y de los
farmacos aprepitant y cisplatino en células tumorales de pulmdn A549 (rojo) y en células sanas
de queratinocitos epidérmicos HaCaT (azul) o de pulmén MRC-5 (verde). Todos los datos se
expresan como la media + SEM.
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Tabla 6. Valores de ICspe I.S. de los derivados de D-glucosa y L-arabinosa, y de los fdrmacos
aprepitant y cisplatino, en células tumorales de pulmén frente a células sanas.

ICso % SEM (uM) ICso SEM (uM)
Células Células Células Células
Compuesto sanas? cancerosas® I.S. Compuesto sanas®  cancerosas¢ I.S.
HaCaT A549 MRC-5 A549
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a: células sanas de queratinocitos epidérmicos HaCaT; °: células sanas de pulmén MRC-5; ¢ células tumorales de
pulmdén A549; F.R.: fuera de rango.
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Las células sanas HaCaT, empleadas en el ensayo MTT de los derivados de D-glucosa, son un tipo
celular que presenta una mayor velocidad de proliferaciéon que las células sanas MRC-5,
empleadas en el ensayo MTT de los derivados de L-arabinosa. En este sentido, las células HaCaT
pueden verse ligeramente mas afectadas por los efectos citotdxicos de los compuestos, pero
proporcionan un perfil de selectividad mas preciso, al tener una velocidad de proliferacion mas
parecida a la de las células tumorales. Esto justifica la pequeiia diferencia en los valores de I.S.
obtenidos en el ensayo de MTT del aprepitant con unas y otras células sanas. Sin embargo, las
diferencias entre los I.S. de los derivados de D-glucosa y de L-arabinosa son considerablemente
mayores, como veremos mas adelante, por lo que no se pueden atribuir a que se hayan utilizado
células sanas diferentes en ambos ensayos.

En general, a excepcion del bencilidenacetal 65a derivado de D-glucosa (ICso no alcanzado),
todos los derivados de ambas series han presentado actividad citotéxica frente a células
tumorales de pulmén, siendo mas activos los dioles 66a (ICso = 15,2 uUM), 66 (ICso = 17,9 UM),
56B (ICso = 31,3 uUM) y 56a (ICso = 20,8 UM) que sus respectivos andlogos con un grupo acetal
en su estructura 65 (ICso = 115,3 uM), 52B (ICso = 59,5 M) y 52a (ICso = 171,9 UM), con unos
valores de ICso proximos a los del aprepitant (ICso (ensayo D-glucosa) = 13,9 UM; ICso (ensayo L-
arabinosa) = 18,3 uM). Si fijamos nuestra atencidn en los derivados de D-glucosa, el grupo amino
aumenta significativamente la actividad citotéxica de 67a (ICso = 12,4 UM) frente a la de la azida
analoga 65a (ICso = F.R.), que no presento actividad citotdxica suficiente para calcular su 1Cso.

A pesar de los datos de citotoxicidad, los resultados muestran ausencia de selectividad en los
derivados de D-glucosa (1.S.: 658 = 1,7; 66a, 66B y 67a = 1,4), al igual que el aprepitant (I.S. =
1,1) y el cisplatino (I.S. = 0,9). En cuanto a la selectividad de los derivados de L-arabinosa, los
dioles 56 (I.S. = 2,1) y 56a (I.S. = 2,8) son menos selectivos que los isopropilidenderivados 52
(.5.>10,7) y 52a (I.S. = 3,9).
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De todos los derivados ensayados, el bencilidenacetal con grupo amino 67a (b-glucosa) es el
mas citotdxico (ICso = 12,4 UM), con una actividad similar a la del aprepitant (ICso = 13,9 pM),
mientras que el isopropilidenderivado 52 (L-arabinosa) es el mas selectivo (1.S. > 10,7), con una
selectividad mayor que el aprepitant (1.S. = 1,5) y el cisplatino (I.S. = 8,6). Ambos compuestos
67ay 52B presentan la misma estereoquimica en el carbono anomérico que el aprepitant.

Para realizar un estudio mas profundo de la relacién estructura-actividad, resulta de especial
interés la comparacion de los resultados que hemos presentado con los de otros analogos del
aprepitant derivados de D-galactosa, obtenidos de forma paralela en el seno del grupo de
investigacion, cuya estructura y datos de ICso e I.S. se indican en la figura 45. A pesar de la gran
similitud estructural, se aprecian diferencias significativas en cuanto a actividad citotdxica y

selectividad.
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Figura 45. Estructuras de los derivados de D- galactosa D-glucosa y L-arabinosa, con sus valores
de ICso (UM) en células tumorales de pulmén A549, y su LS. indicado entre paréntesis.
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A diferencia de los derivados de L-arabinosa y D-glucosa, donde los dioles son los compuestos
mas citotdoxicos en ambos casos, en los derivados de D-galactosa, los isopropilidenacetales 68a
(ICso = 18,7 pM) y 68B (ICso = 23,4 PUM) son los mads citotdxicos, seguidos por los
bencilidenacetales 69a (ICso = 24,2 UM) y 69B (ICso = 29,7 UM) y quedando los trioles 70a (ICso =
40,9 uM) y 708 (ICso = 67,5 M) en dltimo lugar.

Si analizamos las diferencias entre los derivados de L-arabinosa y D-galactosa: i) la mayor
citotoxicidad de los dioles de L-arabinosa 56 (1Cso = 31,3 UM) y 56a (1Cso = 20,8 |IM) con respecto
a los trioles de D-galactosa 70a (ICso = 40,9 UM) y 70B (ICso = 67,5 M) indica que el grupo
hidroximetileno (p-galactosa) disminuye la actividad citotdxica, aunque la selectividad (1.S.) se
mantiene en torno a 2,5 en todos los casos. Por otro lado, ii) en los isopropilidenacetal derivados
la presencia del hidroximetileno aumenta la actividad citotdxica (derivados de D-galactosa 68a
(ICso = 18,7 UM; I.S. = 1,5) y 68B (ICso = 23,4 UM; I.S. = 1,7)) y disminuye al mismo tiempo la
selectividad, que es mejor en los derivados de L-arabinosa (52 (ICso = 59,5 uM; I.S. > 10,7) y 52a
(ICso = 171,9 UM; 1.S. = 3,9)).

En cuanto a las diferencias entre los derivados de D-glucosa y D-galactosa: i) los derivados
polihidroxilados de D-glucosa (66a (ICso = 15,2 uM; I.S. =1,4) y 66B (ICso = 17,9 uM; LS. = 1,4))
son mas activos, pero menos selectivos que los de D-galactosa (70a (ICso = 40,9 uM; 1.S. =2,3) y
70B (ICso = 67,5 UM; LS. = 2,5)), debido al grupo azida en C-3. Ademads, ii) se observan
importantes diferencias entre los bencilidenacetal derivados, ya que los derivados de D-glucosa
(650 (ICso no alcanzado); 658 (ICso = 115,3 UM; I.S. = 1,7)) son menos citotdxicos y selectivos que
los de D-galactosa (69a (ICso = 24,2 UM; I.S. = 20,1); 69B (ICso = 29,7 UM; I.S. = 5,8)). De hecho, a
pesar de su gran similitud, 65a no presenta actividad, mientras que 69a es uno de los derivados
mas activos de su familia. Por otro lado, el aminoderivado de D-glucosa 67a (ICso = 12,41UM) es
mas citotdxico que su analogo hidroxilado en C-3 de D-galactosa 69a (ICsp = 24,2 UM), pero

significativamente menos selectivo (1.S. = 1,4 y 20,1, respectivamente).
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En resumen, se puede afirmar que, aunque el bencilidenderivado de 3-amino-D-glucosa 67a es
el que presenta mayor actividad (menor ICso = 12,4 uM), el bencilidenacetal derivado de D-
galactosa 69a es el mas selectivo (mayor I.S. = 20,1), seguido por el isopropilidenacetal derivado
de L-arabinosa 52 (I.S. > 10,7), los tres con la misma estereoquimica en el carbono anomérico

gue el aprepitant. Cabe resaltar la menor selectividad del aprepitant con I.S. = 1,5.

111.3.1.2. Actividad anticancerosa frente a neuroblastoma

El neuroblastoma es un tipo de cancer en el que los neuroblastos (tejido nervioso inmaduro) se
transforman en células tumorales o neuroblastomas. Es una enfermedad infantil, que se
diagnostica en los primeros 5 afios de vida. Su aparicion mas frecuente es en las glandulas
suprarrenales, aunque puede aparecer también en el cuello, el térax o la médula espinal.® Se
trata del tumor sélido extracraneal mas comun en nifios y es el cuarto cancer infantil mas
frecuente.'® La metdstasis aparece en el 50% de los casos diagnosticados y principalmente
implica la diseminacién de la enfermedad a la médula dsea, los tejidos éseos y los nédulos
linfaticos.’® En cuanto al tratamiento, aunque la quimioterapia combinada se ha establecido
como terapia de primera linea, produce efectos adversos a largo plazo y no es efectiva en
muchos casos. Por tanto, resulta de sumo interés el desarrollo de nuevas terapias frente al
neuroblastoma.*”149 Se ha descrito que el receptor NK1 se encuentra sobreexpresado en las
células humanas de neuroblastoma y que el tratamiento con la sustancia P de lineas celulares
de neuroblastoma in vitro incrementa su viabilidad celular. Por el contrario, el tratamiento de
estas células con el profarmaco del aprepitant, fosaprepitant, disminuye la vialidad celular de
manera dosis dependiente, con un amplio intervalo terapéutico.'*®

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en colaboracidn con la Dra. Cristina Pintado Losa de la

Facultad de Ciencias Ambientales y Bioquimica (Toledo) de la Universidad de Castilla — La
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Mancha, decidimos evaluar la citotoxicidad selectiva de los derivados de L-arabinosa

sintetizados, 52, 52a, 56, y 56a, en celulas tumorales de neuroblastoma.

111.3.1.2.1. Resultados del ensayo MTT en células tumorales de neuroblastoma

Es importante tener en cuenta las lineas celulares seleccionadas a la hora de realizar los ensayos
in vitro de viabilidad celular, diferenciandose 3 tipos celulares segln sus caracteristicas
morfoldgicas: las células tipo-N que presentan propiedades de neuronas no adrenérgicas, las
células tipo-S que expresan fibronectina y vimentina, y las células tipo-l que son como una
mezcla de las dos anteriores. Las células tipo-l son las que presentan el mayor potencial de
malignidad de las tres, seguidas por las de tipo-N y por ultimo por las de tipo-S. Otra
caracteristica importante de las células de neuroblastoma es la presencia del gen N-myc. La
amplificacion de la informacién genética que codifica para este gen se relaciona con un peor
prondstico de la enfermedad, por la mayor agresividad de estas células tumorales.'’

La evaluacion de esta actividad citotéxica de nuestros derivados se realizd mediante ensayos
MTT de viabilidad celular utilizando células tumorales de neuroblastoma Kelly y SH-SY5Y, y
células sanas de retina RPE-1. La linea celular Kelly es una linea de tipo-N que presenta
amplificacion del gen N-myc y por lo tanto mas agresiva que la linea celular SH-SY5Y, que es de
tipo-S y no presenta la amplificacidn para este gen.* Los resultados obtenidos se recogen en la

figura 46, donde se ha destacado en amarillo el mejor resultado de ICsoy de I.S. de los analogos

ensayados.
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Figura 46. Evaluacion actividad citotdxica seletiva en células Kelly (azul), SH-SY5Y (naranja) y
RPE-1 (gris). Se indica fuera de rango (F.R.) al no alcanzar la concentracién necesaria para
calcular el ICso. Todos los datos se expresan como la media £ SEM.

En general, todos los derivados de L-arabinosa han presentado mayor actividad citotdxica hacia

la linea celular Kelly, de mayor agresividad, que hacia la linea celular SH-SY5Y, lo cual es un
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resultado muy prometedor. En cuanto a la relacién estructura-actividad, los dihidroxi derivados
56B (ICso Kelly = 44,6 UM; ICso SH-SY5Y = 45,3 UM) y 56a (ICso Kelly = 26,8 PUM; ICso SH-SY5Y =
38,0 UM) presentan mayor actividad que los isopropiliden derivados 52 (ICso Kelly = 75,5 pM;
ICso SH-SY5Y = 115,5 uM) y 52a (ICso Kelly = 41,7 UM; 1Cso SH-SYS5Y = 55,5 UM) en ambas lineas
celulares tumorales. El derivado mas activo resulta ser 56a.

Cabe destacar que, a diferencia de los resultados obtenidos anteriormente con las células
tumorales de pulmdén donde los andmeros mas activos son aquellos en la conformaciéon mas
estable del anillo de piranosa, que presentan el aglicon en axial (o en los derivados de b-glucosa
y B en los de L-arabinosa), similar a la del anillo de morfolina en el aprepitant, en este caso son
mas activos los derivados que presentan el aglicén en ecuatorial.

En cuanto a la selectividad, todos los derivados de L-arabinosa son muy selectivos. Sélo se ha
podido calcular el I.S. del isopropilidenacetal 52 debido a que en los demds derivados no se ha
alcanzado la concentracidn necesaria para reducir el crecimiento de las células sanas en un 50%
(ICso de RPE-1), hecho muy positivo ya que proporciona unos intervalos terapéuticos muy
amplios.

De nuevo se han comparado estos resultados con los obtenidos en nuestro grupo de

investigacidn con los analogos derivados de D-galactosa (figura 47).
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Figura 47. Estructuras de los derivados de D-galactosa y de L-arabinosa, con sus valores de ICso
(UM) en células tumorales de neuroblastoma Kelly y SH-SY5Y, y su I.S. indicado entre
paréntesis.

Como se puede observar en la figura 47, los isopropiliden derivados de D-galactosa 68a y 68,
son mas citotoxicos y selectivos que los isopropiliden derivados de L-arabinosa 52 y 52a, por lo
que la presencia del grupo hidroximetileno en C-5 del anillo de piranosa resulta favorable. Este
efecto no se observa en el caso de los derivados polihidroxilados, donde el derivado de L-
arabinosa 56a es mas citotdxico y selectivo que los de D-galactosa 70a y 708.

Por ultimo, en la figura 48 se comparan los resultados obtenidos en ambas lineas celulares de
neuroblastoma. Se ha representado en un diagrama de barras los valores de ICso (M) obtenidos
para la linea celular Kelly (azul) y SH-SY5Y (naranja). En la tabla adjunta a la grafica, se han
resaltado en azul los casos en los que los valores de 1Cso son inferiores, y los de |.S. superiores,
para la linea celular Kelly, y en naranja los casos en los que los valores de ICso han sido inferiores,

y los de I.S. superiores, para la linea celular SH-SY5Y.
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Figura 48. Actividad citotoxica (ICso) de los compuestos ensayados en las dos lineas celulares
de neuroblastoma Kelly (azul) y SH-SY5Y (naranja). Por motivos de escala, no se han incluido
los valores de ICso de células sanas RPE-1.

Cabe resaltar que los derivados de D-galactosa, 70a y 70B presentan unos valores de ICsp en
células Kelly que son aproximadamente la mitad que los obtenidos en células SH-SY5Y. Sin
embargo, el bencilidenacetal 69a tiene un ICsginferior en células SH-SY5Y que en células Kelly.
Los isopropilidenacetales derivados de D-galactosa 68a y 68B, no presentan diferencias
significativas entre ambas lineas celulares.

Podemos concluir que el derivado dihidroxilado de L-arabinosa 56a, con valores de I1Cso similares
a los de los isopropiliden derivados de D-galactosa 68a y 68, se presenta como el compuesto
Optimo ya que consigue reducir la viabilidad celular de ambas lineas celulares tumorales a casi

un 0% a una concentraciéon 8 veces inferior que los derivados de D-galactosa.
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111.3.2. Actividad antagonista del receptor NK1: test IP-one

Una vez obtenidos los resultados de actividad anticancerosa de los analogos del aprepitant es
necesario determinar si esta actividad se encuentra directamente relacionada con la actividad
como antagonistas del receptor NK1. Este estudio se ha llevado a cabo mediante el denominado

“test IP-one” como se describe a continuacién.

111.3.2.1. Fundamentos tedricos del test IP-one

El receptor NK1, como componente de la familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
concretamente a la familia Gq, como respuesta celular induce una reaccién en cadena, activando
a la fosfolipasa C que hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) y diacilglicerol. El IP3se une a los canales de calcio endoplasmicos permitiendo su activacion,
pasando de estar cerrados a estar abiertos. Esta liberacidn de calcio al citosol es transitoria, ya
gue las fosfatasas celulares degradan rdpidamente al IPs, volviendo a cerrarse los canales de
calcio. Esto quiere decir que la produccién del segundo mensajero intracelular IP; es una sefial
de la activacidon de GPCRs y la medida de su acumulacién constituye un método indirecto para
determinar la actividad agonista/antagonista de un ligando por el receptor NK1. Sin embargo,
debido a su corta vida media, es muy dificil detectar directamente el IP; en el medio celular, ya
que las fosfatasas lo pueden hidrolizar directamente a inositol bifosfato (IP;) o bien fosforilarse
para generar inositol 1,3,4,5-tetraquisfosfato (IP4) antes de ser degradado por diferentes
fosfatasas hasta la formacion del IP,. Por ultimo, la degradacidn del IP; a inositol monofosfato
(IP1), seguida de la degradacién del IP; por la inositol monofosfatasa (IMP.s.) conduce finalmente
a inositol.

