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DISENO COMPUTACIONAL Y PREPARACION DE LIGANDOS DE LA

PROTEINA CDC20: DIANA TERAPEUTICA PARA EL TRATAMIENTO
CONTRA EL TNBC.

1. RESUMEN

El cancer de mama triple negativo (TNBC) es el cancer de mama con peor pronostico en
mujeres jovenes debido a la ineficacia de los tratamientos actuales, por lo que es necesaria la
busqueda de alternativas terapéuticas. Este subtipo tumoral se caracteriza por una elevada
expresion de la proteina Cdc20, implicada en la proliferacion celular. Por ello, en el presente
trabajo se plante6 el disefio y la sintesis de compuestos con mayor afinidad por dicha proteina

que el Apcin (1), su ligando cristalografico.

En el grupo de investigacion, basandose en la estructura quimica del compuesto Apcin (1) se
disefi6 el ligando fenol 2. Tras su sintesis, se determino su actividad biologica frente a la linea
celular MDA-MB231, obteniéndose mejores resultados frente al cancer de mama que con el
ligando Apcin. Teniendo en cuenta la estructura del fenol 2 se plantea el disefio computacional

y sintesis del triazol 3.

A pesar de los resultados positivos en cuanto a su afinidad, debido a sus propiedades
farmacocinéticas, el triazol 3 no constituye un buen candidato para su administracion oral, por
lo que es necesaria una busqueda de alternativas como la proteccion de su grupo amino, dando
lugar a la bencilamida 13, lo que aumentaré su hidrofobicidad y por tanto, su capacidad para

atravesar membranas biologicas.

En cuanto a su sintesis, no fue posible llegar al producto final por falta de tiempo, puesto que
las ultimas reacciones necesitaron optimizarse. A pesar de ello, se concluyé la buena
candidatura del triazol 3 y la bencilamida 13 como posibles ligandos de la proteina Cdc20,
evitando la formacion del complejo, siendo una alternativa eficiente a los tratamientos actuales

contra el TNBC.

Palabras clave: APC/C, Apcin, cancer de mama triple negativo (TNBC), Cdc20, L-serina,

modelizacién molecular, sintesis quimica.
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2. INTRODUCCION

La division celular es un proceso fundamental para el correcto desarrollo y mantenimiento de
los organismos vivos. Sin embargo, alteraciones en los mecanismos que regulan el ciclo celular
pueden dar lugar a enfermedades como el cancer. Dentro de estos mecanismos de control, la
proteina 20 del ciclo de division celular (Cdc20) desempefia un papel clave en la progresion de
la mitosis, ya que participa en la activacion del Complejo Promotor de la Anafase/Ciclosoma
(APC/C), responsable de la degradacion de proteinas implicadas en la correcta separacion
cromosomica.!?’Debido a su relevancia bioldgica y a su sobreexpresion en distintos tipos
tumorales, Cdc20 se ha convertido en una diana terapéutica de gran interés en el desarrollo de

nuevos agentes antitumorales.>~

2.1. Cdc20 como proteina diana para tratar el cancer, especificamente TNBC

APC/C es una E3 ubiquitin ligasa, de 14 subunidades,? que es activada por la proteina Cdc20,
formando el complejo APC/C-Cdc20 (Figura 1).! Este complejo ubiquitina la proteina
securina,* que se encarga de asegurar la correcta division de los cromosomas en el momento
oportuno y la ciclina B1,° esencial en la fase G2 del ciclo celular al promover el inicio de la
mitosis. Ademas, también ubiquitina el inhibidor de la quinasa dependiente de ciclinas p21, lo
que promueve el avance del ciclo celular. Si se unen ligandos a la proteina Cdc20, impidiendo

la formacion del complejo, la acumulacion de p21 detiene la division celular.’

Subunidades TPR y  subunidades

Subunidades cataliticas y sustratos de reconocimiento

Figura 1. Complejo de la ubiquitin ligasa E3 APC/C-Cdc20. Imagen adaptada de la bibliografia.*

Debido a su caracter regulador, una sobreexpresion de Cdc20 compromete la estabilidad celular,

derivando en un tumor maligno,* como es el caso del cancer de mama triple negativo (TNBC),?
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osteosarcoma o cancer de pancreas. Por otro lado, se ha observado una disminuciéon de la

migracion celular de células cancerigenas y su division celular tras la unién de ligandos a

Cdc20.’

El TNBC es el tipo de cancer de mama con peor prondstico, especialmente en mujeres
jovenes,!? debido a la ausencia, en sus células cancerigenas, de expresion de los receptores de
progesterona (PR), de estrégeno (ER) y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2),!' que son ampliamente usados como dianas terapéuticas para tratar el resto de
variantes de cancer de mama.'>!® Estudios recientes han descrito grandes cantidades de la
proteina Cdc20 en las células cancerigenas del TNBC, lo que la ha convertido en objeto de

estudio para buscar nuevas terapias para el TNBC.!41¢

2.2.  Apcin (1), ligando de la proteina Cdc20.

El Apcin (1) (Figura 2) es un compuesto descrito en 2014 como un ligando de la proteina Cdc20,
cuya union imposibilita la formacion del complejo APC/C-Cdc20,!” describiéndose el sitio de
interaccion dentro de la proteina de interés en el dominio D-box.!® A pesar de las dificultades
derivadas de la obtencion de la Cdc20, puesto que la proteina se obtiene a partir de huevos de

Xenopus laevis, se logro cristalizar en conjunto con la proteina.!’

CCly O 2IN=
L LA~

Figura 2. Estructura quimica de Apcin (1).

Sin embargo, debido a la baja afinidad que presenta el Apcin (1) en presencia de células
cancerigenas donde se expresa la proteina Cdc20 (MDA-MB-231, 139.38 uM),!” se han

realizado numerosos estudios con el fin de conseguir nuevos compuestos con mejor actividad

enfocados en modificaciones estructurales del Apcin (1).!42%-2!
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2.3.  Fenol 2, ligando derivado de la L-tirosina.

En los ultimos afios, el grupo de investigacion liderado por la Dra. Agatha Bastida ha trabajado
en el disefio y sintesis de nuevos compuestos como respuesta a la necesidad de nuevos ligandos
con mayor afinidad por la proteina Cdc20. En este sentido, el fenol 2 (Figura 3) es un
compuesto disefiado y sintetizado con mayor afinidad por la proteina Cdc20 (MDA-MB-231,
50 uM).?2 Este compuesto es una bencilamida derivada de la L-tirosina sintetizado en tres etapas

sintéticas. CFs o

NH> OH

2
Figura 3. Estructura quimica del compuesto fenol 2.

Sin embargo, durante la evaluacién de su potencial uso como farmaco, se observaron
limitaciones relacionadas con la concentracion necesaria para ejercer su efecto, situandose en
el rango micromolar en lugar del nanomolar. En consecuencia, el disefio racional y la posterior
sintesis de nuevos compuestos con una afinidad mejorada por la proteina Cdc20 resultan
fundamentales para el desarrollo de fArmacos capaces de mejorar las estrategias terapéuticas

actualmente disponibles para determinados tipos de cancer.

En este contexto, el presente trabajo se centra en el disefio computacional y la preparacion de
nuevos ligandos de la proteina Cdc20 que impidan la formacion del complejo APC/C-Cdc20.
La base del estudio parte del analisis de la estructura cristalografica de la proteina, identificada
con el coddigo PDB 4N14, en la que aparece descrito el compuesto Apcin (1) como ligando.!”
Aunque Apcin (1) constituye uno de los primeros ligandos conocidos del complejo APC/C-
Cdc20, presenta limitaciones en cuanto a su capacidad de unidn, lo que hace necesario el

desarrollo de nuevas moléculas con mejores propiedades biologicas. 41

3. Objetivos

El presente Trabajo de Fin de Grado tiene como objetivo principal obtener un ligando de la
proteina Cdc20 con mayor afinidad que el Apcin (1) y el fenol 2. Ya que el compuesto fenol 2

es un derivado del aminoécido L-tirosina, se planteo el disefio de un nuevo compuesto usando
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como aminodcido la L-serina. Partiendo de su estructura, se realizé el disefio de un compuesto
final, el triazol 3, siendo éste un analogo estructural del fenol 2 y Apcin (1) pero con otro grupo
aromatico, concretamente un grupo triazol, que pueda mejorar la capacidad de union de los
compuestos mencionados. En la Figura 4 se pueden observar las similitudes estructurales entre

el Apcin (1), el fenol 2 y el triazol 3, como justificacion al disefio de este ultimo.

