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Resumen

En este trabajo de Tesis Doctoral se abordé el estudio tedrico-
experimental de pirazolo[1,2,3]triazinas.

En una primera instancia, se sintetizaron los precursores 5-
amino-pirazol-4-carbonitrilos y 4-amino-pirazol-3-carbonitrilos
aplicando las metodologias de calentamiento convencional e
irradiacion por microondas. Los rendimientos obtenidos fueron de
moderados a muy buenos en ambos casos. Ademas, la sintesis asistida
por microondas presentd la ventaja de reducir los tiempos de reaccion
de horas a minutos.

A partir de los amino-pirazol-carbonitrilos, se sintetizaron
pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas y  pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-4-
onas, mediante la diazotacién de los compuestos de partida en medio
acido. Los rendimientos obtenidos fueron de buenos a muy buenos
para el primer grupo de pirazolotriazinonas, mientras que para la
segunda serie fueron moderados.

Adicionalmente, se realizd un estudio tedrico y experimental
del mecanismo de reaccion para la termdlisis en benceno a reflujo de
los nucleos de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas. Asi, se estudio la
formacion de  3-(5-amino-1H-pirazol-4-carbonil)-3,7-dihidro-4H-
pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas a nivel de teoria CAM-B3LYP/6-
31M+G(d,p) y se intentd comprobar experimentalmente uno de los
intermediarios planteados en la reaccién de termalisis.

En la segunda parte de esta Tesis Doctoral, se evaluaron los
nucleos sintetizados previamente como inhibidores de distintas
enzimas. Las dianas estudiadas fueron: tirosinasa, xantina oxidasa (XO)
y glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK-3). Aquellos compuestos que
resultaron activos se estudiaron mediante docking molecular, para
determinar su modo de unidn con la proteina, y asi describir las

interacciones mas importantes ligando-receptor.
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Entre las series de compuestos evaluados, solo los 5-amino-
pirazol-4-carbonitrilos resultaron inhibidores de tirosinasa, con valores
de 1Cso en el rango de micromolar y milimolar (ICso = 320-3242 uM).
Algunos de ellos presentaron valores de inhibicion proximos al
inhibidor de referencia, el acido kaojico.

Por otro lado, derivados de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas
y pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-4-onas mostraron ser buenos inhibidores
de XO, con actividades en el orden de micromolar y submicromolar
(ICso = 0,9-8,5 pM). Las simulaciones de docking de dichos compuestos
permitieron describir el modo de union y las principales interacciones
con los residuos de la region catalitica de XO para ambas series de

compuestos.

Mediante evaluaciones in vitro, los compuestos pirazolo[4,3-
d][1,2,3]triazin-4-onas resultaron ser inhibidores del orden de
micromolar a submicromolar (0,8-4,0 uM) de GSK-3, una enzima
asociada a la enfermedad de Alzheimer (EA). Ademéas, a través de
experimentos de cinética enzimatica, se determind que estos derivados
actian como inhibidores ATP competitivos.

La capacidad de los compuestos activos para atravesar la
barrera hematoencefalica (BHE) por difusion pasiva, se evalud
mediante la metodologia PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay). Como resultado se obtuvo que los compuestos
que presentaron una buena inhibicion de GSK-3 atravesarian la BHE
por difusién pasiva. De esta manera, las pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-4-
onas capaces de penetrar la BHE, podrian ser consideradas como
candidatos para futuros estudios en modelos in vivo para el
tratamiento de la EA.

Para complementar los ensayos in vitro con estudios de
modelado molecular, se determin6 el modo de union ligando-proteina
de los nucleos de pirazolotriazinonas activos mediante simulaciones de
docking y se identificaron las principales interacciones con los residuos
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de la GSK-3. Asimismo, se realizd un estudio de Hot Spot, en el que se
analizé la cavidad del sitio de unién de la proteina en funcion de las
posibles interacciones que se pueden dar entre los residuos existentes
y el ligando. La combinacién de los resultados de Hot Spot con los de
docking permitié reconocer los fragmentos de la molécula de mayor
importancia para la inhibicion de GSK-3.

Por ultimo, cabe destacar la importancia de los resultados
obtenidos en los diferentes estudios, tanto in vitro como in silico, que
posibilitaron la descripcion de un nuevo prototipo de inhibidores de
XO y GSK-3. Esto permite generar novedosas modificaciones vy
optimizaciones estructurales para el disefio de inhibidores mas
potentes.
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Abstract

This PhD thesis covers the theoretical and experimental study of
pyrazolo([1,2,3]triazines.

At first, we have focused our work on obtaining the precursors
5-amino-pyrazol=4-c nitriles and 4-amino-pyrazol=3-carbonitriles.
Conventional heating and microwave irradiation were applied for these
syntheses and moderate to very good yields were obtained. The use of
microwaves proved to be efficient, allowing the formation of the
desired product within the range of minutes.

The diazotation of the amino-pyrazole-carbonitriles with
sodium nitrite in acid medium, has led to the synthesis of the
corresponding pyrazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-ones and pyrazolo[4,3-
d)[1,2,3]triazin-4-ones, in moderate to good yields. These experimental
conditions evidence high efficiency in the formation of the
pyrazolotriazine ring from both set of tested pyrazoles.

Thermolysis of pyrazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-ones in boiling
benzene has also been studied. The formation of 3-(5-amino-1H-
pyrazol-4-carbonyl)-3,7-dihydro-4H-pyrazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-
ones products was explored with first principles DFT calculations.
Additional thermolyses of pyrazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-ones with
nucleophilic species were carried out to corroborate the presence of
one of the intermediates in the thermal reactions.

In a second instance, we have studied the biological activity of
all nuclei previously synthesized. Thus, all compounds were evaluated
as enzymatic inhibitors of tyrosinase, xantine oxidase (XO) and
glycogen synthase kinase 3 (GSK-3), which were selected as targets.
Docking studies were performed with those compounds that displayed
inhibitory activity to determine their binding mode to the enzyme and
describe ligand-receptor main interactions.
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Among the evaluated compounds, only the 5-amino-pyrazole-
4-carbonitriles showed tyrosinase inhibition, in the micromolar and
milimolar range (320-3242 puM). Some of them displayed ICsy values
close to the reference inhibitor kojic acid.

The pyrazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-ones and pyrazolo[4,3-
d][1,2,3]triazin-4-ones have shown XO inhibitory activity with ICsy values
in the micromolar and submicromolar range (0,9-8,5 uM). Docking
studies have helped to determine the binding mode of both
pyrazolotriazinone scaffolds. Main interactions between catalytic
residues of XO and each inhibitor were determined and the differences
of inhibition behavior for each compound were stablished.

Following our efforts to attain purine analogues of biological
interest, we have studied the biological activity of both
pyrazolotriazines in the inhibition of GSK-3, a target associated with
Alzheimer's disease (AD). As a result, only pyrazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-
4-ones have showed in vitro GSK-3 inhibition in lower micromolar and
submicromolar range (0,8-4,0 uM). Also, kinetic experiments have
indicated that these compounds act as ATP-competitive inhibitors.

The ability of pyrazolotriazinones to penetrate the blood brain
barrier (BBB) by passive diffusion has also been evaluated. For this
purpose, a permeability assay based on parallel artificial membrane
was applied. Considering these results, compounds displaying low
micromolar-submicromolar values of GSK-3 inhibition would be able to
pass the BBB. Thus, these derivatives could be considered as potential
candidates for further in vivo studies for the treatment of AD.

Subsequently, molecular modeling studies have been
performed to define the binding mode and main interactions of active
compounds with GSK-3. A Hot Spot analysis has been performed to
study the enzyme cavity. This method specifically highlights fragment-
binding sites and their corresponding pharmacophores. The
superposition of the Hot Spot analysis with the docking results have
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provided insights about the main molecular fragments for the GSK-3
inhibition and determine a new scaffold for furthers optimizations for

the design of novel inhibitors.

Overall, it is impogtant to highlight that the results obtained in
the in vitro and in silico sts, have made feasible the description of a
new scaffold of XO and GSK-3 inhibitors. Therefore, pyrazolotriazines
compounds may be considered as new leads for further modifications
and structural optimizations for the design of novelty inhibitors.
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Capitulo 1. Importancia de los nucleos de azapurinas 3

1.1. Acidos nucleicos y nucleétidos

Los &cidos nucleicos son sustancias del mas alto rango
biol6gico que se encuentran en todos los seres vivos. Se caracterizan
por ser macromoléculas de caracter acido formados por
polimerizacion, en cadenas lineales, de unidades estructurales llamados
nucledtidos. Los acidos nucleicos pueden clasificarse en acido
desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARN). !

El ADN es el encargado de almacenar la informacion genética
necesaria para la construccion de los componentes de una célula y
para la organizacién, mantenimiento, expresién y regulacién de las
funciones celulares. Esta informacion se transmite de generacion en
generacion en el ADN. El ARN, por su parte, cumple diversos roles en
el proceso de transcripcion de la informacion genética desde el ADN
hacia el citoplasma donde se realiza la sintesis de proteinas. El ARN
tiene un papel fundamental en el ensamble correcto de aminoacidos
en secuencias definidas en la sintesis de proteinas. ' EI ADN se podria
considerar como el depdsito de informacién genética en las células,
mientras que el ARN es el encargado de la transcripcion y traduccién
de esta informacion, que luego se refleja a traves de la sintesis
proteica.

Tanto el ADN como el ARN son biopolimeros conteniendo tres
tipos de unidades monomeéricas: una base nitrogenada derivada de los
heterociclos purina o pirimidina, un monosacarido D-ribosa (ARN) o 2-
desoxi-d-ribosa (ADN) y acido fosférico. Estos tres componentes
conforman un nucledtido (NT). % Estos son la unidad estructural de los
acidos nucleicos y estan unidos entre si por enlaces fosfodiésteres. La
estructura general de un NT se muestra en la Figura 1.1. La base
nitrogenada esta unida al C-1 del monosacarido por un enlace B-
glicosidico. El grupo fosfato se une mediante una esterificacion con un
grupo hidroxilo libre en el extremo 3' o 5’ del aztcar. '
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9 5 9 BD . base
§—O- -O/\Q’ nitrogenada

)
SER
OH ho'° &
\ Y J \\ Y J
grupo azucar: R= OH: ribosa (ARN)
fosfato R= H: desoxirribosa (ADN)

Figura 1.1. Estructura general de un nucledtido.

Como se mencion¢ anteriormente, cada NT esta compuesto
por un tipo de monosacarido (aldopentosa), seguido de la base
nitrogenada y el grupo fosfato. En la Tabla 1.1 se pueden observar la
composicion de algunos de los nucledtidos mas comunes, su nombre y

su abreviatura.

Tabla 1.1. Ejemplo de nuclétidos y sus componentes. '

Base +  Aldopentosa +  Acido fosférico = Nucledtido  Abrev.
, adenosina
Adenina Ribosa Acido fosférico AMP
monofosfato
, d-adenosina
Adenina Desoxirribosa Acido fosforico dAMP
monofosfato
. anosina
Guanina Ribosa Acido fosférico 9y ! GMP
monofosfato
, d-guanosina
Guanina Desoxirribosa Acido fosforico 9 dGMP
monofosfato
, Citidina
Citosina Ribosa Acido fosforico CMP
monofosfato
. . . , . Uridina
Uracilo Ribosa Acido fosférico UMP
monofosfato

Los nucledtidos se unen entre si mediante enlaces

fosfodiésteres entre el extremo 3’ del monosacarido y el grupo fosfato
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del NT siguiente formando una cadena lineal. La estructura pentosa-
fosfodiéster se repite a lo largo de la cadena, variando la base
nitrogenada unida al monosacarido. El orden de las bases
nitrogenadas establece la estructura primaria del ADN (o ARN). A
modo de ejemplo, en la Figura 1.2 se observa la estructura primaria de
una simple hebra de ADN. ?

El ARN esta formado por una cadena lineal de NT, mientras que
el ADN estd compuesto por una doble cadena de NT, que son
complementarias entre si. La forma en que se acomoda esta cadena
lineal (o doble cadena en el ADN) le confiere la estructura secundaria al
acido nucleico y depende del apareamiento de las bases nitrogenadas

que lo componen. ?

NH,

ﬁN Citosina
S

5' © NH,
Extremo 5 §W /N N Adenina
<N | J
9 N NH,
0=pP-0
o 0 </N | N Adenina
N— 2

N
k; g
0—?_0 0 N NH
(0} </ | Guanina
PN
o N~ “N""NH,
O=FI’—O o)
o
JVW3|
Extremo 3'

Figura 1.2. Seccion de una simple hebra de ADN. 2
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Las bases nitrogenadas poseen grupos dadores y aceptores de
puentes de hidrogeno, lo que les permite unirse entre si por medio de
este tipo de enlaces. El ARN se pliega como resultado de la presencia
de regiones cortas con apareamiento intramolecular de bases, es decir,
pares de bases formados por secuencias complementarias distantes
dentro de la misma hebra. En cambio, la estructura secundaria del ADN
corresponde a una doble hélice, producto del apareamiento de bases
nitrogenadas entre las dos cadenas de NT (Figura 1.3). 2

Las bases nitrogenadas del ADN derivan de dos heterociclos
principales, la purina y la pirimidina. Las bases guanina y adenina
derivan del nucleo de purina, mientas que la timina y citosina
provienen de la pirimidina. Los nucleos de purina y pirimidina son
complementarios entre si, por lo que se aparean formando puentes de
hidrogeno para dar lugar a la estructura secundaria del ADN. La
adenina es complementaria con la timina y la citosina con la guanina.
En la Figura 14 se observan los puentes de hidrégeno que se
establecen entre los pares de bases complementarios.

— = Adenina
2 = Timina
= = Citosina

= Guanina

- Esqueleto de pentosa-
fosfodiéster

Figura 1.3. Estructura secundaria del ADN, doble hélice.
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H H‘
HiC 0= H-y \ N_H“"\ N7
</ N ——H- S
¢ N-b----NTTY ;7 Y _&“ H-N" \ N,
N \=y R K o-H-y ¥ R
R o) i-l
Timina Adenina Citosina Guanina

Figura 1.4. Apareamiento de bases complementarias del ADN.

1.2. Bases nitrogenadas y analogos
estructurales de purinas

Las bases nitrogenadas son compuestos aromaticos
heterociclicos derivados de los nlcleos pirimidina y purina (Figura 1.5). "
El nlcleo de purina es un sistema biciclico formado por un nucleo de
pirimidina fusionado a un anillo de imidazol (imidazo[4,5-d]pirimidina),
tal como se observa en la Figura 1.5. Las purinas comprenden uno de
los sistemas heterociclicos mas ubicuos en la naturaleza, ya que
componen la estructura central de numerosos nucledtidos, no solo los

que constituyen a los 4cidos nucleicos. *

Entre los nucledtidos de purinas mas importante se encuentran
ATP, GTP, GDP, AMPc, GMPc, AcCoA, NAD, FAD, entre otros. Estos,
actlan como cofactores, sustratos o mediadores en la funcion de
numerosas proteinas y cumplen un papel fundamental en diferentes
fases del ciclo celular, en la sefalizacion celular y otros procesos
biolbégicos fundamentales. *°
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Nucleo de pirimidina Nucleo de purina
1 9

3
H
2 N_4
W\j 2 ) )
3N 5 1NW\6)5:N/>8
7

Bases pirimidicas Bases puricas

H H H H H
O N O N O N No—N. H,N( NN
Y Y7 Y] Ty "0 »
HN N HN N A ~N HN N

CH,

o NH, o} NH, o)

Timina (ADN) Citosina Uracilo (ARN) Adenina Guanina

Figura 1.5. Estructuras de las bases nitrogenadas pirimidicas y puricas.

Todas las proteinas involucradas en procesos celulares
fundamentales contienen en su estructura regiones de reconocimiento
de purinas, ya que utilizan nucledtidos de purinas como sustratos, co-
factores o mediadores, para llevar a cabo su funcion. Teniendo esto en
cuenta, numerosos analogos de purinas han sido desarrollados para
modular selectivamente o actuar como antagonista de estas enzimas
y/o receptores. “°

Existen diversos analogos estructurales de purinas por
modificacion del nucleo base. Algunos de ellos se pueden clasificar
como azadeazapurinas, compuestos donde solo se trasponen los
atomos de carbono (C) y nitrogeno (N), deazapurinas, en las cuales se
sustituye un N por C, y azapurinas, donde se reemplaza un C por un N.
La estructura del nucleo base de purina y dichos analogos estructurales
se observan en la Figura 1.6.
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Nucleo de purina
H
N
Do
N~ N

Azadeazapurinas

H H

o L I
N

Deazapurinas
H H H
N N N
a9 Ty CIy

Azapurinas

Figura 1.6. Nucleo de purina y algunos analogos estructurales por

modificaciones en el nucleo base.