Teniendo en cuenta que es posible impedir la degradacién del IP; a inositol, una alternativa
consiste en detectar la cantidad de IP; como una medida indirecta de cuantificacion del IP3

intracelular y, por lo tanto, de la activacién de los GPCRs en general, y del receptor NK1 en
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particular. El reactivo LiCl es un conocido inhibidor de fosfatasas como la IMP.s,, por lo que el
pretratamiento in vitro de las células con una alta concentracién de LiCl permite la acumulacion

de IP; intracelular, y por tanto su medicién (figura 49).1°°
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Figura 49. Ruta celular de sefializacién de los receptores acoplados a proteina Gq con la
adicién exdgena de LiCl. PLC: fosfolipasa C.**°

La deteccidn de la acumulacién intracelular de IP; se realiza mediante HTRF®*! (fluorescencia
homogénea resuelta en el tiempo), que ha demostrado ser eficiente en la caracterizacién de
agonistas, antagonistas y moduladores alostéricos. Esta metodologia combina el fendmeno de
FRET (transferencia de energia de resonancia de Foster) y la técnica TRF (fluorescencia resuelta
en el tiempo) para la deteccidon de interacciones biomoleculares por transferencia de energia
entre biomoléculas marcadas previamente con un fluoréforo.>%152 Basicamente consiste en
utilizar un anticuerpo monoclonal especifico para IP; marcado con un lantanido (donador) vy el
IP1 marcado con el fluoréforo d, (aceptor) que compite con el IP; intracelular por la unién con el
anticuerpo. Cuando se excita al donador, éste puede transferir su energia de emision al aceptor

a una longitud de onda (A) especifica. Este fenédmeno se conoce como FRET y tiene lugar cuando
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el donador (anticuerpo marcado) y el aceptor (IP; marcado) estan proximos. El fendmeno de
FRET, descrito por primera vez en 1946 por Foster, consiste en un proceso fisico de transferencia
de energia no radiactiva, en el cual la energia absorbida por un fluoréforo donador es transferida
sobre otro fluoréforo aceptor, siempre y cuando ambos se encuentren a una distancia de 1-10
nm, de manera que el aceptor también emita fluorescencia.>**** Ademéas de una adecuada
distancia entre ambos fluoréforos, para que la transferencia de energia sea eficiente, ambos
deben ser compatibles energéticamente (suficiente solapamiento entre el espectro de emision
del donador y el espectro de excitacién del aceptor) y la orientacién relativa de sus dipolos debe
ser adecuada.™ La fluorescencia que emiten el aceptor y el donador tienen diferente A, lo que
permite que se puedan diferenciar facilmente mediante un lector de fluorescencia y, de este
modo, se pueda cuantificar la interaccién. La acumulacidn de IP; intracelular provocada por la
activacion de los GPCRs, favorece que se desplace el IP; marcado del anticuerpo marcado y esto
provoca que se inhiba la sefial de fluorescencia al no producirse FRET. La inhibicién de esta seial
de fluorescencia es el parametro que se mide para determinar la activacion de los GPCRs (figura

50)_150,152
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Figura 50. Fundamento tedrico del ensayo HTRF®, donde participa un anticuerpo monoclonal
especifico para IP; marcado con un lantanido (donador) y el IP; marcado con el fluoréforo d,
(aceptor). Las A mostradas son un ejemplo, ya que pueden variar en funcién del lantanido
utilizado.™®
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En el medio celular puede haber otros componentes de naturaleza fluorescente que pueden
disminuir la sensibilidad de la medicidn, al ser detectados también como ruido de fondo por el
lector de fluorescencia. Sin embargo, el ruido de fondo suele estar provocado por fluoréforos
de vida corta (nanosegundos), por lo que normalmente es transitorio y el empleo de fluoréforos
con vidas medias superiores (milisegundos) en el donador, como los lantanidos, permite
minimizar el ruido. Los lantdnidos mds frecuentemente usados son el europio, el terbio y el
samario, comunmente en forma de complejos de quelato o de criptato, por su estabilidad e
intensidad de sefal. Por ello, se utiliza la técnica TRF que permite medir la excitacién y la emision
de ambos fluoréforos de vida larga (donador y aceptor) después de la emisidon con disminucion
de la fluorescencia de fondo de vida corta. El procedimiento consiste en que al producirse la
excitacion del fluoréforo por un pulso de luz, se realiza una pequefia pausa o tiempo de retardo,
del orden de nanosegundos, para que tenga lugar la fluorescencia de vida corta y, a
continuacién, se mide la sefial de fluorescencia que esté emitiendo la muestra. Este intervalo se

conoce como ventana de medicién (figura 51).1%
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Figura 51. Representacion de la emisidn de fluorescencia de los componentes de una
determinada muestra y la ventana de medicidn en la técnica TRF.?
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Los ensayos tipicos con HTRF® usan criptato de europio (Eu*® criptato) o Lumi4®-Tb (Tb*?
criptato) como donadores y el fluoréforo organico XL665 o d,, como aceptores para marcar una
gran variedad de biomoléculas.’>*>? El marcaje del IP; como aceptor en el HTRF®, da lugar al
ensayo conocido como el test IP-one. En nuestro caso, se usé Lumi4®-Tb (Tb*2 Criptato) como
donador y d; como aceptor para detectar la acumulacion de IP; como indicador de la activacién
del receptor NK1. Asi, los ligandos agonistas del receptor NK1 causaran un incremento de los
niveles de IP; intracelular en ausencia de la SP, mientras que los ligandos antagonistas del
receptor NK1 produciran una disminucidn de los niveles de IP; intracelular en presencia de la SP.
En consecuencia, el incremento de los niveles de IP; intracelular conducird a una mayor
inhibicidn de la sefial de fluorescencia, lo que indicara la capacidad agonista del ligando. Por el
contrario, la disminucion de los niveles de IP; intracelular conducira a una menor inhibicidén de

la sefial de fluorescencia, lo que indicara la capacidad antagonista del ligando.

111.3.2.2. Resultados del test IP-one

Este ensayo se ha realizado en el Instituto de Gendmica Funcional (IGF) del Centro Nacional de
Investigacion Cientifica (CNRS) de Montpellier, Francia, en colaboracion con el grupo del Dr.
Bernard Mouillac.

Una vez que se dispuso de células con el receptor NK1 internalizado, se procedié a realizar los
correspondientes ensayos de actividad agonista y antagonista. Para este estudio se
seleccionaron los dioles 56B y 56a por ser los derivados de L-arabinosa con mayor actividad
citotéxica, comparando los resultados con los obtenidos con los trioles 70a y 708 derivados de
D-galactosa y con el bencilidenderivado 69a, por ser el que ha mostrado mejores resultados en
actividad anticancerosa en células tumorales de pulmén. Como control negativo de la liberacion
del IP; se ha utilizado un antagonista del receptor NK1 conocido, el L-732,138, y como control

positivo, la SP.
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La aplicacion del test IP-one a diferentes muestras con distintas concentraciones de todos los
compuestos seleccionados, nos ha permitido obtener las curvas dosis-efecto de cada uno de
ellos, figura 52, representando la concentracion (pmol) de IP; detectada (eje “y”) frente a las
diferentes concentraciones (log[M]) de los compuestos ensayados (eje “x”). Se obtienen asi las
curvas de la capacidad agonista o antagonista de estos compuestos y, a partir de ellas, las
contantes de activacion (kat) 0 inactivacidn (kinact) correspondientes, valores que se indican en

una tabla adjunta a la gréfica.

60
— SP
o 40+ 70a Kact O Kinact £ SEM (LUM)
a
3 - 9 sp Kot = 1,64-107 £ 0,62
g —— 56
= 209 1-732,138 70a Kinact = 0,65 * 0,24
69a kinact = 0,21 + 0,10
0 ; b " v 1 SGB Kinact = 0,49 £ 0,05
12 -10 -8 i’ 4 2 :
log[M] L-732,138  Kinac = 8,37-102 + 2,63

Figura 52. Curva dosis-efecto del agonista SP y de los antagonistas 70a y 69a (D-galactosa),
56 (L-arabinosa) y L-732,138. Todos los datos se expresan como la media £ SEM. En la tabla se
indican las constantes de activacidn o inactivacion del receptor NK1 (M) calculadas a partir de

la gréfica y de la ecuacién de Cheng-Prusoff,15>1%¢

La kit del receptor NK1 correspondiente a la SP se ha calculado a partir de la curva obtenida, ya
que equivale a la concentracién de la SP a la que se observa el 50% del efecto maximo (ECso). Sin

embargo, aunque la concentracion de ligando a la que se produce el 50% de inhibicién (ICso)
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también puede calcularse a partir de la curva obtenida, a diferencia de la ECso, no se puede
considerar un indicador directo del antagonismo del receptor. Por ello, ha sido necesario
calcular las kinact de los antagonistas con la ecuacién de Cheng-Prusoff,*>>15¢ donde [S] representa

la concentracién de sustrato (sustancia P) utilizada:

ICsg

1+ 5L

kact

kinget =

Se observa una curva sigmoidea caracteristica del efecto agonista (sustancia P) o antagonista
(analogos del aprepitant) en la que, con pequefios cambios de concentracion del ligando, el
efecto aumenta o disminuye rapidamente (figura 52). De los 5 andlogos ensayados, los derivados
de D-galactosa 69a (bencilidenacetal) y 70a (triol) junto con el derivado de L-arabinosa 56 (diol)
son buenos antagonistas o inhibidores de la actividad de la SP. En el caso de 70 (triol) y 56a
(diol), a pesar de que también han bloqueado la accidn de la SP, no ha sido posible calcular su
kinact, Ya que el efecto inhibitorio producido por ambos no era suficiente como para determinar
su ICso. Por lo tanto, para expresar los resultados del test IP-one obtenidos en el caso de estos
compuestos, se indica el porcentaje de inhibicién de la SP en funcién de la cantidad de IP;

detectada a una concentracién del ligando de 1-10°® M (figura 53).
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Figura 53. Porcentajes de inhibicidn de la SP obtenidos por determinacién de la cantidad de IP;
intracelular acumulado con el test IP-one, a una concentracién de los ligandos de 1-10° M.

Si centramos nuestra atencién en los analogos que presentan los grupos hidroxilo libres, tanto
el derivado de L-arabinosa 56 (kinact = 0,49 UM) como el derivado de D-galactosa 70a (Kinact =
0,65 UM), ambos con el aglicén en axial (al igual que el aprepitant), presentan una mayor
actividad antagonista que sus respectivos andmeros (kinact N0 obtenida al no alcanzarse el ICs).
Por otra parte, el bencilidenderivado de D-galactosa 69a (kinact = 0,21 UM) es el de menor valor
de kinact, l0 que indica que la presencia del grupo bencilidenacetal puede estar directamente

relacionada con la mayor actividad antagonista.

El test IP-one permite determinar la actividad antagonista del receptor NK1 de los andlogos del
aprepitant ensayados, pero no permite conocer la afinidad de estos compuestos por el receptor
NK1. Para conocer este dato, de manera complementaria, se ha realizado también el estudio de
la capacidad de desplazamiento de la SP marcada con un radioisétopo. Para ello, tras incubar el
receptor NK1 con la sustancia P marcada y el andlogo del aprepitant correspondiente, se filtra
la mezcla, quedando el receptor NK1 unido al ligando, ya sea la SP como el antagonista

estudiado, retenido en el filtro. Seguidamente, por medicion de la radiactividad del filtro, se
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determina la presencia de la SP unida al receptor NK1. Los resultados obtenidos se expresan
como el porcentaje de inhibicion de la unién especifica control calculado con la siguiente

ecuacign:71>8

100 - [(unidn especifica medida / unién especifica control) - 100]

Donde la unidn especifica medida se refiere a la radiactividad detectada (sustancia P unida al
receptor) tras incubar al receptor NK1 con la SP y el andlogo del aprepitant correspondiente, y
la unién especifica control se refiere a la radiactividad detectada en la incubacién del receptor
NK1 sélo con la SP.

Los ensayos de afinidad fueron realizados por la empresa Eurofins y para ello seleccionamos el
diol 56B, por ser el mejor antagonista de los derivados de L-arabinosa segun el test IP-one y el
isopropilidenderivado 52a, dada las diferencias estructurales entre ambos, ademads de dos
derivados de D-galactosa 70a (triol), por su analogia estructural con 56, y el bencilidenderivado
69a, por ser el antagonista mds potente segun el test IP-one. En todos los casos, a una
concentracion de 6:10° M del correspondiente derivado, se ha obtenido una inhibicién de la

unién especifica control del 100%, con unos valores de afinidad superiores a los de la propia SP.

111.3.3. Molecular Docking

El MolecularDocking (MD) es el método de modelizacion molecular in silico mas comun en el
disefo estructural de fdrmacos. Desde su primera aparicién a mediados de los afios 70, el MD
ha demostrado ser una importante herramienta para entender cémo interaccionan las
moléculas con sus dianas. Sin embargo, no es hasta principios de los afios 80 cuando aparece la
primera publicacidn donde se usa el MD para el descubrimiento de farmacos mediante el analisis
de sus interacciones con dianas bioldgicas, y a partir de entonces, ha sido ampliamente utilizado

para este fin 19160
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La informacidn obtenida por MD proporciona un modelo de las interacciones a nivel atdmico
entre una molécula pequefia y una proteina, lo que permite caracterizar tanto el
comportamiento de estas moléculas pequefias o ligandos en el sitio de unién con su proteina
diana como dilucidar los procesos bioquimicos fundamentales que tienen lugar. Asi, se puede
predecir la conformacién del ligando, su posicién y orientacion dentro de su proteina diana y
evaluar la afinidad de la unién. El hecho de conocer la localizacién del sitio de unién del ligando
con el receptor antes de realizar el proceso de MD incrementa significativamente la eficiencia
del método. En caso de no conocerse dicha localizacidn, existen softwares y servidores on line
qgue permiten establecer hipdtesis sobre la ubicacidn del sitio de unién en la proteina. Ademas,
hay un tipo de MD, denominado MD ciego, en el que no se tiene en cuenta la informacién, que
pueda existir o no, sobre el sitio de unién del receptor.’®® Como resultado, existen toda una serie
de nuevos usos y aplicaciones emergentes del MD como la identificacion y optimizacidon de
nuevos farmacos, el disefio de ligandos multidiana, el reposicionamiento de farmacos, la
busqueda y evaluacion del perfil de nuevas dianas terapéuticas (cribado inverso), su uso en
polifarmacologia, la prediccién de efectos adversos y la comprensién de las relaciones entre
diferentes dianas moleculares involucradas en una enfermedad dada.®® Generalmente, el MD
no se emplea de manera aislada, sino que se aplica junto con otras técnicas tanto in silico como

experimentales.’®

111.3.3.1. Metodologias de Molecular Docking

Dentro de las técnicas de modelizacién molecular, se pueden diferenciar las aproximaciones
basadas en la estructura de la proteina diana y las aproximaciones basadas en el ligando. Los
métodos basados en la estructura requieren del conocimiento de la estructura tridimensional
(3D) de la diana de interés. En este contexto, el MD es una de las técnicas mas utilizadas y con

mas éxito de entre los métodos in silico basados en la estructura que ayudan a predecir las
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interacciones que ocurren entre las moléculas y sus dianas biolégicas. En general, la
combinacion de las aproximaciones basadas en la estructura y las aproximaciones basadas en el
ligando permite mejorar el poder de prediccion de los cribados virtuales. Sin embargo, la
posibilidad de aplicar estos métodos en conjunto sélo es posible para aquellas dianas en las que
se haya descrito al menos un complejo ligando-proteina cristalizado.*®°

Aunque inicialmente se pensaba que las interacciones ligando-proteina diana consistian en un
mecanismo de unién rigido, siguiendo el clasico modelo “llave-cerradura”, actualmente se
acepta que estas interacciones son flexibles y transcurren con cambios conformacionales
durante el propio proceso de unidn. Asi, un ligando se une selectivamente a la conformacion
mas favorable entre las diferentes conformaciones posibles de la proteina. Se produce entonces
un cambio conformacional por el cual el ligando induce que la proteina adopte una
conformaciéon que no tendria espontaneamente si no estuviera unida al ligando, para formar un
complejo ligando-proteina diana de minima energia y asegurar asi un perfecto ajuste. Este
proceso se conoce como “adaptacién inducida” y en algunos casos puede implicar el
plegamiento parcial de la proteina.'® Existen tres tipos de metodologias de MD en funcién de
la rigidez o flexibilidad seleccionada del ligando y de la proteina diana: i) las estructuras del
ligando y de la proteina diana se consideran conformaciones rigidas; ii) la conformacion del
ligando se considera flexible y la de la proteina diana rigida vy iii) las estructuras del ligando y de
la proteina diana se consideran conformacionalmente flexibles. Cuando ambas estructuras se
consideran rigidas, la busqueda en el espacio estd muy limitada, al haber menores grados de
libertad traslacional y rotacional. Esta metodologia, aunque mas rapida, aporta resultados
predictivos mas limitados. Sin embargo, para complejos ligando-proteina diana donde su
comportamiento implica introducir el concepto de la adaptaciéon inducida, es de vital
importancia considerar la flexibilidad tanto del ligando como de la proteina diana, aunque en

este caso, el coste computacional es muy alto. Asi, una aproximacién que implica un equilibrio

166



Capitulo lll. Analogos del aprepitant

entre la precision de la prediccion y el tiempo computacional consiste en considerar la
conformacion del ligando flexible mientras se mantiene la conformacion de la proteina diana
rigida durante el MD, siendo ésta la estrategia mds utilizada. Muchos software, como FlexX,

GOLD, AutoDock o AutoDock Vina, han adoptado esta aproximacién.'>®

11.3.3.2. Conceptos basicos en MD: algoritmos de muestreo, funciones matematicas de
puntuacidn, energia libre de Gibbs y raiz del error cuadratico medio

Para comprender el funcionamiento del MD y los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, es
necesario conocer algunos conceptos basicos, que se detallan a continuacion.

i) Algoritmos de muestreo

El principal objetivo del MD es realizar una predicciéon de la estructura del complejo ligando-
proteina diana usando métodos computacionales. Esto se consigue gracias al muestreo de las
posibles conformaciones del ligando en el sitio activo de la proteina y a la posterior clasificacion
de estas conformaciones obtenidas mediante un sistema de puntuacién establecido. Hay que
tener en cuenta que existe un gran numero de posibilidades de unién considerando los
numerosos grados de libertad traslacional, rotacional y conformacional del ligando y de la
proteina diana, por lo que generar todas las posibles conformaciones tendria un elevado coste
computacional, siendo necesario desarrollar algoritmos de muestreo para acotar todas las
posibilidades existentes. Los algoritmos de muestreo deben ser capaces de reproducir la unién
ligando-proteina diana que ocurriria experimentalmente y el sistema de puntuacion debe ser
capaz de clasificar esta unidn con la puntuacién mas alta de entre todas las conformaciones
posibles generadas. Estos algoritmos pueden ser diferentes en funcién del software de MD
empleado. Uno de los algoritmos de muestreo mas conocidos es la Dindmica Molecular. La
simulacidn con este algoritmo representaria la flexibilidad del ligando y de la proteina diana de

manera mas efectiva que otros algoritmos. Idealmente, usando simulaciones de Dindmica
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Molecular se podrian obtener modelos con todos los grados de libertad del complejo ligando-
proteina diana, pero su alto coste computacional es un inconveniente que impide que se use
para el cribado de grandes bases de datos. Por ello, una estrategia habitual en MD consiste en
usar sistemas de busqueda mds generales para identificar las conformaciones del ligando,
seguido de una simulacidn extra con la Dindmica Molecular, ya que estas simulaciones son mas
eficientes en muestreos locales o centralizados.*®
ii) Funciones matemadticas de puntuacion
Su objetivo es diferenciar las posiciones de unién correctas de las incorrectas en un tiempo
computacional razonable. Hay que tener en cuenta que este sistema de férmulas matematicas,
que difieren en funcidn del software empleado, realiza estimaciones, por lo que para los calculos
de afinidad de las uniones entre el ligando y la proteina diana, es necesario adoptar diferentes
suposiciones y simplificaciones. Las funciones de puntuacién asignan, por medio de calculos,
diferentes valores de energia de unién en kcal/mol en funcién de los diferentes tipos de
interacciones entre el ligando y la proteina diana (interacciones electrostaticas, Van del Waals,
puentes de hidrogeno, solvataciones, contribucion de la entropia, etc.).**®
iii)  Energia libre de Gibbs