O,N CF3 (0] CF; O
79 Y A~ A~ NH,
N/'\NJ\O/\/ NoT N = —
1 2 3

Figura 4. Comparacion estructural del Apcin (1), fenol 2 y triazol 3. Se observan las similitudes: anillo aromatico (azul),
radical trihalogenado (verde) y el residuo aromatico (naranja).

Para alcanzar este objetivo, son necesarios los siguientes subobjetivos:

1. Caracterizar mediante modelizaciéon molecular la afinidad del triazol 3 a la proteina
diana Cdc20 y compararlo con el compuesto de referencia Apcin (1).
2. Evaluar computacionalmente las propiedades farmacocinéticas de los compuestos de
sintesis, comparandolos con el Apcin (1).
3. Sintetizar el triazol 3 siguiendo su esquema retrosintético representado en la Figura 5.
CF, o) CF, 0
H = NTR H = N3
NHy = - 0 YNH
o)
; T,

CF, 0 CF,

(0]
NH, + HOJ\/\OH — (j/\HJ\;/\OH
o. _NH
Y
(@]
7 6 >r5

Figura 5. Esquema retrosintético para la obtencion del triazol 3.
Se aprecian las moléculas: triazol 3, azida 4, alcohol S, 4cido 6 (L-serina) y bencilamina 7.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencion de estructuras para la modelizacion molecular

La estructura 3D de la proteina Cdc20 se obtuvo de la base de datos Protein Data Bank (PDB)
con el codigo de acceso ID 4N14, obtenida mediante cristalografia de rayos X, con una
resolucion de 2.1 A y depositada en 2013."7 La eleccion de la estructura se baso en la
cristalizacion de esta proteina con el ligando Apcin (1), aspecto relevante para el modelado

molecular a realizar.

Las estructuras tridimensionales de los ligandos (Apcin (1), fenol 2, triazol 3 y bencilamida 13)
se obtuvieron a partir de las estructuras bidimensionales creadas con el programa ChemDraw
v.23.0.1. La estructura de Apcin (1), en cambio, se extrajo de la misma entrada de PDB que

presenta la proteina.

4.2. Modelizacion molecular

Las estructuras se importaron al programa informatico Maestro v.14.2 (Schrodinger Suite),
donde se realiz6 el procesamiento tridimensional de los ligandos y el modelado molecular, con

todos los procedimientos descritos a continuacion.

4.2.1. Preparacion del receptor y los ligandos
El receptor, es decir, la proteina Cdc20 (Codigo PDB: 4N14) asi como los ligandos, se
prepararon haciendo uso de las opciones Protein Preparation Workflow vy Ligprep,

respectivamente.

Durante este proceso, a la proteina se le adicionaron los hidrégenos, se corrigieron errores
estructurales (conformaciones incorrectas o residuos no estadndares), se asignaron estados de
protonacion adecuados a pH fisioldgico (pH 7.0 + 2.0) y se optimizaron los enlaces de
hidrégeno. Ademas, se minimiz6 la energia parcial del sistema mediante la restriccion de los
atomos del esqueleto proteico (protein backbone), conservando asi la conformacion

experimental original. A su vez, se relajaron los grupos ajustados o anadidos durante el proceso.

En cuanto a la preparacion de los ligandos, se generaron los estados de protonacion al pH
mencionado anteriormente y se especificd la preservacion de la configuracion de los centros

estereogénicos de las moléculas para evitar la modificacion de la estructura.

10
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4.2.2. Generacion de la caja interna
La caja interna (grid) se generd tomando como referencia el ligando Apcin (1) de la estructura
cristalografica de la proteina, con unas dimensiones de 10 x 10 x 10 A en torno al sitio de unién.
En cuanto a su espaciado, se siguid la estrategia multinivel incluida en el software Grid, que

consiste en un refinamiento jerarquico partiendo de hexaedros de grandes dimensiones (~3.2

A) que, progresivamente, se afina hasta alcanzar una resolucién de 0.4 A.

4.2.3. Calculo de docking
Como control positivo del protocolo de modelizacion molecular, se utilizé6 como ligando el
Apcin (1) para realizar un acoplamiento molecular con la proteina preparada mediante la opcion
ligand docking (Glide), seleccionando el modo Extra Precision (XP), y un Induced Fit docking,
con la opcidn IFD, del programa Glide Docking (v. 14.2).2>** Se compararon las mejores poses
devueltas con la conformacion experimental del ligando observada en el complejo cristalizado

(PDB: 4N14), comprobando su estructura y las interacciones clave con la proteina.

Con el resto de los ligandos, se llevd a cabo el mismo protocolo, tras haber sido validado como
se ha mencionado, mediante el mismo programa (Glide Docking). Se especifico la generacion
de 10 poses como maximo, asi como que las posibles interacciones a tomar en cuenta sean las

que se establezcan con residuos de no mas de 4 A de distancia del centro de unién.

4.3. Calculo de parametros farmacocinéticos

Para el calculo de los pardmetros farmacocinéticos, se tomaron las poses de los ligandos con
menor XP GScore que el Apcin (1) y que encajaban de forma adecuada en el sitio de unién de
la proteina. Se hizo uso de la opcion QikProp de Maestro (SchrOdinger Academy, n.d.),
analizando los parametros QPlogS, QPlogHERG, QPPCaco, QPlogBB, QPlogKp, OQPlogKhsa
y el PorcentHuman-OralAbsorption. Se tomaron los valores y rangos estandares establecidos

en el programa.

4.4. Materiales de la sintesis quimica

Los reactivos y productos de partida se adquirieron, con un alto porcentaje de pureza, en las
casas comerciales Fluorochem, Scharlab, BLD Pharmatech, Panreac, Acros Organics y

Aldrich. Los disolventes se obtuvieron de las casas comerciales Carlo Erba, Scharlab, Sigma

11
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Fisher'y Honeywell. Cabe recalcar que la dimetilformamida (DMF) (Fisher) se adquirid secada

sobre tamiz molecular de 3A bajo atmésfera de argon.

4.5. Procedimientos generales de la sintesis quimica

En el Anexo 8.1, se pueden consultar las especificaciones respecto a la nomenclatura y
numeracion de los compuestos que se describirdn en este trabajo. En aquellas reacciones donde
fue necesario el empleo de atmosfera inerte de argdn, éste se encuentra indicado en la figura del
esquema de la reaccion, mientras que en caso contrario no se indica. Todas las estructuras

quimicas y esquemas se realizaron con el programa ChemDraw v.23.0.1.

Cuando fue necesario se realizd una extraccion liquido-liquido?®® previa a la purificacion de los
productos de reaccion con cromatografia en columna bajo presion, cromatografia flash,?
haciendo uso de gel de silice Merck (0.040 - 0.063 mm) como fase estacionaria. Para el
seguimiento de las reacciones y procedimientos de purificacion se utiliz6 la cromatografia en
capa fina (TLC), mediante el uso de cromatofolios de gel de silice 60 F254 de Merck con soporte
de aluminio en capas de 0.2 mm de espesor. Para el revelado de las placas se utiliz6 una lampara
de luz UV (254 nm), una disolucién de acido fosfomolibdico (PMA) al 10 % p/v de etanol y
una disolucion de ninhidrina 1.5 % p/v en una mezcla 3 % v/v de 4cido acético glacial en n-

butanol.