Considerando la gran cantidad de proteinas que contienen
regiones de reconocimiento de purinas en su estructura y la amplia
variedad de analogos que se pueden generar por modificacion del
nucleo base de purina, en la Parte Il de este trabajo de Tesis Doctoral
se aborda la sintesis de azapurinas. Para ello, en el Capitulo 4 se
describe la sintesis de familias de amino pirazol carbonitrilos, que seran
luego utilizados como precursores para la obtencion de una clase de
azapurinas, los anillos de pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas, a lo largo del
Capitulo 5.
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1.3. Importancia bioldgica de los
analogos de purinas

Como se menciond anteriormente, los andlogos de purinas se
pueden generar por modificaciones estructurales del nicleo base. En
los Ultimos afios, se han descripto un gran nimero de analogos debido
a las multiples propiedades bioldgicas que presentan. Ejemplo de ellos
son las pirazolopirimidinas que se clasifican como azadeazapurinas.
Son compuestos donde se traspone un atomo de carbono por un
nitrégeno en el anillo de 5 miembros, formando un pirazol en lugar del
imidazol presente en las bases puricas. La diferencia entre ambas
estructuras se puede observar en la Figura 1.7.

Tanto la sintesis como la bioactividad de las pirazolopirimidinas
se han estudiado exhaustivamente. Especificamente, derivados de

pirazolo[3,4-d]pirimidinas se han descripto como antimicrobianos,

antivirales, antitumorales y antiinflamatorios, entre otros. 710

3 3

3
H H
zr/N 2N ZI//N N,
F L) Igel
195N 195
6 7 7
8-aza-7-deazapurina

Ndcleo d i
tcleo de purina pirazolo[3,4-d]pirimidina

1 8 4 5 6 1 8
2 NN 3NN , Ns H
X = | N
AN g 2 N9 N~
N 5 5 8 3 5
4 1 4 6
pirazolo[1,2,4]triazina pirazolo[1,3,5]triazina pirazolo[1,2,3]triazina

Figura 1.7. Estructuras de pirazolo[3,4-d]pirimidina y distintas pirazolotriazinas,
ejemplos de anélogos de purina.
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Otros analogos estructurales de las bases puricas son las
pirazolotriazinas, una clase de azapurinas, conteniendo un atomo de N
extra en el ciclo de 6 miembros. El anillo de triazina se nombra de
acuerdo a las posiciones en que se encuentren estos tres N entre si
(Figura 1.7). De esta forma, se estudiaron diversas familias de
pirazolo[1,2,4]triazinas, pirazolo[1,3,5]triazinas, y, en menor medida, de
pirazolo[1,2,3]triazinas, con reconocida actividad.

Pirazolo[1,2,4]triazinas se reportaron  como agentes

112 B antiinflamatorios, ™ e inhibidores

antibacterianos, "' antitumorales,
de enzimas como tirosinasa y fosfodiesterasa 5 (PDE5), para el
tratamiento de la hipertensién pulmonar y disfuncién eréctil.
Compuestos del tipo pirazolo[1,3,5]triazinas han sido descriptos como
antiangiogénicos para el tratamiento del cancer, " antivirales ® e
inhibidores de numerosas enzimas como la quinasa dependiente de
ciclina (CDK), xantina oxidasa (XO) y thymidine phosphorylase (TP),
entre otras. >" Por su parte, pirazolo[1,2,3]triazinas se reportaron como
anticonvulsivantes %° e inhibidores de polifenoloxidasa (PPO), para su

empleo como herbicidas.

Actualmente, diversos analogos de purinas se utilizan como
farmacos y estan disponibles comercialmente (Figura 1.8). Entre ellos se
encuentra la Temozolomida % que es un agente quimioterapéutico, al
igual que la Azaguanina, que se utiliza en el tratamiento de Ia
leucemia. El Alopurinol # es empleado en el tratamiento de la gota,
previniendo la formacion de acido Urico, y los compuestos Sildenafil y
Vardenafil son ampliamente utilizados para la disfuncion eréctil,
mediante la inhibicién de la PDE5.* Por otro lado, Tubercidina,

Toyocamicina y Sangivamicina, **

son analogos de purinas unidos a
un monosacarido y funcionan como antimetabolitos, empleandose

como antibioticos de amplio espectro.
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Figura 1.8. FArmacos comerciales analogos de purinas.

1.4. Importancia bioldgica del nucleo
de pirazol, precursor de
azapurinas

Los pirazoles son compuestos heterociclicos aromaticos que
contienen un anillo de cinco miembros con dos atomos de nitrégenos
adyacentes (Figura 1.9). Estos pueden ser de origen natural o sintético y
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, usualmente
como anillos fusionados a otros heterociclos. %/
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Figura 1.9. Nucleo de NH pirazol.

El nlcleo de pirazol se ha estudiado exhaustivamente a lo largo
de muchos afios debido a la vasta funcionalizacién de su anillo, lo que
le confiere diversas propiedades bioldgicas. Se han descripto diferentes

28-30 31-34

derivados de pirazoles como antibacterianos, antinflamatorios,

35-37

analgésicos, antineoplasicos, * antimalaricos ¥ y

40,41

anticonvulsivantes, entre otros. Ademas, se han utilizado en

productos agricolas y se encuentran en numerosos pesticidas. *

Asimismo, diversos farmacos conteniendo en su estructura un
anillo de pirazol han sido aprobados por la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos, y Tecnologia Médica (ANMAT) y por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and drug
administration, FDA por sus siglas en inglés). Actualmente, se
encuentran disponibles comercialmente, tales como Celecoxib, **
Rimonabant, ** y Zaleplon, > entre otros. Celecoxib es un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo, ** mientras que Rimonabant se usa para
reducir el apetito. * Zaleplon, por su parte, es un analogo de las
benzodiacepinas que se utiliza para el tratamiento del insomnio. ° Las
estructuras quimicas de dichos farmacos se muestran en la Figura 1.10.
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o

A\

N

Zaleplon Celecoxib Rimonabant

Figura 1.10. Ejemplo de farmacos comerciales conteniendo el nucleo de

pirazol.

Los pirazoles presentan diversas actividades biologicas, debido
a los distintos sustituyentes presentes en el anillo o a su fusiéon con
otros anillos. Entre los pirazoles funcionalizados, se encuentran los
amino-pirazoles, que contienen un grupo amino como sustituyente en
alguna posicion del anillo de pirazol. Diversos amino-pirazoles se
reportaron como antibacterianos, "' antivirales * e inhibidores de

® entre

xantina oxidasa (XO) para el tratamiento de hiperuricemia, *
otros. Teniendo esto en cuenta, a lo largo de la Parte Il de esta Tesis
Doctoral se describe la sintesis de amino pirazol carbonitrilos, que
luego se utilizaron como precursores para la obtencion de

pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas.
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2.1. La Quimica Medicinal

La IUPAC define a la Quimica Medicinal como la ciencia que
tiene como objetivo el descubrimiento, disefio, desarrollo,
identificacion e interpretacion del modo de accion de compuestos
bioactivos a nivel molecular. Los objetivos de la Quimica Medicinal son
faciles de formular pero dificiles de alcanzar: descubrimiento,
desarrollo y optimizacion de farmacos que puedan curar o aliviar los
sintomas de una enfermedad, y comprensiéon de la causa y los
procesos quimicos que se encuentran involucrados. '

La Quimica Medicinal es una ciencia interdisciplinaria que
comprende conceptos de las ciencias bioldgicas, médicas vy
farmacéuticas. Involucra aspectos de ciencias de la vida, como
bioquimica, biologia molecular, genética, farmacologia, toxicologia,
inmunologia, y de disciplinas de base puramente quimica, como por
ejemplo la quimica orgénica, la fisicoquimica, cristalografia,
espectroscopia y la quimica computacional. ' En la Figura 2.1 se puede
observar algunas de ellas que contribuyen al estudio de la Quimica
Medicinal. *

Cristalografia De Rayos X Productos Naturales TOXICOIOg]a BquUlmlCa

* Inmunologfa =
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Figura 2.1. Diversas disciplinas relacionadas con la Quimica Medicinal.
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En general, para lograr los objetivos propuestos en la Quimica
Medicinal se requieren tres etapas:

- Etapa del descubrimiento: consiste en la identificacién de nuevos
compuestos bioactivos, generalmente llamados cabeza de serie. Estos
pueden proceder tanto de la sintesis en quimica organica, como de
fuentes naturales o de procesos biotecnolégicos.

- Etapa de optimizacion: consiste en la modificacién quimica de
compuestos cabeza de serie con el fin de aumentar su potencia, su
selectividad, y/o disminuir su toxicidad.

- Etapa de desarrollo: implica la optimizacién de procesos que
permitan obtener el fdrmaco en grandes cantidades, ademas de
mejorar las propiedades farmacocinéticas y farmacotécnicas, para que
resulten mas adecuados para su uso terapéutico.

Las etapas principales para la obtencién de un nuevo farmaco
se resumen en la Figura 2.2: descubrimiento, desarrollo vy
comercializacion. El proceso de investigacion y desarrollo para llegar a
la comercializacién de un nuevo fadrmaco requiere de una gran
inversion economica y de tiempo, alrededor de 10-15 afios de
trabajo. *°

Existen diferentes enfoques empleados para la busqueda de
nuevos farmacos. Dentro de la etapa de descubrimiento, para la
obtencion de nuevos compuestos cabeza de serie, se suelen utilizar
diversas estrategias, que se detallan a continuacién.
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Figura 2.2. Proceso de investigacion y desarrollo de un farmaco. Figura
adaptada de la referencia 6.

2.2. Estrategias en la busqueda de
nuevos farmacos

La mayoria de los compuestos cabeza de serie encontrados
hasta la década de los afios setenta procedian de descubrimientos al
azar. Sin embargo, con los avances en las distintas areas de las ciencias
que contribuyen al estudio de la Quimica Medicinal, se han
desarrollado diversos métodos que permiten una busqueda mas
racional. Entre ellos, se pueden destacar el conocimiento y la
regulacion de las dianas biolégicas, como asi también la comprensién
de las disfunciones bioquimicas que originan ciertos procesos

patoldgicos.
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Dentro de las estrategias utilizadas para el descubrimiento de
nuevos farmacos pueden distinguirse cuatro procesos fundamentales:

- Estudio u observacién casual de los efectos biolégicos de productos
de origen natural o sintético.

- Cribado sistematico (screening) de familias de compuestos,
generalmente elegidos al azar, en determinados ensayos bioldgicos:
esta estrategia ha sido ampliamente utilizada debido al surgimiento de
la quimica combinatoria, que permite generar quimiotecas de forma
rapida, simultanea y eficiente; y a la automatizaciéon de los ensayos
biologicos, conocido como cribado de alta eficacia o HTS por sus siglas
en inglés (High Throughput Screening).

- Mejora de los farmacos ya existentes.

- Disefio racional: en general, se basa en el conocimiento de los
procesos bioquimicos relacionados con la patologia que se pretende
combatir, en analogia estructural con un ligando enddgeno o en la
generacion de colecciones de compuestos a partir de una diana
terapéutica determinada (target). En este sentido, el disefio de
farmacos asistido por computadoras (CADD por sus siglas en inglés,
Computer Assisted Drug Design) constituye una de las estrategias
desarrolladas recientemente para tal fin.

En la Figura 2.3 se puede observar algunas de las estrategias
mencionadas anteriormente para el descubrimiento de farmacos vy
ejemplos de medicamentos que se han desarrollado utilizando dichos
procesos, tales como Flecainida, Imatinib, Omeprazol, Eritropoyetina y
Paclitaxel. Cabe aclarar que el diagrama de la Figura 2.3 muestra
diversos ejemplos de las etapas que se pueden seguir para el
descubrimiento de un nuevo farmaco, pero no siempre se siguen estos
pasos estrictamente, si no que a veces se utiliza una combinacion de

mas de una via. ©
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Figura 2.3. Distintas estrategias empleadas para el descubrimiento de
farmacos y algunos ejemplos mas relevantes de medicamentos desarrollados
utilizando estas vias. Figura extraida de la referencia 6.

2.3. La quimica computacional en el
disefio de farmacos

Actualmente, el disefio de farmacos se basa en el estudio de las
interacciones entre el compuesto activo y su diana bioldgica o target.
Esto se debe al avance de las distintas areas que contribuyen al estudio
de la Quimica Medicinal. '

El progreso en la quimica organica ha facilitado
considerablemente el acceso a moléculas cada vez mas complejas
mediante reacciones estereoselectivas, sintesis automatizadas, nuevas
reacciones de acoplamiento C-C, y separaciones cromatograficas
sencillas, entre otras. Ademas, las técnicas de identificacion estructural
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también han avanzado los Ultimos afios como la resonancia magnética
nuclear (RMN) y la cristalografia de rayos X. '

Por otro lado, el progreso tanto en biologia molecular como en
ingenieria genética contribuyd considerablemente al conocimiento de
targets moleculares, tales como enzimas, receptores y acidos nucleicos.
Ademas, el crecimiento en la espectroscopia de proteinas y la
cristalografia de rayos X han permitido la identificacion de la estructura
tridimensional de numerosos receptores involucrados en diversas
patologias. '’ Los avances de estas areas permitieron el desarrollo de
técnicas de simulacion computacional para el disefio y optimizacion del
ligando en funcion de la complementariedad geométrica y electronica
con la molécula diana. De esta forma, el disefio de nuevos compuestos
activos se ha basado en los resultados obtenidos mediante estudios de
modelado ligando-receptor (Figura 2.4). ’

Cristalo-
grafia

o Disefio de

uimica .
farmacos

computa- basado en

cional cépicas
estructuras g

Técnicas

espectros-

Sintesis
organica
avanzada

Figura 2.4. Convergencia de las distintas areas de conocimiento en el disefio
de farmacos basado en modelado ligando-receptor.
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Actualmente, existen numerosos programas (software) de
modelado molecular que permiten realizar un disefio racional de
nuevos ligandos mediante distintas estrategias in silico, tales como
docking, virtual screening (VS), dindmica molecular (DM) y Quantitive
Structure Activity Relationship (QSAR), entre otras. !

Los programas mencionados anteriormente son de gran
utilidad para el disefio de nuevos farmacos. Sin embargo, cabe
destacar que los algoritmos utilizados presentan ciertas limitaciones, ya
que se utilizan muchas aproximaciones para describir la realidad
biol6gica. Por lo tanto, el empleo de estas metodologias debe
complementarse con estudios adicionales para la identificacién de un

posible ligando. ’

Por otro lado, hay que tener en cuenta que los ligandos
propuestos deben ser accesibles sintéticamente en un tiempo
razonable, ya que rara vez el primer compuesto disefiado suele ser el
elegido. Por lo tanto, si las moléculas propuestas no son
biol6égicamente activas, se debe regresar al ciclo de disefio (Figura 2.5)
e iterar tantas veces como sea necesario hasta que se identifique el
ligando con el potencial terapéutico adecuado para su posterior
desarrollo. ’

Las simulaciones de docking permiten predecir la conformacién
y orientacion preferida de un ligando cuando esta unido a un receptor.
Dichas simulaciones pueden ser empleadas para predecir la energia de
asociacion (energia de binding) o afinidad de enlace entre las dos
moléculas, utilizando para ello las funciones de puntuacién, mas

conocidas como scoring functions. ®
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Figura 2.5. Ciclo iterativo para el disefio de nuevos farmacos. Figura adaptada

de referencia 7.

Las funciones de puntuacién se pueden clasificar en:

- Aquellas que derivan de campos de fuerza, por lo que incluyen
principalmente los términos de interacciones de no-enlace (Van der
Waals y electrostaticas), y generalmente también contienen términos
de solvatacion.

- Empiricas (o basadas en regresién), las cuales se fundamentan en
contar el nimero de distintos tipos de interacciones entre el ligando y
la proteina, como ser: puentes de hidrégeno, interacciones ionicas,
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tamafio de la superficie de contacto lipofilica, flexibilidad del ligando,
potencial electrostatico en el sitio activo, etc.