Un sistema proteina-ligando-disolvente puede considerarse un sistema termodinamico
compuesto por el soluto (moléculas de ligando y proteina) y el disolvente. En un sistema dado,
existen interacciones complejas e intercambios de calor entre las diferentes sustancias
presentes. Las leyes de la termodindmica dictaminan la relacidn entre estas sustancias y como
afecta la transferencia de calor a la variacién de energia. Asi, la asociaciéon entre proteina y
ligando es el resultado de varias interacciones e intercambios de energia entre la proteina, el
ligando y el disolvente. La energia libre de Gibbs (kcal/mol), es un parametro termodindmico
qgue mide la capacidad de un sistema de alcanzar el maximo de trabajo reversible a una

temperatura y presidn constantes. Por analogia con un proceso espontaneo, la unién proteina-
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ligando ocurrira solamente cuando la variacién de energia libre de Gibbs (AG) del sistema sea
negativa al alcanzar un estado de equilibrio a temperatura y presidon constantes. El grado de
asociacién proteina-ligando alcanzado viene dado por la magnitud del valor negativo de AG, por
lo que puede considerarse que AG determina la estabilidad de un determinado complejo
proteina-ligando, o lo que es lo mismo, la afinidad de la uniéon de un ligando con una
determinada proteina diana. Hay que tener en cuenta que AG define Unicamente los estados
termodindmicos inicial y final, sin considerar el camino entre los dos estados.?6!
iv)  Raiz del error cuadrdtico medio

La raiz del error cuadratico medio (RMSD) es una medida estadistica de la diferencia entre dos
estructuras. Se calcula por superposicion con una estructura de referencia con el maximo
solapamiento posible. Asi, la RMSD es una medida de la desviacién del solapamiento entre dos
estructuras. ldealmente, el valor de la RMSD deberia ser cero, pero en la practica, este valor
cero es practicamente inalcanzable debido a la desviacién que provocan los errores estadisticos.
Se considera que dos estructuras no presentan diferencias estadisticamente significativas

cuando el valor de RMSD es menor a 2 A.162

111.3.3.3. Molecular Docking: validacion del software Autodock Vina

Decidimos aprovechar la capacidad de los cdlculos de MD de realizar predicciones precisas de la
geometria de unién dptima del ligando, asi como de las interacciones que se establecen en su
unién con la proteina diana, ampliamente reconocida en la bibliografia, aplicandolo a nuestro
sistema.1®9180:183 Con el fin de conocer las interacciones moleculares que se establecen entre el
aprepitant y sus analogos y el receptor NK1, se han realizado cédlculos de MD en colaboracion
con el grupo del Dr. Juan Angel Organero, del Departamento de Quimica Fisica de la Facultad de
Ciencias Ambientales y Bioquimicas y del Instituto de Nanociencia, Nanotecnologia y Materiales

Moleculares (INAMOL), de la Universidad de Castilla-La Mancha. Mediante el empleo tanto de
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las posiciones de unidn obtenidas por MD como analizando la hidrofobicidad del sitio de union
del receptor NK1, con el software Autodock Vina, se han caracterizado las interacciones
intermoleculares entre los diferentes ligandos y el receptor NK1.

Para determinar la idoneidad del software Autodock Vina para nuestro ensayo, se realizd un
ensayo de MD con antagonistas conocidos del receptor NK1. Recientemente se ha publicado?*
la cristalizacion del receptor NK1 con los ligandos aprepitant, netupitant y CP-99,994. Estos
complejos ligando-receptor se encuentran disponibles en las bases de datos (PDB ID aprepitant:
6HLO; PDB ID netupitant: 6HLP; PDB ID CP-99,994: 6HLL). Se realizé un estudio de MD de estos
ligandos (aprepitant, netupitant y CP-99,994) y el receptor NK1, para a continuacién comparar
las predicciones de MD obtenidas de las posiciones de estos ligandos en el receptor NK1 con las
posiciones de unidn experimentales descritas de los complejos ligando-receptor cristalizados.
Esta comparacién condujo a valores de RMSD menores de 2 A (CP-99,994: 0,893 A; aprepitant:
1,242 A; netupitant: 1,075 A). Es decir, los complejos ligando-receptor obtenidos por MD no
presentan diferencias estadisticamente significativas con los descritos experimentalmente. Por
tanto, se pueden considerar adecuados los protocolos de MD utilizados en el software Autodock
Vina para deducir las posiciones de unidn correctas y las interacciones de los demas andlogos

del aprepitant con el receptor NK1.

111.3.3.4. Resultados de MD del aprepitant y sus andlogos con el receptor NK1

Se ha realizado un MD ciego, es decir, no se ha limitado el cdlculo al centro activo del receptor
NK1, aun conociéndolo. Es importante destacar que, aunque no se ha hecho dicha limitacién,
todos los ligandos ensayados se han posicionado preferentemente en el centro activo descrito
en la bibliografia.'?* Se ha caracterizado asi la conformacién de los ligandos en el sitio de unién
del receptor y la naturaleza de las interacciones intermoleculares entre los diferentes ligandos

y el receptor NK1.
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A) Resultados de la simulacion de las interacciones del aprepitant con el receptor NK1
En primer lugar, se analizaron las interacciones que tienen lugar entre el aprepitant y los
aminodacidos del sitio de unién del receptor NK1 y se representan en un diagrama bidimensional
(2D) en la figura 54. Estas interacciones se han indicado con el siguiente cédigo de colores: i) en
verde claro las interacciones de Van der Waals; i) en verde oscuro las interacciones por
formacién de puente de hidrdgeno; iii) en azul las interacciones por formacion de puente de
haldgeno, y iv) en rosa las interacciones hidrofébicas (en rosa fuerte las de tipo m-m y en rosa
claro las de tipo m-alquil y alquil-alquil). Ademas, el MD también ha permitido obtener el valor

de afinidad de unién (AU) del aprepitant con el receptor NK1, indicado en un recuadro amarillo.
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Figura 54. Diagrama 2D de las interacciones del aprepitant con los aminoacidos del receptor
NK1, en su region de acoplamiento mas probable y su valor de AU (kcal/mol) obtenido con el
programa AutoDock Vina®.
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Las principales interacciones que se establecen con los diferentes restos de aminodcidos del

receptor, representadas en la figura 54, responsables del valor de AU de -11,2 kcal/mol

obtenido, son:

1) Varias interacciones hidréfobas que se establecen con los anillos aromaticos 3,5-bis-
trifluorometilo y p-fluorosustituido, y con el anillo de triazolona.

2) Los puentes de hidrogeno con el nitrégeno del anillo de morfolina, el oxigeno acetalico, el
carbonilo y grupo -NH- del fragmento de triazolona, y con los grupos fldor y trifluorometilo.

3) Un puente de haldégeno con uno de los grupos trifluorometilo.

Un estudio similar con los andlogos del aprepitant sintetizados nos ha permitido determinar las
distintas interacciones que se establecen con el receptor NK1 y sus correspondientes valores de

AU como se indica a continuacion.

B) Interacciones de los derivados de L-arabinosa y de p-glucosa con el receptor NK1.
En las figuras 55 (derivados L-arabinosa) y 56 (derivados D-glucosa) se han representado los
diagramas 2D de las interacciones de los diferentes andlogos del aprepitant con el receptor NK1,
con su correspondiente valor de AU. En la tabla 7 se recogen todos los valores (negativos
siempre) de AU de todos los derivados. Cuanto mas negativo sea un valor de AU, mayor es la
afinidad de unidn entre el ligando y el receptor. Para una mayor simplicidad en el andlisis de los

resultados obtenidos, nos referiremos a ellos siempre en términos de valor absoluto.
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Figura 56. Diagrama 2D de las interacciones de los derivados de D-glucosa con los aminoacidos

del receptor NK1, en su region de acoplamiento mas probable y sus valores de AU (kcal/mol).
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Tabla 7. Valores de AU de los derivados de azucares estudiados como ligandos, obtenidos con
el programa AutoDock Vina®. Se ha resaltado en verde los valores de AU alrededor de -12
kcal/mol, en amarillo de -11 kcal/mol y en azul de -9,5 kcal/mol.

Ligando AU
(kcal/mol)
aprepitant -11,2
528 -11,3
Derivados de 52a -10,7
L-arabinosa 56P -9,8
56a -9,8
650 -12,2
653 -12,1
Derivados de 670 -12,2
D-glucosa 678 12,1
660 -9,2
6683 -9,9

Todos los analogos del aprepitant estudiados tienen en comun que presentan en su estructura
los fragmentos hidréfobos (R)-1-[3,5-Bis(trifluorometil)fenil]etilo en la posicion anomérica y p-
fluorobencilo en la posicion C-2 del anillo de piranosa. Estos fragmentos se han ubicado, en
todos los casos, en la misma region del sitio de unién del receptor NK1, experimentando
interacciones similares.

En el caso de los isopropilidenacetales derivados de L-arabinosa 52B y 52a, y los
bencilidenacetales azida 65a y 658 y amina 67a y 67 derivados de D-glucosa, las interacciones

hidrofdbicas que establecen tanto el grupo isopropilidenacetal como el bencilidenacetal
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compensan la ausencia de todas las interacciones hidrofébicas y de puentes de hidrégeno que
establece el anillo de triazolona presente en el aprepitant, dado que sus valores de AU son
similares a los del aprepitant (tabla 7). La gran similitud en los valores de AU obtenidos con los
derivados de azida (65a y 65B) y de amina (67a y 67B) se puede deber a que ambos grupos
funcionales tienen la capacidad de establecer intensas interacciones intermoleculares con las
moléculas de agua, orientdndose hacia la parte externa del sitio de unién del receptor NK1. Esta
capacidad les confiere una elevada energia de desolvatacion, que les impide interaccionar con
los residuos del sitio de unidon del receptor NK1. La presencia de grupos hidréfobos (isopropilo y
bencilo) se puede considerar clave para la estabilizacién de estos ligandos, ya que los valores de
AU para los derivados polihidroxilados de L-arabinosa 56B y 56a y de D-glucosa 66a y 66, que
carecen de ellos, resultan ser algo menores, alrededor de -9,5 kcal/mol (tabla 7).

Dadas las pequefias diferencias de los valores de AU entre los anémeros de los derivados de L-
arabinosa y de D-glucosa estudiados (tabla 7), se puede concluir que, en general, no existen
diferencias significativas entre las diferentes parejas de andmeros de todos los andlogos
estudiados.

En el caso de los derivados de D-galactosa estudiados también en nuestro grupo de
investigacion, los resultados son similares. Asi, los derivados polihidroxilados son los de menores
valores de AU (azul: AU = 9,5 kcal/mol), seguidos por los isopropilidenderivados (amarillo: AU =
11 kcal/mol), y por ultimo por los derivados con grupo bencilidenacetal (verde: AU = 12
kcal/mol). Tampoco se han observado diferencias significativas entre los diferentes andémeros

(figura 57).
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Figura 57. Diagrama 2D de interacciones de los derivados de D-galactosa con los aminodacidos
del receptor NK1, en su region de acoplamiento mas probable y sus valores de AU (kcal/mol).
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De todos los analogos estudiados, los que presentan el grupo bencilidenacetal (derivados de D-
glucosa y D-galactosa) son los que dan lugar a mejores resultados en cuanto a su interaccion con
el sitio de unién del receptor NK1. Aunque los derivados de D-glucosa y de D-galactosa se
diferencian en la estereoquimica de la posicidén 4 del anillo de piranosa, se obtienen valores de
AU similares, alrededor de -12 kcal/mol. La presencia del grupo bencilidenacetal hace que el eje
molecular longitudinal de estos derivados sea considerablemente mayor (x15 A) que el de los
isopropilidenderivados (=12 A) y el de los derivados polihidroxilados (=11 A). El hecho de obtener
valores superiores de AU con los primeros puede estar relacionado con su mayor longitud, que
les permite interaccionar tanto con residuos de la parte central del sitio de unidn del receptor
NK1 como con residuos de la parte mas externa del mismo. El grupo fenilo del acetal consigue
establecer interacciones estabilizantes hidrofdbicas importantes (rm-i, m-alquil) y de Van der
Waals con residuos que no son posibles en los otros andlogos. También es importante indicar
gue el grupo bencilidenacetal tiene un enlace rotable que proporciona al fenilo mayores grados
de libertad dindmicos para ubicarse en la region del centro activo donde lograr un mayor
nimero de interacciones estabilizantes, situacion que no se da en el caso de los
isopropilidenderivados, donde el grupo isopropilo se encuentra unido de forma rigida al anillo
de piranosa. Los anillos de seis miembros tienen considerablemente menor tension y mas
capacidad de deformacién y plegamiento que los anillos de cinco miembros, lo que les
proporciona mayores grados de libertad dindmicos para establecer a través de sus oxigenos,
puentes de hidrégeno con grupos donadores de puentes de hidrégeno de los residuos de la zona
central y externa del sitio de unién del receptor NK1.

Por lo tanto, podemos concluir que los fragmentos (R)-1-[3,5-Bis(trifluorometil)fenil]etilo en la
posiciéon anomérica, y p-fluorobencilo en la posicidn 2 son clave para una adecuada interaccion
del ligando con el sitio de unién del receptor NK1. Los derivados con un grupo bencilidenacetal

en posicidon C-4 y C-6 del anillo de piranosa presentan los mayores valores de AU (alrededor -12
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kcal/mol), por lo que en principio podrian proporcionar mejores resultados de actividad
bioldgica. Aun asi, dadas las pequeiias diferencias entre los valores de AU de todos los andlogos
ensayados (1-2 kcal/mol), los derivados con un grupo isopropilidenacetal en posicién C-3 y C-4
del anillo de piranosa (AU alrededor -11 kcal/mol) y los derivados polihidroxilados (AU alrededor
-9,5 kcal/mol) también son candidatos interesantes en todos los hidratos de carbono ensayados.
Estos resultados concuerdan con los del test IP-one, ya que el derivado de D-galactosa con el
grupo bencilidenacetal 69a presenta la mayor capacidad antagonista del receptor NK1 (Kinact 69at
= 0,21 uM) y mayor valor de AU (AU 69a = -12,4 kcal/mol). Por tanto, es légico que este
bencilidenderivado sea el que también conduzca a los mejores resultados de actividad
anticancerosa. Asi, 69a (ICso = 24,2 UM) presenta una de las mayores actividades citotdxicas en
cancer de pulman, significativamente superior a la de los hidroxiderivados 70a (1Cso = 40,9 UM)
y 70B (ICso = 67,5 UM), ademds de ser el andlogo de mayor selectividad (I.S. 69a = 20,1). Sin
embargo, en el caso de los bencilidenderivados de D-glucosa, las azidas 65a (ICsp no alcanzado)
y 65B (ICso = 115,3 M) presentan la menor actividad citotoxica en cancer de pulmdn, lo que
puede atribuirse a la presencia del grupo azida en C-3 del anillo de piranosa, ya que el
aminoderivado 67a (ICso = 12,4 uM; 1.S. = 1,4) presenta una actividad citotdxica cercana a la del
derivado de D-galactosa 69a (ICso = 24,2 uM; LS. = 20,1), aunque su selectividad es mucho
menor.

Por lo tanto, se puede observar una correlacion entre la actividad antagonista del receptor NK1
y la actividad citotdxica en cancer de pulmdn de los derivados de D-galactosa y L-arabinosa
(figura 58). Sin embargo, aunque el aprepitant presenta una actividad antagonista
significativamente superior (Kinact = 0,02 - 102 UM),*®* en contra de lo que cabria esperar, su
actividad citotdxica es tan solo algo mayor (ICso = 18,3 UM) que la del bencilidenacetal 69a (1Cso

= 24,2 uUM) (figura 58).
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Este resultado podria indicar que la actividad anticancerosa en estos derivados no se debe tan

solo a su naturaleza como antagonista NK1, pudiendo estar implicados otro tipo de mecanismos.
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69a (D-galactosa) 0,21 24,2
56 (L-arabinosa) 0,49 31,3
70a (D-galactosa) 0,65 40,9

Aprepitant 0,02 - 10%°® 18,3

Figura 58. Comparativa de la actividad antagonista del receptor NK1 (kinact) ¥ de la actividad
citotdxica en cancer de pulmén (células tumorales A549)2. ®Valor obtenido de referencia®®

En este sentido apuntan también los resultados obtenidos en los ensayos de actividad
antitumoral en neuroblastoma. El bencilidenacetal derivado de D-galactosa 69a es el de menor
actividad citotdxica (1Cso Kelly = 134,9 UM; ICso SH-SYSY = 96,1 UM), a pesar de su mayor actividad
antagonista del receptor NK1 (kinact = 0,21 IM). Por su parte, el diol derivado de L-arabinosa 56a
con mayor actividad citotéxica (ICso Kelly = 26,8 pM; 1Cso SH-SY5Y = 38,0 UM), presenta menor
actividad antagonista (kinact N0 Obtenida al no alcanzarse el 1Cso).

Actualmente se estan llevando a cabo estudios para determinar posibles mecanismos

alternativos de actividad anticancerosa de los derivados sintetizados.
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111.4. Parte experimental
111.4.1. Sintesis de los derivados de L-arabinosa
Tetraacetato de B-L-arabinosa, 45
OAc Sobre una disolucion de L-arabinosa (100 mol%, 2 g, 13,3 mmol) y DMAP (10

AcO 0 mol%, 170,0 mg, 1,3 mmol) en CH,Cl; (10 mL), bajo atmdsfera de argdén y a

AO0AC temperatura ambiente, se adiciona piridina (800 mol%, 9,0 ml, 106,6 mmol) y
se mantiene en agitacién a 0 °C durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se adiciona
anhidrido acético (700 mol%, 9,0 ml, 93,3 mmol) gota a gota, se mantiene en agitacidon a 0 °C
durante 4,5 horas y a continuacién, se agita a temperatura ambiente durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccidn se hidroliza con H,0O destilada a 0 °C, se
mantiene a esta temperatura durante 20 minutos y se deja en agitacién a temperatura ambiente
durante 10 horas. La fase acuosa se extrae con CH,Cl, y las fases organicas reunidas se lavan con
disolucién de HCI 1M, disolucién saturada de NaHCOs; y disolucion saturada de NaCl y se secan
sobre Na,SO, anhidro. Tras evaporar el disolvente a presidn reducida, se obtiene 45 (4,2 g, 13,2
mmol) como un sélido blanco.