4.6. Técnicas y aparatos de la sintesis quimica

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) tanto monodimensionales (proton 'H y
carbono '*C) como bidimensionales (HSQC, HMBC y COSY) se realizaron a temperatura
ambiente en el disolvente indicado en cada caso (CDCIl3 y CD30D) y en los equipos VARIAN
INOVA-300 (‘H a 300 MHz), JEOL JNM-ECZ400R (*H a 400 MHz y *C a 100 MHz) y VARIAN
SYSTEM-500 (‘"H a 500 MHz y *C a 125 MHz) del Centro de Quimica Organica “Lora-
Tamayo”. Los desplazamientos quimicos se expresaron en partes por millon y las constantes de
acoplamiento en hercios. Se utilizd como referencia interna la sefial residual del disolvente:
CDCl; (7.26 ppm 'H-RMN y 77.16 ppm *C-RMN) y CDsOD (3.31 ppm 'H-RMN y 49.00 ppm
BC-RMN). Para especificar la multiplicidad se hizo uso de abreviaturas como s (singlete), s.a.
(singlete ancho), d (doblete), dd (doble doblete), t (triplete), ¢ (cuartete), m (multiplete) y tm
(triple multiplete). La edicion de los espectros se realizo con el programa MNova v.14.3.2-

32681.
12
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Los espectros de masas de alta resolucion se registraron en un espectrometro Agilent 6520
Acurate Mass Q-TOF LC/MS (equipo hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo, con
especificaciones de resolucion de 1-2 ppm), por inyeccion directa de la muestra y utilizando

como portador una disolucion de la muestra en MeOH con una concentracion, aproximada, de

I mg/mL. Los datos calculados y encontrados estdn expresados en m/z.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con el espectrofotdmetro Perkin-Elmer FT-IR
Spectrum Two, con transformada de Fourier y un accesorio de Reflectancia Total Atenuada
(ATR), permitiendo el andlisis de muestras solidas y liquidas. Las frecuencias de los méximos

de absorcidn se expresan en cm .

4.7.  Sintesis quimica

4.7.1. Preparacion de acido (25)-2-amino-3-[(terc-butildimetilsilil)oxi]propanoico

®
j)]\/\ cl \S.Aé i l
—ol .
HO™ ™Y~ ~OH 4 - Ho o
= DBU =
NHz CH4CN, 0 °C - t.a, Ar NH;
6 rto. 86% s

Figura 6. Reaccion de obtencion del sililéter 8.

Sobre una suspension de acido (25)-2-amino-3-hidroxipropanoico (6) (1.023 g, 9.515 mmol,
1.0 eq.) en CH3CN (6.0 mL) se afiadi6, a 0 °C, 1,8-diazabicicloundec-7-eno (DBU) (1.5 mL,
9.991 mmol, 1.05 eq.). A continuacion, se adicion6, a 0 °C, una disolucién de cloruro de terc-
butildimetilsililo (1.537 g, 9.991 mmol, 1.05 eq.) en CH3CN (6.0 mL). La reaccién se agit6 a
temperatura ambiente durante 21.5 horas. Pasado ese tiempo, la suspension resultante se enfrio
a 0 °C durante 15 minutos y posteriormente, se filtrd a vacio en embudo Biichner lavandose el
s6lido obtenido con CH3CN frio (80.0 mL).?” A continuacion, se elimin6 el disolvente a presion
reducida, obteniéndose (25)-2-amino-3-[(ferc-butildimetilsilil)oxi]propanoico (8) como un

solido blanco (1.804 g, rto. 86 %).

Ry = 0.45 (TLC, AcOEt/MeOH/NH4OH, 6:2:1). TH-RMN (300 MHz, CD3;0D) &: 4.08-3.96
(2H, m), 3.63-3.59 (1H, m), 0.93 (9H, s), 0.13 (3H, s.a.), 0.12 (3H, s.a.) ppm.?8
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4.7.2. Preparacion de acido (28)-3-|(terc-butildimetilsilil)oxi]-2-[(zerc-

butoxicarbonil)amino]propanoico (9)

0 o
(0] (0] (0]
o L S K P L
. 0" >o” Yo Si
A~y SC . SN0 L e oo
= NBQCO3 N N
NH> Acetona/H,0 [2:1], t.a OYNH NH,
(@]
8 >( 9 10

(rto. 58 %) (rto. 40 %)

Figura 7. Reaccion para la formacion del carbamato 9 y el acido 10.

Sobre una disolucion del (2S5)-3-[(terc-butildimetilsilil)oxi]-2-[(terc-
butoxicarbonil)amino]propanoico (8) (1.753 g, 7.992 mmol, 1.0 eq.) en una disolucién acuosa
de Na;COs3 5 % (17.0 mL) se afiadid, a temperatura ambiente, una disolucion de dicarbonato de
di-terc-butilo (2.2 mL, 9.590 mmol, 1.2 eq.) en acetona (35.0 mL). La suspension resultante se
dejo agitando a temperatura ambiente durante 25.5 horas. Pasado ese tiempo, la mezcla de
reaccion se acidificd con una disolucion acuosa de HCI 10 % (pH 3). Se separaron las fases en
un embudo de extraccion. La fase acuosa se extrajo con AcOEt (9 x 10.0 mL). Los extractos
organicos combinados se lavaron con una disolucién acuosa saturada de NaCl (1 x 10.0 mL),
se secaron con MgSQ4 anhidro, se filtraron y se elimind el disolvente a presion reducida,
obteniéndose = una  mezcla  2:1 de  (29)-3-[(terc-butildimetilsilil)oxi]-2-[(terc-
butoxicarbonil)amino]propanoico (9) (1.499 g, rto. 58 %) y (25)-2-amino-3-[(ferc-

butoxicarbonil)oxi]propanoico (10) (0.699 g, rto. 40 %) como un aceite amarillento.

R~ 0.68 (TLC, AcOEt/MeOH/ NH4OH, 6:2:1). TH-RMN (300 MHz, CD;0D) &: 4.21-4.14
(2H, m, 9y 10), 3.97 (1H, dd, J = 10.2, 4.1 Hz, 9), 3.89-3.74 (3H, m, 9 y 10), 1.49 (9H, s.a.,
10), 1.43 (9H, s, 9), 0.88 (9H, s, 9), 0.06 (3H, s.a., 9 y 10) y 0.05 (3H, s.a., 9 y 10) ppm.?®
HRMS (ESI"): m/z calculado para Ci14H2sNOsSi (M—H) ™ (9) 318.1742, encontrado 318.1741, y
calculado para CsH14NOs (M—H) (10) 204.0877, encontrado 204.0878.
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4.7.3. Preparacion de (28)-3-|(terc-butildimetilsilil)oxi]-2-[(zerc-

butoxicarbonil)amino]-/V-[(2-trifluorometil)bencil]propanamida (11)

C
Q \

HO)]\:/\O,Si\ ©/\ )J\/\
OYNH HBTU, 2,4,6-colidina

DMF, 0 °C — t.a., Ar

>(O rto. 52 %
9 11

Figura 8. Reaccion para la obtencion de la amida 11.

Sobre una disolucion de acido (2S5)-3-[(terc-butildimetilsilil)oxi]-2-[(terc-
butoxicarbonil)amino]propanoico (9) (2.370 g, 7.420 mmol, 1.0 eq.) en N,N-dimetilformamida
(DMF) anhidra (40.0 mL) se anadio, a 0 °C, 2,4,6-colidina (2.5 mL, 18.550 mmol, 2.5 eq.) y se
dejo agitando durante 10 minutos a 0 °C. Pasado ese tiempo, se adiciond, a 0 °C,
hexafluorofosfato benzotriazol tetrametil uronio (HBTU) (4.260 g, 11.130 mmol, 1.5 eq.),
dejando la mezcla en agitacion durante el mismo periodo y temperatura descrita anteriormente.
Seguidamente, se afiadié 2-(trifluorometil)bencilamina (7) (1.2 mL, 8.160 mmol, 1.1 eq.). La
disolucion resultante se agitd a temperatura ambiente durante 21 horas. Transcurrido ese
tiempo, sobre la mezcla de reaccion se adiciond AcOEt (10.0 mL). La fase orgénica se lavé con
H>O (5 x 10.0 mL) y una disolucion de NaCl saturada (2 x 10.0 mL). Posteriormente, se seco
con Na;SOy4 anhidro, se filtrd y posteriormente el disolvente se elimind a presion reducida. El
residuo de reaccion se purifico mediante una cromatografia en columna (Hex/AcOEt, 12:1),
obteniéndose (285)-3-[(terc-butildimetilsilil)oxi]-2-[ (terc-butoxicarbonil)amino]-N-[ (2-

trifluorometil)bencil]propanamida (11) como un so6lido blanco (1.852 g, rto. 52 %).