- Aquellas basadas en potenciales estadisticos, se fundamentan en el
analisis estadistico de contactos intermoleculares ligando-proteina de
estructuras publicadas en base de datos (Cambridge Structural
Database, Protein Data Bank).

- Otras en donde los protocolos se basan en asignar puntajes (scores)
segun la complementariedad de superficie en cuanto a la forma y
naturaleza hidrofilica o hidrofobica, entre otras.

El docking se puede aplicar para realizar un screening virtual
(VS) para determinar in silico potenciales candidatos a partir de
quimiotecas de miles de compuestos. Se utilizan distintas estrategias
para realizar un VS: ?

- Basado en el ligando (Ligand-based virtual screening, LBVS): dado un
set de compuestos estructuralmente diversos que se unen a un dado
receptor, se puede construir un modelo de farmacoforo, empleando la
informacién colectiva contenida en estos nucleos. ?

- Basado en la estructura (Structure-based virtual screening, SBVS): esta
tecnica utiliza la metodologia de docking para predecir el modo de
unién (binding mode) de los ligandos dentro del sitio activo. De esta
forma, se puede estimar la probabilidad de que un compuesto se una
a la proteina objetivo con alta afinidad. Esta informacion se emplea
para seleccionar los posibles candidatos a ser evaluados mediante
ensayos biolégicos.

El empleo de las metodologias mencionadas anteriormente
permite racionalizar el proceso de descubrimiento de farmacos
disminuyendo los costos y los recursos necesarios. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que las funciones de puntuacién disponibles hasta
el momento no son capaces de predecir eficientemente la energia de
unién, ya que se emplean aproximaciones y las condiciones de
simulacion difieren considerablemente de los medios bioldgicos
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reales.® Ademas, los programas de docking pueden fallar en la
identificacion del modo de unidn correcto para un dado complejo
ligando-receptor. Por lo tanto, el éxito del SBVS depende de la
exactitud del protocolo de docking utilizado para seleccionar los
candidatos de la quimioteca. "

En los estudios de docking se suelen utilizar las enzimas como
dianas bioldgicas. Esto se debe a que son proteinas involucradas en
numerosos procesos celulares y cumplen un papel de suma
importancia en distintas fases del ciclo celular, sefializacion celular y
otros procesos bioldgicos fundamentales.

2.4. Las enzimas como targets para el
disefio de farmacos

El Proyecto del Genoma Humano completado en el afio 2003,
ha demostrado los 23 cromosomas necesarios para la existencia
humana, compuestos por tres billones de pares de bases de ADN que
codifican alrededor de 20000-25000 genes codificadores de proteinas.
Se estima que existen alrededor de 5000 macromoléculas que pueden
ser utilizadas como dianas terapéuticas (druggable targets) para la
terapia de moléculas pequefias y otros 3200 targets adecuados para la
terapia bioldgica. *

A pesar del gran nimero de macromoléculas que pueden ser
Utiles como moléculas objetivo para el tratamiento de wuna
enfermedad, éstas tienen estructuras en comun que permiten ser
agrupadas y estudiadas en conjunto. Si se realiza un analisis de los
farmacos disponibles comercialmente, se puede observar que estos
tienen como diana cuatro clases principales de macromoléculas:
enzimas, receptores acoplados a proteina G (GPCR, por sus siglas en
inglés), canales ionicos y transportadores, cuyo estudio es de suma

importancia para el disefio de nuevos farmacos. *
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Las enzimas son un tipo de macromoléculas que pueden ser
consideradas como dianas terapéuticas, ya que estan involucradas en
la mayoria de las funciones bioldgicas. Estas incluyen la catélisis de
reacciones, transporte y almacenamiento, soporte mecanico, control de
crecimiento y diferenciacion celular, coordinacién de movimiento y
transmisién del impulso nervioso. Es decir que estan implicadas en la
mayoria de los procesos bioldgicos necesarios para la vida. Ademas,
son altamente especificas, catalizando solo un tipo de reacciones sobre
sustratos concretos. En la Tabla 2.1 se muestran ejemplos de distintas
enzimas conocidas, clasificadas de acuerdo a la funcién que cumplen. *

Tabla 2.1. Enzimas, funciones y ejemplos mas comunes.

Clasificacion Funcién Ejemplos

Cataliza reacciones redox,
transfiriendo electrones desde

Ciclooxigenasa, xantina
oxidasa, alcohol

Oxido- , .
una molécula a otra, usualmente  deshidrogenasa,
reductasa . L
utilizando un cofactor. tirosinasa
Cataliza la transferencia de un Tirosina quinasa,
grupo funcional desde un transcriptasa reversa,
Transferasa .
compuesto a otro. ADN-metil transferasa
Cataliza la hidrdlisis de una unién  Proteasa VIH, tirosina
Hidrolasa quimica. fosfatasa, AChE, BuChEt
Cataliza la ruptura de una unién
quimica diferente a la hidrdlisis u . .
o Piruvato decarboxilasa,
. oxidaciéon, normalmente .
Liasa maleato hidratasa
formando un doble enlace o
anillo.
Cataliza reordenamientos Topoisomerasa,
estructurales para formar retinolisomerasa,
Isomerasa Ny i
isbmeros del sustrato. manosaisomerasa
ligasa Cataliza la unién quimica de ADN ligasa, ARN ligasa,

grandes moléculas.

tirosin-ARNt ligasa
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Teniendo en cuenta la alta especificidad y las funciones que
cumplen las enzimas, la regulacion enzimatica constituye un enfoque
prometedor para el descubrimiento racional de nuevos farmacos. Las
enzimas target seleccionadas para el disefio racional de un nuevo
compuesto son aquellas cuya inhibicion in vivo conducirian a un efecto

terapéutico deseado.

Numerosos sintomas que se presentan en diversas
enfermedades se originan debido a la deficiencia o exceso de un
determinado metabolito en el organismo. Si la concentracion del
metabolito en cuestién puede ser normalizada, el sintoma disminuye o
desaparece y en algunos casos, también la enfermedad. Esto se puede
lograr con la regulacion de enzimas especificas involucradas en la
generacion de dicho metabolito, empleando algun compuesto
especifico. Si el compuesto interacciona con la enzima inhibiendo su
funcién, se lo denomina inhibidor enzimatico.” EI disefio de
inhibidores enzimaticos representa una de las estrategias dentro del
disefio de farmacos. De acuerdo con la cinética del proceso
enzimatico, pueden distinguirse tres aproximaciones para el disefio de
inhibidores enzimaticos: analogos del sustrato, analogos del producto
final y analogos del estado de transicion. En la Figura 2.6 se observa el
proceso cinético mas simple para una reaccion enzimatica junto con su
perfil de reaccion y la etapa en la que actuaria cada uno de los
anélogos previamente mencionados. *

Los inhibidores enzimaticos pueden clasificarse segun distintos
criterios. En funcion de la estabilidad de su union con la enzima se
clasifican en reversibles e irreversibles, mientras que segun sea su
relacion con el sustrato natural de la reaccion se clasifican en
competitivos, no competitivos y mixtos. Los inhibidores reversibles son
aquellos que dan lugar a una inhibicién temporal de la enzima y se
unen mediante interacciones no covalentes, tales como puente de
hidrégeno, interacciones hidrofébicas y enlaces iénicos. ™
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Figura 2.6. Ecuacion de una reaccion enzimatica simple y coordenadas de
reaccion de dicho proceso. Figura extraida de referencia 3.

Dentro de los inhibidores reversibles se pueden establecer tres

categorfas: ™

- Inhibidores competitivos: compiten directamente con el sustrato por
el sitio activo de la enzima. El inhibidor es capaz de ocupar el sitio
activo de la enzima (o una porcion), de forma tal que el sustrato no
puede ingresar.

- Inhibidores no competitivos: el sustrato y el inhibidor tienen centros
de union distintos con la enzima, por lo que no se establece
competencia con el sitio activo (inhibicion alostérica). La union del
inhibidor afecta a la unién del sustrato y viceversa. Generalmente, un
inhibidor no competitivo produce un cambio en la conformacién de la
enzima (estructura terciaria), de modo tal que la afinidad del sustrato

por el sitio activo se reduce.

- Inhibidores mixtos: el inhibidor es capaz de unirse a la enzima
reduciendo su actividad pero sin afectar la union con el sustrato.
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El tipo de inhibicién puede determinarse en cada caso en
funciéon de parametros cinéticos, de acuerdo con la ecuacion de
Michaelis-Menten:

_ [Eol[Slkcat

e (ec. 2.1)
Vmax = Kear [Eo] (ec. 2.2)
= B (ec. 2.3)

Vmax  km +[S]
En dichas ecuaciones, v corresponde a la velocidad de reaccion, vy, a
la velocidad maxima de reaccién, [Eo] a la concentracion de la enzima'y
kat ¥ kw a las constantes de velocidad y Michaelis-Menten,

respectivamente.

En la Figura 2.7 se encuentra graficado el perfil de la cinética
del proceso descripto por la ecuacion de Michaelis-Menten. Esta curva
indica que a concentraciones bajas de sustrato, la velocidad de
reaccion sigue una cinética de primer orden respecto al sustrato. A
concentraciones elevadas, la enzima se satura, alcanzando la velocidad

méxima y la cinética es de orden cero respecto al sustrato. >

max

Vimax /2

~
rd

Ky [S]

Figura 2.7. Perfil de la cinética de un proceso descripto por la ecuacién de

Michaelis-Menten. Figura extraida de referencia 3.
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Generalmente, se trabaja con una representacion lineal de la
ecuacion de Michaelis-Menten, como la representacion de Lineweaver-
Burk, donde se grafica la doble reciproca de la velocidad en funcién de
la concentracién de sustrato. Esta representacion permite calcular de
forma sencilla la velocidad maxima de reaccion (Vpa) Yy la

concentracion de S a la cual se alcanza la mitad de la Vi (Ky). ™

La representacion grafica de 1/v en funcion de 1/[S]
corresponde a una recta que corta al eje de las abscisas en -1/Ky y al
de las ordenadas en 1/vi.. En presencia de un inhibidor reversible, la
modificacion de la representaciéon de Lineweaver-Burk (Figura 2.8)
permite determinar su caracter (a) competitivo, (b) no competitivo o (c)
mixto. '® En cada uno de estos perfiles se grafica 1/v en funcién de 1/[S]
para distintas concentraciones del inhibidor. *

(a) Inhibidor competitivo (b) Inhibidor no competitivo
/v A /v A /
Vs /
/s
s s
,/ / /, P s
r . 1/ Vinax 7] -7
- L
",L> WV, /,,//
- ’;’/ 4 ,/,
e” s [/ > ,“‘ >
-1/Ky 1/[8] -1/Ky 1/[S]

(c) Inhibidor mixto
/v

./
Yok 2
A
- /
- £ /[ >
|
-1/Ky, 1/[8]

Figura 2.8. Representaciones de Lineweaver-Burk caracteristicas de
(a) inhibicion reversible competitiva, (b) inhibicién reversible no competitiva y
(c) inhibicion reversible mixta. Figura extraida de referencia 3.
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Por otra parte, los inhibidores irreversibles son aquellos que se
unen de manera covalente a la enzima, lo que produce un cambio
conformacional en su sitio activo. Dada la elevada estabilidad del
enlace covalente que se forma entre la enzima y el inhibidor, no es
posible la regeneracién quimica de la enzima. Esto se debe tener en
cuenta a la hora de disefiar compuestos con potencial interés

terapéutico. *"

A modo de resumen, en la Figura 2.9 se puede observar el
modo de interaccion de los distintos tipos de inhibidores descriptos
anteriormente con una enzima. En la Figura 2.9 (a) se puede ver el
proceso que ocurre normalmente, donde un sustrato especifico
interacciona con el sitio activo de la enzima para que se produzca la
catalisis enzimatica. En las imagenes (b) y (c) se observa la presencia de
un inhibidor reversible. En el caso de (b) se puede distinguir un
inhibidor (azul) del tipo competitivo, ya que se une al sitio activo de la
enzima. En cambio, (c) representa un inhibidor no competitivo, ya que
la unidn con la enzima se establece en un sitio alostérico, lo que
produce un cambio conformacional en el sitio activo que impide que
se una el sustrato. Por Ultimo, en (d) se puede ver la union covalente

de un inhibidor irreversible con la enzima. °

W ww W W

Figura 2.9. (a) Catélisis enzimatica normal, donde el sustrato (rojo) se une al

sitio activo de la enzima (violeta). (b) Inhibicién reversible competitiva
(inhibidor en azul). (c) Inhibicién reversible no competitiva. (d) Inhibicién
irreversible. Figura adaptada de la referencia 2.
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Considerando que la inhibicién enzimatica especifica constituye
un enfoque prometedor para el descubrimiento de nuevos farmacos,
en la Parte lll de esta Tesis Doctoral se describe el estudio de la
inhibicion de los compuestos obtenidos (detallados en la Seccién II)
frente a diferentes enzimas. Para ello, se evaluaron in vitro los
compuestos sintetizados previamente como inhibidores de tirosinasa,
xantina oxidasa (XO) y otras enzimas asociadas a enfermedades
neurodegenerativas,  tales como  acetilcolinesterasa  (AChE),
butirilcolinesterasa (BuChE), glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) y
casein quinasa 1 (CK-1). También se emplearon técnicas in silico para
describir el modo de union de la enzima con aquellos compuestos que
resultaron activos.
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3.1. Objetivos generales

En base a lo expuesto a lo largo de los Capitulos 1y 2, y
considerando la diversidad de analogos de purinas existentes y su
amplia actividad bioldgica, se planted como objetivo general de esta
Tesis Doctoral la obtencion de derivados de azapurinas como
potenciales inhibidores enzimaticos.

A partir de este objetivo, se disefié este trabajo de Tesis
enfocado en dos partes principales:

- Sintesis de pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas' y sus correspondientes

precursores.

- Evaluacion in vitro e in silico de los compuestos sintetizados como
inhibidores de enzimas asociados a patologias especificas.

Para llevar a cabo estos objetivos, a lo largo de la Parte Il de
este trabajo de Tesis, se describe la sintesis de una serie de amino-
pirazol-carbonitrilos, que seran luego utilizados como precursores de
pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas. A continuacion, se desarrolla la sintesis de
estos nucleos de azapurinas, donde se modificod la fusién entre el anillo
de pirazol y de triazin-4-ona, para obtener pirazolo[1,2,3][3,4-d]triazin-
4-onas y pirazolo[1,2,3][4,3-d]triazin-4-onas. Por ultimo, se detalla el
estudio tedrico y experimental del mecanismo de reaccion para la
termolisis, en benceno a reflujo, de los nucleos de pirazolo[3,4-
d][1,2,3]triazin-4-onas.

Para el desarrollo de la Parte lll, se centré el estudio de los
nucleos mencionados en la Parte Il, como inhibidores de diferentes
enzimas, lo que constituye un enfoque prometedor para el
descubrimiento de nuevos farmacos. Para ello, se especifica la

evaluacion de los compuestos sintetizados previamente como

! Las pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas son analogos de las purinas conteniendo un
dtomo de N extra en el anillo de seis miembros, por lo que se las clasifica
como azapurinas.
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inhibidores de tirosinasa, XO y otras enzimas asociadas a
enfermedades neurodegenerativas, tales como AChE, BuChE, GSK-3 y
CK-1, mediante técnicas invitro. Para aquellos compuestos que
resultaron activos se determiné su modo de unién con la enzima,
describiendo las interacciones mas importantes ligando-proteina
mediante estudios de docking. Asimismo, se analizaron los fragmentos
de la molécula indispensables para la inhibicién enzimatica para
disefiar nuevos compuestos potencialmente bioactivos.
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4.1. Introduccidon

41.1. Antecedentes de la sintesis de pirazoles

La quimica de los pirazoles ha sido ampliamente estudiada a lo
largo de los afios, debido a la gran cantidad de aplicaciones de estos
compuestos. A continuacion, se resumen algunas de las sintesis mas
relevantes para la obtencién de pirazoles funcionalizados,
especificamente de anillos tri o tetra-sustituidos, objeto de estudio de
esta Tesis Doctoral.