Rdto.: cuant.

P.f.: 80-83 °C.

[a]p®:+131,2 (c 1, CHC5).

'H-RMN (500 MHz, CDCls): 8 6,35 (d, J = 3,2 Hz, 1H, H1), 5,40-5,38 (m, 1H, Ha), 5,38-5,34 (m, 2H,
Hs, Hy), 4,07 (dd, J = 0,8 y 13,3 Hz, 1H, H,), 3,83 (dd, J = 2,0 y 13,2 Hz, 1H, Hs), 2,16 (s, 3H,
OC(O)CHs), 2,15 (s, 3H, OC(O)CHs), 2,03 (s, 6H, OC(O)CHs) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl3): & 170,5, 170,3, 170,1, 169,3, 90,4, 68,7, 67,2, 66,9, 62,9, 21,0, 21,0,
20,8, 20,7 ppm.

EMAR: calculado para Ci3H1309Na [M+Na]*: 341,0843; encontrado 341,0839 (-1,1393 ppm).
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Fenil 2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-1-tio-L-arabinopirandsido, 46

Sobre una disolucién de 45 (100 mol%, 4,1 g, 12,8 mmol) y tiofenol (190 mol%, 2,5 mL, 24,2
mmol) en CH,Cl, (36 mL), bajo atmdsfera de argdon y a 0 °C, se adiciona gota a gota trifluoruro
de boro eterato y se deja en agitacién a temperatura ambiente. Una vez consumido el producto
de partida, tras un tiempo de reaccién de 17 horas, la mezcla de reaccion se trata con disolucién
saturada de NaHCO:s. La fase acuosa se extrae con CH,Cl, y las fases orgdnicas reunidas se lavan
con disolucidon saturada de NaCl, se secan sobre Na,SO4 anhidro y se evapora el disolvente a
presion reducida. De este modo, se obtiene una mezcla de los dos anémeros B:a en proporcion
0,2:1 como un aceite amarillo. Tras purificacion mediante cromatografia en columna de gel de
silice (hexano: AcOEt 7:1), se obtiene el andmero 46B (539,0 mg, 1,5 mmol) como un sélido
amarillo y el anémero 46a (3,0 g, 8,0 mmol) como un aceite amarillo, con un rendimiento total

cuantitativo.

Fenil 2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-1-tio-B-L-arabinopirandsido, 46
OAc P.f.: 65-68 °C.

(0]
AcO [a]o®:+211,9 (c 1, CHCl3).

AcO
SPh 14 RMIN (500 MHz, CDCl3): § 7,43 (dd, J = 1,5y 8,4 Hz, 2H, SCeHs), 7,32-7,24 (m,

3H, SCeHs), 5,89 (d, J = 5,1 Hz, 1H, H1), 5,40-5,35 (m, 2H, Ha,Hs), 5,29 (dd, J = 3,4 y 10,3 Hz, 1H,
Hs), 4,39 (dd,J=1,6 y 13,1 Hz, 1H, H,), 3,75 (dd, /= 2,9y 13,1 Hz, 1H, Hs), 2,13 (s, 3H, OC(O)CHs),
2,11 (s, 3H, OC(O)CHs), 2,04 (s, 3H, OC(O)CHs) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl5): 8 170,2, 170,1, 169,8, 133,1, 131,6, 129,1, 127,6, 85,9, 68,6, 68,5,
67,7,61,4, 20,8, 20,8, 20,7 ppm.

EMAR: calculado para C;7H2007NaS [M+Na]*: 391,0822; encontrado 391,0820 (-0,5418 ppm).
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Fenil 2,3,4-tri-O-acetil-1-desoxi-1-tio-a-L-arabinopirandsido, 46a

OAc [OL]DZ°:+2,5 (c 1, CHCIs).
Aco\%&sph "H-RMN (500 MHz, CDCL3): 8 7,50 (dd, J = 2,0y 8,0 Hz, 2H, SCsHs), 7,34-7,29
AcO

(m, 3H, SCeHs), 5, 30-5,27 (m, 1H, Ha), 5,26 (t, J = 8.0 Hz, 1H, Hs), 5,11 (dd, J =
3,4y 8,3 Hz, 1H, Hs), 4,83 (d, J=7,7 Hz, 1H, H,4), 4,17 (dd, /= 4,3y 12,7 Hz, 1H, H,), 3,68 (dd , J =
2,2y 12,7 Hz, 1H, H3), 2,10 (s, 3H, OC(0O)CHs), 2,10 (s, 3H, OC(O)CHs), 2,06 (s, 3H, OC(O)CHs) ppm.
13C-RMN (125 MHz, CDCls): & 170,3, 170,1, 169,5, 133,5, 132,5, 129,1, 128,1, 87,0, 70,6, 68,7,
67,7,65,4,21,0, 21,0, 20,8 ppm.

EMAR: calculado para C37H2007NaS: [M+Na]*: 391,0822, encontrado 391,0818 (-1,0306 ppm).

Fenil 1-desoxi-1-tio-L-arabinopiranédsido, 48

Aungue se han separado ambos andmeros (46 y 46a) para su correcta caracterizacién, para
continuar la ruta sintética se utilizan ambos conjuntamente ya que son intermedios de reaccion.
Esto ha ocurrido con los demas andmeros que se describen por separado en este capitulo Il.
Por ello, sobre una disolucién de la mezcla de los dos anémeros 468 y 46a (100 mol%, 13,4 g,
36,3 mmol), en metanol (160 mL), se adiciona a 0 °C, sodio (3 mol%, 28,0 mg, 1,2 mmol) y se
deja en agitacidn a temperatura ambiente. Una vez consumido el producto de partida, tras un
tiempo de reaccidn de 1 hora, la mezcla de reaccidon es neutralizada con resina acida de
intercambio idnico (copolimero estireno-divinilbenceno) y se filtra. Se obtiene una mezcla de los
dos andomeros 48B y 48a en proporcion B:a 0,2:1, como sélidos amarillos (8,5 g, 35,2 mmol),con

un rendimiento total cuantitativo.

Fenil 1-desoxi-1-tio-B-L-arabinopirandsido, 48
OH P.f.: 158-161 °C.

(0]
HO [0]p?°:4+211,2 (c 1, CH3OH).
SPh
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'H-RMN (500 MHz, DMSO-Dg): & 7,39 (dd, J = 1,3 y 8,5 Hz, 2H, SCeHs), 7,31 (td, J = 1,8 y 7,5 Hz,
2H, SCeHs), 7,22 (tt, J=1,1y 7,3 Hz, 1H, SC¢Hs), 5,33 (d, J = 5,5 Hz, 1H, OH), 5,32 (d, J = 3,1 Hg,
1H, Ha1), 4,87 (d, J = 4,4 Hz, 1H, OH), 4,60 (d, / = 5,2 Hz, 1H, OH), 3,87-3,83 (m, 1H, H.), 3,83-3,75
(m, 2H, Hs, Hs), 3,64-3,60 (m, 1H, H>), 3,50 (dd, J= 6,5y 11,0 Hz, 1H, H3) ppm.

13C-RMN (125 MHz, DMSO-Ds): & 135,8, 129,5, 128,9, 126,2, 86,8, 70,6, 70,4, 65,5, 65,1 ppm.
EMAR: calculado para C;1H1404NaS: [M+Na]*: 265,0505, encontrado 265,0508 (1,1097 ppm).

Fenil 1-desoxi-1-tio-a-L-arabinopirandsido, 48a.
OH P.f.: 118-120 °C.
HO R SPh  [a]p?:-54,0 (¢ 1, CH30H).

" 1H-RMN (500 MHz, DMSO-Ds): 8 7,40 (dd, J= 1,3y 8,4 Hz, 2H, SCeHs), 7,31 (td,
J=1,8y7,5Hz, 2H, SCeHs),7,22 (tt, J = 1,1y 7,4 Hz, 1H, SCeHs), 5,23 (d, J = 5,3 Hz, 1H, OH), 4,89
(d, J=4,8 Hz, 1H, OH), 4,82 (d, J = 6,0 Hz, 1H, H.), 4,61 (d, J = 5,0 Hz, 1H, OH), 3,84 (dd, J=5,7 y
11,4 Hz, 1H, Hs), 3,77-3,72 (m, 1H, Hs), 3,65-3,60 (m, 1H, Ha), 3,54-3,48 (m, 1H, H,), 3,44 (dd, J =
2,7y 11,4 Hz, 1H, Hs) ppm.
13C-.RMN (125 MHz, CDCl5): § 132,8, 132,4, 129,2, 128,3, 89,4, 74,3, 70,4, 70,0, 68,8 ppm.

EMAR: calculado para C1:H1404NaS: [M+Na]*: 265,0505, encontrado 265,0507 (0,5975 ppm).

Fenil 1-desoxi-3,4-0O-isopropiliden-1-tio-L-arabinopirandsido, 49

La mezcla de los dos andémeros 48 y 48a (100 mol%, 8,1 g, 33,9 mmol) y CSA (3 mol%, 236,3
mg, 1,0 mmol), bajo atmdsfera de argdén y a temperatura ambiente, se disuelve en 2,2-
dimetoxipropano (6000 mol%, 250 mL, 2,0 mol). Una vez consumido el producto de partida, tras
un tiempo de reaccion de 30 minutos, la mezcla de reaccién se neutraliza con Et3N, se evapora
a presién reducida y se coevapora con tolueno. El crudo obtenido se disuelve en la minima

cantidad posible de metanol (4 mL), se adiciona CSA (3 mol%, 236,3 mg, 1,0 mmol) a 0 °Cy se
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mantiene en agitacion durante 5 minutos. Transcurrido ese tiempo, la mezcla de reaccion se
neutraliza con Et3N, se evapora a presién reducida y se coevapora con tolueno. El crudo obtenido
se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano: AcOEt 3:1),
obteniéndose una mezcla de los dos anémeros 49 (sélido amarillo) y 49a (sirupo amarillo) en

proporcién B:a 0,2:1 (8,5 g, 30,1 mmol),con un rendimiento total del 89%.

Fenil 1-desoxi-3,4-0O-isopropiliden-1-tio-B-L-arabinopirandsido, 49B
XO 5 P.f.: 66-68 °C.
O% [a]o:+248,8 (c 1, CHCI3).

SPh 1 RMIN (500 MHz, CDCls): & 7,50 (d, J = 7,1 Hz, 2H, SCeHs), 7,33-7,25 (m, 3H,
SCeHs), 5,50 (d, J = 4,4 Hz, 1H, H1), 4,39 (dd, J = 3,2 y 13,3 Hz, 1H, Hs), 4,31-4,27 (m, 1H, Ha), 4,17
(t,J = 6,2 Hz, 1H, Hs), 4,14-4,09 (m, 1H, Ha), 3,96 (dd, J = 1,9y 13,3 Hz, 1H, Hs), 2,37 (d, J = 6,7 Hz,
1H, OH), 1,54 (s, 3H, CH3), 1,38 (s, 3H, CH3) ppm.
13C-RMN (125 MHz, CDCls): § 134,0, 131,6, 129,3, 127,6, 109,7, 88,3, 76,1, 72,7, 70,5, 62,0, 28,2,
26,1 ppm.
EMAR: calculado para Cy4H1304NaS: [M+Na]*: 305,0818; encontrado 305,0816 (-0,5724 ppm).

Fenil 1-desoxi-3,4-0-isopropiliden-1-tio-a-L-arabinopirandsido, 49a.
XO [@]p2°:-17,2 (c 1, CHCI3).
o\&&sph 'H-RMN (500 MHz, CDCls): 8 7,55 (dd, J = 2,2'y 7,9 Hz, 2H, SCeHs), 7,34-7,29
"o (m, 3H, SCeHs), 4,53 (d, J = 9,3 Hz, 1H, Hi), 4,29-4,24 (m, 2H, H4, Hs), 4,10
(t, J=6,1Hz, 1H, Hs), 3,83-3,78 (m, 1H, H,), 3,65 (ddd, /= 2,7, 6,8 y 9,4 Hz, 1H, Hs), 2,49 (d, J =
2,8 Hz, 1H, OH), 1,46 (s, 3H, CHs), 1,36 (s, 3H, CHs) ppm.
13C-RMN (125 MHz, CDCls): 6 132,9, 132,4, 129,2, 128,2, 110,3, 88,4, 78,4, 73,1, 71,7, 65,9, 28,1,

26,3 ppm.
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EMAR: calculado para Ci4H1304NaS: [M+Na]*: 305,0818; encontrado 305,0818 (-0,0513 ppm).

Fenil 1-desoxi-2-O-(p-fluorobencil)-3,4-O-isopropiliden-1-tio-L-arabinopirandsido, 50

Sobre una disolucién de la mezcla de los dos andmeros 498 y 49a (100 mol%, 8,2 g, 28,9 mmol)
en THF (130 mL), se adiciona una disolucién de NaH (500 mol%, 3,5 g, 144,6 mmol) en THF (20
mL) y se deja en agitacién durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, se adiciona INBus (60 mol%,
6,4 g, 17,4 mmol) y tras 30 minutos en agitacion, se adiciona cloruro de p-fluorobencilo (150
mol%, 5,2 mL, 43,4 mmol). La reaccidn se deja en agitacion a temperatura ambiente, 24 horas.
Una vez consumido el producto de partida, la mezcla de reaccién se trata con disolucién
saturada de NH4Cl. La fase acuosa se extrae conAcOEt y las fases orgdnicas reunidas se lavan con
disolucién saturada de NaCl, se secan sobre Na,SO4 anhidro y se evapora el disolvente a presion
reducida. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice
(hexano: AcOEt 10:1), obteniéndose una mezcla de los dos anémeros 50B (sirupo amarillo) y
50a (sélido amarillo) en proporcién B:a 0,2:1 (10,7 g, 27,5 mmol), con un rendimiento total

cuantitativo.

Fenil 1-desoxi-2-O-(p-fluorobencil)-3,4-O-isopropiliden-1-tio-B-L-arabinopirandsido, 508
XO . [@]6?°:+191,0 (c 1, CHCls).

O&ﬁ 'H-RMN (500 MHz, CDCl3): & 7,50-7,45 (m, 2H, SCeHs), 7,41-7,36 (m, 2H,
F’Q—/ SPN ECeHa), 7,32-7,27 (m, 2H, SCeHs), 7,24 (tt, J = 1,2y 6,1 Hz, 1H, SCeHs), 7,02 (tt,
J=2,9y 8,7 Hz, 2H, FCsHa), 5,59 (d, J = 4,9 Hz, 1H, H41), 4,74 (d, J = 11,9 Hz, 1H, OCH,), 4,70 (d, J =
11,9 Hz, 1H, OCH,), 4,38 (dd, J = 2,6 y 13,4 Hz, 1H, Hs), 4,32-4,26 (m, 2H, Ha, Hs), 3,92 (dd, /= 1,0
y 13,5 Hz, 1H, Hs), 3,89 (dd, J = 5,0 y 5,1 Hz, 1H, H,), 1,45 (s, 3H, CHs), 1,36 (s, 3H, CHz) ppm.
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13C-RMN (125 MHz, CDCls): 6 162,6 (d, J = 246,0 Hz, FC¢H4) , 134,9, 133,6 (d, J = 3,1 Hz, FCgHa),
130,9, 129,8 (d, J/ = 8,1 Hz, FCe¢Ha4), 129,1, 127,1, 115,4 (d, J = 21,5 Hz, FCeH.), 109,4, 85,7, 76,5,
74,5,73,2,71,9, 61,0, 28,0, 26,1 ppm.

EMAR: calculado para C;1H2304FNaS: [M+Na]*: 413,1193; encontrado 413,1186 (-1,7970 ppm).

Fenil 1-desoxi-2-O-(p-fluorobencil)-3,4-0O-isopropiliden-1-tio-a-L-arabinopirandsido, 50a

Xcg\&/ P.f.: 48-50 °C.

0 5 SPh  [a]p?®:-16,6 (c 1, CHCI3).

F<®_/ 'H-RMN (500 MHz, CDCl5): & 7,53-7,49 (m, 2H, SCeHs), 7,40-7,35 (m, 2H,
FCeHa), 7,31-7,24 (m, 3H, SCeHs), 7,02 (tt,/ = 2,9y 8,7 Hz, 2H, FCeHa), 4,79 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H4),
4,77 (d, J = 11,3 Hz, 1H, OCH,), 4,65 (d, J = 11,3 Hz, 1H, OCH,), 4,32-4,28 (m, 1H, Ha), 4,23 (t, J =
6,0 Hz, 1H, Hs), 4,20 (dd, J=3,9y 13,0 Hz, 1H, Hs), 3,77 (dd, J = 3,9y 13,0 Hz, 1H, H3), 3,59 (dd, J
=6,0y 8,0 Hz, 1H, Hy), 1,47 (s, 3H, CH3), 1,37 (s, 3H, CHs) ppm.
BBC-RMN (125 MHz, CDCls): & 162,6 (d, J= 245,7 Hz, FCeHa), 134,2, 133,8 (d, J= 3,2 Hz, FCsHa),
132,1, 130,1 (d, J= 8,1 Hz, FCsH4), 129,0, 127,6, 115,3, (d, J= 21,4 Hz, FCeH4), 110,2, 86,5, 78,5,
78,4,72,8,72,7,64,9, 27,9, 26,3 ppm.
EMAR: calculado para C;1H2304FNaS: [M+Na]*: 413,1193; encontrado 413,1188 (-1,3109 ppm).

Succinimidil 1-desoxi-2-0-(p-fluorobencil)-3,4-0-isopropiliden-a-L-arabinopiranésido, 53

o
>( o 2 E compuesto 53 se ha obtenido como subproducto en la sintesis del
(0] N
C O
O

glicdsido 52 siguiendo la metodologia sintética A descrita en el apartado
F
de Resultados y discusion.
1H-RMN (300 MHz, CDCls): 8 7,25-7,17 (m, 2H, FCeHa), 7,03-6,95 (m, 2H, FCeHa), 4,94 (d, J = 9,9

Hz, 1H, H1), 4,84 (d, J = 11,9 Hz, 1H, OCH,), 4,66-4,61 (m, 1H, Ha), 4,49 (d, J = 11,9 Hz, 1H, OCH,),
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4,34-4,24 (m, 3H, Hs, Hs, Hs), 3,90-3,83 (m, 1H, H>), 2,56 (t, /= 2,70 Hz, 2H, C(O)CH,), 2,55 (t, J =
2,64 Hz, 2H, C(O)CH>), 1,62 (s, 3H, CHs), 1,40 (s, 3H, CHs) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CDCls): 8 176,3 (s, C(0)), 162,4 (d, J= 246,0 Hz, FC¢H4), 134,3 (d, J= 3,1 Hz,
FCeHa), 129,7 (d, J= 8,2 Hz, FCeH4), 115,3 (d, J= 21,3 Hz, FC¢H.), 110,4, 80,1, 78,9, 74,8, 73,7, 72,5,
66,2, 28,0, 26,3 ppm.