R~=0.45 (TLC, Hex/AcOEt, 5:1). 'TH-RMN (500 MHz, CDCl3) &: 7.63 (1H, d, J=7.6 Hz), 7.53
(1H,d,J=7.6 Hz), 7.49 (1H, t,J= 7.6 Hz), 7.37 (1H, t, J= 7.6 Hz), 6.85 (1H, s.a.), 5.37 (1H,
s.a.),4.63 (2H, d, J=6.0 Hz), 4.16 (1H, s), 4.04 (1H, dd, J=9.8, 3.7 Hz), 3.65 (1H, dd, /= 9.8,
6.4 Hz), 1.42 (9H, s), 0.81 (9H, s), 0.03 (6H, s) ppm. BC-RMN (/25 MHz, CDCI3) &: 170.7,
155.6, 136.5, 132.4, 130.6, 128.3 (c, J = 30.7 Hz), 127.7, 126.1 (c, J = 5.8 Hz), 124.5 (¢, J =
273.5 Hz), 80.3, 63.3, 55.8, 40.2 (c, J = 2.5 Hz), 28.4, 25.8, 18.2, =5.4, —5.5 ppm. HRMS
(ESI"): m/z calculado para CxH3sF3N2NaO4Si (M+Na)™ 499.2216, encontrado 499.2210. IR
(s6lido) v: 3319, 1686, 1658, 1544, 1529, 1460, 1368, 1315, 1301, 1280, 1249, 1243, 1160,

1105, 1061, 1039, 1019, 1007, 837, 817, 778, 764, 719, 6385, 653 cm ™.
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4.7.4. Preparacion de (25)-2-|(terc-butoxicarbonil)amino]-3-hidroxi-/N-[(2-

trifluorometil)bencil]propanamida (5)

CF, o)

Q |

M~ s i
- O/ ~ )J\OH N - OH
st - H Z
NH 1) NH

CF;
N
H

o) THF/H,0 [1:1], t.a — 30 °C
Y rto. 82 % Y
>(O >(O
11 5

Figura 9. Reaccion de formacion del alcohol 5.

Sobre una disolucion de (2S)-3-[(ferc-butildimetilsilil)oxi]-2-[(terc-butoxicarbonil ]-N-[(2-
trifluorometil)bencil] propanamida (11) (1.430 g, 3.000 mmol) en tetrahidrofurano (THF) (13.0
mL) se anadio, a temperatura ambiente, H>O (13.0 mL). Sobre la soluciéon resultante se
adiciond, a temperatura ambiente, adcido acético (46.8 mL, 810.000 mmol). La disolucion
resultante se calentd a 30 °C durante 22 horas. Pasado ese tiempo, la mezcla de reaccion se
neutralizd con una disolucion acuosa saturada de NaHCO; a temperatura ambiente. A
continuacion, se afiadieron H>O (10.0 mL) y AcOEt (10.0 mL). La fase acuosa se extrajo con
AcOEt (6 x 10.0 mL). Los extractos organicos combinados se lavaron con H,O (3 x 10.0 mL),
posteriormente se secaron con Na;SO4 anhidro, se filtraron y se elimind el disolvente a presion
reducida.?’ El residuo de reaccion se purifico por una cromatografia en columna (Hex/AcOEt,
2:3), obteniéndose (2S)-2-[(ferc-butoxicarbonil)amino]-3-hidroxi-N-[(2-trifluorometil)bencil]

propanamida (5) como un sélido blanco (1.022 g, rto. 83 %).

R~ 0.45 (TLC, Hex/AcOEt, 1:2). TH-RMN (400 MHz, CD30D) &: 7.66 (1H, d, J = 7.6 Hz),
7.59 (1H, d, J=7.6 Hz), 7.55 (1H, t,J="7.6 Hz), 7.41 (1H, t,J="7.6 Hz), 4.67 (1H,d, J=16.3
Hz), 4.57 (1H, d, J=16.3 Hz), 4.18 (1H, t, J= 5.1 Hz), 3.81 (1H, dd, /= 11.2, 5.1 Hz), 3.77
(IH, dd, J = 11.2, 5.1 Hz), 1.45 (9H, s) ppm. 3C-RMN (/00 MHz, CD;0D) &: 173.8, 157.8,
138.1, 133.5, 129.7, 128.4 (¢, J = 30.9 Hz), 128.4, 126.8 (c, J = 5.9 Hz), 126.0 (¢, J = 273.2
Hz), 80.9, 63.1, 58.4, 40.6 (c, J = 2.3 Hz), 28.7 ppm. HRMS (ESI*): m/z calculado para
Ci6H21F3N2NaO4 (M+Na)* 385.1351, encontrado 385.1348. IR (s6lido) v: 3320, 1686, 1659,
1544, 1527, 1460, 1368, 1315, 1280, 1249, 1243, 1160, 1106, 1061, 1038, 1020, 1007, 838,
774,764,719, 654 cm™ L.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo se enmarca dentro de los principios del enfoque One Health, el cual
promueve una vision integrada de la salud humana, animal y ambiental mediante el desarrollo
de estrategias innovadoras en investigacion biomédica. En este contexto, el disefio y sintesis de
nuevas moléculas con elevada afinidad frente a la proteina Cdc20 supone una aproximacion
prometedora para el desarrollo futuro de terapias dirigidas contra enfermedades asociadas a una
desregulacion del ciclo celular, especialmente distintos tipos de céncer. Asimismo, el
conocimiento generado podria tener potencial aplicacion tanto en medicina humana como

veterinaria, dada la relevancia de los procesos proliferativos en multiples patologias.

Ademas, este trabajo contribuye directamente a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS),
en particular al ODS 3 (Salud y bienestar), al fomentar la investigacion orientada al desarrollo
de nuevos agentes terapéuticos, y al ODS 9 (Industria, innovacién e infraestructura), mediante
la aplicacion de estrategias de innovacion en quimica médica y desarrollo farmacéutico. De este
modo, la investigacion realizada pretende aportar nuevas herramientas moleculares de interés

en el &mbito biomédico y farmacologico.

El principal objetivo de este trabajo es la busqueda de una molécula con mayor afinidad a la
proteina Cdc20 que el Apcin (1), para lo que se establece como producto de partida la L-serina
por analogia estructural con la L-tirosina, pudiendo establecer asi, un punto de diversidad
estructural que permita sintetizar analogos del fenol 2 con distintos grupos aromaéticos,

comenzando con la sintesis del triazol 3.2

Para ello, en primer lugar, se comprueba la afinidad de este compuesto con la proteina diana
mediante la modelizacion molecular, procediendo después a su sintesis siguiendo el esquema

retrosintético mostrado en la Figura 5.

5.1. Modelizacion molecular

Se llevaron a cabo estudios de modelizacion molecular con las moléculas, previamente
disefiadas en nuestro grupo, derivadas de la L-serina, para ver si presentaban valores de energia
mejores que el Apcin (1) y proceder, posteriormente, a su sintesis siguiendo el esquema
retrosintético mostrado en la Figura 5. Asi, se usaron para dicho modelado Apcin (1), fenol 2,
triazol 3 y bencilamida 13.
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Con el fin de comprobar la afinidad del compuesto diana con la proteina Cdc20, se realizaron
dos estudios de modelizacion molecular, uno mediante un docking XP, de extra-precision, con
los ligandos flexibles pero la proteina rigida, y otro con un Induced Fit, que, a diferencia del
docking XP, considera la proteina también flexible. De esta manera, se escogen las poses con
mayor similitud estructural y posicioén que el ligando control, el cristalografico (Apcin (1)), en
la proteina preparada, obteniendo las energias recogidas en la Tabla 1. Los valores calculados
mediante el /nduced Fit, son muy parecidos, sin apreciar diferencias significativas. En cambio,
en lo resultante de los célculos con glide, si que se muestran. Teniendo esto en cuenta, se puede
observar como el triazol 3 y la bencilamida 13 poseen mejor energia que el Apcin (1) y el fenol

2 debido a las interacciones que se establecen con la proteina Cdc20.

Tabla 1. Energias obtenidas de la realizacion de un docking y un Induced Fit en Maestro v.14.2.

Glide XPscore (Kcal/mol) IFD (Kcal/mol)
Apcin (1)
O,N
CCl; O jé\
@L” LX 6329 683.58
Fenol 2
CF; o
@»NJ\/\@L -6.624 -676.59
"k OH
Triazol 3
CF3 0]
N -8.061 -678.47
: ’i‘Hz II\I:N
Bencilamida 13
T
NH,
H -7.310 -680.29
s
o1

Analizando en detalle el mapa de interacciones entre los diferentes ligandos y la proteina
receptora, se pueden determinar las interacciones del ligando de referencia, el Apcin (1) (Figura

10). Se observan tres interacciones polares, dos enlaces de hidrégeno con el Asp 177, un residuo
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clave en la interaccion y colocacion del ligando, y un enlace m-cation con el Trp 209, tal y como
se observa en la Figura 10. Ademas, se establecen interacciones hidrofobicas entre su grupo
triclorometilo y los residuos de la periferia, destacando la Leu 202, Val 200 y Leul76.!7 De
igual manera interacciona el grupo trifluorometilo del fenol 2, triazol 3 y bencilamida 13,

promoviendo la correcta colocacion de estos ligandos en el sitio de interaccion (Figura 11).