Diversos enfoques han sido planteados para la obtencion de
anillos de pirazol. En el Esquema 4.1 se resumen tres de estas vias: la
reaccion de Knorr, la cicloadicién y la ciclacién de Thorpe-Ziegler. '

Rl R3
2 4
I{IHNH2 + R R Knorr
0O O Via a N
R? 3 b
R 2 3
N R R
\N+ + I Cicloadicion . . c

S - LI T\, °°

N Via b /38

R! N s

R4 “NER?
l .
Rl
RZ_CN
\Nlr n XVR4 Thorpe-Ziegler
“NH Via c * R3 = NH, para via c
Rl
X =Cl, Br
R*= GTE

Esquema 4.1. Principales vias sintéticas para la obtencion de pirazoles

funcionalizados. Esquema adaptado de la referencia 1.
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La primera ruta sintética (Esquema 4.1, via a) consiste en la
condensacion de una hidrazina con un compuesto 1,3-dicarbonilico, y
fue descripta por primera vez en 1883.%° Por otro lado, la via b
(Esquema 4.1) se basa en la cicloadicion 1,3-dipolar de imino nitrilos
con alquinos. * Estas dos vias suelen ser las mas conocidas y utilizadas
para la obtenciéon de pirazoles.' Por Ultimo, la via ¢ (Esquema 4.1)
consiste en la ciclacion de Thorpe-Ziegler, en la que un nitrilo
reacciona con un grupo metileno activado, mediante una adicion
intramolecular que conduce al cierre de anillo. En el Esquema 4.1 se
muestra la ciclacion de Thorpe-Ziegler, particularmente para la
obtencion  de  4-amino-pirazoles (R*=NH,) a partir de
cianohidrazonas. ©®

En este trabajo de Tesis se utilizaron las vias de Knorr y la
ciclacion de Thorpe-Ziegler (Esquema 4.1) para la obtencién de
pirazoles sustituidos con grupos amino y ciano en diferentes
posiciones adyacentes en el anillo. En nuestro grupo de investigacion,
se ha estudiado la obtencion de 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos a
partir de hidrazinas y etoximetilenmalononitrilo (Esquema 4.2), *"

segun el método descripto por C. Cheng y col. en 1956. "

%
\_ ) E';]o'_" /H\\ NC
o/ ¢N R refiuio R-HN-N  CN R
= T Nunw, > R
H \ CN H N \
\\/ R
1 2 3

R=Ph, 0-F-CgH,, p-F-CgH,,
p-OCH3-CgH,, C(CH3),

Esquema 4.2. Sintesis de 5—amino-pirazoles—4—caitrilos (3) a partir de
hidrazinas (2) y etoximetilenmalononitrilo (1).


LIZI
Resaltado

LIZI
Nota adhesiva
pirazol-
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La sintesis del Esquema 4.2 consiste en una reaccién one-pot
donde la hidrazina 2 se adiciona al etoximetilenmalononitrilo 1 y se
libera etanol, sequido de un ataque intramolecular que produce la
ciclacion y formacion del anillo de pirazol. Esta metodologia es un
ejemplo de la reaccion de Knorr, (Esquema 4.1, via a), en la que el
etoximetilenmalononitrilo  cumple la funcién del derivado 1,3-
dicarbonilico. Dicha sintesis ha sido descripta para la obtencion,
mediante calentamiento convencional, de los pirazoles 3 con buenos
rendimientos (69-97%). °

Asimismo, se reportd la sintesis de una familia de 5-amino-
pirazoles-4-carbonitrilos empleando sintesis en flujo asistida por
microondas. ¥ Este método consiste en emplear un sistema de flujo
continuo, por donde pasa la muestra a través de un canal que esta
sometido a microondas. Como resultado, se obtuvieron diversos
pirazoles 3 con rendimientos entre el 60-90%. "

Por su parte, la ciclacion de Thorpe-Ziegler permite obtener
diferentes heterociclos de 5 miembros, de acuerdo a la naturaleza de
X, Y'y Z de los compuestos de partida (Esquema 4.3).

X
3 + 65" GTE
"z \
.CN B .CN
[—
v B e +I -
~27GTE HB ~27GTE
X’CN /
y +  Hz"GTE
“6s +HB
-B
X,Y=C N
Z=0,N,S, Se
GTE = grupo tomador de electrones X NH, NH
GS = grupo saliente M 1 ),(, H
Y\, 7 ~GTE ‘ Y<
2" °GTE

Esquema 4.3. Mecanismo de la ciclizacién de Thorpe-Ziegler.
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La ciclacion de Thorpe-Ziegler ha sido estudiada por diversos
autores para la obtencién de 4-amino-pirazoles-3-carbonitrilos
sustituidos en el N-1, a partir de diciano hidrazonas. Estas Ultimas
provienen de la reaccion de una anilina con malononitrilo. Para ello, en
primer lugar se produce la diazotacion de anilina 4 con nitrito de sodio
en éacido clorhidrico a 0 °C, para formar la sal de diazonio. Luego,
ocurre la condensacion del ion diazonio con malononitrilo 5 en medio
basico, para la obtencion de la correspondiente hidrazona 6
(Esquema 4.4). Esta reaccion ha sido ampliamente estudiada para
anilinas con sustituyentes tomadores o dadores de densidad
electronica, en las distintas posiciones del anillo, obteniéndose muy

buenos rendimientos en todos los casos. "/
NC , ~—~
H g
NH N" “cN
2 W+ I A
z | NaNo2 Base
D — —
R HCI 0eC R \CN <
R
4 5
CN CN
_ NC
N NN BH NACN W
N K HN
- —
z | z AN
R R
6

Esquema 4.4. Obtencién de diciano hidrazonas 6 a partir de anilinas 4.
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En la segunda etapa de la ciclaciéon de Thorpe-Ziegler, la
hidrazona es atacada por una molécula que contiene un grupo
metilénico, que puede desprotonarse en condiciones basicas
(Esquema 4.5). Diversos compuestos con dichas caracteristicas han sido
estudiados, como por ejemplo cloroacetonitrilo, ®™* bromoacetato de
metilo ' y de etilo, ® entre otros. Cuando el C nucleofilico ataca a la
hidrazona 6 se produce una adicién seguida del cierre de anillo y una
migracion de hidrogeno 1,3 para formar el 4-amino-pirazol-
carbonitrilo 7 (Esquema 4.5).

Corre y col. ' han descripto la obtencién de una serie de
pirazoles 7 empleando microondas como alternativa sintética. En este
caso, el agente metilénico utilizado fue bromoacetato de metilo,
obteniéndose rendimientos del 16-80%, dependiendo del sustituyente

de la anilina de partida.

NCYCN _ _
I
N NC._CN
NI-I/_\ \II/|_I+
z . |\LN/\R' Base
N+ XCH,R® —> —_—
D
6 R
Ne. 7 B NC (NH NC_  NH,
N N AH B
N” R — N S — ‘N~ R
)
R \\R \\R
- - 7

Esquema 4.5. Sintesis de 4-amino-pirazol-3-carbonitrilos 7 a partir de diciano

hidrazonas 6.
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Considerando los antecedentes mencionados anteriormente,
se puede observar que se han reportado sintesis de pirazoles
funcionalizados, utilizando diversas metodologias. En el siguiente
capitulo, se describe la obtencion de 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos y
4-amino-pirazol-3-carbonitrilos. Para ello, se optimizo la sintesis de
estos compuestos mediante calentamiento convencional y empleando
irradiacion de microondas, como alternativa sintética para lograr un
método mas simple, rapido y de menor impacto medioambiental.

4.1.2. La irradiacion de microondas como alternativa
sintética

La Sintesis Organica Asistida por Microondas (Microwave
Assisted Organic Synthesis, MAOS por sus siglas en inglés), consiste en
emplear la irradiacion de microondas (MO) como una fuente de
energia alternativa. De esta forma, se busca reemplazar el
calentamiento convencional por MO para intentar lograr una sintesis
de menor impacto ambiental. *

La MAOS ha influenciado en la sintesis de compuestos
heterociclicos, generalmente, aumentando los rendimientos de los
productos deseados y reduciendo la presencia de subproductos.
Ademas, utilizando radiacion de MO se han logrado optimizar sintesis
one-pot y multi-componentes para la obtencion de heterociclos

complejos, y disminuir sustancialmente los tiempos de reaccion. "

Dado que la mayoria de farmacos que se conocen actualmente
contienen heterociclos en sus estructuras, la optimizacion de la sintesis
de este tipo de compuestos es un paso crucial en el proceso de
descubrimiento de farmacos (Drug Discovery, DD por sus siglas en
inglés). La aplicacion de las MO ha permitido el incremento de la
obtencion y optimizacion de la sintesis de nuevos compuestos lideres
enelDD.™®
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En el proceso de DD, especificamente para las etapas de
identificacion y optimizacion del compuesto lider, es necesario
disponer de pequefias moléculas organicas nuevas. Con el empleo de
las MO su sintesis puede ser mas eficiente y, sumado al desarrollo de la
quimica combinatoria y los HTS, se podria disminuir el tiempo
necesario para la obtencion de un nuevo farmaco. En la Figura 4.1 se
puede observar el impacto de la quimica de las microondas, junto con
otras nuevas técnicas sintéticas, en el proceso de DD. "

. Tratamiento
Dianas
de

terapéuticas enfermedades

HTS/ Identificacion del ”d;\ /

Optimizacion del lider Impacto de la

Sintesis Asistida por

' Quimiotecas e

Microondas
Produccion lenta - Produccion rapida
de la quimioteca .~ Wuimioteca
rd
td
,” Libre de
Sintesis solvente
organica Sintesis
tradicional automatizada
Fase
solida
Soluciones

Figura 4.1. Impacto de MAQS en el proceso de descubrimiento y desarrollo de

farmacos. Figura adaptada de referencia 19.
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4.1.2.1. Fundamentos de la irradiacidon por microondas

La MAOS fue utilizada por primera vez por los investigadores
Gedye y Giguere. ??' Esta técnica consiste en emplear la irradiacion de
MO como fuente de energia alternativa para que ocurra una reaccion
quimica.

Las MO son ondas electromagnéticas que se encuentran en el
rango de frecuencias de 0,3 a 300 GHz. En el espectro
electromagnético, las MO se ubican entre las radiaciones infrarrojas y
las radiofrecuencias. Generalmente, un equipo de MO trabaja a
2,45 GHz (Figura 4.2). La energia de un foton a dicha frecuencia es de
aproximadamente 1x10™ eV, es decir, demasiado pequefia como para
producir una ruptura de enlace”. % Es por esto que la quimica de MO
se basa en los efectos del calentamiento dieléctrico, ya que las
reacciones no son producidas por la absorcion directa de la radiacion

electromagnética. >~
A=2,45 GHz
=12,25cm /
Campo A
eléctrico
C
—>
E Direccion de

propagacion

magnético

Figura 4.2. Componente eléctrica y magnética de una microonda. Figura
extraida de la referencia 27.

" La energia de enlace C-C es de 2,166.10” eV y para el doble enlace C=C es
de 3,814.107 eV.
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La componente eléctrica de la MO puede producir
calentamiento mediante dos mecanismos: polarizacion dipolar y
conductividad iénica (Figura 4.3, ejemplificado para una molécula de
agua). 2**% Para que ocurra lo primero es necesario que las moléculas
involucradas tengan un momento dipolar para absorber las MO.
Cuando la muestra es irradiada, los dipolos tienden a alinearse con el
campo eléctrico de la onda (Figura 4.4). Como este es oscilante, se
producen alineaciones y re-alineaciones de los dipolos, lo que genera
friccion y pérdida dieléctrica, que se traduce en energia liberada en
forma de calor. La cantidad dependera tanto de la capacidad de las
moléculas para alinearse, como de la frecuencia de oscilacion de la
onda. Si la radiacion es de alta frecuencia, el dipolo no tendra tiempo
de alinearse nuevamente. En cambio, si la radiacion es de baja
frecuencia, el dipolo retornara a su orientacion inicial antes de que
oscile el campo eléctrico. En ambos casos, no se produce el

calentamiento de la muestra. 2%

Polarizacion dipolar

+\/_\ +
" t=0s/
N

Conductividad i6nica

+I/\ +| +'\ s
0 \t=/05/ g /\t=0.1 ns o t=0.3ns

to 7 Mo - 14

Campo eléctrico

Campo eléctrico

Figura 4.3. Mecanismos de polarizacion dipolar y de conductividad iénica para
agua. Figura adaptada de la referencia 28.
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) ”
Campo
eléctrico
Microondas Polarizacion dipolar Conductividad ionica

Figura 4.4. Comportamiento de los componentes de la muestra en presencia
de las MO de acuerdo a los dos mecanismos de calentamiento dieléctrico:

polarizacién dipolar y conductividad idnica.

Por otra parte, el mecanismo de conductividad ionica depende
de la presencia de iones en la matriz, que oscilan debido al campo
eléctrico de la onda, ya que son particulas cargadas (Figura 4.4). Esto
provoca colisiones con las moléculas y atomos vecinos que causan
movimiento y liberacién de calor. La cantidad liberada es menor a la
que se produce por polarizacion dipolar, por lo que se lo considera un

proceso secundario. 2%

Considerando lo expuesto anteriormente, se puede concluir
que el factor principal involucrado en el calentamiento por MO son las
propiedades dielectricas del material irradiado. Estas propiedades
dependen de su capacidad para convertir la energia electromagnética
en energia térmica, y esta dada por la tangente de pérdida dieléctrica
(tan 8), que se define como:

”n

tand = — (ec. 4.1)
€

donde €" es la pérdida dieléctrica de la sustancia y €' es la constante

dieléctrica del material. 2>

La pérdida dieléctrica de la sustancia (¢") indica la eficiencia con
la cual la radiacién es convertida en calor. En cambio, la constante
dieléctrica del material (€"), describe la polarizabilidad de las moléculas
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en el campo eléctrico. Para que ocurra la absorcién eficiente de MO v,
por lo tanto, un rapido calentamiento, es necesario que tan & tenga
valores superiores a 0,5. Los valores de tan & para algunos solventes
mas comunes se muestran en la Tabla 4.1. En general, los solventes
pueden clasificarse de absorcién alta (tan 6>0,5), de absorciéon media
(0,5> tan §>0,1) o de absorcién baja (tan §<0,1).

Tabla 4.1. Valores de tan & para algunos solventes.

Absorcion de MO Solvente tan &
Etilenglicol 1,350

Etanol 0,941

ALTA DMSO 0,825
Metanol 0,659

Nitrobenceno 0,589

2=butanol @ 0,447

DCB 0,280

MEDIA Acido acético 0,174
DMF 0,161

Agua 0123

Cloroformo 0,091

Acetonitrilo 0,062

BAJA THF 0,047
Diclorometano 0,042

Hexano 0,020

El valor de tan & es dependiente de la temperatura y la
frecuencia de trabajo. Ademas, es importante tener cuenta que todas
las sustancias en la mezcla de reaccion, y no solo el solvente, son
responsables de la absorcion de las MO. Es por eso que, en algunas
ocasiones, se puede lograr un calentamiento eficiente en presencia de

solventes de muy baja absorcién o incluso en ausencia de solvente. **


LIZI
Resaltado

LIZI
Nota adhesiva
Butanol
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4.1.2.2. Calentamiento convencional vs. calentamiento por
irradiacion con MO

En la sintesis organica por calentamiento convencional se
calienta el recipiente conteniendo la muestra utilizando un bafio de
aceite o un manto calefactor. De esta forma, la energia térmica es
transmitida dentro de la mezcla de reaccion mediante corrientes de
conveccion y depende de la conductividad térmica de la muestra. Este
proceso suele ser lento y, normalmente, las temperaturas de las
paredes del recipiente son superiores a las del seno de reaccién
(Figura 4.5a).