EMAR: calculado para CisH2,06NFNa: [M+Na]*: 402,1323; encontrado 402,1324 (0,0985 ppm).

2-0-(p-fluorobencil)-3,4-O-isopropiliden-a,B-L-arabinopiranésido, 54

XO&&M Sobre una disolucién de la mezcla de los dos andmeros 508 y 50a (100

o S OH mol%, 5,3 g, 13,7 mmol) en una mezcla acetona: H,0 99:1 (170 mL), en

F’@ ausencia de luzy a-15 °C, se adiciona N-bromosuccinimida (130 mol%, 3,2
g, 17,9 mmol). Una vez consumido el producto de partida, tras un tiempo de reaccion de 15
minutos, la mezcla de reaccién se trata con disolucién saturada de NaHCOs. La fase acuosa se
extrae con CH,Cl, y las fases orgdanicas reunidas se lavan con disolucién saturada de NaHCOs y
disolucién saturada de NaCl, se secan sobre Na,SO4 anhidro y se evapora el disolvente a presion
reducida. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice
(hexano: AcOEt 5:1), obteniéndose 54 como un sélido blanco de la mezcla de los dos anémeros
B:a en proporcion 2:1 (3,3 g, 11,0 mmol),
Rdto.: 80%
'H-RMN (500 MHz, CDCl3): & 7,38-7,32 (m, 2Hp, 2Hq, FCeHa), 7,05-7,01 (m, 2Hg, 2Hq, FCeHa), 5,17
(d, J = 3,4 Hz, 1Hg, H1), 4,77 (d, J = 12,0 Hz, 1Hg, OCH,), 4,76-4,74 (m, 2Ha, OCH,), 4,73 (d, J = 6,0
Hz, 1Hq, H1), 4,66 (d, J = 11,9 Hz, 1Hg, OCH,), 4,37 (t, J = 6,1 Hz, 1Hg, Hs), 4,26-4,21 (m, 1Hg, Ha,
2Hq, Ha, Hs), 4,15 (dd, /= 3,0y 13,1 Hz, 1Hg, Hs), 4,08 (dd, J = 2,6 y 13,1 Hz, 1H,, Hs), 3,87 (dd, J
=1,8y 13,1 Hz, 1Hg, Hs), 3,82 (dd, J = 3,2 y 13,1 Hz, 1H,, Hs), 3,58 (dd, J = 3,4 y 6,2 Hz, 1Hg, H>),
3,46 (t,J =5,9 Hz, 1Hq, H2), 1,47 (s, 3Hq, CH3), 1,45 (s, 3Hg, CHs), 1,36 (s, 3Hg, 3Hq, CH3) ppm.
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13C-RMN (125 MHz, CDCls): § 162,7 (d, J= 246,3 Hz, FCsH4), 162,6 (d, J= 245,4 Hz, FCeHa), 133,9
(d, J= 3,7 Hz, FCeH.), 133,6 (d, J= 2,8 Hz, FC¢Ha4), 130,0 (d, J= 8,0 Hz, FCeHa), 129,9 (d, J= 8,1 Hz,
FCeHa4), 115,5 (d, J= 21,5 Hz, FCeHa4), 115,4 (d, J= 21,2 Hz, FCeH4), 110,1, 109,4, 95,8, 91,1, 79,5,
77,4,76,4,74,6,73,0,72,8,72,5,72,1, 62,8, 60,0, 27,9, 27,8, 26,1, 25,9 ppm.

EMAR: calculado para CisH190sFNa: [M+Na]*: 321,1109; encontrado 321,1106 (-0,9663 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etil} 2-0-(p-fluorobencil)-3,4-0-isopropiliden-L-
arabinopiranésido, 52

Sobre una disolucién de 54 (100 mol%, 1,4 g, 4,7 mmol) en CH,Cl; (35 mL), bajo atmdsfera de
argon vy a 0 °C, se adiciona gota a gota tricloroacetonitrilo (500 mol%, 2,4 mL, 23,7 mmol), y a
continuacién DBU (100 mol%, 0,7 mL, 4,7 mmol). La reaccién se deja en agitacion a temperatura
ambiente durante toda la noche. Seguidamente, la mezcla de reaccion se trata con disolucién
saturada de NaCl. La fase acuosa se extrae con CH,Cl,, y las fases orgdnicas reunidas se secan
sobre Na,SO, anhidro y se evapora el disolvente a presién reducida. Sobre una disolucién del
intermedio obtenido y (R)-1-[3,5-Bis(trifluorometil)fenil]etanol (100 mol%, 1,2 g, 4,7 mmol), en
Et,0 (95 mL), bajo atmdsfera de argdn y a 0 °C, se adiciona gota a gota TMSOTf (10 mol%, 0,1
mL, 0,5 mmol), y se deja subir la temperatura hasta temperatura ambiente. Una vez consumido
el producto de partida, tras un tiempo de reaccién de 24 horas, la mezcla de reaccidn se trata
con disolucién saturada de NaHCOs y se filtran ambas fases. La fase acuosa se extrae con CH,Cl,,
y las fases orgdnicas reunidas se lavan con disolucién saturada de NaCl, se secan sobre Na,SO4
anhidro y se evapora el disolvente a presidn reducida. El crudo obtenido se purifica mediante
dos cromatografias en columna de gel de silice (hexano: acetona 50:1 y hexano: AcOEt 20:1),
obteniéndose una mezcla de los dos anémeros 52 (sirupo amarillo) y 52a (sélido amarillo) en

proporcién B:a 2:1 (1,6 g, 3,0 mmol), con un rendimiento total del 66%.
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(R)-{1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-(p-fluorobencil)-3,4-O-isopropiliden-p-L-

arabinopirandsido, 52

XO o CF, Rdto.: 44%
Ok//\a [a]o®: +124,9 (c 1, CHCl3).
F~< >_/ o)
CFs  14.RMN (500 MHz, CDCl3): & 7,90 (sa, 2H, CFsCeHs), 7,82 (sa, 1H,

CFsCeHs), 7,22-7,17 (m, 2H, FC¢Ha), 6,95 (t, J = 8,7 Hz, 2H, FCeHa), 4,91 (c, J = 6,6 Hz, 1H, OCHCH3),
4,64-4,60 (m, 2H, OCH,), 4,59 (d, J = 3,4 Hz, 1H, H1), 4,43 (dd, J = 5,7y 7,7 Hz, 1H, Hs), 4,31-4,26
(m, 1H, Ha), 4,03 (dd, J = 2,8 y 13,2 Hz, 1H, Hs), 4,00 (t, J = 13,1 Hz, 1H, Hs), 3,44 (dd, J=3,4y 7,8
Hz, 1H, H,), 1,52 (d, J = 6,6 Hz, 3H, OCHCH), 1,37 (s, 6H, CCHs) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl5): 6 162,5 (d, J = 245,5 Hz, FCsHa), 145,8 (CF3CeHs), 133,8 (d, J = 2,9 Hz,
FCeHa), 132,0 (c, J = 33,2 Hz, CF3CeH3), 129,7 (d, J = 8,2 Hz, FCsHa), 126,8 (sa, CFsCeHs), 123,4 (c, J
=272,6 Hz, CF3CeHs), 121,8 (sept, J = 3,8 Hz, CF3CeHs), 115,2 (d, J = 21,6 Hz, FCeHa), 109,1, 95,1,
76,0,75,7,73,6,72,9,71,4, 59,3, 28,2, 26,4, 24,5 ppm.

EMAR: calculado para CzsH2s0sF7Na: [M+Nal*: 561,1482; encontrado 561,1476 (-1,2257 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etil}2-O-(p-fluorobencil)-3,4-0O-isopropiliden-o-L-

arabinopirandsido, 52a

XO Rdto.: 22%
O\&\%Voj/@ P.f.: 45-48 °C
F@ s lalo®: +14,3 (c 1, CHCls).
'H-RMN (500 MHz, CDCl3): & 7,80 (sa, 2H, CFsCeHs), 7,78 (sa, 1H, CFsCgHs), 7,40-7,36 (m, 2H,
FCeHa), 7,04 (tt, J=3,0y 8,7 Hz, 2H, FCcHa), 4,94 (c, J = 6,5 Hz, 1H, OCHCHs), 4,82 (d, J = 11,8 Hz,
1H, OCH,), 4,79 (d, J = 11,8 Hz, 1H, OCH.), 4,59 (d, J = 6,8 Hz, 1H, H1), 4,25 (dt, J = 4,4 y 6,3 Hz,
1H, Ha), 4,16 (t, J = 6,8 Hz, 1H, Hs), 3,87 (dd, J = 4,5y 12,8 Hz, 1H, Hs), 3,63 (dd, /= 4,3 y 12,8 Hz,
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1H, Hs), 3,52 (t, J = 7,0 Hz, 1H, H,), 1,52 (d, J = 6,5 Hz, 3H, OCHCHs), 1,41 (s, 3H, CCHs), 1,35 s,
3H, CCHs) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls): 8 162,6 (d, J = 245,7 Hz, FCeHa), 146,6 (CF3CeHs), 134,0 (d, J = 2,9 Hz,
FCeHa), 131,7 (c, J = 33,3 Hz, CF3CeH3), 129,9 (d, J = 8,0 Hz, FCsHa), 126,4 (sa, CFsCeHs), 123,5 (c, J
=272,8 Hz, CF3C6H3),121,4 (sept, J = 3,9 Hz, CFsCeHs), 115,3 (d, J = 21,3 Hz, FCsHa4), 110,3, 100,8,
79,7,78,0,75,0,72)9,72,7,62,5, 27,8, 26,0, 22,6 ppm.

EMAR: calculado para CzsH2s0sF7Na: [M+Na]*: 561,1482; encontrado 561,1473 (-1,7384 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etil} 2-O-(p-fluorobencil)-B-L-arabinopiranésido, 56

OH oF Sobre una disolucién de 52B (100 mol%, 595,0 mg, 1,1 mmol) en
3
o)
HO&\?‘ metanol (24 mL), se adiciona una cantidad catalitica de CSA (3
{ >_/ o) .
F CF; mol%, 7,7 mg, 0,03 mmol) a temperatura ambiente. Una vez

consumido el producto de partida, tras un tiempo de reaccion de 20 horas, la mezcla de reaccién
se neutraliza con EtsN (20 mol%, 0,03 mL, 0,2 mmol), se evapora el disolvente a presion reducida
y se evapora dos veces con tolueno. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en
columna de gel de silice (hexano:AcOEt 1:1), obteniéndose 568 (424,6 mg, 0,9 mmol) como un
sélido blanco.

Rdto.: 77%

P.f.: 91-93 °C.

[0]p?°:+121,7 (c 1, CHCI3).

'H-RMN (500 MHz, CDCls): 6 7,88 (sa, 2H, CF3CeHs), 7,83 (sa, 1H, CF3CeHs), 7,19-7,13 (m, 2H,
FCeHa), 6,95 (t, J = 8,6 Hz, 2H, FC¢Ha), 4,91 (c, J = 6,6 Hz, 1H, OCHCH3), 4,72 (d, J = 3,4 Hz, 1H, H,),
4,51 (d,J=11,8 Hz, 1H, OCH,), 4,33 (d, J = 11,8 Hz, 1H, OCH,), 4,11 (dd, J=3,4y 9,7 Hz, 1H, Hs),
4,04-4,00 (m, 1H, H4), 3,91 (dd, J=1,1y 12,5 Hz, 1H, Hs), 3,76 (dd, J= 1,5y 12,5 Hz, 1H, Hs), 3,66
(dd,J=3,4y 9,7 Hz, 1H, H,), 1,53 (d, J = 6,6 Hz, 3H, OCHCH;) ppm.
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13C-RMN (125MHz, CDCls): 8 162,7 (d, J = 246,5 Hz, FCeHa), 145,9 (CF3CeHs), 133,4 (d, J = 3,3 Hz,
FCeHa), 132,1 (c, J = 33,3 Hz, CFsCeH3), 129,8 (d, J = 8,2 Hz, FCsH.), 126,8 (sa, CFsCeHs), 123,4 (c, J
= 272,6 Hz, CF3CeHs), 121,9 (sept, J = 3,8 Hz, CF3CeHs), 115,5 (d, J = 21,4 Hz, FCeHa), 95,1, 76,1,
73,0,72,0, 69,2, 68,7, 62,6, 24,3 ppm.

EMAR: calculado para C;2H2:05F7Na: [M+Na]*: 521,1169; encontrado 521,1161 (-1,6470 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etil} 2-0-(p-fluorobencil)-a-L-arabinopiranésido, 56a
Sobre una disolucion de 52a (100 mol%, 420,0 mg, 0,78 mmol)

CF,
OH
&& en metanol (17 mL), se adiciona una cantidad catalitica de CSA
HO o)
0 oF (3 mol%, 5,4 mg, 0,02 mmol), a temperatura ambiente. Una
F—< >———/ 3

vez consumido el producto de partida, tras un tiempo de
reaccion de 20 horas, la mezcla de reaccidn se neutraliza con EtsN (20 mol%, 0,02 mL, 0,2 mmol),
se evapora el disolvente a presion reducida y se evapora dos veces con tolueno. El crudo
obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano: AcOEt 1:1),
obteniéndose 56a (271,9 mg, 0,5 mmol) como un sdlido blanco.
Rdto.: 70%
P.f.: 62-65 °C.
[0]p?°:49,6 (¢ 1, CHCl3).
'H-RMN (500 MHz, CDCls): & 7,81 (sa, 2H, CF3CeHs), 7,79 (sa, 1H, CFsCeHs), 7,37-7,31 (m, 2H,
FCeHa), 7,05 (t, J = 8,6 Hz, 2H, FC¢Ha), 4,99 (c, J = 6,5 Hz, 1H, OCHCHs), 4,88 (d, / = 11,5 Hz, 1H,
OCH,), 4,70 (d, J = 11,5 Hz, 1H, OCH,), 4,59 (d, J = 6,3 Hz, 1H, H4), 3,92-3,88 (m, 1H, Ha4), 3,77 (dd,
J=3,9y 12,6 Hz, 1H, Hs), 3,72 (dd, J=3,4y 8,0 Hz, 1H, Hs), 3,58 (dd, /= 6,3 y 8,0 Hz, 1H, H;), 3,45
(dd, J=1,3y 12,6 Hz, 1H, Hs), 1,53 (d, J = 6,5 Hz, 3H, OCHCH;) ppm.
13C-RMN (125MHz, CDCls): 8 162,7 (d, J = 246,4 Hz, FCeHa), 146,0 (CF3CeHs), 133,9 (d, J = 3,3 Hz,
FCeHa), 131,8 (c, J = 33,3 Hz, CF3CsHs), 129,8 (d, J = 8,2 Hz, FCeH4), 126,4 (sa, CFsCeHs), 123,4 (c, J
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= 272,7 Hz, CF3CeH3),121,6 (sept, J = 3,7 Hz, CF3CsHs), 115,6 (d, J = 21,6 Hz, FCsHa), 101,0, 78,6,
75,2,73,7,72,1,67,4,64,7, 22,1 ppm.
EMAR: calculado para C;;H2:0sF7Na: [M+Na]*: 521,1169; encontrado 521,1162 (-1,5125 ppm).

111.4.2. Sintesis de los derivados de D-glucosa
1,2,5,6-O-isopropiliden-p-alofuranosa, 57

O/OV\Q Sobre 25 mL de DMSO, bajo atmdsfera de argén y a 18-20 °C, se adiciona
7‘/ oHO% lentamente P,0s (100 mol%, 5,5 g, 38,4 mmol). Tras 15 minutos en agitacion

a 18-20 °C, se adiciona diacetdn-D-glucosa (100 mol%, 10 g, 38,4 mmol)

disuelta en 50 mLde DMSO. A continuacion, se deja en agitaciona 50 °C. Una vez consumido el
producto de partida, tras un tiempo de reaccidn de 3 horas, se afiade TBME (60 mL) a la mezcla
de reaccién, se extrae con TBME (40 mL) y las fases organicas reunidas se evaporan a presion
reducida hasta un volumen de 75 mL. La disolucidn obtenida es adicionada, a 0-10 °C, sobre una
disolucién de NaBH, (63 mol%, 0,9 g, 24,2 mmol) en H,0 destilada (38 mL). Tras un tiempo de
reaccion de 30 minutos, se diluye la mezcla de reaccidn con H,0O destilada, la fase acuosa se
extrae con CH,Cl, y las fases orgdnicas reunidas se evaporan a presion reducida. El crudo
obtenido se disuelve en TBME y se extrae con H,0 destilada. Las fases acuosas reunidas, se
extraen con CH,Cl; y se secan sobre Na,;SO4 anhidro. Tras evaporar el disolvente a presion
reducida, el crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice
(hexano: TBME 2:1), obteniéndose 57 (7,5 g, 28,9 mmol) como un sélido blanco.
Rdto.: 75%
P.f.: 76-78 °C.
1H-RMN (500 MHz, CDCls): 8 5,81 (d, J = 3,8 Hz, 1H, H1), 4,61 (dd, J = 3,9 y 5,1 Hz, 1H, Ha), 4,30
(td, J=4,8y 6,6 Hz, 1H, Hs), 4,10-3,99 (m, 3H, H,, He, He), 3,82 (dd, /= 4,8y 8,5 Hz, 1H, Hs), 2,52
(d,J=8,4 Hz, 1H, OH), 1,58 (s, 3H, CHs), 1,46 (s, 3H, CH3), 1,38 (s, 3H, CHs), 1,37 (s, 3H, CHs) ppm.
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13C.RMN (125 MHz, CDCls): 8 113,0, 110,0, 104,1, 80,0, 79,2, 75,8, 72,7, 66,1, 26,7, 26,7, 26,5,
25,4 ppm.
EMAR: calculado para Ci2H2006Na [M+Na]*: 283,1152; encontrado 283,1156 (0,3935 ppm).