Figura 10. Interacciones del ligando cristalografico, Apcin (1), con la proteina Cdc20 (PDB: 4N14). La proteina se
muestra en cartoon, mediante un codigo de color espectro comenzando por el extremo N-terminal (rojo) al C-terminal
(violeta). En la ampliacion superior se muestra en detalle las interacciones, con los residuos clave en formato sticks y el
ligando Apcin (1) en sticks azules. En la ampliacion inferior se muestra el mismo mapa de interacciones, pero en formato
2D.

Con el triazol 3 y la bencilamida 13 se continua apreciando un enlace de hidrégeno con el
residuo Asp 177 (Figura 11(B) y Figura 11(C)). Se puede determinar que una de las principales
razones por las que tienen mejores energias, tiene que ver con la presencia de un puente salino
establecido con el Glu 180. Este se da debido a la protonacion del grupo amonio primario (pka
8.91)% del radical del grupo triazol a pH fisiologico, lo cual aumenta la estabilidad de la union
del ligando y permite una mejor colocacion en el bolsillo de interaccion de la proteina Cdc20

que el Apcin (1) (Figura 10) o el fenol 2 (Figura 11(A)).
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Figura 11. Representacion de las interacciones entre los ligandos y la proteina Cdc20 (PDB: 4N14). En rosa se muestran los
puentes salinos, en verde los enlaces m-cation y en amarillo los enlaces de hidrogeno. La proteina se muestra en cartoon,
mediante un codigo de color de espectro desde el extremo N-terminal (rojo) al C-terminal (violeta), con los residuos
implicados en las interacciones en formato sticks. En cada ampliacion se observa el mapa de interacciones en formato 2D. A)
Interacciones entre el fenol 2 (sticks morados) y la proteina Cdc20 en 3D y 2D. B) Interacciones entre el triazol 3 (sticks
rosas) y Cdc20. C) Interacciones entre la bencilamida 13 (sticks amarillos) y Cdc20.
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Tras tomar en consideracion los valores energéticos resultantes de la modelizacion molecular
observadas en la Tabla 1, y las interacciones establecidas por el triazol 3 y la bencilamida 13
con la proteina Cdc20, se puede presuponer que ambos compuestos son buenos candidatos
como posibles ligandos de la proteina Cdc20. Por ello, se realiza un estudio de sus propiedades

farmacocinéticas y se procede a su sintesis.

5.2. Propiedades farmacocinéticas

A continuacion, con el objetivo de poder evaluar el empleo de los compuestos a sintetizar como
potenciales fArmacos de administracion oral en el futuro, se realiz6 el calculo tedrico de diversas
propiedades farmacocinéticas del triazol 3 y la bencilamida 13 mediante el programa QikProp
de Maestro (SchrOdinger Academy, n.d.). Los valores obtenidos se comparan con los
correspondientes al Apcin (1) y al fenol 2. Los resultados se recogen en la Tabla 2, y se

describen a continuacion.

En primer lugar, se necesita conocer el porcentaje de absorcion oral del compuesto (HOA), es
decir, qué fraccion de la dosis empleada podré ser absorbida por el paciente. Este parametro
tiene en cuenta aspectos como el tamafo, la lipofilia, la flexibilidad o la solubilidad de los
compuestos. Como se puede observar en la Tabla 2, el Apcin (1) es el compuesto con mayor
porcentaje, seguido del fenol 2 y la bencilamida 13. En cambio, el triazol 3 muestra el menor
porcentaje de absorcion oral, posiblemente debido a su caracter mas hidrofilico. En este sentido,
la proteccion de su grupo amino, como en la bencilamida 13, parece favorecer la absorcion.
Tabla 2. Valores de parametros farmacocinéticos del Apcin (1), fenol 2, Triazol 3 y Bencilamida 13, obtenidos mediante

QikProp (Maestro v.14.2). Se aprecia en verde aquellos resultados que se encuentran dentro de los valores establecidos, en
caso contrario se encuentran en rojo o, si la diferencia no es muy grande, en naranja.

"HOA (%) PQPPCaco | “QPlogBB | “QPlogHERG | °QPlogKhsa | ‘\QPlogKp | ®QPlogS
Apcin (1)
coo oM
’ /\/\1]\1//\” 80.509 436.767 -0.690 -4.170 0.069 -2.934 -4.132
o
Fenol 2
GF; O
N7 Y 73.018 -0.520 -0.284 -4.351 -2.362
e, OH
2
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Triazol 3
CF,4 o)

NJ]\_/\ NH,

3

-0.730 -7.980 -0.385

Bencilamida 13
CF, o

N Y
e

-0.087 -5.678 -3.743

"HOA (PercentHumanOralAbsorption): admisible por encima de 50; PQPPCaco (permeabilidad a la barrera intestinal): valores menores 25
indican baja permeabilidad y mayores de 500 mucha permeabilidad; ‘QPlogBB (permeabilidad a la barrera hematoencefalica): — 3.0 - 1.2;
4QPlogHERG (toxicidad cardiaca): no supone un problema en valores superiores a — 5.0; *QPlogKhsa (unién a la albamina sérica): — 1.5 - 1.5;
fQPlogKp (permeabilidad a la piel): — 8.0 - — 1.0; 2QPlogS (solubilidad en agua): — 6.5 - 0.5.

Con el parametro QPlogHERG se quiere determinar si el compuesto es capaz de bloquear el
canal cardiaco de potasio HERG. En el caso del fenol 2, el triazol 3 y la bencilamida 13, al

obtener valores por debajo de —5.0 (Tabla 2), el riesgo de toxicidad cardiaca es muy elevado.

En cuanto a la permeabilidad de la barrera intestinal, se mide mediante el parametro QPPCaco.
Se considera una permeabilidad moderada con valores entre 100 y 500, como es el caso del
Apcin (1), y por debajo de 100, la permeabilidad es baja, como en el resto de los compuestos.
Es importante destacar la puntuacion extremadamente baja del triazol 3, lo que, junto con el
valor de absorcion oral, reduce la viabilidad de una posible administracion oral de este

compuesto.

Con el parametro QPlogBB se pretende predecir si el compuesto sera capaz de atravesar la
barrera hematoencefalica. En este caso, todos los compuestos podrian atravesarla, ya que sus
valores se encuentran dentro del rango establecido (— 3.0 - 1.2). Asi mismo, todos poseen una
buena afinidad de unién a la alblimina sérica, ya que los valores de QPlogKhsa se encuentran
entre — 1.5 y 1.5, lo que posibilita su transporte por el torrente sanguineo. Ademas, a pesar de
que todos poseen la capacidad para atravesar la piel, puesto que sus valores de QPlogKp se

ubican entre — 8.0 y — 1.0, el triazol 3 la atravesara peor por su polaridad.

Dados los resultados obtenidos, tanto el triazol 3 como la bencilamida 13 son posibles
compuestos con posibilidad de utilizarse como farmacos, aunque el triazol 3 con otra via de
administracion distinta a la oral o mediante otras estrategias terapéuticas. Es por ello, que se
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procede a su sintesis. Se establecera como objetivo sintético el triazol 3, dado que el compuesto

bencilamida 13 es un intermediario en su sintesis.

5.3. Preparacion de los intermedios sintéticos

5.3.1 Proteccion de la L-serina

Para la sintesis de la molécula objetivo es necesario comenzar protegiendo el grupo hidroxilo y
amino de la L-serina (6) para evitar reacciones secundarias que lleven a la formacion de
subproductos no deseados. Se emplea una estrategia ortogonal de grupos protectores que
permite una proteccion quimioselectiva de ambos grupos en las condiciones de desproteccion

utilizadas con posterioridad.