En cambio, la irradiacion por MO produce un calentamiento
interno eficiente (calentamiento volumétrico desde el seno de la
reaccion) debido al acoplamiento directo de las MO con las moléculas.
De esta forma, las paredes del recipiente se mantienen a menores
temperaturas que la mezcla, generando gradientes inversos a los de
calentamiento convencional (Figura 4.5b). %

Generalmente, la MAOS reduce los tiempos de reaccion. Esto
se debe al calentamiento rapido y eficiente, sumado a las altas

temperaturas localizadas e instantaneas generadas en el seno de la

mezcla. 23

a) T/K b)

I 460

1 420
| 380

340

320

Figura 4.5. Comparacién entre (a) calentamiento convencional y (b) por
microondas. Figura adaptada de la referencia 29.
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Los efectos observados en reacciones asistidas por MO son el
resultado de un fendmeno puramente térmico o cinético. Este
depende exclusivamente de la capacidad de la mezcla de reaccién para
absorber eficientemente la energia de las MO, a través del
calentamiento dieléctrico. Mientras mas eficaz sea este proceso, mas
rapido serd el aumento de temperatura de la mezcla, que se vera
reflejado en la reduccion del tiempo de reaccion. Las condiciones tales
como el uso de reactores cerrados y pequefios, alta potencia de
irradiacion y solventes con alta absorcion de MO, también contribuyen

al répido aumento de la temperatura. %

Ademas, cabe destacar que en las reacciones asistidas por MO
se obtienen perfiles de calentamiento diferentes a los convencionales.
Por esto, cuando se trabaja con reacciones que poseen distribuciones
de productos dependientes de perfiles cinéticos complejos, se
encuentra selectividad hacia algunos de ellos y menor cantidad de
productos secundarios. ¥

4.1.2.3. Equipamiento y métodos disponibles

Actualmente, existen dos tipos de equipos diseflados
especificamente para reacciones por MO. Estos se clasifican de
acuerdo a la forma en la que las MO inciden en la muestra y se
conocen como reactores microondas multimodo y monomodo. El
primero esta relacionado conceptualmente a los microondas
domésticos, ya que el campo generado es homogéneo en todas sus
direcciones. Las MO ingresan a una cavidad reflejandose en las
paredes y siendo absorbidas por el/los reactores dentro (Figura 4.6a).
Estos se ubican en rotores que aseguran la absorcién de las MO de la
manera mas homogénea posible. Los microondas multimodo
presentan la ventaja de poder ser utilizados para trabajar a escala

preparativa, ya que se pueden construir cavidades de gran tamafio. 2%
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a) Microondas multimodo b) Microondas monomodo

VY,
N T |Antena  Magnetrén

Guia de las ondas
Magnetrén

Antena l AVAYS VAV N h |
VW AVAVA VNV \ /

Muestra

Muestra

Figura 4.6. Diagrama de funcionamiento de un equipo de microondas
(a) multimodo y (b) monomodo. Figura adaptada de referencia 24.

En cambio, el reactor de microondas monomodo se caracteriza
por trabajar con una MO estacionaria. En estos equipos, las ondas
electromagnéticas son conducidas desde la fuente hacia la cavidad con
alta precision, lo que genera un calentamiento eficiente y direccionado
hacia el centro del reactor (Figura 4.6b). Las cavidades de los
monomodos son de menor tamafio y solo son aptas para reacciones a

baja escala. %%

El empleo de equipos de MO permite aplicar diferentes
metodologias para la sintesis organica. De esta manera, se puede
trabajar en un sistema abierto o cerrado, y controlar la presién,
temperatura y potencia aplicada. Ademas, se pueden emplear métodos
dindmicos, donde la potencia varia en funcion de la temperatura;
métodos de potencia fija, en los que el usuario fija el valor maximo y
un rango de temperatura de trabajo; y métodos combinados, los
cuales permiten realizar varias etapas consecutivas modificando todas
las variables en cada paso.
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4.2. Objetivos especificos

Con el fin de obtener derivados de pirazoles de interés
biolégico 'y como precursores para la  formacion de
pirazolo[1,2,3]triazinonas, en este capitulo se describen los resultados
referidos al estudio de la sintesis de dos series de amino-pirazol-
carbonitrilos. Para ello, se utilizaron tanto la sintesis organica
convencional como la MAOS.

Los objetivos especificos planteados para esta parte del trabajo
se detallan a continuacion:

- Sintetizar ~ 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos, empleando  sintesis
convencional o MAOS.

- Optimizar las condiciones para la obtencion de 5-amino-pirazol-4-
carbonitrilos mediante MAOS.

- Sintetizar ~ 4-amino-pirazol-3-carbonitrilos  empleando  sintesis

convencional o MAOS.

- Comparar las metodologias utilizadas para sintetizar los diferentes

amino-pirazol-carbonitrilos.
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Sintesis de 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos

En primer lugar, se llevd a cabo la sintesis de 5-amino-1H-
pirazol-4-carbonitrilos 3 con diferentes sustituyentes en el N-1
(Esquema 4.6). Para ello, se utilizd una ruta sintética que consiste en
una reaccién de Knorr descripta en bibliografia, ° en la que se utiliza
como reactivos precursores etoximetilenmalononitrilo 1 y diferentes
hidrazinas 2. Utilizando dicha sintesis, se obtuvieron los pirazoles 3a-h
para lo cual se emplearon dos metodologias: calentamiento
convencional y calentamiento por MO.

La sintesis convencional se realizo a partir de los reactivos 1y 2
en etanol a reflujo por un periodo de 2-6 horas, dependiendo de la
naturaleza de la hidrazina. De esta forma, la sintesis de los derivados
3d-h (4-6 h) requirié mas tiempo que para el caso de 3a-c (2-4 h).

Cabe sefialar que las hidrazinas de partida se emplearon en
forma de sal, ya que se comercializan de esta forma para evitar su
descomposicion. Para la obtencion de los pirazoles 3b-g se utilizaron
los clorhidratos de las hidrazinas correspondientes, mientras que para
el 3a se empled el sulfato y para el compuesto 3h el diclorhidrato de 2.
Ademas, para la sintesis de 3b tambien se empled la fenilhidrazina
libre, lo que permiti® comparar ambas fuentes de hidrazina. Se utilizd
trietilamina (EtsN) como base para desprotonar 2, y asi liberar el grupo
NH,, neutralizando el acido correspondiente (clorhidrico o sulfdrico).
Para los derivados 3b-g se empled un equivalente de base, mientras
que para obtener 3ay 3h se utilizaron dos equivalentes de Et;N.

Las sintesis asistidas por MO se realizaron en un sistema
cerrado, utilizando un método dinamico, donde se fija la temperatura
(T) y la potencia varia para mantener el sistema a T constante. Las
reacciones se realizaron con control de presion, a una T de 100 °C, en
un intervalo de tiempo de 2 a 7 min y potencia promedio de 30 W.
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3a R=H
\_ NC 3b R=Ph
o CN R Et;N \ 3c R=p-OCH3-CgH,
= + NHNH > I N 34 R= p-F-C.H
i eN 2 EtOH H,N™ Sy ~ 64
2.6 h . 3e R=m-F-CH,
3f R=0-F-CgH,
1 2 3 3g R= piridin-2-il
3h R=bencil

Esquema 4.6. Sintesis de 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos 3a-h.

Los resultados obtenidos para la sintesis de los compuestos 3a-
h, a partir de las sales de hidrazinas correspondientes y utilizando
ambas metodologias, se resumen en la Tabla 4.2. En general, se
obtuvieron rendimientos superiores empleando irradiacion de MO
como fuente de calentamiento, excepto para los pirazoles 3d y 3f.
Ademas, los tiempos de reaccion se disminuyeron considerablemente,
de 2-6 horas cuando se empled sistema a reflujo, a unos pocos
minutos utilizando MO, lo que proporciona una gran mejora para la
sintesis de estos nucleos.

Por otro lado, Smith C. J. y col. han reportado la sintesis en flujo
asistida por MO de algunos de los pirazoles 3 empleando metanol
como solvente a una temperatura entre 100-120 °C durante 0,8-
4 min." Si se comparan sus resultados con los obtenidos en este
trabajo (Tabla 4.2), se puede observar que, en la mayoria de los casos,
los rendimientos fueron similares. La excepcion la constituye el
derivado 3g cuyo rendimiento fue considerablemente mayor (90%)
cuando se emple0 la sintesis en flujo asistida por MO.
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Tabla 4.2. Sintesis de 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos 3a-h.

Sintesis Sintesis Sintesis en
Compuesto R convencional  asistida por flujo asistida
(%) ° MO (%) ° por MO (%) *°
3a H 45 69 62
3b Ph 78 88" 89
3c p—OCH3-C6H4 69 72 84
3d p—F—C6H4 97 79 85
3e m-F-CgHy 51 74 -
3f 0-F-CgH,4 91 81 -
39 piridin-2-il 27 48 90
3h bencil 49 54 -

(@) Compuesto aislado. (b) Valores extraidos de la referencia 12. (c) Valor empleando
etanol:agua (3:1).

Para la obtencion del pirazol 3b se estudiaron diferentes
condiciones experimentales, que se resumen en la Tabla 4.3. Se
utilizaron ambas fuentes de fenilhidrazina (libre o clorhidrato)
mediante sintesis convencional en etanol a reflujo. Se calentd durante
30 minutos, ya que a tiempos mayores se observé la formacion de
subproductos por cromatografia en capa delgada (TLC por sus siglas
en inglés) cuando se empled la hidrazina libre. Esto puede explicarse
teniendo en cuenta que las hidrazinas libres son inestables a
temperatura ambiente, lo que indudablemente afecta al transcurso de
la reaccién.® En la sintesis asistida por MO se observd un
comportamiento similar, por lo que la muestra se irradié solo durante
1 minuto cuando se emple¢ la hidrazina libre (Tabla 4.3).

Ademas, en las reacciones asistidas por MO, se modificd el
solvente utilizado, disminuyendo la cantidad de solvente organico y
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aumentando la proporcion de agua, para lograr una sintesis de menor
impacto ambiental. En la Tabla 4.3 se observa que se obtuvieron los
mejores resultados cuando se utilizd la mezcla etanol: agua 3:1, es
decir, se logré una importante disminucion del solvente organico. El
incremento aun mayor de agua en el medio de reaccidon no mejoro los
porcentajes de obtencidon de 3b. Esta situacion puede atribuirse a las
dificultades encontradas durante la etapa de extraccion del producto a
partir de la fase acuosa que puede haber generado pérdida en la

recuperacion de 3b.

Tabla 4.3. Sintesis de 5-amino-1-fenil-pirazol-4-carbonitrilo 3b.

) . ) Sistema de Rendimiento
Método Fenilhidrazina t c
solvente 3b (%)
Convencional® Libre 30’ Etanol 56
Convencional®  Clorhidrato 30 Etanol 63
MQ® Libre 1 Etanol 47
MQ® Clorhidrato 2' Etanol 67
MQ® Clorhidrato 2' Etanol:Agua (3:1) 88
MOP Clorhidrato  2'  Etanol:Agua (2:1) 74
MOP Clorhidrato  2'  Etanol:Agua (1) 59
MOP Clorhidrato 2’ Agua 20

(a) Reacciones realizadas a partir de 1 y 2b en etanol, a reflujo por 30 min.
(b) Reacciones realizadas a partir de 1y 2b con irradiacion de MO a 100 °C, en sistema
cerrado con control de presion, potencia promedio de 30 W. (c) Producto aislado.

Todos los pirazoles obtenidos son de estructura conocida y
fueron caracterizados por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) de protén ('H), carbono (°C), Heteronuclear Single
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Quantum Correlation (HSQC) y Heteronuclear Multiple Bond Correlation
(HMBC). Esta informacion se encuentra en el Anexo.

El analisis del espectro de RMN 'H del pirazol 3b permiti6
asignar inequivocamente el proton aromatico de la posicion 3 del
anillo de pirazol, con un desplazamiento caracteristico a 7,68 ppm, los
protones correspondientes al anillo fenilo y los H del grupo amino a
6,02 ppm. Ademas, se asignaron las sefiales correspondientes a los
carbonos aromaticos y una sefial caracteristica del carbono del grupo
CN a 14,2 ppm. Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado
en bibliograffa. * A modo de ejemplo en la Figura 4.7 se observan los
valores de desplazamiento quimico (en ppm) encontrados para los
hidrogenos y carbonos del compuesto 3b.

6,024/ £ 137,06

y—’
7,50-7,63/124,3 8 9 \'7,50—7,63/130,0

\‘ 7,41-7,49/129,0

Figura 4.7. Asignaciones de H/C (en ppm) para el compuesto 3b.
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4.3.2. Sintesis de 4-amino-pirazol-3-carbonitrilos

Para la obtencién de 4-amino-pirazol-3-carbonitrilos se planted
una sintesis del tipo de ciclacién de Thorpe-Ziegler,' en dos pasos:
primero la formacion de la N-aril-dicianohidrazona 6 y luego la
reaccion con bromoacetato de etilo, para producir el cierre de anillo y
formacion del correspondiente pirazol 7 (Esquema 4.7).

Para la sintesis de N-aril-hidrazonas 6a-h, se partié de distintas
anilinas (4) disponibles comercialmente, utilizando el protocolo
descripto en bibliografia. ' Esta metodologia implica la diazotacion de 4
con una solucién acuosa de nitrito de sodio en acido clorhidrico a 0 °C,
para formar la sal de diazonio in situ. Posteriormente, ésta se agrega
gota a gota a una solucion de acetato de sodio con malononitrilo que
produce la condensacidon y origina la correspondiente hidrazona
(Esquema 4.7). Esta técnica permitié obtener los compuestos 6 con
excelentes rendimientos, como se observa en la Tabla 4.4.

YCN 6aR=H
CNCH,CN | 6b R=CH,
NaNO,

+ AcONa HN 6¢ R= OCH,
HCl, 0 oC H,0, 0 °C 6dR=F
30 min 2h 6e R=Cl
6f R=Br
6gR=1
4a-h 6a-h 6h R= NO,

NH,

=2

2

7aR=H
CN
g HoN B N 7b R=CH,
N .
HN Br-CH-COEt Et0,c— 7¢ R= OCH,
> 7dR=F
K,CO3, DMF, 90 °C 2o Re Cl
5-7h
7f R=Br
7gR=1
7h R= NO,

NC

6a-h 7a-h

Esquema 4.7. Formacion de N-aril-dicianohidrazonas 6a-h y 3-ciano-4-amino-
pirazol carboxilatos de etilo 7a-h.
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Posteriormente, a partir de las hidrazonas 6, se sintetizaron
diferentes 4-amino-3-ciano-1H-pirazol-5-carboxilatos de etilo 7a-h.
Para la optimizacion de esta etapa se evaluaron distintas condiciones:
sintesis convencional, MAOS a sistema abierto y cerrado, distintos
solventes (tolueno y DMF), tiempos de reaccion (tconvencional: 4-7 h, tvaos-
sistabierto: 2 MIiN-2 N, tyaos-sistcerrado: 1-10 Min), temperatura (90-120 °C) y
diferentes bases (Ets3N y K,COs). A pesar de la modificacion de
diferentes variables durante la MAQOS, no se lograron sintetizar los
pirazoles esperados.

Las mejores condiciones encontradas corresponden al empleo
de carbonato de potasio (K;CO;) en DMF a 90 °C por 5-7 horas
mediante sintesis convencional (Esquema 4.7). Los rendimientos
obtenidos se muestran en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Sintesis de N-aril-hidrazonas 6a-h y 3-ciano-4-amino-pirazol
carboxilatos de etilo 7a-h.

R Compuesto Rendimiaento Compuesto t ?j,e Rendimiento
(%) reaccion (h) (%)
H 6a 99 7a 6 39
CH; 6b 95 7b 55 38°
OCH; 6¢ 92 7c 5 40
F 6d 86 7d 7 49°
cl 6e 99 7e 7 cob
Br 6f 98 7f v 40°
| 69 94 79 6,5 cc
NO; 6h 96 7h 7 18"

(a) Producto aislado. (b) Producto purificado por recristalizacion.
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Las condiciones de reaccidn seleccionadas permitieron la
conversion completa de las hidrazonas 6. Sin embargo, los
rendimientos para la obtenciéon de los pirazoles 7a-h fueron de
moderados a buenos, debido a las dificultades encontradas durante la
extraccion del producto del medio de reaccion (DMF).

Los pirazoles 7a y 7b son de estructura conocida y fueron

33 En cambio, los

reportados con anterioridad en bibliografia.
compuestos 7c-h son nuevos y fueron caracterizados por RMN 'H, C,

HSQC y HMBC. Esta informacion se encuentra en el Anexo.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 7a se puede asignar
inequivocamente los protones correspondientes al grupo etilo del éster
(1,11 y 418 ppm) de la posicion 5 del anillo, los H del grupo amino
(5,15 ppm) y los H aromaticos del anillo fenilo. Mediante el analisis del
espectro de RMN B¢, se pueden distinguir el carbono del grupo ciano
(14,7 ppm) y el carbono del carbonilo (160,0 ppm), entre otros. Esta
informacion se muestra en la Figura 4.8 como ejemplo para el
compuesto 7a.