3-azido-3-desoxi-1,2,5,6-0-isopropiliden-D-glucofuranosa, 59

O% Sobre una disolucién de 57 (100 mol%, 5,0 g, 19,2 mmol) en una mezcla
7/ o) CH,Cl,: Piridina 10:1 (55 ml), bajo atmdsfera de argdon y a 0 °C, se adiciona

O\k anhidrido trifluorometanosulfénico (150 mol%, 4,8 mL 28,8 mmol) gota a

gota. Una vez consumido el producto de partida, tras un tiempo de reaccidon de 1 hora, la mezcla
de reaccion se hidroliza con H,0 destilada. La fase acuosa se extrae con CH,Cl; y las fases
organicas reunidas se lavan con disolucion saturada de NaCl, se secan sobre Na,SO4 anhidro y
se evapora el disolvente a presion reducida. El triflato 58 intermedio obtenido se disuelve en
DMF (500 mL), se afiade NaNs; (500 mol%, 5,8 g, 88,8 mmol) a 0 °Cy se deja subir la temperatura
hasta temperatura ambiente. Una vez consumido el producto de partida, tras un tiempo de
reaccién de 24 horas, la mezcla de reaccién se hidroliza con H,0 destilada. La fase acuosa se
extrae con CH,Cl; y las fases organicas reunidas se lavan con disolucidn saturada de NaCl, se
secan sobre Na,SO4 anhidro y se evapora el disolvente a presién reducida. De este modo, se
obtiene 59 (5,1 g, 17,8 mmol) como un sirupo naranja.
Rdto.: cuant.
1H-RMN (500 MHz, CDCls): 8 5,85 (d, J = 3,6 Hz, 1H, H1), 4,61 (d, J = 3,6 Hz, 1H, Ha), 4,26-4,21 (m,
1H, Hs), 4,15-4,08 (m, 3H, H,, He, He), 3,97 (dd, J = 8,7 y 4,9 Hz, 1H, Hs), 1,51 (s, 3H, CHs), 1,43 (s,
3H, CHs), 1,37 (s, 3H, CHs), 1,32 (s, 3H, CHs) ppm.
13C-RMN (125 MHz, CDCls): 6 112,5, 109,7, 105,2, 83,6, 80,7, 73,2, 67,8, 66,6, 27,0, 26,8, 26,4,
25,3 ppm.
EMAR: calculado para C1;H190sN3sNa [M+Na]*: 308,1217; encontrado 308,1219 (0,6980 ppm).
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Tetraacetato de 3-azido-3-desoxi-a,3-D-glucopiranosa, 60

OAc Se disuelve 59 en una mezcla CFsCOOH: H,O 20:3, a 0 °C. Una vez
Aco/g&m consumido el producto de partida, tras un tiempo de reaccién de 1 hora,
N OAc
3
OAc se evapora a presion reducida y se coevapora con tolueno. El intermedio

obtenido se disuelve en piridina (150 mL), bajo atmdsfera de argény a 0 °C, se adiciona anhidrido
acético (4900 mol%, 81,7 mL, 864,8 mmol) y se deja subir la temperatura hasta temperatura
ambiente. Tras 18 horas, la mezcla de reacciéon es evaporada a presion reducida coevaporando
con tolueno. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice
(hexano: AcOEt 5:1), obteniéndose un aceite amarillo 60 (4,9 g, 13,0 mmol) como una mezcla de
los dos andmeros a:f en proporcidn 1:0,7, con un rendimiento total del 74%.

'H-RMN (500 MHz, CDCl3): 8 6,29 (d, J = 3,6 Hz, 1H,, H1), 5,66 (d, J = 8,3 Hz, 1Hg, H1), 5,05-4,98
(m, 1Hq, He, 2Hg, He, He'), 4,94 (dd, J = 3,6 y 10,7 Hz, 1Hq, He), 4,25-4,18 (m, 1H,, Ha, 1Hg, H4), 4,08
(td, J=2,1y 13,0 Hz, 1H,, Hs), 4,06-4,00 (m, 1Hq, Ha, 1Hg, H,), 3,95 (t, J = 10,3 Hz, 1H,, Hs), 3,78
(ddd, J=2,3, 4,7 y 9,9 Hz 1Hg, Hs), 3,68 (t, J = 10,1 Hz, 1Hg, Hs), 2,17 (s, 3He, CHs), 2,13 (s, 3Hq,
CHs), 2,12 (s, 3Hg, CHs), 2,11 (s, 3Hg, CHs), 2,10 (s, 3Hg, CHs), 2,09-2,06 (m, 6Hq, 3Hg, CHs) ppm.
13C-RMN (125 MHz, CDCls): & 170,7, 170,7, 169,5, 169,2, 169,2, 169,1, 169,0, 168,7, 92,1, 88,9,
73,7,70,3,70,2,70,1, 68,0, 68,0, 64,4, 61,7, 61,6, 61,0, 20,9, 20,9, 20,8, 20,7, 20,7, 20,6 ppm.
EMAR: calculado para Ci2H1505N3Na [M+Na]*: 396,1014; encontrado 396,1008 (-1,2783 ppm).

Fenil 2,4,6-tri-O-acetil-3-azido-1,3-didesoxi-1-tio-D-glucopirandsido, 61

Sobre una disolucién de 60 (100 mol%, 2,0 g, 5,3 mmol) y tiofenol (190 mol%, 1,0 mL, 10,1 mmol)
en CH,Cl; (15 ml), bajo atmdsfera de argdn y a temperatura ambiente, se adiciona gota a gota
trifluoruro de boro eterato y se deja en agitacién a 40 °C. Una vez consumido el producto de
partida, tras 17 horas, la mezcla de reaccidn se trata con disolucién saturada de NaHCO:s. La fase

acuosa se extrae con CH,Cl, y las fases orgdanicas reunidas se lavan con disolucidn saturada de
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NaCl, se secan sobre Na,SO, anhidro y se evapora el disolvente a presion reducida. De este
modo, se obtiene un sélido naranja como una mezcla de los dos anémeros a: en proporcion
0,2:1. Tras purificacién mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano: AcOEt 7:1),
se obtiene el andmero 61a (237,4 mg, 0,6 mmol) como un sélido marrény el anémero 618 (1,5

g, 3,5 mmol) como un sdlido blanco, con un rendimiento total del 77%.

Fenil 2,4,6-tri-O-acetil-3-azido-1,3-didesoxi-1-tio-a-D-glucopirandsido, 61a
OAc P.f.: 102-105 °C.

AcQ” = [a]o®: +167,5 (c 1, CHCl5)

AOSph  1H-RMN (500 MHz, CDCls): & 7,44 (dd, J = 1,9 y 8,1 Hz, 2H, SC¢Hs), 7,33-7,28
(m, 3H, SCeHs), 5,89 (d, J = 5,6 Hz, 1H, H1), 4,97 (t, J = 5,7 Hz, 1H, Hg), 4,95 (t, J = 9,8 Hz, 1H, He),
4,50 (ddd, J = 2,3, 5,4 y 10,1 Hz, 1H, Hs), 4,22 (dd, J = 5,4y 12,4 Hz, 1H, H,), 4,03 (dd, J= 2,4 y
12,4 Hz, 1H, H4), 3,94 (t, J = 10,3 Hz, 1H, Hs), 2,18 (s, 3H, CHs), 2,15 (s, 3H, CHs), 2,01 (s, 3H, CHs)
ppm.
13C-.RMN (125 MHz, CDCls): § 170,7, 169,7, 169,4, 132,3, 132,1, 129,4, 128,1, 85,1, 71,9, 68,6,
68,5, 62,1, 62,1, 20,9, 20,8, 20,8 ppm.
EMAR: calculado para CigH,107N3NaS [M+Nal*: 446,0992; encontrado 446,0985 (-1,6109 ppm).

Fenil 2,4,6-tri-O-acetil-3-azido-1,3-didesoxi-1-tio- -D-glucopirandsido, 613

OAc P.f.: 134-137 OC.
AcO °_sph [a]o®: -18,2 (c 1, CHCl3)
N3 OAc

1H-RMN (500 MHz, CDCls): & 7,52-7,48 (m, 2H, SCeHs), 7,34-7,29 (m, 3H,
SCeHs), 4,93 (t, J = 9,9 Hz, 1H, He), 4,91 (t, J = 9,8 Hz, 1H, He), 4,66 (d, J = 9,9 Hz, 1H, H1), 4,20-
4,16 (m, 2H, H,, Hs), 3,69-3,64 (m, 2H, H,, H3), 2,18 (s, 3H,CHs), 2,12 (s, 3H,CHs), 2,08 (s, 3H,CHs)

ppm.
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13C-RMN (125 MHz, CDCls): § 170,7, 169,3, 169,2, 133,1, 132,1, 129,1, 128,5, 86,5, 76,6, 70,3,
68,5, 66,0, 62,4, 20,9, 20,8, 20,7 ppm.
EMAR: calculado para C;sH2:07N3NaS [M+Na]*: 446,0992; encontrado 446,0987 (-1,3211 ppm).

Fenil 3-azido-1,3-didesoxi-1-tio-D-glucopirandsido, 62

Sobre una disolucién de la mezcla de los dos andmeros 61ay 61p (100 mol%, 5,9 g, 13,9 mmol)
en metanol (70 mL), se adiciona a 0 °C sodio (3 mol%, 10,1 mg, 0,5 mmol) y se deja en agitacion
a temperatura ambiente. Una vez consumido el producto de partida, tras 24 horas, la mezcla de
reaccién se neutraliza con resina acida y se filtra. Se obtiene una mezcla de los dos anémeros
62a y 62p (sélidos marrones) en proporcién a:f 0,09:1 (4,0 g, 13,6 mmol), con un rendimiento

total cuantitativo.

Fenil 3-azido-1,3-didesoxi-1-tio-a-D-glucopirandsido, 62a
OH P.f.: 123-126 °C.
H%ﬁ% [a]o?: +294,3 (c 1, CH3OH)

SPh 1H-RMN (500 MHz, DMSO-De¢): & 7,50 (dd, J = 1,4y 8,5 Hz, 2H, SC¢Hs), 7,32 (t, J
= 7,4 Hz, 2H, SCeHs), 7,26 (tt, J= 1,1y 7,3 Hz, 1H, SCeHs), 5,93 (d, J = 4,8 Hz, 1H, H1), 5,57 (d, J =
6,9 Hz, 1H, OH), 5,52 (d, J = 5,3 Hz, 1H, OH), 4,54 (t, J = 5,9 Hz, 1H, He), 3,89 (dt, J = 3,4y 9,8 Hz,
1H, He), 3,69-3,64 (m, 1H, Hs), 3,56-3,52 (m, 2H, H,, OH), 3,41 (t, J = 9,9 Hz, 1H, Hs), 3,28-3,23 (m,
1H, Hy) ppm.
13C-RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 6 134,3, 131,3, 128,9, 126,8, 88,8, 73,6, 70,1, 67,9, 67,9, 60,0
ppm.

EMAR: calculado para C12H1504N3NaS [M+Na]*: 320,0675; encontrado 320,0673 (-0,7034 ppm).
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Fenil 3-azido-1,3-didesoxi-1-tio- -D-glucopirandsido, 628
OH P.f.:156-159°C.

H%ﬁgﬁsph [a]o®: -52,8 (c 1, CH30H)

1H-RMN (500 MHz, DMSO-D¢): 8 7,49, (d, J = 7,3 Hz, 2H, SCeHs), 7,34 (t, J =
7,6 Hz, 2H, SCgHs), 7,26 (t, J = 7,3 Hz, 1H, SC¢Hs), 5,87 (d, J = 6,9 Hz, 1H, OH), 5,55 (d, J = 6,4 Hz,
1H, OH), 4,73 (d, J = 9,7 Hz, 1H, H1), 4,62 (t, J = 5,7 Hz, 1H, He), 3,69 (ddd, J = 2,3, 5,6 y 12,4 Hz,
1H, He), 3,51-3,45 (m, 1H, Hs), 3,40 (t, J = 9,5 Hz, 1H, Hs), 3,36-3,31 (m, 1H, H2), 3,21-3,10 (m, 2H,
Ha, OH) ppm.
13C-RMN (125 MHz, MeOD): § 134,9, 133,0, 129,9, 128,5, 89,7, 82,4, 73,1, 72,8, 70,0, 62,6 ppm.
EMAR: calculado para C;2H1504N3NaS [M+Na]*: 320,0675; encontrado 320,0675 (-0,2805 ppm).

Fenil 3-azido-4,6-0O-benciliden-1,3-didesoxi-1-tio-D-glucopiranésido, 63

Sobre una disolucién de la mezcla de los dos andmeros 62ay 62 (100 mol%, 3,7 g, 12,6 mmol)
y CSA (3 mol%, 87,9 mg, 0,4 mmol), en DMF (150 mL), se adiciona dimetoximetil benceno (150
mol%, 2,9 mL, 18,9 mmol) a temperatura ambiente. La reaccién se deja rotar a 35°C en el
rotavapor 26 horas. Una vez consumido el producto de partida, la mezcla de reaccién se trata
con disolucion saturada de NaHCOs. La fase acuosa se extrae con CH,Cl; y las fases organicas
reunidas se secan sobre Na,SO,4 anhidro y se evapora el disolvente a presion reducida. El crudo
obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano: AcOEt 10:1),
obteniéndose una mezcla de los dos anémeros 63a y 63 (sdlidos blancos) en proporcién a:B

0,09:1 (3,4 g, 8,8 mmol), con un rendimiento total del 70%.
Fenil 3-azido-4,6-0-benciliden-1,3-didesoxi-1-tio-a-D-glucopirandsido, 63a
ph/%o% P.f.: 146-148 °C.
N
*Hol,  [a]o®: +303,6 (c1, CHCI;).
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'H-RMN (500 MHz, CDCls): 8 7,53-7,50 (m, 2H, SC¢Hs, CHCeHs), 7,42-7,36 (m, 3H, CHC¢Hs), 7,36-
7,31 (m, 3H, SCeHs), 5,59 (s, 1H, Hy), 5,59 (d, J = 5,2 Hz, 1H, H4), 4,37 (td, /= 4,9y 9,8 Hz, 1H, H5s),
4,31 (dd, J=5,0y 10,3 Hz, 1H, H¢), 3,92 (ddd, J = 5,4, 7,9 y 13,4 Hz, 1H, H;), 3,78 (t, / = 10,1 Hz,
1H, He), 3,76 (t, J = 9,8 Hz, 1H, Hs) 3,56 (t, /= 9,6 Hz, 1H, Ha4), 2,50 (d, J = 7,9 Hz, 1H, OH) ppm.
13C-.RMN (125 MHz, CDCls): 6 136,9, 133,1, 132,5, 129,5, 129,3, 128,5, 128,3, 126,2, 101,8, 91,3,
80,0, 71,7, 68,8, 64,6, 64,3 ppm.

EMAR: calculado para CisH1904N3NaS [M+Na]*: 408,0988; encontrado 408,0984 (-1,2122 ppm).

Fenil 3-azido-4,6-O-benciliden-1,3-didesoxi-1-tio--D-glucopirandsido, 63
Ph/%%&/SPh P.f.: 141-144 °C.

Na =" \on [a]o2:-17,5 (c 1, CHC3).
1H-RMN (500 MHz, CDCl3): & 7,56-7,52 (m, 2H, SCeHs), 7,49-7,46 (m, 2H, CHCeHs), 7,40-7,33 (m,
3H, SCeHs, 3HCHC6Hs), 5,56 (s, 1H, H), 4,63 (d, J = 9,7 Hz, 1H, H1), 4,40 (dd, J = 4,8 y 10,5 Hz, 1H,
He), 3,78 (t, J = 10,2 Hz, 1H, He), 3,72 (t, J = 9,4 Hz, 1H, H3), 3,59-3,48 (m, 2H, Ha, Hs), 3,40 (td, J =
2,5y 9,4 Hz, 1H, Hy), 2,61 (d, J = 2,5 Hz, 1H, OH) ppm.
13C-RMN (125 MHz, CDCls): 6 136,8, 133,5, 130,9, 129,4, 129,3, 128,9, 128,5, 126,2, 101,7, 89,3,
79,3,71,9, 71,6, 68,7, 66,1 ppm.
EMAR: calculado para C3sH1904N3NaS [M+Na]*: 408,0988; encontrado 408,0982 (-1,5529 ppm).

Fenil 3-azido-4,6-0-benciliden-1,3-didesoxi-2-O-(p-fluorobencil)-1-tio-D-glucopiranésido, 64

Sobre una disolucién de la mezcla de los dos anédmeros 63a y 63B (100 mol%, 3,7 g, 9,6 mmol)
en THF (65 mL), se adiciona una disolucién de NaH (500 mol%, 1,2 g, 48,1 mmol) en THF (10 mL),
y se deja en agitacidon durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, se adiciona INBus (60 mol%, 2,1
g, 5,8 mmol) y tras 30 minutos en agitacion, se adiciona cloruro de p-fluorobencilo (150 mol%,

1,7 mL, 14,4 mmol). La reaccion se deja en agitacidon a temperatura ambiente durante 24 horas.
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Una vez consumido el producto de partida, la mezcla de reaccién se trata con disoluciéon
saturada de NH4Cl. La fase acuosa se extrae con AcOEt y las fases orgdnicas reunidas se lavan
con disolucion saturada de NaCl, se secan sobre Na,SO4 anhidro y se evapora el disolvente a
presidn reducida. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de
silice (hexano: AcOEt 20:1), obteniéndose una mezcla de los dos andmeros 64a y 64B (soélidos

blancos) en proporcién a:p 0,09:1 (4,5 g, 9,5 mmol), con un rendimiento total cuantitativo.

Fenil 3-azido-4,6-0-benciliden-1,3-didesoxi-2-O-(p-fluorobencil)-1-tio-a-p-glucopirandsido, 64a
ph/vo%% P.f.: 179-181 °C.
Na ol [alo™ +181,9 (1, CHCL)

FOJ 1H-RMN (500 MHz, CDCl3): & 7,51 (dd, J = 2,0 y 7,8 Hz, 2H, CHC¢Hs), 7,46
(dd, J=1,8y 8,2 Hz, 2H, SCeHs), 7,42-7,36 (m, 3H, CHCgHs, 2H, FCgHa), 7,35-7,29 (m, 3H, SCgHs),
7,04 (tt,J=2,9y 8,7 Hz, 2H, FC¢Ha), 5,60 (d, J = 5,5 Hz, 1H, H4), 5,55 (s, 1H, Hy), 4,76 (d, J = 11,5
Hz, 1H, OCH,), 4,66 (d, J = 11,5 Hz, 1H, OCH.), 4,40 (td, J = 4,9 y 9,9 Hz, 1H, Hs), 4,20 (dd, J = 5,0
y 10,4 Hz, 1H, Hg), 3,97 (t, J = 9,9 Hz, 1H, H3), 3,75 (dd, J = 5,5y 9,8 Hz, 1H, Ha), 3,70 (t, J = 10,3
Hz, 1H, He), 3,47 (t, J = 9,8 Hz, 1H, Ha) ppm.
3C-RMN (125 MHz, CDCls): & 162,8 (d, J = 247,0 Hz, FCsHa), 136,9, 133,3, 132,8 (d, J = 3,4 Hz,
FCeHa), 132,4, 130,2 (d, J = 8,2 Hz, FCsHa), 129,3, 129,3, 128,5, 127,9, 126,3, 115,6 (d, J = 21,3
Hz,FCe¢H4), 101,9, 87,3, 79,8, 78,3, 72,1, 68,8, 63,7, 62,5 ppm.