5.3.1.1 Sintesis del sililéter 8

La proteccion del grupo hidroxilo de la L-serina se realizo con el grupo terc-butildimetilsililo
(TBDMS), utilizando cloruro de ferc-butildimetilsililo en acetonitrilo y en presencia de DBU
como base.*° Inicialmente, se establece un equilibrio dindmico entre el grupo hidroxilo y una
pequenia fraccion desprotonada en forma de alcoxido. La DBU, ademés de actuar como base,
puede establecer un enlace de hidrégeno con el grupo hidroxilo sin desprotonar, aumentando

su nucleofilia y favoreciendo el posterior ataque nucleofilo al 4&tomo de silicio.

El mecanismo de reaccion propuesto (Anexo 8.2.A.) consiste en el ataque nucledfilo del
oxigeno del grupo alcoxido al 4tomo de silicio del cloruro. De esta forma, se crea un
intermediario que favorece la salida del ion cloruro y la formacion del enlace sililéter. Al captar
un proton, la DBU se carga positivamente y, junto con el ion cloruro, forma una sal que fue

retirada mediante filtracion al ser soluble en CH3CN.

Para comprobar la identidad del producto obtenido, se compara el espectro de 'H-RMN (Anexo
8.3.A) con el descrito en la bibliografia,?® observando todas las sefiales del esqueleto de la L-
serina (sefales 2 y 3), ademads de las sefiales correspondientes a los protones del grupo TBDMS

(sefal A y sefiales 4, 5), confirmando su correcta union, tal y como se muestra en la Figura 12.

23



ue Universidad
Europea MADRID

2000

(@] PN
J‘I\z/\ /0 &
HO™ 1 X3 "O-Si ! 1500 5
= AN 3
NH 5 ~/ 1000 2.
8 o= &
3 5 J’L 500
W }\,ML 0
T T T T T T T T T T T T T
4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 0.90 0.85 0.11 0.10 0.09
f1 (ppm) 1 (ppm) 1 (ppm)

Figura 12. Espectro de 'H-RMN del sililéter 8.

5.3.1.2 Sintesis del carbamato 9

Asi mismo, es necesaria la proteccion del grupo amino de la L-serina con el grupo Boc. Para
ello, se usé el dicarbonato de di-terc-butilo ((Boc).0O) como reactivo en una mezcla de
Acetona/H,0.3° El medio basico de la reaccion presenta un caracter bivalente permitiendo la
solubilizacion del sililéter 8 en medio acuoso por la formacion del carboxilato correspondiente
y favoreciendo la nucleofilia de su grupo amino. El medio acuoso es un elemento clave de la
reaccion, ya que aumenta la electrofilia del carbonilo del dicarbonato de di-ferc-butilo
((Boc)20) para ser atacado por el grupo amino del sililéter 8. Este mecanismo de reaccion puede

observarse en el Anexo 8.2.B.
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Figura 13. A) Estructura quimica del carbamato 9. B) Estructura quimica del 4cido 10. C) Espectro de 'H-RMN de la mezcla
obtenida del carbamato 9 y el acido 10.

En el espectro de '"H-RMN (Anexo 8.3.B) se observaron mas sefiales de las esperadas. Tras su
posterior estudio se pudo elucidar la estructura de los compuestos formados, siendo el

carbamato 9 (Figura 13 (A)) y el 4cido 10 (Figura 13 (B)), en una relacion de abundancia de
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2:1, establecida en base a las integrales de las sefiales del grupo terc-butilo del grupo Boc de
ambos compuestos en el espectro de "H-RMN (Figura 13(C)). Gracias a la espectrometria de
masas, se pudo confirmar la hipdtesis propuesta para la formacion de ambos compuestos, ya

que se encontraron los picos moleculares de cada uno de los productos, 204.0878 m/z para el

compuesto 9 (Anexo 8.4.A) y 318.1741 m/z para el compuesto 10 (Anexo 8.4.B).

El caracter diastereotdpico de los protones H-3 debido a la proximidad del centro quiral C-2, se
manifiesta en una diferencia de desplazamiento quimico entre ambos en el espectro de 'H-RMN
(Figura 13 (C)). El doble doblete situado a 3.97 ppm fue asignado a uno de los protones H-3(9).
Por otro lado, el multiplete que aparece entre 3.89-3.78 ppm y que integra para tres protones se

asigno al otro proton H-3(9) ademas de los protones H-3(10).

5.3.2 Sintesis de la amida 11

Para la sintesis de la amida 11 (Anexo 8.2.C) se uso la 2,4,6-colidina como base de manera que
desprotone el grupo acido del carbamato 9, promoviendo el ataque nucleodfilo del anion
carboxilato al agente de acoplamiento HBTU.?! Posteriormente, y tras la activacion del grupo
acido, el grupo amino de la bencilamina 7 realiza un ataque nucledfilo sobre el intermedio de
reaccion generado, formando asi la amida 11 (Figura 14 (A)). Las condiciones de reaccion y
los reactivos se encuentran establecidos tras la optimizacion del proceso por parte del grupo de
investigacion liderado por la Dra. Agatha Bastida.?? La formacién de la amida 11, se confirmo,
de manera preliminar, al encontrar, en espectrometria de masas, su pico molecular en 499.2210

m/z (Anexo 8.4.C).

Para confirmar la identidad del compuesto formado se procedi6 a su asignacion estructural en
base a sus datos espectroscopicos (Anexo 8.3.C). En el espectro de '"H-RMN (Figura 14 (B)),
se observan las sefiales correspondientes a los dos grupos ferc-butilo pertenecientes a los grupos
protectores de la L-serina, del grupo sililo (sefial A) y del grupo Boc (sefial B), ademas de los
metilos del grupo sililo (sefales 4 y 5). Estas sefiales confirman que, en las condiciones de
reaccion empleadas, los grupos protectores han resistido haciendo posible que el acoplamiento
se haya podido producir sin la posible formacién de productos secundarios. Ademas, a
diferencia del siliéter 8 y el carbamato 9, se observaron las sefiales asignadas a los protones

unidos a heterodtomos debido al uso de CDCl; como disolvente. Se pueden apreciar las dos
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sefnales correspondientes a los protones unidos al atomo de nitrégeno de la amida (sefial N»)

por un lado, y el unido al 4&tomo de nitrégeno del carbamato (sefial N{) por otro.

N e
1 AN
N
%F3 0 l" 1 N cn c1s F130
\
> J]\/\ i
1 o\ 1
14 N7 2 O,SI\ <. c10 L 140
o - 5 ~
A §
1 1 0 Fiso S
12 Y =
|' O 160
v 8
g
U 1 c1 F170
————
47 46 45 44 43 4.2 4.1 4.0
2 (ppm)
B) 200
A
Liso
g
B
45 Z,
L0 &
o
o
jt /MMLM -
A A f’L JU._MLA_M Lo
. ; T T T
7_5 7.4 69 68 54 53 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 1-5 1.0 0.5 0.0
fl (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)
C) 3000
3 —_—
Cc14(Gr=58Hz) ) 2000 &°
Cco(=25H7 ) 3
=
2.
o
1000 &
ol TC AN Lo
T T T T T T T T T T T . T . . T T
1285 128.0 127.5 127.0 126.5 126.0 1255 1250 1245 124.0 123.5 123.0 122.5 122.0 1215 40.20 4015 40.10
f1 (ppm) 1 (ppm)

Figura 14. A) Estructura quimica de la amida 11. B) Espectro de '"H-RMN de la amida 11. C) Espectro de '3C-RMN de la
amida 11. D) Fragmento del espectro bidimensional de HMBC de la amida 11.

Las sefiales de los protones unidos a los atomos de carbono del anillo bencilico se observan en
el espectro de 'H-RMN (Figura 14 (B)) a desplazamientos de bajo campo, debido al efecto de

corriente, provocando la deslocalizacion electronica del anillo, que desapantalla los protones.

En el espectro de 3C-RMN (Figura 14 (C)) se aprecian sefiales con multiplicidad de cuadruplete
debido al acoplamiento de los 4&tomos de fliior del grupo trifluorometilo con los atomos de
carbono cercanos (1J, 2/, 3J y 4J). La magnitud de las constantes de acoplamiento aumenta
proporcionalmente con la proximidad de los &tomos de carbono, en cada caso, a los 4tomos de

flaor, tal y como se muestra en la Figura 14 (C).
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En el espectro bidimensional de HMBC (Figura 14 (D)) se muestra la correlacion entre los
protones del C-9 tanto con carbonos del anillo bencilico como el carbono carbonilico de la
amida. Esta ultima correlacion es clave para confirmar la estructura del compuesto y que la

reaccion de acoplamiento ha tenido lugar con éxito.