5,15

1600 _H,N_, , CN
Lo o), 147
12 C~ 12 N2

-’

1,11/143 _/ H > N1

H

7,54-7,77/127,0 5 8 \7,54-7,77/129,6

\* 7,54-7,77/130,1

Figura 4.8. Asignaciones de H/C (en ppm) para el compuesto 7a.
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4.4, Seccion experimental

44.1. Materiales y métodos generales

Todos los reactivos de partida utilizados fueron obtenidos
comercialmente de Sigma-Aldrich y se emplearon sin purificacion
previa. Las cromatografias en capa delgada (TLC) se realizaron con
silica-gel Merck (60 DGF254).

Para realizar los experimentos de RMN se utilizd un equipo
Bruker Avance Il FT- 400 MHz ("H a 400,16 mHz y 3C 2 100,56 mHz) a
temperatura ambiente. Las soluciones fueron preparadas en acetona
deuterada ((CDs),CO), cloroformo deuterado (CDCls), acetonitrilo
deuterado (CDs;CN) o dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). Los
valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm y fueron
obtenidos tomando como referencia la sefal residual del solvente no
deuterado como estandar interno secundario. Los datos de RMN 'H
estan informados indicando el desplazamiento quimico (&), la
multiplicidad (s, singlete, d, doblete, t, triplete, g cuatriplete, m
multiplete, br, ancho, dd, doble doblete, etc.), la constante de
acoplamiento (J) en Hz y la integracion (por ejemplo TH).

La caracterizacion de los compuestos sintetizados se encuentra

en la seccién Anexo.

Las reacciones asistidas por microondas se realizaron en un
reactor CEM Focused Microwave Synthesis System, modelo Discover
Labmate, monomodo, equipado con un sensor infrarrojo para la
medicion de temperatura, control directo de presion, un sistema de
refrigeracion por aire comprimido y 300 W de potencia maxima.
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44.2. Procedimiento general para la sintesis de 5-
amino-pirazol-4-carbonitrilos 3a-h

Para la sintesis de los compuestos 3a-h por calentamiento
convencional se siguieron los pasos que se detallan a continuacién. En
un erlenmeyer se colocaron 2,5 mmol de los clorhidratos o sulfatos de
hidrazinas 2 en 1 mL de etanol y se neutralizaron con cantidades
equivalentes de trietilamina (EtsN) a 0 °C, empleando un bafio de hielo.
Posteriormente, se agregd la mitad del total (25 mmol) de
etoximetilenmalononitrilo 1 a la mezcla de reaccion, y se llevd la
solucion a reflujo. Luego, se agregd el etoximetilenmalononitrilo
restante cuidadosamente, para evitar la pérdida del solvente a
ebullicion. La reaccion se controld por TLC y se mantuvo a reflujo por
2-6 horas. Luego, el crudo de reaccion se dejo enfriar en el freezer
durante toda la noche para favorecer la precipitacion del producto.

Para la sintesis del 5-amino-1-fenil-pirazol-4-carbonitrilo (3b)
empleando fenilhidrazina libre, se utilizaron 3 mL de etanol, 6,5 mmol
(0,64 mlL) de la hidrazina y se agregaron 543 mmol de
etoximetilenmalononitrilo, ~ siguiendo los pasos  anteriormente
descriptos. La reaccion se mantuvo a reflujo durante 30 min y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Luego, se evapord parcialmente el
solvente para favorecer la precipitacion del producto.

En todos los casos, el sélido obtenido fue recuperado mediante
filtracion al vacio y lavado con abundante agua fria. El producto se
caracterizé por RMN 'H, ®C, HSQC y HMBC.

Para las sintesis asistidas por MO de los compuestos 3a-h, en
un tubo para irradiacion por MO de 10 mL, equipado con una barrita
magnética, se colocaron 1,48 mmol de los clorhidratos o sulfatos de
hidrazinas 2, cantidades equivalentes de EtsN y 123 mmol de
etoximetilenmalononitrilo (1), en 2 mL de solvente (etanol y/o agua). La
mezcla se irradid entre 2-7 min con agitacion constante, a una
temperatura fija de 100 °C. Las reacciones se realizaron en sistema
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cerrado, utilizando una potencia promedio de 30 W y una presion
controlada promedio de 44 psi.

Para el aislamiento del pirazol 3b, el crudo de reaccién se dejo
enfriar en el freezer durante toda la noche, para favorecer su
precipitacion. El sélido obtenido fue recuperado mediante filtracion al
vacio y lavado con abundante agua fria.

Para la sintesis de los compuestos 3a, 3c-h se realizaron tres
extracciones de los crudos de reaccion, con 5 mL de cloroformo y agua
cada una. La fase organica fue recuperada y secada con MgSO,
anhidro. Luego de separar este Ultimo, se evapord el solvente para
favorecer la precipitacion del producto. El sélido obtenido fue
recristalizado de etanol, recuperado mediante filtracion al vacio y
lavado con etanol frio.

Los productos 3a-h se caracterizaron por RMN 'H, *C, HSQC, y
HMBC.

4.4.3. Procedimiento general para la sintesis de N-aril-
hidrazonas 6a-h

En un balén de 25 mL se colocd 1T mmol de anilina 4 y se
agregaron 5 mL de H,O y 1,1 mL de HCI 37 % p/p (solucidn acuosa). La
solucién se enfrio a 0 °C y se le adiciond gota a gota T mL de NaNO,
1 M. La mezcla resultante se mantuvo en agitacién a 0 °C por 30 min.
Luego, se agregd gota a gota, con agitacion continua, a un segundo
balon conteniendo una mezcla de: 0,09 mL de malononitrilo 5, 4,22 g
de acetato de sodio trihidratado y 8,5 mL de agua, a 0 °C. La mezcla
reaccion se mantuvo en agitacion a 0 ©°C durante 2 horas,
observandose la precipitacion de la hidrazona 6, insoluble en el medio
de reaccion. Posteriormente, el producto fue aislado mediante
filtracion al vacio y lavado con abundante agua fria, para eliminar el
HCl excedente y otras posibles impurezas. Los productos 6a-h se
caracterizaron por RMN H.
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444, Procedimiento general para la sintesis de 4-
amino-pirazol-3-carbonitrilos 7a-h

Una mezcla de la hidrazona correspondiente 6 (1 mmol),
carbonato de potasio (1 mmol) y bromo acetato de etilo (1 mmol) en
DMF (3 ml) fueron calentados en un equipo de reflujo a 90 °C. El
tiempo de reaccion se determind mediante TLC frente a testigos de los
reactivos, hasta la desaparicion total de los mismos, siendo de 5-
7 horas, dependiendo de la hidrazona utilizada. Finalizada la reaccion,
el crudo se volco sobre una mezcla de hielo y agua, y se mantuvo a
4 °C durante toda la noche. El sélido obtenido fue aislado por filtracion
al vacio, lavado con agua fria y, posteriormente, recristalizado de
etanol.

Los productos 7a-h se caracterizaron por RMN 'H, ®C, HSQC-
DEPT y HMBC.
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4.5, Conclusiones

Con el fin de obtener compuestos precursores de azapurinas
de interés bioldgico, se sintetizaron dos grandes familias de pirazoles
de estructuras similares, conteniendo los grupos ciano y amino en

diferentes posiciones adyacentes en el anillo.

En primer lugar, se llevd a cabo la sintesis de diferentes 5-
amino-pirazol-4-carbonitrilos 3a-h, por calentamiento convencional y
por irradiacion con MO. Para las reacciones empleando MO se
evaluaron diferentes condiciones con el fin de optimizar la sintesis de
estos compuestos.

En general, se obtuvieron mejores rendimientos utilizando MO,
y se lograron disminuir considerablemente los tiempos de reaccion.
Particularmente, para la obtencién del 5-amino-1-fenil-pirazol-4-
carbonitrilo 3b se pudieron optimizar las condiciones de reaccion en
MO vy reemplazar parte del solvente organico empleado por agua,
logrando una sintesis de menor impacto ambiental.

Posteriormente, se sintetizaron los 4-amino-pirazol-3-
carbonitrilos 7a-h. Para ello, primero se sintetizaron las diciano-
hidrazonas 6a-h, obteniendo excelentes rendimientos, tanto para
sustituyentes dadores como tomadores de densidad electrénica.

Luego, se optimizaron las condiciones de reaccién para la
obtencion de los pirazoles 7a-h, a partir de las diciano-hidrazonas 6,
mediante sintesis convencional. Los rendimientos obtenidos fueron de
moderados a buenos. Sin embargo, esta via sintética no se logro
optimizar mediante irradiacién con MO.
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5.1. Introducciodn

5.1.1. Antecedentes de la sintesis de pirazolotriazinas

Las reacciones de sales de diazonio de pirazoles han sido
ampliamente estudiadas, y permiten la obtencion de intermediarios de
suma importancia para la sintesis de heterociclos. Con este tipo de
reacciones se pueden generar un gran numero de derivados de
pirazoles tales como hidrazinas, triazenos, formazanes (azohidrazonas),
hidrazonas y azo compuestos, entre otros. Las reacciones que puede
sufrir el grupo diazo de un pirazol se resumen en el Esquema 5.1."

En algunos casos, los derivados de azo compuestos o
hidrazonas obtenidos sufren una condensacion intramolecular
espontanea. La ciclazion puede ocurrir mediante el ataque del grupo
diazo a un fragmento nucleofilico adyacente, o a través de su
acoplamiento con el N endociclico del anillo de pirazol o el N del
fragmento hidrazona. Estas reacciones dan como resultado
poliheterociclos condensados o unidos linealmente, tal como se
observa en el Esquema 5.1."

Las sales de diazonio de pirazoles conteniendo un sustituyente
propenso al ataque electrofilico (NH,, NH, OH, SH, alquilo, arilo, etc.)
en la posicion orto al grupo diazo (sustituyente X, Esquema 5.1), son
susceptibles a la ciclaciéon intramolecular espontanea, formando un
heterociclo condensado al nucleo del pirazol. De esta manera, se
pueden sintetizar pirazolo[3,4-c]piridazinas, pirazolo[3,4-d][1,2,3]
triazinas,  pirazolo[3,4-e][1,2,3,4]tetrazinas y  otros  policiclos,
dependiendo de la naturaleza del sustituyente que se encuentre en
posicién orto al grupo diazo en el pirazol de partida. '

A continuacion, se resumen algunos ejemplos mas relevantes
para la obtencion de pirazolo[1,2,3]triazinas, objeto de estudio de este
trabajo, a traves de la formacion de la sal de diazonio de los
correspondientes pirazoles de partida.
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Esquema 5.1. Ejemplos de transformaciones de sales de diazonio de a-

>

pirazoles.

Diversos autores han descripto la formacion de pirazolo[3,4-
d)[1,2,3]triazinas a partir de 5-amino-pirazol-4-carboxamidas 8. 23 En
algunos casos, se parte de 5-amino-pirazoles-4-carbonitrilos 3, por lo
que el primer paso consta de una modificacion del grupo ciano en la
posicion 4 del anillo para la obtencion del sustituyente amida. En el
Esquema 5.2 se muestran dos ejemplos diferentes, donde se parte de
un pirazol-4-carbonitrilo 3 para la generacién de la carboxamida 8
correspondiente, bajo distintas condiciones de reacciéon. Una vez
obtenida 8, se la hace reaccionar con nitrito de sodio en medio acido,
para formar la sal de diazonio en la posicion 5 del pirazol. El ataque
electrofilico del grupo diazo sobre la amida conduce a la ciclacion
intramolecular y formacion del anillo de triazina, produciendo la
pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-ona 9. %*
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Esquema 5.2. Sintesis de pirazolo(3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 9 a partir de 5-
amino-pirazol-4-carboxamida 8.

Por otro lado, se ha descripto la sintesis de una pirazol-
carboxamida 10 sustituida en el grupo amida. * Cuando este tipo de
compuestos son sometidos a condiciones de diazotacion, se produce
la formacion de la sal de diazonio correspondiente y posterior ciclacion
intramolecular, obteniéndose la pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-ona 11
sustituida en el nitrégeno 3 (Esquema 5.3). *

QS AR F

EOH_ NaNo, N \

O\ JI\/CN + R2-<\ )t( ,{::lj:é"‘
k1

— 1
NH-R R!  HCI:ACOH
(1:1)
10 11

CH;
(40-72%)
QR - O

Esquema 5.3. Obtenciéon de pirazolotriazinona 11 N-sustituida.
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Li y colaboradores ° describieron la obtencién de dos familias
de pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas sustituidas en el N-3 del anillo de
triazina. En el Esquema 5.4 se muestran ambas vias sintéticas para la
obtencién de las pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 17 y 18, que
difieren en la posicion del sustituyente R', segln sea el pirazol de
partida. En los dos casos, para la obtencién de las triazinonas se
sintetiza como intermediario el derivado 4-carboxamida (15 6 16) del
pirazol correspondiente (13 6 14). Las condiciones de reaccion para
formar el anillo de triazinona son las mismas mencionadas para los
ejemplos  anteriores. Estas consisten en formar la sal de diazonio
del 5-amino-pirazol-4-carboxamida para que se produzca la ciclacion
mediante el ataque electrofilico intramolecular al grupo amida. *

El compuesto de partida en el Esquema 5.4 es el NH-pirazol 12.
La alquilacion produce una mezcla de productos, los pirazoles 13 y 14,
ya que la sustitucion se puede dar en ambos nitrégenos endociclicos. A
partir de éstos, se obtienen las carboxamidas correspondientes 15 vy
16, de polaridad muy similar, es por eso que se utiliza su mezcla para
la posterior reaccién de diazotacién. El Ultimo paso da como resultado
la formacion de las pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 17 y 18,
sustituidas en el N-3.°

Al analizar la via sintética del Esquema 5.4, se puede deducir
que la pirazolotriazinona resultante depende de la naturaleza del
pirazol de partida. De esta forma, se pueden obtener distintas series de
pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas de acuerdo a las posiciones de los
sustituyentes del sustrato. Cabe aclarar que, la posicion relativa entre
los sustituyentes carboxamida, amina y R? en los pirazoles 15y 16 es la
misma, es por eso que se obtienen las pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazinonas
17 y 18, cuya fusion entre los anillos de pirazol y triazinona se

mantiene igual.
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Esquema 54. Sintesis de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 17 y 18
sustituidas en el N-3 a partir del etil 5-amino-pirazol-4-carboxilato 12. °

Por otro lado, en nuestro grupo de investigacion se ha
desarrollado una metodologia sencilla para la obtencion de
pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazinonas, mediante la diazotacion directa de 5-
amino-pirazol-4-carbonitrilos 3. ®’ De esta forma, se puede preparar
un gran numero de pirazolotriazinonas, con buenos rendimientos,

mediante un proceso one-pot, sin sintetizar previamente el
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intermediario amino-pirazol-4-carboxamida que se observé en los
ejemplos anteriores.

Tres mecanismos diferentes se han planteado para explicar la
reaccion de los 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos 3, que se muestran en
el Esquema 5.5. La via a propone la formacion de una pirazol-4-
carboxamida 8 in situ, seguido de la diazotacion y ciclacion
intramolecular, para dar lugar a la pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazinona 9. ®

La via b sugiere la formacion del ion nitrilio ii, que luego puede
ciclar para formar la pirazolotriazinona 9, o dar lugar a la
pirazolotriazina 19, clorada en posicion 4, previamente a la formacion
de 9. Se ha propuesto que la hidrélisis del compuesto 19, para obtener
9, se encuentra muy favorecida, ya que no se pudo detectar
experimentalmente la presencia de 19, bajo ninguna condicion

evaluada.
0 0
H,N H,N
/ \ — (+ /\N
HN" SN NENT W
3l Rl Rl
NC %
R 8 i
+
HyN N’N HN=C o]
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_ Vviab _(; 2/ W 5 HN A
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Esquema 5.5. Mecanismos propuestos para la obtencidon de pirazolo[3,4-
d][1,2,3]triazinonas 9 a partir de 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos 3. 6
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Por ultimo, la via ¢, plantea la diazotacion inicial del pirazol de
partida y formacion del intermediario iii, seguido de un ataque de los
iones cloruros. Asi, se obtiene la pirazolotriazina clorada 19, que por
hidroélisis da como resultado el compuesto 9. ©

La diazotacion directa de los amino-pirazol-carbonitrilos es un
método sintético sencillo y eficiente, que permite generar una familia
de pirazolotriazinonas modificando Unicamente el pirazol de partida.
Esta metodologia presenta ventajas desde el punto de vista sintético,
debido a la vasta funcionalizacion que puede lograrse en los productos
que se obtienen.