EMAR: calculado para CH2404NsFNaS [M+Na]*: 516,1364; encontrado 516,1356 (-1,4209 ppm).

Fenil 3-azido-4,6-0-benciliden-1,3-didesoxi-2-O-(p-fluorobencil)-1-tio- f-D-glucopirandsido, 643
-0 P.f.: 127-130 °C.
o O,\,&&/sph
3 o) [a]o?: -28,2 (c 1, CHCl3).

~O~
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'H-RMN (500 MHz, CDCls): & 7,55-7,51 (m, 2H, SC¢Hs), 7,49 (dd, J = 2,1y 7,9 Hz, 2H, CHCgHs),
7,46-7,41 (m, 2H, FC¢Ha), 7,40-7,31 (m, 3H, SCeHs, 3H, CHC¢Hs), 7,06 (tt, J = 2,8 y 8,7 Hz, 2H,
FCeHa), 5,57 (s, 1H, Hy), 4,90 (d, J = 10,1 Hz, 1H, OCH,), 4,79 (d, J = 10,1 Hz, 1H, OCH,), 4,75 (d, J
=9,7 Hz, 1H, H1), 4,38 (dd, J= 4,7 y 10,7 Hz, 1H, He), 3,81-3,74 (m, 2H, H,, Hs), 3,55-3,46 (m, 2H,
Hs,He), 3,35 (t, /= 9,3 Hz, 1H, Ha) ppm.

B3C-RMN (125 MHz, CDCls): & 162,8 (d, J = 246,4 Hz, FCsHa), 136,8, 133,3 (d, J = 2,9 Hz, FCeHa),
132,9,132,4,130,5 (d, J = 8,2 Hz, FCsHa), 129,3, 128,5, 128,3, 126,2, 115,5 (d, / = 21,7 Hz, FCgHa),
101,6, 88,7, 79,7, 79,3, 75,1, 71,2, 68,8, 67,1 ppm.

EMAR: calculado para Cz6H2404N3FNaS [M+Na]*: 516,1364; encontrado 516,1358 (-1,1560 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etil}3-azido-4,6-0O-benciliden-3-desoxi-2-0-(p-fluorobencil)
-D-glucopiranédsido, 65

Sobre una disolucién de la mezcla de los dos anémeros 64a y 64 (100 mol%, 1,0 g, 2,1 mmol),
(R)-1-[3,5-Bis(trifluorometil)fenilletanol (100 mol%, 540,6 mg, 2,1 mmol) y NIS (100 mol%, 471,1
mg, 2,1 mmol) en CH,Cl, (20 mL), en presencia de tamiz molecular de 4 A previamente activado
en el microondas y a vacio, en ausencia de luz y bajo atmdsfera de argdn, se adiciona TMSOTf
(10 mol%, 0,04 mL, 0,2 mmol) gota a gota, a 0 °Cy se deja en agitacidon a temperatura ambiente.
Una vez consumido el producto de partida, tras un tiempo de reaccién de 3 horas, la mezcla de
reaccion se neutraliza con EtsN (700 mol%, 2,0 mL, 14,7 mmol) y se filtra. La fase orgdnica se
lava con disolucidn saturada de Na,S,0s, disolucidn saturada de NaHCOs; y disolucidon saturada
de NaCl, se seca sobre Na,SO4 anhidro y se evapora el disolvente a presién reducida. El crudo
obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano: AcOEt 40:1),
obteniéndose una mezcla de los dos anémeros 65a y 658 (sdlidos blancos) en proporcién a:B

5:1(577,3 mg, 0,9 mmol), con un rendimiento total del 43%.
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(R)-{1-[3,5-bis(trifluorometil)fenilletil} 3-azido-4,6-0-benciliden-3-desoxi-2-O-(p-fluorobencil)-a-

D-glucopirandsido, 65a

CF .
Ph/%(%% 3 Rdto.: 36%
N % P.f.: 98-100 °C.
(0]
[a]o2: +17,3 (c 1, CHCls).

'H-RMN (500 MHz, CDCls): 7,90 (sa, 2H, CF3CeH3), 7,86 (sa, 1H, CF3CeHs), 7,52 (dd, J=1,8y 7,8
Hz, 2H, CHCeHs), 7,42-7,36 (m, 3H, CHCeHs), 7,18-7,12 (m, 2H, FCsHa), 6,95 (tt, J = 2,8 y 8,7 Hz,
2H, FCsHa), 5,57 (s, 1H, H-), 4,91 (c, J = 6,6 Hz, 1H, OCHCHs), 4,58 (d, J = 3,4 Hz, 1H, H1), 4,57 (d, J
= 11,9 Hz, 1H, OCH,), 4,51 (d, J = 11,9 Hz, 1H, OCH.), 4,34 (dd, J = 4,9 y 10,3 Hz, 1H, He), 4,15 (t,
J=9,9 Hz, 1H, H3), 3,98 (td, J = 4,8 y 10,0 Hz, 1H, Hs), 3,73 (t, /= 10,4 Hz, 1H, He), 3,45 (t,J=9,7
Hz, 1H, Ha4), 3,30 (dd, J=3,6 y 9,9 Hz, 1H, H,), 1,58 (d, J = 6,6 Hz, 3H, OCHCHjs) ppm.

13C.RMN (125 MHz, CDCl3): & 162,7 (d, J = 246,9 Hz, FCsHa), 145,3 (CF3CeHs), 136,8, 132,8 (d, J =
3,4 Hz, FCeHa), 132,2 (c, J = 33,4 Hz, CF3CeHs), 130,0, 129,9 (d, J = 8,2 Hz,FCeHa), 129,3, 128,5,
127,0 (sa, CFsCsHs), 126,1, 123,4 (c, J = 272,7 Hz, CFsCeHs), 122,1 (sept, J = 3,6 Hz, CFsCeHs), 115,5
(d, J=21,4 Hz, FC¢Ha4), 101,7, 95,1, 80,3, 73,3, 72,7,69,1, 63,4, 62,0, 24,4 ppm.

EMAR: calculado para C3H260sN3F7Na [M+Na]*: 664,1653; encontrado 664,1649 (-0,5659 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil)feniljetil} 3-azido-4,6-0-benciliden-3-desoxi-2-O-(p-fluorobencil)-
[-D-glucopirandsido, 653

Ph/vo(%&, CF3  Rdto.: 7%

L o O}Q P.f.: 111-114 °C
F‘Q_/ CFs  [a]o®: -16,2 (c 1, CHCl).

1H-RMN (500 MHz, CDCls): & 7,81 (sa, 3H, CFsCeHs), 7,47 (dd, J = 2,3y 7,8 Hz, 2H, CHCeHs), 7,41-
7,34 (m, 3H, CHCsHs, 2H, FCeHa), 7,07 (tt, J = 2,8 y 8,7 Hz, 2H, FCsHa), 5,51 (s, 1H, H-), 4,98 (c, J =
6,5 Hz, 1H, OCHCHs), 4,91 (d, J = 10,8 Hz, 1H, OCH.), 4,81 (d, J = 10,8 Hz, 1H, OCH.), 4,69 (d, J =
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7,6 Hz, 1H, H,), 4,15 (dd, J=4,9y 10,6 Hz, 1H, Hg), 3,70 (t, J = 9,7 Hz, 1H, H3), 3,63 (t, / = 10,3 Hz,
1H, He), 3,46 (t, J = 9,6 Hz, 1H, H4), 3,40-3,33 (m, 2H, H,, Hs), 1,58 (d, J = 6,5 Hz, 3H, OCHCHj5)
ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl3): § 162,7 (d, J = 246,5 Hz, FCsHa), 145,8 (CF3CeHs), 136,8, 133,4 (d, J =
3,3 Hz, FCeHa), 131,7 (c, J = 33,2 Hz, CF3CeHs), 130,2 (d, J = 8,3 Hz, FCeHa), 129,3, 128,5, 126,5 (sa,
CFsCeHs), 126,1, 123,5 (c, J = 272,6 Hz, CF3CeHs), 121,6 (sept, J = 3,8 Hz, CF3CeH3), 115,6 (d, J =
21,4 Hz, FCgH.4), 102,8, 101,6, 80,5, 79,1, 76,8, 74,7, 68,5, 67,2, 65,0, 22,6 ppm.

EMAR: calculado para C3H260sNsF7Na [M+Na]*: 664,1653; encontrado 664,1648 (-0,7934 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil)fenil]etil}3-azido-3-desoxi-2-O-(p-fluorobencil)-a-b-

glucopiranédsido, 66a

OH Sobre una disolucién de 65a (100 mol%, 105,0 mg, 0,2 mmol) en
CF,
H?\l O metanol (6 mL), se adiciona una cantidad catalitica de CSA, a
3
F@JOO cF, temperatura ambiente. Una vez consumido el producto de

partida, tras un tiempo de reaccién de 3 horas y 30 minutos, la
mezcla de reaccion se neutraliza con EtsN (20 mol%, 4,6 uL, 0,03 mmol), se evapora el disolvente
a presion reducida y se evapora dos veces con tolueno. El crudo obtenido se purifica mediante
cromatografia en columna de gel de silice (hexano: AcOEt 1:1), obteniéndose 66a (54,8 mg, 0,1
mmol) como un sélido blanco.
Rdto.: 61%
P.f.: 160-162 °C.
[o]o?: +28,9 (c 1, CHCIs).
'H-RMN (500 MHz, CDCls): 6 7,88 (sa, 2H, CFsCeHs), 7,85 (sa, 1H, CFsCeHs), 7,17-7,12 (m, 2H,
FCeHa), 6,94 (tt, J = 2,9y 8,7 Hz, 2H, FCsH4), 4,90 (c, J = 6,6 Hz, 1H, OCHCH3), 4,60 (d, J = 3,4 Hz,
1H, H41), 4,51 (d, J = 11,9 Hz, 1H, OCH,), 4,42 (d, J = 11,9 Hz, 1H, OCH>), 3,96 (t, /= 9,9 Hz, 1H, H3),
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3,90-3,82 (m, 2H, Hs, He), 3,78 (dt, J=3,8y 9,7 Hz, 1H, Ha.), 3,45 (t, /= 9,6 Hz, 1H, He), 3,28 (dd,
J=3,4y 10,2 Hz, 1H, H,), 1,55 (d, J = 6,6 Hz, 3H, OCHCH3) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCls): 8 162,7 (d, J = 246,5 Hz, FCeHa), 145,4 (CF3CeHs), 132,8 (d, J = 3,4 Hz,
FCeHa), 132,2 (c, J = 33,4 Hz, CF3CeH3), 129,9 (d, J = 8,2 Hz, FCsHa), 126,9 (sa, CFsCeHs), 123,4 (c, J
= 272,9 Hz, CF3CeHs), 122,2 (sept, J = 3,7 Hz, CF3CeHs), 115,5 (d, J = 21,5 Hz, FCeHa), 94,0, 77,3,
73,1,72,3,71,4,69,4, 65,4, 62,2, 24,4 ppm.

EMAR: calculado para C3H2,0sNsF7Na [M+Na]*: 576,1340; encontrado 576,1333 (-1,1661 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etil}3-azido-3-desoxi-2-O-(p-fluorobencil)-B-b-

glucopirandsido, 663

OH CF, Sobre una disolucién de 658 (100 mol%, 56,9 mg, 0,09 mmol)

0
HC,>\13 o}/@ en metanol (3,5 mL), se adiciona una cantidad catalitica de CSA,

o)
F@—/ CF, a temperatura ambiente. Una vez consumido el producto de

partida, tras un tiempo de reaccidn de 3 horas y 30 minutos, la mezcla de reaccidn se neutraliza
con Et3N (20 mol%, 2,5 pL, 0,02 mmol), se evapora el disolvente a presion reducida y se evapora
dos veces con tolueno. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia en columna de gel
de silice (hexano: AcOEt 2:1), obteniéndose 66 (29,4 mg, 0,05 mmol) como un sdlido blanco.
Rdto.: 60 %

P.f.: 116-118 °C.

[a]p?: -23,4 (c 1, CHCI5).

'H-RMN (500 MHz, CDCls): 6 7,82 (sa, 2H, CFsCeHs), 7,81 (sa, 1H, CFsCeHs), 7,40-7,36 (m, 2H,
FCeHa), 7,06 (tt, J = 2,9 y 8,7 Hz, 2H, FCeéHa4), 4,97-4,91 (m, 1H, OCHCHs, 1H, OCH,), 4,78 (d, J =
10,8 Hz, 1H, OCH,), 4,64 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H1), 3,69-3,61 (m, 2H, Hs, He), 3,46 (t,J = 9,5 Hz, 1H,
He), 3,42 (t,J = 9,4 Hz, 1H, H3), 3,35 (t, J = 8,6 Hz, 1H, H>), 3,27 (dt, J = 4,1y 8,9 Hz, 1H, Ha4), 1,57
(d, J=6,5 Hz, 3H, OCHCHs) ppm.
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13C-RMN (125 MHz, CDCls): 8 162,8 (d, J = 246,3 Hz, FCeHa), 146,3 (CF3CeHs), 133,3 (d, J = 3,2 Hz,
FCeHa), 131,7 (c, J = 33,3 Hz, CFsCeHs), 130,3 (d, J = 8,1 Hz, FCsHa), 126,4 (sa, CFsCeHs), 123,4 (c, J
=272,7 Hz, CF3CeHs), 121,6 (sept, J = 3,9 Hz, CFsCeHs), 115,7 (d, J = 21,5 Hz, FCeH.), 102,8, 79,9,
77,1,75,7,74,3, 69,3, 68,7, 62,3, 22,9 ppm.

EMAR: calculado para C;3H2,0sNsF7Na [M+Nal*: 576,1340; encontrado 576,1334 (-0,9485 ppm).

(R)-{1-[3,5-bis-(trifluorometil)fenil]etil}3-amino-4,6-0O-benciliden-3-desoxi-2-0-(p-

fluorobencil)-a-b-glucopirandsido, 67a

Ph/voo/&% CF3 Sobre una disolucién de 65a (100 mol%, 79,9 mg, 0,1 mmol) en

HoN oo\r@ THF (3 mL), bajo atmdsfera de argdn y a 0 °C, se adiciona, gota

FO_/ CFs a gota, LiAlH4 (100 mol%, 0,1 mmol, 0,05 mL) y se mantiene en

agitacion a temperatura ambiente. Una vez consumido el producto de partida, tras un tiempo

de reaccion de 1 hora, la mezcla de reaccién se hidroliza con 0,04 mL de disolucién saturada de

Na,SO,, y la suspension obtenida se filtra sobre un lecho de celita y se lava con THF. El filtrado

obtenido se evapora a presion reducida y este crudo se purifica mediante cromatografia en

columna de gel de silice (TBME), obteniéndose 67a (51,1 mg, 0,08 mmol) como un sélido

amarillo.

Rdto.: 67 %

P.f.: 87-90 °C.

[a]o®: +75,1 (c 1, CHCIs).

'H-RMN (500 MHz, CDCls): 8 7,90 (sa, 2H, CF3CeH3), 7,85 (sa, 1H, CF3CgHs), 7,50 (dd, J=2,2y 7,8

Hz, 2H, CHCeHs), 7,40-7,36 (m, 3H, CHCeHs), 7,17-7,13 (m, 2H, FCeHa), 6,95 (t, J = 8,6 Hz, 2H,

FCeHa), 5,53 (s, 1H, H;), 4,94 (c, J = 6,6 Hz, 1H, OCHCHs), 4,67 (d, J = 3,4 Hz, 1H, H4), 4,50 (d, J =

11,8 Hz, 1H), 4,33 (dd, J = 4,9y 10,3 Hz, 1H, Hg), 4,30 (d, J = 11,8 Hz, 1H, OCHCHs), 3,95 (td, J =
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4,9y 10,0 Hz, 1H, Hs), 3,73 (t, J = 10,3 Hz, 1H, He), 3,59 (t, J = 9,7 Hz, 1H, Hs), 3,37 (t, J = 9,6 Hz,
1H, Ha), 3,33 (dd, J=3,5y 9,8 Hz, 1H, H,), 1,58 (d, / = 6,6 Hz, 3H, OCHCH3) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CDCl3): § 162,7 (d, J = 246,7 Hz, FCsHa), 145,7 (CF3CeHs), 137,3,133,1 (d, J =
2,9 Hz, FCeHa), 132,2 (c, J = 33,3 Hz, CF3CeHs), 129,9 (d, J = 8,2 Hz, FCeHa), 129,3, 128,5, 126,9 (sa,
CFsCeHs), 126,3, 123,4 (c, J = 272,9 Hz, CF3CeHs), 122,1 (sept, J = 3,6 Hz, CF3CeH3), 115,6 (d, J =
21,8 Hz, FCeH4), 101,9, 94,4, 82,0, 79,9, 73,1, 72,1, 69,2, 63,2, 51,4, 24,4 ppm.

EMAR: calculado para C3pH290sNF; [M+H]*: 616,1928; encontrado 616,1922 (-1,0343 ppm).