Como ya se menciond, el caracter diastereotopico de los protones H-3(11) viene dado por la
presencia de un centro quiral en la posicion C-2. Esto produce una diferenciacion apreciable en
el desplazamiento quimico de ambas sefiales. Ademas, la intensidad del pico de cruce de ambas
en el espectro bidimensional COSY (Figura 15 (A)) evidencia su fuerte acoplamiento, lo que
se corresponde con el acoplamiento de Jgem = 9.8 Hz observado en el espectro de 'H-RMN, y
el pico de cruce en el de HSQC (Figura 15 (B)) de ambas con el carbono C-3 indica su union
directa al mismo carbono. Todo ello conduce a la asignacion de estas sefiales a los protones H-

3, unidos a la posicion C-3.
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Figura 15. A) Fragmento del espectro bidimensional de COSY de la amida 11, donde se indica la correlacion entre los
protones H-3. B) Fragmento del espectro bidimensional de HSQC de la amida 11, donde se observan las correlaciones de los
protones H-3 con el carbono C-3.

5.3.3 Sintesis del alcohol 5

La introduccion de residuos aromaticos en la posicion C-3 puede aumentar la afinidad de los
compuestos con la proteina Cdc20, puesto que favorecen la correcta colocacion en el centro de
interaccion y pueden establecer interacciones estables. Para ello, es necesario la desproteccion
del grupo TBDMS para la adecuada funcionalizacion posterior de la posicion C-3. Con este fin,
se uso acido acético que, mediante una hidroélisis 4cida, conduce a la desproteccion del grupo
hidroxilo. El &cido acético cede su proton al oxigeno del sililéter, quedando con carga positiva

y posibilitando el ataque nucledfilo del agua al silicio, formando un compuesto intermedio que
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permite la salida del grupo protector como un silanol y la formacion del alcohol 5 (Anexo

8.2.D). %

Se realizé su asignacion estructural mediante la técnica de RMN (Anexo 8.3.D), confirmando
su identidad estructural. Para ello, es necesario recalcar que en el espectro de '"H-RMN no se
pueden observar las sefales asignables a los protones unidos a heterodtomos al utilizar CD;0D
como disolvente deuterado, por lo que no se pueden comparar los espectros del alcohol 5 y la
amida 11 de manera exacta (Figura 16). Aun asi, gracias a las sefiales presentes, mostradas en
la Figura 16 (C), se puede confirmar que las condiciones de desproteccion no han afectado al
resto del esqueleto carbonado. Asi mismo, no se aprecian las sefiales asignables a los protones
del grupo protector TBDMS, tanto de los dos metilos (sefial 4,5) como del grupo ferc-butilo
(sefal A), corroborando, de esta manera, la desproteccion del grupo hidroxilo de la posicion C-

3.

Ademas, mediante espectrometria de masas, se encontrd el pico molecular del compuesto 5 a

m/z 385.1348 (Anexo 8.4.D), confirmando la correcta desproteccion del grupo sililo.
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Figura 16. A) Estructura quimica del alcohol 5. B) Estructura quimica de la amida 11. C) Espectro de 'H-RMN del alcohol 5,
donde se observa la desaparicion de las sefiales pertenecientes al grupo protector TBDMS. D) Espectro de 'H-RMN de la
amida 11, donde se aprecian las sefiales del grupo protector TBDMS.
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5.4. Aproximaciones futuras para conseguir el compuesto objetivo

Para llegar al compuesto objetivo, el triazol 3, se planted funcionalizar el grupo hidroxilo unido
al carbono C-3 del alcohol 5. De este modo, tras una posterior reaccion de sustitucion nucleofila
con el grupo azida,*’se obtendria el correspondiente derivado azidado, permitiendo finalmente
llevar a cabo una reaccion tipo Click®? con propargilamina para formar el triazol 3, tal y como

se detalla en la Figura 17.

(0] CF (0]
©/\HJJ\_/\OH SOCl, @/\ JJ\/\ NaNs ﬁj/\mjj\./\’\‘3
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CF3 CF3
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H = \ - H = l/y
NH, N=N\ Desproteccion (0) NH N=N

del grupo BOC Y

w
o
o

Figura 17. Esquema de las reacciones necesarias para la obtencion del triazol 3.

La activacion del hidroxilo libre se llevé a cabo utilizando cloruro de tionilo para
posteriormente, realizar la sustitucion nucleéfila del cloruro formado empleando azida sodica.
Esta ultima reaccion se llevo a cabo en condiciones de reflujo de etanol, lo que provocé la
formacion del éter 14 (Figura 18) en vez de la azida 4, lo que se comprobd mediante su

asignacion estructural con el espectro de 'H-RMN.
CFs o)
NJ]\./\O/\
v
O 14

Figura 18. Estructura quimica del éter 14.

Mediante el empleo de esta tactica sintética no fue posible llegar a la molécula objetivo, el
triazol 3, siendo necesario el disefio de otras estrategias, trabajo que sera realizado en el futuro

por el grupo de investigacion de la Dra. Agatha Bastida.
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6. CONCLUSIONES

1. Se estudi6 la unioén del compuesto triazol 3 con la proteina Cdc20 mediante modelado
molecular (docking XP e Induced Fit docking), obteniendo una mejor energia de union
que el Apcin (1) y el fenol 2, debido al establecimiento de enlaces mas estables, como
el puente salino con el residuo Glul80, y la mejor orientacion en el bolsillo de union.
Ademads, también se obtuvo una mejor energia con la bencilamida 13, el triazol 3
protegido con el grupo Boc, por lo que también se considera un posible ligando de la
proteina Cdc20.

2. Se evaluaron las propiedades farmacocinéticas del triazol 3 y la bencilamida 13,
comparandolas con las del Apcin (1) y el fenol 2. Tras tomar en cuenta los pardmetros
mas relevantes, se puede concluir que la bencilamida 13 es mejor candidato para ser
usado como farmaco, debido a que podria atravesar la membrana gracias a la presencia
del grupo Boc, lo que le aporta menos polaridad, comparado con el triazol 3.

3. Seintento llevar a cabo la sintesis del triazol 3, consiguiendo sintetizar el alcohol 5, tras
la consecucion de reacciones observadas en la Figura 19. La sintesis del alcohol 5 se ha
llevado a cabo con un rendimiento global del 24 %. No se logrd realizar el resto de la
sintesis, debido a la formacién de productos no deseados en los siguientes pasos de
sintesis, por lo que es necesario la optimizacion de la reaccion y realizar ensayos con
diferentes condiciones. Sin embargo, esto no se ha podido llevar a cabo en el presente

trabajo por falta de tiempo.
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Figura 19. Esquema sintético de la preparacion del alcohol 5.
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8. ANEXOS

8.1. Nomenclatura

En el presente Trabajo de Fin de Grado, los compuestos descritos se numeraran y nombraran
tomando la L-serina como estructura base, de manera que se establezca una correspondencia
entre la nomenclatura y la ruta sintética seguida. A los sustituyentes complejos de los
compuestos sintetizados se les atribuirdn una numeracioén propia al nombrarlos, distinta a la
utilizada en la asignacion estructural para mayor simplicidad, tal y como se observa en la Figura
20. Para diferenciar los protones de la posicion C-3 del compuesto 9 y 10, se nombraran como

H-3(9) y H-3(10).

16 ] A
CF4 o} i CFs3 o} |J<
A) 15 9 ST, B) - 5i7
14 10N1?3o’|5' ; NN NP
HE = H
13 11 N O NH

(0]
0 Oy H Y
NI 11
Figura 20. A) Numeracion estructural de la amida 11 para su asignacion estructural con RMN. B) Numeracion estructural de

la amida 11 para su nomenclatura: (25)-3-[(ferc-butildimetilsilil)oxi]-2-[(ferc-butoxicarbonil)amino]-N-[ (2-

trifluorometil)bencil]propanamida (11).
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8.2. Mecanismos de reaccion

A. Sintesis del sililéter 8

(0]
/
OO itestt gy Wit
: : [ij \
Ha
Figura 21. Mecanismo de reaccion propuesto para la formacion del sililéter 8.