Teniendo en cuenta los antecedentes sintéticos expuestos, v la
amplia actividad biolégica que poseen los andlogos de purinas, en esta
Tesis Doctoral se desarrolld especificamente la sintesis de pirazolo[3,4-
dl[1,2,3]triazin-4-onas y las pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-4-onas, cuyas
estructuras se observan en la Figura 5.1. Para ello, se utilizaron las
series de amino-pirazol carbonitrilos 3 y 7, sintetizados anteriormente.

Q o)
HN N HNT =N
N N | N-R
N N Ny
\ N

pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-4-onas

Figura 5.1. Estructuras de los nucleos de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas y
pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-4-onas.
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5.2. Objetivos especificos

Con el fin de obtener analogos de purinas de interés bioldgico,
en este capitulo se estudid la sintesis de dos familias de
pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas. Para ello, se utilizd6 como precursores los
amino-pirazol-carbonitrilos 3 y 7, sintetizados previamente. Ademas, se
sintetizaron  derivados ~ N3-heteroarii de una  serie de
pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas.

Los objetivos especificos de esta parte de la investigacion se
detallan a continuacion:

- Sintetizar pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas a partir de 5-amino-
pirazol-4-carbonitrilos 3a-h.

- Sintetizar pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos a partir de etil 3-
ciano-4-amino-pirazol-5-carboxilatos 7a-h.

- Sintetizar  nuevos  derivados de  pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas
funcionalizadas en N-3.

- Realizar el estudio tedrico y experimental del mecanismo de reaccion

involucrado en la obtencidn de pirazolotriazinonas 3-sustituidas.
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5.3. Resultados y discusidén
5.3.1. Sintesis de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas

La sintesis de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas a partir de 5-
amino-pirazoles 4-carbonitrilos fue desarrollada en nuestro grupo de
investigacion. ®’ Esta metodologia consiste en la reaccién del grupo
amino de la posicién 5 del anillo de pirazol con NaNO,, en medio
acido, a 0 °C, para generar la sal de diazonio correspondiente.
Inmediatamente, se produce una ciclaciéon intramolecular del ion
diazonio, dando lugar a la formacion de las pirazolotriazinonas, tal
como se describié en la seccion anterior. Por medio de esta
metodologia, se sintetizaron las pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 9b-
h (Esquema 5.6). Los compuestos 9b, 9d y 9h fueron sintetizados
previamente en nuestro grupo de trabajo, ' mientras que los nucleos
restantes fueron obtenidos por primera vez durante el desarrollo de
esta Tesis Doctoral. Para llevar a cabo la sintesis de estas
pirazolotriazinas se utilizaron como compuestos de partida 5-amino-
pirazol-4-carbonitrilos 3a-h, obtenidos anteriormente.

NC 0
l/—\\N NaNO, (ac), HCl:AcOH (3.1)» N Y
HoN™ 0-5 2C a t.amb. Ny ~N
R 24h R
3a-h 9 b-h
3aR=H 3e R= m-F-C¢H,
3b R= Ph 3f R= 0-F-C4H,

3¢ R=p-OCH;-C,H, 3g R= piridin-2-il
3d R=p-F-C.H, 3h R= bencil

Esquema 5.6. Sintesis de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazinas 9b-h a partir de 5-
amino-pirazol-4-carbonitrilos 3.
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Los rendimientos obtenidos para la sintesis de las
pirazolotriazinas 9b-h se muestran en la Tabla 5.1. En general, éstos
fueron de moderados a muy buenos, excepto para el pirazol 3a, a
partir del cual no se obtuvo la pirazolotriazinona correspondiente, sino
que se recupero el sustrato en su mayor parte.

Tabla 5.1. Sintesis de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 9b-h.

Compuesto R Rendimiento (%) °
9a H .
9b Ph 77
9c p-OCH;-CgHy 88
9d p-F-CeHy4 70
9e m-F-CgHy 52
of 0-F-CgH,4 64
99 piridin-2-il 39
9h bencil 50

(a) Producto aislado. (b) Sin conversién.

La estabilidad y reactividad de las sales de pirazoldiazonio
dependen fuertemente de la naturaleza del/de los sustituyente/s en el
anillo. De esta forma, grupos dadores de densidad electrénica
generalmente estabilizan el grupo diazo, mientras que sustituyentes
tomadores lo desestabilizan, aumentando su electrofilicidad. '

Si se tienen en cuenta estas consideraciones, se puede explicar
por qué no se pudo obtener la pirazolotriazinona 9a. Por lo tanto, la
falta de conversion de 3a podria atribuirse al caracter del sustituyente
del N-1, que evitaria la formacion de la sal de diazonio. Sin embargo,
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también podria ocurrir que se forme la sal de diazonio en baja
proporcion, pero que sea inestable y no alcance a ciclar para formar el

anillo de triazinona.

Los compuestos 9b-h fueron caracterizados mediante RMN. La
estructura de los tautdbmeros de las 3H-pirazolotriazinonas fue
confirmada por experimentos de RMN de 'H, ®C, COSY, HSQC-DEPT y
HMBC. Dicha informacién se encuentra en la seccion Anexo.

Entre las sefiales mas caracteristicas, para el compuesto 9b se
observd un singlete correspondiente al H-5 a 8,62 ppm y un singlete
ancho a 15,30 ppm, indicando la presencia del grupo —-NH. En el
espectro de RMN de "C se asignaron los carbonos aromaticos, entre
ellos el C-5, caracteristico del anillo de pirazol, a 135,40 ppm y el C del
grupo carbonilo a 154,06 ppm. A modo de ejemplo, en la Figura 5.2 se
observan los desplazamientos quimicos de H y C para el
compuesto 9b.

108,1

154,1 <\O

7 62-7,67/129,7

8,04-8 07/122 8
7 50-7,54/128,8

Figura 5.2. Asignaciones de H/C (en ppm) para el compuesto 9b.
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5.3.2. Sintesis de pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-
carboxilatos

Se llevd a cabo la sintesis de nuevos derivados de
pirazolotriazinonas, los 4-oxo-pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-
carboxilatos de etilo 20. Para ello, se utilizd la metodologia
previamente descripta, utilizada para la sintesis de pirazolo[3,4-
d][1,2,3]triazinonas 9.

Los compuestos 20 se obtuvieron a partir de los pirazoles 7a-h,
previamente sintetizados, como se muestra en el Esquema 5.7. Los
rendimientos alcanzados para la formacion de esta nueva serie de
pirazolotriazinonas se observa en la Tabla 5.2. En general, éstos fueron
moderados, debido a las dificultades encontradas en la separacion de
los compuestos de la mezcla de reaccion. Para el caso de la
diazotacion de 7d y 7h, no se obtuvieron las correspondientes
pirazolotriazinonas, ya que no hubo conversion del pirazol luego de las
24 horas de reaccion. Dicho hecho se podria atribuir, probablemente,
al caracter electronegativo de sus sustituyente (F y NO,), que
desestabilizarian o incluso impedirian la formacion de la sal de

diazonio.
NaNO, (ac), (o)
NC N HCI:AcOH (3:1) HNT =N,
N—@—R - | N R

~ Ns I

H,N 0-52Cat.amb. N
(0]
EtO o 24h EtO
7a-h 20a-c, e-g
7aR=H 7e R=Cl

7b R= CH4 7f R= Br
7¢c R= OCH,4 7gR=1
7dR=F 7h R=NO,

Esquema 5.7. Sintesis de 4-oxo-pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos de
etilo 20 a partir de etil 3-ciano-4-amino-pirazol-5-carboxilatos 7.
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Tabla 5.2. Sintesis de 4-oxo-pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos de
etilo 20.

Compuesto R Rendimiento (%) °

20a H 35
20b CH; 38
20c OCH; 28
20d F .
20e Cl 31
20f Br 36
20g | 33
20h NO, -b

(a) Producto purificado por cromatografia en columna.

(b) Sin conversion.

Al comparar los resultados obtenidos para la sintesis de las
pirazolotriazinonas 9 y 20, se observé que los rendimientos fueron
mayores en el caso de los derivados 9. En ambas series, se observo la
influencia del sustituyente del N-1 del pirazol de partida, en la
estabilidad de la sal de diazonio, ya que para 3a, 7d y 7h, no se
lograron las pirazolotriazinonas correspondientes. Ademas, la
presencia del grupo carboetoxi en la familia de los pirazoles 7 también
podria estar involucrado en la estabilidad de la sal de diazonio.

Asimismo, se presentaron algunas dificultades durante los
pasos posteriores a la sintesis de los productos 20, en la recuperacion
de los productos desde el medio de reaccion. Esto hizo que los
rendimientos fueran menores que los obtenidos para las
pirazolotriazinonas 9. La presencia del grupo carboetoxi en el C-7 de la
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familia de pirazolotriazinonas 20 también podria estar implicado en las
dificultades encontradas en los pasos de separacion y purificacion.

Por otro lado, cabe destacar que la metodologia empleada
para la formacion del ion diazonio se logrd utilizar en una nueva
familia de amino-pirazoles carbonitrilos. De esta forma, se obtuvieron
los  pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos 20, mediante la
diazotacion directa de sus precursores, utilizando un método one-pot
sencillo. Esto podria indicar que la variacion de la posicién de los
grupos ciano y amino en el anillo pirazol no afecta a la formacion de la

triazinona, siempre y cuando se encuentren en posiciones adyacentes.

Todos los compuestos obtenidos son nuevos y fueron
caracterizados por espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR)
y RMN de 'H, ®C, HSQC y HMBC. Dicha informacién se encuentra en la
seccion Anexo. A modo de ejemplo, en la Figura 5.3 se observan los
desplazamientos quimicos de los carbonos y las correlaciones H-C de
largo alcance obtenidas a partir del espectro HMBC para el compuesto
20b. Este anélisis permitié la asignacion de ambos grupos carbonilos,
uno correspondiente al anillo de triazina (152 ppm) y el otro del grupo
carboetoxi (157 ppm). Ademas, se establecié una correlacion entre el
H-3 del NH (15 ppm) y el carbono del grupo carbonilo (152 ppm) de la
triazina, lo que confirma la presencia del tautémero 3H.

O 152,25 125,71
129,44

N 13699210 j06)

Figura 5.3. Asignacion de C (en ppm) y correlaciones HMBC para 4-oxo-6-(p-
tolil)-4,6-dihidro-3H-pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilato de etilo, 20b.
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5.3.3. Sintesis de pirazolotriazinonas funcionalizadas
en el N-3

En esta seccion se llevo a cabo la sintesis de nuevos derivados
de pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas 9 funcionalizadas en el N-3, a partir de
una reaccion de acople con pérdida de nitrégeno. A continuacion, se
describen los antecedentes mas relevantes que se tuvieron en cuenta
para realizar el estudio tedrico y experimental del mecanismo de
reaccion involucrado en la obtencién de dichos compuestos.

5.3.3.1. Reactividad de las azolo[1,2,3]triazinas

La sintesis de las azolo[1,2,3]triazin-4-onas, ha sido
extensamente estudiada, ya que presentan una amplia actividad
biol6gica debido a su similitud estructural con las bases de purinas.
Ademas, estos heterociclos pueden ser modificados en distintas
posiciones o sufrir rupturas en el anillo, lo que conduce a una gran
variedad de derivados. ® Diversos autores han descripto la sintesis de
azolo[1,2,3]triazin-4-onas y posterior modificacion en el grupo
carbonilo. De esta manera, se pueden obtener las azolo-triazinas 4-
sustituidas. %" Por ejemplo, Migawa y col. ™ han reportado la sintesis
de 7-bencil-pirrolo[2,3-d][1,2,3]triazin-4-ona 22, y la posterior
modificacion en el grupo carbonilo (Esquema 5.8).

NH; ¢n
N
N NI
H,NOC CONH, NaNO, (o} CONH, N CONHZ/ N:N N
HCl 1,2,4-triazal  NZ NH, (I Bn
HZN/@ H':‘)‘]f\g riazo E)I\S 3 ( ) 24
\ -452Ca Ny >N POCl,, NN \ (60%)
Bn t.amb. Bn  CH4CN, Bn
21 22 Et;N 23 Mng/ OMe cn
499 3
(77%) (49%) 1h N? )
250c Ny ~~N
Bn
25

(13%)

Esquema 5.8. Obtencion de derivados de pirrolo[1,2,3]triazinas 4-sustituidas.
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Asimismo, se han estudiado modificaciones en el N-3 del anillo
de las azolotriazinas. Asi, se pueden obtener derivados N-alquil, N-aril
o incluso con otros sustituyentes mas complejos. "' En el Esquema 5.9
se resumen las sintesis de azolotriazinas 26-30 sustituidas en el N-3,
reportada por Gurenko y col.® En este ejemplo, la reaccion de la
pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-ona 9b con bromoclorometano da como
resultado el compuesto 27. En su estructura, el anillo de
pirazolotriazinona esta sustituido en el N-3 por otra molécula de 9b,
unidas entre si por un grupo metileno. ®

RCH,CI o
K,CO3, DMF %
273 » B N TN R=CH,, Ph, cOOE
20-25¢9C, 12 h NN
Ph
26
(70-91%)
0
BrCH,Cl 1
HN A K,CO5, DMF -~
Vo LN 293 > N7 NN T W
NN 40-509C, 4 h NN Ny N
Ph Ph Ph
ob 27
(67%)
0 socl,, 2
CH,0, H,0 A~ CH,Cl, PN N
|22 HOTONT Ty ue LN
reflujo, 3 h Nev" N 20-25°C, NN
28 Ph 20 h 29 Ph
(79%) (83%)
RSH, K,CO,, DMF *
20-259C, 19h

N (o]
=IO
(o] ,
R= N:N N‘
N Ph

) 30

_QA9
HyC (86-94%)

Esquema 5.9. Obtencién de derivados de pirazolo(3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas
sustituidas en N-3.
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Por otro lado, se han descripto reacciones donde se produce
una ruptura del anillo de triazina de la azolo[1,2,3]triazin-4-ona, con
pérdida de nitrogeno. Como resultado, se obtiene el derivado azolo
correspondiente. Diversos autores han estudiado el mecanismo por el
cual se produce la extrusion de nitrogeno. En todos los casos se ha
encontrado  como intermediario de estas reacciones una

27 que se encuentra en equilibrio con su forma ciclica,

15-19

iminocetena,

una azetinona.

Khutova y col,™ han estudiado la reaccion de 7-fenil-
pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-ona 9b con cloruro de tionilo y luego su
hidrolisis a bajas temperaturas. Como resultado, se obtiene el cloruro
de acido 31 del 5-aminopirazol, producto de la pérdida de nitrégeno
del compuesto 9b. La reaccion de este cloruro de acido con Et;N en
acetonitrilo da como resultado la iminocetena correspondiente, por
pérdida de HCI. Esta iminocgtena dimeriza para obtener, finalmente, la

6—(pirazo|—4—i|)—pirazo|o[3,4]-TC._D—,L]oxazinA—ona 32 (Esquema 5.10). ™

o OH cl H,0 0o
cl
B socl A -5-02C
H'}‘JI\\IN - N \,N e N ’:II)I\\IN — ‘2_\\
N:N N‘ N~N/ I\! reflujo N~N/ I\! -N, H,N N’N
Ph Ph Ph Ph
9b (ceto) 9b (enol) 31
(o}
cl [ 0“c
Et,N oM W
Do | o — A
H,N" SN MecN HNZ N I\ i
) o N N Ph
Ph 20-25|-c oh H,N N
-HC Ph
31 32
(89%)

Esquema 5.10. Sintesis de oxazin-4-ona 32 a partir de 9b mediante la

dimerizacion del intermediario iminocetena.