111.4.3. Estudio de la actividad bioldgica

111.4.3.1. Actividad anticancerosa

111.4.3.1.1. Actividad anticancerosa frente a células tumorales de pulmén

Para los derivados de L-arabinosa y de D-galactosa, se han empleado en el ensayo MTT las lineas
celulares MRC-5 (células fibroblasticas fetales humanas de pulmén) y A549 (células humanas de
cancer de pulmdn de “células no pequefias”) en las mismas condiciones experimentales. En el
caso de los derivados de D-glucosa, se han empleado las lineas celulares HaCaT (queratinocitos
de epidermis humana) y A549, también en las mismas condiciones experimentales. Las lineas
celulares MRC-5, A549 y HaCaT se han adquirido de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares.
Las tres se han cultivado en los medios recomendados y de acuerdo con protocolos estandares.
Se ha utilizado el medio de cultivo con altos niveles de glucosa DMEM (medio de Eagle
modificado por Dulbecco), suplementado con FBS al 10% (suero fetal bovino), 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, en una atmdsfera de aire al 95% de humedad, 5% CO,
y a 37 °C. Los reactivos de los cultivos celulares se han adquirido en Biowest. Las células se han
sembrado en placas de 96 pocillos y se han incubado durante 24 horas. Tras este tiempo, antes
de medir la viabilidad celular, se han tratado con diferentes concentraciones de los compuestos

a estudiar, durante 48 horas en el caso de los derivados de L-arabinosa y de D-galactosa y durante
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72 horas en el caso de los derivados de la D-glucosa. Pasado este tiempo, se ha retirado el medio
de crecimiento celular y se ha afiadido 125 pL de solucién de MTT (1 mg/mL en medio) a cada
pocillo. Tras 3-4 horas, se han afiadido 80 pL al 20% de SDS (dodecil sulfato de sodio) en HCI 20
mM a cada pocillo para disolver el formazan morado insoluble y se ha incubado durante 15 horas
a 37 °C. Utilizando un espectrofotdmetro lector de placas multi pocillo se ha medido la densidad
Optica de cada pocillo a 540 nm para cuantificar la supervivencia celular. Los resultados se han
expresado en porcentaje de viabilidad celular con respecto a las células no tratadas (control).
Cada compuesto se ha analizado por triplicado y en tres experimentos idénticos e
independientes. Para el andlisis estadistico de los datos de cada experimento se ha usado el test
t de Student a través del valor p. El test t de Student indica si dos o mas valores tienen una
diferencia significativa desde el punto de vista estadistico. Se ha representado la media de los
tres experimentos indicando el error estandar de la media (+ SEM) que se representa con barras

en cada punto de la grafica.

111.4.3.1.2. Actividad anticancerosa frente a neuroblastoma

Se ha empleado la linea celular de células sanas RPE-1 (células epiteliales 1 de pigmento retinal
humano) y las lineas celulares de neuroblastoma Kelly (92110411, neuroblastoma humano) y
SH-SY5Y (neuroblastoma humano de médula ésea). Se ha llevado a cabo el ensayo de viabilidad
celular MTT en las mismas condiciones experimentales. Las 3 lineas celulares se han cultivado
en los medios recomendados y de acuerdo con protocolos estandares. Las células se han
sembrado en placas de 96 pocillos, con una densidad de 3-10* células/100 pL y se han incubado
durante 24 horas. Tras este tiempo, se han tratado con diferentes concentraciones de los
compuestos a estudiar durante 72 horas antes de medir la viabilidad celular. Tras estas 72 horas,
se ha retirado el medio de crecimiento celular y se ha afiadido 100 pL de solucién de MTT (0,5

mg/mL en medio) en cada pocillo. Tras 45 minutosa 37 °C, se ha afiadido 100 uLde DMSO a cada
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pocillo para disolver el formazan morado insoluble y se ha medido la densidad éptica a 555 nm
con un espectrofotdémetro lector de placas multipocillo para cuantificar la supervivencia celular.
Los resultados se han expresado como porcentaje de viabilidad celular con respecto las células
no tratadas (control). Cada compuesto se ha analizado por triplicado y en tres experimentos
idénticos e independientes. Para el andlisis estadistico de los datos de cada experimento se ha
usadoel test t de Student a través del valor p. Se ha representado la media de los tres
experimentos con su error estandar de la media (+ SEM) que se representa con barras en cada

punto de la grafica.

111.4.3.2. Actividad antagonista del receptor NK1: test IP-one

Para disponer de células con el receptor NK1 internalizado, se ha alterado la permeabilidad de
células de ovario de hamster chino (CHO) por electroporacién (280 V, 1 mF). Estas se han
transfectado por medio de un vector que contiene el gen que codifica para la expresion del
receptor NK1 y, de esta forma, el gen forme parte del material genético de estas células. Las
lineas celulares utilizadas se han obtenido de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo. Los
medios de cultivo y los reactivos de cultivos celulares se han adquirido en Invitrogen. Las células
CHO se han cultivado en medio DMEM suplementado con FBS al 10%, 100 U/mL de penicilinay
de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina y aminodacidos no esenciales, en una atmadsfera de aire
al 95% de humedad, 5% CO; y a 37 °C. La transfeccidn transitoria de las células CHO se ha llevado
a cabo en un volumen de 300 pL con un total de 107 células en solucidn tampdn de
electroporacion (50 mM H,P0O,4, 20 mM CH3COOK, 20 mM KOH, 26 mM MgSQ,, pH 7,4), y 10 ug
de ADN del plasmido pRK5/NK1 que contiene 500 ng del gen para el receptor humano NK1 wilde
type (hNK1Rwt) y el resto hasta alcanzar la cantidad de 10 pg era ADN portador (pRK5). Tras la

electroporacion las células se han suspendido en medio de cultivo complejo y se han sembrado
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en placas de cultivo de 96 pocillos. Las placas de cultivo se han cubierto con poliornitina diluida
en PBS, se hanincubado a 37 °C durante 30 minutos y se han lavado con PBS antes de la siembra.
Para medir la expresién de los receptores NK1 en las células CHO, éstas se han transfectado con
el mismo vector pRK5 pero marcando el plasmido con la adicién de histidina (his) al extremo C-
terminal de la secuencia que codifica para el receptor NK1, obteniéndose asi el plasmido
pRK5/NK1-6-His. De este modo, utilizando posteriormente un anticuerpo primario especifico
para histidina en un test ELISA,*'*1> se ha podido determinar la presencia del receptor NK1 en
las células transfectadas. Después de 24 horas de la electroporacién y transfeccion (pRK5 Neo-
NK1-6-His), las células CHO se han fijado con paraformaldehido al 4% en PBS (solucidn salina
tamponada con fosfato) y tras 5 minutos, se han lavado 3 veces con PBS. A continuacién, se ha
afiadido solucién tampdn de bloqueo (FBS no complementado al 1% en PBS) y tras 30 minutos,
se han afadido los anticuerpos primarios especificospara histidina (0,5 pg/mL). Tras otros 30
minutos, las células se han lavado 3 veces con FBS al 1% en PBS y tras 5 minutos, se han afiadido
los anticuerpos secundarios marcados (anti-inmunoglobulina de raton — peroxidasa de rabano
picante (HRP), GE Healthcare) en dilucién 1/1000. Después de 30 minutos, se han vuelto a lavar
3 veces con FBS al 1% en PBS y otras 3 veces con PBS. A continuacidn, se ha afadido a cada
pocillo 60 L de PBS y 20 pL del sustrato para la enzima HRP ELISA SuperSignal™ Femto (Thermo
Fisher Scientific), produciéndose un cambio de color en presencia de la enzima HRP. La
luminiscencia se ha detectado usando un lector de placas Wallac Victor 2 (PerkinElmer). Los
valores de luminiscencia obtenidos, efectivamente demostraron que el receptor NK1 estaba
presente en las células transfectadas.

Una vez obtenidas las células CHO con el receptor NK1 internalizado, se ha procedido a la medida
del IP; con el test IP-one (Cisbio Bioassays). En una placa de 96 pocillos, se han afiadido por cada
pocillo 10° células transfectadas/100 uL de medio de cultivo complejo. Tras 24 horas a 37 °C, se

ha eliminado el medio y se ha reemplazado por 40 pL de medio de incubacién con LiCl, el
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compuesto a ensayar y la SP (o sélo la SP y LiCl en el caso del control positivo). Tras 30 minutos
de incubacion a 37 °C, se han afiadido 15 uL de disolucién con anticuerpos primarios especificos
para IPimarcados con Tb**Criptato (donador) y a continuacién 15 uL de otra disolucion de
IPimarcado con d, (aceptor), ambos disueltos en disolucion tampon de lisis. Como control
negativo, algunos pocillos solo contenian el anticuerpo marcado con el fluoréforo donador. Tras
1 hora a 37 °C, se ha procedido a su lectura, midiendo la fluorescencia a 620 nm y a 665 nm con
un fluorémetro RubyStar (BMG Labtechnologies, Offenburg, Alemania) equipado con un laser
de nitrégeno como fuente de excitacion (337 nm). La lectura de 400 us se ha registrado con un
retardo de 50 us con la finalidad de eliminar el ruido de fondo de la fluorescencia de vida corta
derivada de otros componentes. La intensidad de fluorescencia a 620 nm se corresponde con la
emision total de Th*? Criptato y a 665 nmcon la emisidn a causa de la sefial de FRET. La sefial
especifica de FRET se ha calculado con la siguiente ecuacion: %AF = 100 - (Rpos- Rneg)/(Rneg), donde
Rpos €5 el ratio de fluorescencia (665/620 nm) calculado en los pocillos con Tb*? Criptato
(donador) y a d; (aceptor) y Rneg corresponde al mismo ratio, pero para el control negativo
incubado sdlo con el anticuerpo macado con el fluoréforo donador. La sefial especifica de FRET
(%AF), que es inversamente proporcional a la concentracién de IP; en las células se ha
transformado, a continuacion, en la acumulacién de IP; con una curva de calibrado preparada
en lamisma placa. Todas las comparaciones entre el efecto agonista y antagonista se han llevado
a cabo el mismo dia, en el mismo cultivo de células y en la misma placa, con el efecto de la SP
como referencia. Las curvas de activacion o inhibicion se han representado como el logaritmo
de las concentraciones del agonista o antagonista y se han ajustado con la ecuacion de Hill para
obtener la ECso, el coeficiente de Hill y los valores méaximos y minimos.®® Los resultados se han
expresado como la media de tres experimentos independientes con su error estandar de la
media (£ SEM) que se representa con barras en cada punto de la grafica. El efecto inhibidor del

antagonista NK1 no-peptidico en la acumulacidn de IP;inducida por la SP se ha estudiado de la
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misma manera que describen Arunlakshana y Schild.*®” En cuanto al andlisis estadistico de los
resultados, la significacidn estadistica de las diferencias entre los grupos experimentales se ha
determinado mediante un andlisis de varianza one-way o two-way seguido de un test post hoc
de rango multiple de Duncan para realizar comparaciones por pares entre las medias. También

se ha utilizado el test t de Student.

Afinidad por el receptor NK1: desplazamiento de la sustancia P marcada

Se han utilizado células CHO con el receptor NK1 internalizado. Las células CHO se han sometido
a tripsinizacion para romper su membrana celular y esta ruptura se ha detectado por
microscopia. También se ha medido el contenido en proteinas de la muestra para establecer el
factor de dilucidn necesario para el ensayo de afinidad. El homogeneizado celular se ha repartido
en alicuotas con 36 ug de proteinas y se ha incubado con 6-10°M del analogo del aprepitant
correspondiente en presencia de 0,8 nM de [3H]SP (sustancia P marcada con el radioisétopo del
hidrégeno 3H, protio) a 4 °C durante 90 minutos. Tras filtrar estas alicuotas, los receptores NK1
retenidos en el filtro se han lavado y se ha medido la radiactividad retenida en estos filtros,
determinando asi las uniones especificas de [*H]SP. Como unién especifica control se han
empleado alicuotas incubadas sélo con [3H]SP. Las uniones no especificas o uniones de baja
afinidad no saturables (inhibicidn control) se han estimado con 10 uM de ['*I] L-703,606
(radiomarcador selectivo del receptor NK1, es un analogo yodado del antagonista CP-96,345, en
el que su grupo metoxi se ha reemplazado por el radioisétopo del yodo 1*?*) en presencia de 0,8
nM de [3H] SP. Cada valor se ha obtenido como la media de tres experimentos independientes

con su error estandar de la media (+ SEM).

211



Capitulo lll. Analogos del aprepitant

111.4.3.3. Molecular Docking

El sitio de unién del receptor NK1 estd descrito en la bibliografia,'®®

y consiste en un bolsillo
profundo y cdncavo con una gran regién hidréfoba que puede maximizar favorablemente las
interacciones ligando-receptor. Por esta razén, se ha usado el descriptor log P (siendo P =
coeficiente de reparto octanol/agua) de los diferentes fragmentos de los ligandos para obtener
informacidn sobre sus posibles interacciones en un entorno hidréfobo como es el sitio de union
del receptor NK1. Las estructuras moleculares de los ligandos se han optimizado en base a la
Teoria Funcional de la Densidad (DFT) con los fundamentos B3LYP y 6-31G (d, p) implementados
en el paquete del software Gaussian 09 Rev.D.O1. Los calculos de MD se han realizado con
AutoDock Vina y AutodockTools Software. La mejor posicion de MD y las interacciones que han
tenido lugar en la unién ligando-receptor se han visualizado con Discovery Studio Visualizer

(Accelrys Software Inc.). Los valores de log P de los ligandos se han calculado con el servidor

Molinspiration (http://www.molinspiration.com/).
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Conclusiones

Dentro de un proyecto dirigido hacia la busqueda de nuevos agentes anticancerosos, en esta
tesis doctoral se han disefiado tres familias de compuestos, mediante una aproximacién basada
en la estructura de tres prototipos con actividad anticancerosa demostrada: el sulforafano, el
aprepitant y el derivado indazdlico PGN128. De los resultados obtenidos pueden extraerse las
siguientes conclusiones:

1. El disefio de nuevos andlogos del SFN aplicando el principio de isosterismo nos ha permitido
la sintesis de una quimioteca de isotiocianatos con una importante diversidad estructural (figura
98).

Los estudios in vitro de sus actividades bioldgicas han proporcionado los siguientes resultados:
1.1. En general, todos los derivados sintetizados presentan actividad citotoxica en células
tumorales de leucemia, pero con diferente selectividad.

1.2. Todos los andlogos estudiados han resultado ser activantes efectivos del factor Nrf2.
Ademas, se ha observado una correlacidn entre la actividad citotdxica y la capacidad activante
Nrf2.

2. Se ha sintetizado una quimioteca de andlogos del aprepitant utilizando los hidratos de
carbono L-arabinosa y D-glucosa como plataforma quiral de partida. Se han incorporado los
fragmentos bencilicos (R)-1-[3,5-Bis(trifluorometil)fenil]etilo y p-fluorobencilo en las posiciones
C-1y C-2 del anillo de piranosa, respectivamente, como elementos estructurales clave para su
actividad como antagonista NK1 (figura 99). La diferente funcionalizacién de los grupos hidroxilo

presentes en sus estructuras ha permitido modular la lipofilia de los derivados sintetizados.
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Figura 99. Estructuras de los analogos del aprepitant sintetizados, a partir de los
carbohidratos L-arabinosa y D-glucosa.

La introduccién del fragmento de bis(trifluorometil)bencilo se llevd a cabo mediante una
reaccién de glicosilacion (método del tricloroacetimidato o NIS como reactivo) y el
p-fluorbencilo mediante O-alquilaciéon del hidroxilo en C-2. Los isopropiliden derivados de
L-arabinosa, 52B y 52a se obtuvieron mediante una ruta en 7 etapas con un rendimiento global
del 47%. La desproteccidn por tratamiento con CSA condujo a los dioles 56B y 56a.

Los 3-azidodrievados de D-glucosa 65a y 658, se obtuvieron en 8 etapas con un rendimiento
global del 13%. La metanolisis condujo a sus derivados dihidroxilados mas hidrofilicos 66a y 66p.
La reduccioén del grupo azida de 65a, rindié el aminoderivado 67a como analogo del aprepitant.
Los estudios de actividad bioldgica de los analogos del aprepitant sintetizados permiten extraer

las siguientes conclusiones:
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2.1. Todos los derivados presentan una importante actividad citotéxica in vitro frente a células
tumorales de pulmény de neuroblastoma, determinada mediante estudios de viabilidad celular.
El 3-aminoderivado de D-glucosa 67a resulta ser el mas citotdxico frente al cdncer de pulmon,
mientras que el isopropilidenderivado de L-arabinosa 52 es el mas selectivo. Ambos derivados
67a y 52B presentan la misma estereoquimica en el carbono anomérico que el aprepitant. Por
el contrario, la mayor actividad frente a neuroblastoma corresponde al derivado dihidroxilado
56a, cuya configuracién en el carbono anomérico es opuesta a la del aprepitant.

2.2. Los estudios de actividad antagonista del receptor NK1 muestran que el derivado de
L-arabinosa dihidroxilado 56, tiene una actividad significativamente superior a la de su
andémero 56a. Se observa una relacidn directa entre la actividad antagonista del receptor NK1y
la actividad antitumoral frente a cancer de pulmén, pero no ocurre asi en la actividad citotdxica
frente al neuroblastoma. Estos resultados podrian indicar que la actividad anticancerosa no se
debe sélo a su capacidad antagonista del receptor NK1, pudiendo estar implicados otro tipo de
mecanismos. Actualmente se estadn llevando a cabo estudios para determinar los posibles
mecanismos alternativos de actividad anticancerosa de los derivados sintetizados.

2.3. Para la determinacién de la afinidad por el receptor NK1 en relacién con la capacidad para
desplazar la sustancia P, se seleccionaron el diol 56B, por ser el mejor antagonista de los
derivados de L-arabinosa y el isopropilidenderivado 52a. Ambos derivados, a una concentracion
de 6-10° M, son capaces de desplazar el 100% de la SP.

2.4, Los calculos de “Molecular Docking” realizados con objeto de predecir in silico las
interacciones moleculares significativas entre estos andlogos y el sitio de interaccién del
receptor NK1, muestran que los fragmentos (R)-1-[3,5-Bis(trifluorometil)fenil]etilo en la posicion
anomérica, y p-fluorobencilo en la posicién C-2 son clave para una adecuada interaccion del

ligando con el sitio de unién del receptor NK1. De todos los analogos estudiados, los benciliden
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derivados de D-glucosa muestran una interaccion mas efectiva con el sitio de unién del receptor

NK1.

3. Se ha sintetizado una quimioteca de nuevos analogos de PGN128, un conocido agonista CB,

(figura 100).

En cuanto a los resultados de actividad biolégica:
3.1. Estos derivados no han proporcionado resultados satisfactorios como antileucémicos, dada
su baja selectividad, sin embargo, han mostrado prometedores resultados como antivirales

frente al SARS-CoV-2.

A modo de “corolario”, en la figura 101 se representa el compuesto seleccionado como éptimo
para cada una de las tres familias, ya sea como antileucémico, anticanceroso frente a cancer de

pulmdn o neuroblastoma, o como antiviricos frente al SARS-CoV-2.

Analogos del aprepitant
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Activos frente al SARS-Cov-2

Figura 101. Seleccién del compuesto dptimo de los sintetizados para cada familia, basandonos
en los resultados de actividad bioldgica.
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