B. Sintesis del carbamato 9

_H
o/H 0
|
JH.
Oj i J< j?\/\ |J< J<
JSi
S A Al A
R% ®| -H H,0, CO, NH;
(?
H

Py
T
@)
@)
@)
I

Figura 22. Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis del carbamato 9.
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C. Sintesis de la amida 11

N ~ ©
Q \J< o \J< C[ Ny N &) |J<
N .
HO)J\/\O/SI\ ((?JJ\/\O/SI\ on N— )\OJJ\/\O/SI\

Figura 23. Mecanismo propuesto para la formacion de la amida 11.

D. Sintesis del alcohol 5

CF3

(e} | J< o) CF; (o} [ J< . CF3 (0] [ J<
JJ\;/\O,Si\ + HOJ\ E HJJ\/\%,SIQ/*"O‘ B NJJ\-/@&Si\

Y oyt e
>r° >r° >r°

N
H
O

Figura 24. Mecanismo propuesto para la obtencion del alcohol S.
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8.3. Espectros y tablas de RMN
A. Sililéter 8

(0] s ~A
R
HOJJ\%\O-Si—é:
NH, SOW

1500

1000

LSOO
o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T
40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06 04 02 00
f1 (ppm)

&
o
pepisuajuy

Figura 25. Espectro de 'H-RMN del sililéter 8.

Tabla 3. Caracteristicas de las sefiales del espectro de 'H-RMN del sililéter 8.

Desplazamiento quimico (ppm) Multiplicidad Integraciéon Asignacion de la posicion
4.08-3.96 multiplete 2H 3
3.63-3.59 multiplete 1H 2
0.93 singlete OH A
0.13 singlete ancho 3H 4/5
0.12 Singlete ancho 3H 4/5
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B. Carbamato 9

L} \A o \B
i 4\ ‘ \‘ )Ok/\ )J\ k‘z
1
. 1 2 1
)J\z/\ Si v HO™1* Y3 "O0" 7 "'O" &)
HO 13 ~07 s -
st NH2
(0) NH
Y
- 9 10
/< O
I‘ 8
\
B\ |
\_I
8 2000
B A
2 L1500 &
3
2
45 11000 Z:
&
(=N
I-500
3(9), 3(10) J
,j\.u.._MM__MM\m A l Lo
T 3\(9) T T T T T T T T T T T T T T T T T T
42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 0.2

f1 (ppm)

Figura 26. Espectro de 'H-RMN de la mezcla del carbamato 9 y el carbamato 10.

Tabla 4. Caracteristicas de las sefiales del espectro de IH-RMN de la mezcla del carbamato 9 y carbamato 10.

Desplazamiento quimico (ppm) Multiplicidad Integracion Asignacion de la posicién
4.21-4.14 multiplete IH 2(9)y 2(10)
3.97 doble doblete (J=10.2, 4.1) 1H 309)
3.89-3.74 multiplete 3H 3(9) y 3(10)
1.49 singlete 6H B
1.43 singlete ancho 9H B
0.88 singlete 9H A
0.13 singlete ancho 3H 4/5
0.12 Singlete ancho 3H 4/5
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C. Amida 11

16 4 1 A
CF3 (0] | V “
15] 9 BN
14 NTINE3 O'S'\ -
10 HE - 5
13 1 0 NHE
12 Y
.'>(O
v 8
\
RN
§
o 150
|
B
&5 100
g
(2]
A 2
1" £
9 L 2
14 |12 3 50
UZL n A 3 UA_M\A WS
2
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T - T - - - - - - - )
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
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Figura 27. Espectro de 'H-RMN de la amida 11.

Tabla 5. Caracteristicas de las sefiales del espectro de 'H-RMN de la amida 11.

Multiplicidad Integracion  Asignacion de la posicion

Desplazamiento quimico (ppm)

7.63 doblete (J= 7.6 Hz) 1H 14
7.53 doblete (J= 7.6 Hz) 1H 11
7.49 triplete (/= 7.6 Hz) 1H 12
7.37 triplete (/= 7.6 Hz) 1H 13
6.85 singlete ancho 1H N2
5.37 singlete ancho 1H N
4.63 doblete (/= 6.0 Hz) 2H 9
4.16 singlete 1H 2
doble doblete
S (J=9.8,3.7 Hz) IH 5
triplete
3.65 (J=9.8, 6.4 H) H 3
1.42 singlete 9H B
0.81 singlete 9H A
0.03 singlete 6H 4/5
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Asignacion de la

Desplazamiento quimico (ppm)

posicién

170.7 1

155.6 7
136.5 10
132.4 12

130.6 11

128.3 (¢, J=30.7 Hz) 15
127.7 13

126.1 (¢, J=5.8 Hz) 14
124.5 (¢, J=273.5 Hz) 16
80.3 7

63.3 3

55.8 2

40.2 (¢, J=2.5 Hz) 9
28.4 B

25.8 A

18.2 6
—5.4 4/5
-5.5 4/5
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Figura 28. Espectro de '*C-RMN de la amida 11.
Tabla 6. Caracteristicas de las sefiales de '*C-RMN de la amida 11.
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Figura 29. A) Espectro de COSY de la amida 11. B) Espectro de HSQC de la amida 11.

C) Espectro de HMBC de la amida 11.
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D. Alcohol 5

CF, o)
15] 9 2
14 7 N 1 - 3 OH
13 1 Q0 NH
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X O
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8
B\ |
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[ 0.7
0.6
B 0.5
F0.4 5
r g
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0.2
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Figura 30. Espectro de 'H-RMN del alcohol 5.

Tabla 7. Caracteristicas de las sefiales del espectro de 'H-RMN del alcohol 5.

Integracion  Asignacion de la posicion

Desplazamiento quimico (ppm)

Multiplicidad

7.66 doblete (J= 7.6 Hz) 1H 14

7.59 doblete (J= 7.6 Hz) 1H 11

7.55 triplete (J = 7.6 Hz) 1H 12

741 triplete (/= 7.6 Hz) 1H 13

4.67 doblete (/= 16.3 Hz) 2H 9

4.57 doblete (/= 16.3 Hz) 1H 9

4.18 triplete (J=5.0 Hz) 1H 2
doble doblete

3.81 J=11.1,5.1 Hz) H 3
doble doblete

371 (J=11.1,5.1 Hz) L

1.45 singlete 1H
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Figura 31. Espectro de '*C-RMN del alcohol 5.

Tabla 8. Caracteristicas de las sefiales del espectro de '*C-RMN del alcohol 5.

Desplazamiento quimico

Asignacion de la

Desplazamiento quimico

0.0020
r0.0015
0.0010
-—0.0005

r0.0000

Asignacion de la

pepisuaju|

44

(ppm) posicion (ppm) posicion
173.8 1 126.8 (¢, J=5.9 Hz) 14
157.8 7 126.0 (¢, J=273.2 Hz) 16
138.1 10 80.9 7
133.5 12 63.1 3
129.7 11 58.4 2
128.4 (¢, J=30.9 Hz) 15 40.6 (¢, J=2.3 Hz) 9
128.4 13 28.7 B
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Figura 32. A) Espectro de COSY del alcohol 5. B) Espectro de HSQC del alcohol 5. C) Espectro de HMBC del alcohol 5.
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8.4. [Espectros de masas de alta resolucion

A. Carbamato 9

«102_JCdl 1: €14 129 N 05 Si; 0.245: - Scan (rt: 0.168-0.336 min, 21 scans) 5702_XSC-112-pb_neg.d

0.9
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Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)
Figura 33. Espectro de masas de alta resolucion del carbamato 9.
B. Carbamato 10
i Spectra (overlald)
x1p® |Cpd 1: €8 HIS N OS; 0.625: - Scan (rt: 0,602-0.815 min, 26 scans) 5702_¥SC-112-pb._neg.d
]
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Figura 34. Espectro de masas de alta resolucion del carbamato 10.
C. Amida 11
ya0? |Cpd 1: C22 H35 F3 N2 04 Si; 2.378: + Scan (rt: 2.363-2.388 min, 4 scans) 5353_RAB-1122-6.d
499.2210
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02 4762314 502.2210 10 HE = °
a_;: M+ . {M—fNa]v . 1 0 NHE]
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Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z) \ 7
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Figura 35. Espectro de masas de alta resolucion de la amida 11.
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D. Alcohol 5

w107 [CPd 1: C16 H21 F3 N2 O4; 0.238: + Scap [it: 0.145-0.330 min, 23 scans) 4579_AMM-112-1825.d Sublract
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Figura 36. Espectro de masas de alta resolucion del alcohol 5.
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