LIZI
Resaltado

LIZI
Nota adhesiva
3,4d?
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Ademas, se ha reportado que, bajo condiciones drasticas de
reaccion, a temperaturas mayores a 250 °C, se produce la ruptura del
anillo de triazina de pirrolo[1,2,3]triazinas, sequido de una pérdida de
nitrégeno, obteniéndose como resultado el pirrol 33. El mecanismo

propuesto para esta reaccion se representa en el Esquema 5.11. 0%

Las reacciones de pérdida de nitrdgeno de las azolotriazinas
para la preparacion de heterociclos no han sido muy estudiadas, con
excepcion de algunos casos especificos. Teniendo esto en cuenta, se
llevd a cabo la sintesis de 3-(5-amino-1H-pirazol-4-carbonil)-3,7-
dihidro-4H-pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas, a partir de
pirazolotriazinonas 9, obtenidas previamente. La sintesis de estos
derivados involucrd una etapa de eliminaciéon de nitrégeno a partir de
la pirazolotriazina sustrato, y su mecanismo fue estudiado
exhaustivamente por métodos tedricos y experimentales.

a //\N
6 (o 0
N H,NS N~ CN NN N
CN b ':‘Ikl N Viab ~
_——
Ny N HY} Bn HN")™N
Bn Bn
b
23 L -
Via a
45 °C
NH, ¢cN NH  cN HN’)
2s0ec | (n N Ne, N
HN r —-— N (I Ny — \ — ’Z/—\g
New N N-n N ""1/ N H N>y
2 (H) bn b b
24 - - 33
(66%)

Esquema 5.11. Ruptura del anillo de triazina con pérdida de nitrégeno para la

obtencién del derivado de pirrol 33. %
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5.3.3.2.  Sintesis de 3-(5-amino-1H-pirazol-4-carbonil)-3,7-
dihidro-4H-pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas

Se llevd a cabo la sintesis de pirazolotriazinonas sustituidas en
el N-3 a partir de pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 9b-h. Para ello, se
realizo el tratamiento térmico de las pirazolotriazinonas 9 en benceno
a reflujo, por un periodo de 2-6 horas, dependiendo del sustrato de
partida. Bajo estas condiciones, se obtuvieron como producto
3-(5-amino-1H-pirazol-4-carbonil)-3,7-dihidro-4H-pirazolo[3,4-d][1,2,3]
triazin-4-onas 34, tal como se muestra en el Esquema 5.12. Los
rendimientos obtenidos para los compuestos 34b-g se detallan en la
Tabla 5.3. Estos valores fueron de moderados a buenos, excepto para
el compuesto 34g, cuyo rendimiento fue solamente del 9%
(determinado de la mezcla de reacciéon por RMN), observandose la

formacion de subproductos.

.

(o] H,N O O
benceno, reflujo
(e - T
N~ ~N 2-6 h N Ny N
\ \
R R
9b-h 34 b-g
9b R= Ph 9f R=o0-F-C¢H,
9c¢ R= p-OCH;-CcH, 9g R= piridin-2-il
9d R= p-F-CcH, 9h R=bencil
9e R= m-F-CgH,

Esquema 5.12. Sintesis de pirazolo([3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas N-sustituidas 34
a partir de las pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 9.
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Tabla 5.3. Sintesis de 3-(5-amino-pirazol-4-carbonil)pirazolo[3,4-d][1,2,3]
triazin-4-onas 34.

Compuesto R t (h) Rendimiento (%)
34b Ph 1,5 67 °
34c p-OCH;-CgH,4 3 46°
34d p-F-CeH,4 1,5 62 °
34e m-F-CgH, 2 51°
34f 0-F-CgH,4 1,5 66 °
349 piridin-2-il 6 9°
34h bencil 6 -€

(a) Producto aislado. (b) Determinado por RMN H. () No hubo conversion.

La elucidacion estructural de los compuestos 34b-g requirio de
un analisis espectroscopico exhaustivo y las estructuras fueron
confirmadas por experimentos de RMN 'H, *C, HSQC, HMBC, R y
EMAR.

A modo de ejemplo, en el andlisis del espectro RMN 'H del
compuesto 34b, se pudo observar un singlete a 7,74 ppm, asignado al
H-13 del anillo de pirazol. Ademas, aparece un singlete a 8,54 ppm
correspondiente al H-5 de la pirazolotriazina y una sefial ancha
atribuida a la presencia de los protones del sustituyente amino
(6,94 ppm). Los espectros RMN "C y 2D permitieron asignar ambos C
carbonilicos, uno correspondiente al anillo de triazina a 152,9 ppm, y el
que une la triazina con el anillo de pirazol, a 163,6 ppm. Ademas, se
pudieron distinguir los carbonos olefinicos 5 (136,5 ppm), 13
(142,6 ppm), 5a (109,4 ppm), 7a (148,6 ppm) y 12 (100,7 ppm). En la
Figura 5.4 se muestran los valores de desplazamiento quimico
obtenidos para algunos H, Cy las correlaciones mas relevantes de 34b.
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Figura 5.4. Asignaciones de los H/C (en ppm) y correlaciones principales para
el compuesto 34b.

Mediante EMAR, se determind la masa exacta de cada uno de
estos compuestos. Ademas, en el analisis del espectro IR, se encontrd
la presencia de dos bandas correspondientes al estiramiento C=0 de
ambos enlaces carbonilos, a 1716 y 1692 cm™, y una sefial tipica a del
estiramiento del enlace N-H a 3461 cm™.

5.3.3.3.  Estudio del mecanismo de reaccion para la obtencion
de 3-(5-amino-1H-pirazol-4-carbonil)-3,7-dihidro-
4H-pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas

La sintesis de 3-(5-amino-pirazol-4-carbonil)
pirazolotriazinonas 34 consiste en una reaccion de combinacién de
dos moléculas de pirazolotriazinona 9 e involucra la pérdida de
nitrégeno. Como se detallé previamente, este tipo de reacciones se
encuentra descripto en bibliografia solo para nucleos de
benzotriazinonas, mientras que no se conocen antecedentes para el
caso de derivados de azolotriazinonas. Teniendo esto en cuenta, se
llevd a cabo un estudio experimental y tedrico con el fin de proponer
un mecanismo de reaccién para la formacion de los derivados 34.
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En primer lugar, se planted la posibilidad de la formacién del
intermediario iminocetena 35, mediante la pérdida de una molécula de
nitrogeno a partir de uno de los tautomeros de 9, en un paso
concertado. El intermediario 35 puede coexistir con su analogo ciclico,
azetinona 36, como se observa en el Esquema 5.13. La formacion de
una iminocetena, como intermediario de reaccién, puede ser
considerada analoga a la conversion térmica de 1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-onas para dar quinazolin[3,2-c][1,2,3]benzotriazin-8-onas
reportadas en bibliograffa. * En dicha reaccién (Esquema 5.14), el
intermediario mencionado se formaria a partir de 1,2,3-benzotriazin-4-
ona 37, mediante la pérdida de nitrogeno molecular. Esta iminocetena
reacciona posteriormente con una especie nucleofilica, en este caso
otra molécula de 1,2,3-benzotriazin-4-ona 37, para dar lugar,
finalmente, al producto quinazolin(3,2-c][1,2,3]benzotriazin-8-ona 39,

por eliminacién de una molécula de agua. #"*
H i i Os o}
NN \ N, N—
Re [ N — W | ' N ——> N — A | N
NN "N“N HNT N
R H R R
9 \\\\ / 9i 35 36
OH l +9
v
E [ N l
‘NN H,N o o0
R
9ii X
R—=N Vool
\ — N~ /
N NN
R

Esquema 5.13. Formacién de iminocetena 35 como posible intermediario de
reaccion en el tratamiento térmico de pirazolotriazinonas 9.
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(o]

0
N:N

37
N 160°C, 2 h
l (CH30CH,CH,),0

NH,

HN 0 -H,0 N
f{|\ —_— —_— |
|

N:N °N

37 38 39
(70 %)

Esquema 5.14. Termdlisis de 1,2,3-benzotriazin-4-ona 37 para la generacién
de quinazolin[3,2-c][1,2,3]benzotriazin-8-ona 39.

Ademas, se ha reportado la reacciéon fotoquimica de 37
(Esquema 5.15) en la cual se plantea la apertura del anillo de triazina
seguido de una pérdida de nitrogeno molecular, para dar lugar al
intermediario iminocetena, que en presencia de agua se hidroliza y
forma el acido 2-aminobenzoico. En ausencia de agua, la iminocetena
dimeriza, dando como resultado el producto benzol[1,3]oxazin-4-ona

40, como se observa en el Esquema 5.15. %

0\
- hy ¢ 0 HooC
| b
Nen N
HN=N"
37
o
. 0
N\
™
NH,
40

Esquema 5.15. Reaccion fotoquimica de 1,2,3-benzotriazin-4-ona 37.
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Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos en bibliografia,
es probable que en el mecanismo de reaccién, para la obtencion de los
compuestos 34, esté involucrado un intermediario iminocetena 35, el
cual sufriria un ataque nucleofilico de otra molécula de 9. Sin embargo,
no puede descartarse otra via de reaccion, en ausencia del
intermediario 35. Con estas consideraciones, se llevd a cabo un estudio
tedrico computacional, para intentar confirmar las vias de reaccidon mas
probables. Estos calculos fueron realizados en un proyecto en
colaboracion con el Dr. Mariano Vera de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Mar del Plata.

Para realizar los calculos tedricos se utilizaron como
compuestos de partida las pirazolotriazinonas 9b y 9c. La primera de
ellas conteniendo un anillo fenilo sin sustituir en el N-7 y la segunda
con un grupo dador de electrones en la posicion para del anillo fenilo
(p-OMe-C¢H,). Dichas pirazolotriazinonas se seleccionaron con el fin
de comparar como influye la naturaleza del sustituyente en la
reactividad de la molécula. Se realizd una exploracion de las superficies
de energia libre, a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) para la formacion de 34b
y 34c¢, planteandose cinco vias de reaccion mas probables, designadas
como via A a E. Por definicion, las energias libres relativas obtenidas se
determinaron a 298,15 K, considerando el valor de la energia libre
relativa de 9b y 9c como cero a dicha temperatura. El procedimiento
computacional aplicado ha sido comprobado y utilizado previamente
en otros estudios de mecanismo de reaccion.

En el Esquema 5.16 se observa las cinco vias consideradas,
designadas como vias A a E de manera simplificada. Solo se muestran
los intermediarios de reaccién, mientras que los estados de transicion,
junto con las energias relativas calculadas para cada estructura fueron
omitidos y se detallan en los esquemas posteriores.
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Las vias A-D (Esquema 5.16) tienen como primer intermediario
en comun a la iminocetena 35, que luego reacciona con distintos
tautdbmeros de 9, de acuerdo a cada ruta propuesta. La pérdida de una
molécula de nitrbgeno a partir del tautomero 9i, da lugar a la
formacion de 35, que es considerablemente estable (-24,9 kcal/mol
para R=Ph y -24,8 kcal/mol para R =p-OMe-C¢Hs). A modo
representativo, se observa en la Figura 5.5 el estado de transicion para
la formacién de 35b (TS9i-35b) y el potencial electrostatico de dicho
intermediario. Analizando esta imagen se puede apreciar que 35 es un
electréfilo fuerte, por lo que podria atacar intermolecularmente al
nitrogeno nucleofilico del anillo de triazinona 9 o intramolecularmente
al grupo imino de la propia molécula, generando el derivado
azetinona 36.

Una vez formada la iminocetena 35, la reaccion que tendria
lugar dependera del caracter nucleofilico de los N de cada tautomero
de 9. En la Figura 5.6 se observa el potencial electrostatico para los
tautdmeros de 9c (distribucion de carga similar para 9b, R = Ph).

Figura 5.5. (a) Estructura del estado de transicion TS9i-35b. Pérdida
concertada de una molécula de nitrégeno a partir de 9ib. (b) Potencial
electrostatico de la iminocetena 35b. Referencia de colores: rojo = valores
negativos, azul = valores positivos.
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Figura 5.6. Potencial electrostatico de los tautdmeros 9c¢, 9ic y 9iic
(distribucion de carga similar para R = Ph). La flecha amarilla indica el N-3,
que corresponde al N involucrado en el enlace C-N en el producto 34.
Referencia de colores: rojo = valores negativos, azul = valores positivos.

Al estudiar la Figura 5.6, se puede deducir que el N-3 de 9c
(flecha amarilla), que estaria involucrado en formacion del enlace C-N
en el producto 34c no es nucleofilico. Por lo tanto, la reaccion directa
de la iminocetena 35c con una molécula de 9c, para dar 34c, puede
ser descartada. Sin embargo, el acoplamiento directo de 35c con el N-
3 de los tautdbmeros 9ic o 9iic puede ser considerado, ya que en

ambos el N-3 (flecha amarilla) es nucleofilico.
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Ademas, en el caso del tautdmero 9c los N-1y N-2 tienen un
caracter nucleofilico mayor que N-3 (Figura 5.6). De esta manera, se
podria considerar una via donde el C electrofilico de la iminocetena
podria atacar a alguno de estos nitrégenos.

Al considerar el caracter nucleofilico de los N de cada
tautomero, se plantearon las vias A-D, las cuales se detallan a
continuacién. En los esquemas de cada via de reaccién se muestra,
debajo de cada estructura, la energia libre relativa obtenida para
R = Phy en paréntesis para R = p-OCH3-CgH..

La via A (Esquema 5.17) sugiere la formacion de la azetinona
36, producto del ataque intramolecular del C de la cetena 35 al NH
imino, que da lugar al cierre de anillo. La azetinona puede atacar
directamente al N-3 de 9, ya que este estado de transicion se inicia
transfiriendo el H-3, lo que le confiere al N-3 un caracter nucleofilico
(Figura 5.7¢). Por ultimo, el TS36-34 da lugar a la formacion de 34.

// 9%ii \X
o 10,98 o o
H (11,02) Oxc
N N\ N N -N; N
VN = ’U)HI\\,N—> ,{,5(\\," — 2y >
NN NN ‘NN HNT N
R H R H R R
9 9i
T59i-35 35
0,00 13,35
(0,00) (13,21) 28,28 -24,86
(28,26) (-24,75)
o} N o o o] HN O O
vl N Soot9 | A XN Q
N—y NiII ‘ Y T N N T 0N
H \ H N‘ \ "“ H Ng ’ N Ny N
R R MR NN N
R R R
34
T535-36 36 TS36-34
2,9 -5,00 5,86 -49,14 34bR=Ph
(3.45) (-4,57) (9.83) (-49,10) 34cR = p-OCH,-CgH,

Esquema 5.17. Descripcidn de la via A planteada para la obtencién de 34.
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O

Figura 5.7. Estructuras encontradas a lo largo de la via A para (a) TS35-36c,
(b) 36¢ y (c) TS36-34c.

En la Figura 5.7 se muestran las estructuras de: (a) el estado de
transicion TS35-36¢, (b) el intermediario azetinona 36¢ vy (c) el TS36-
34c a lo largo de la via A, para el derivado conteniendo R = p-OMe-
CeHa.

En la via B se propone el encuentro de la iminocetena 35 con 9,
que originaria 41i, a través del estado de transicion TS35-41i
(Esquema 5.18). En este caso, el enlace C-N se formaria entre el N-2 del
anillo de triazinona y el carbono de la cetena de 35, ya que
corresponde al N mas nucleofilico de 9, como se menciond
anteriormente. Luego, 41i continla reaccionando y se produce una
migracion 1,2 del grupo ceto a través del estado de transicion TS41ii-
34 para generar, finalmente, el producto 34 (Esquema 5.18).
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Esquema 5.18. Descripcion de la via B planteada para la obtencion de 34.

En la Figura 5.8 se muestran los estados de transicion TS41i-
34b y TS41i-24c donde se produce la migracion 1,2 del grupo ceto
desde el N-2 al N-3. La energia encontrada para dicho estado de
transicion fue considerablemente menor para el caso de R = Ph. Esto
podria atribuirse a que el grupo p-OMe-CgHy, con mayor caracter
donador de electrones, modificaria sustancialmente la distribucién
electronica del sistema m, tanto del anillo fenilo como de la
pirazolotriazinona. Por lo tanto, el TS41i-34c tiene un caracter de
enlace mayor, lo que implica que este tipo de migracién sea mas dificil,
que para el caso de TS41i-34b.
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Figura 5.8. Estructura de los estados de transicion (a) TS41i-34b y (b) TS41i-
34c a lo largo de la via B.

En la via C (Esquema 5.19) se propone la reaccién de la
iminocetena 35 con el tautdémero 9i, que da lugar a la formacién de
34i a través del estado de transicion TS35-34i (Figura 5.9a). Su energia
relativa es de aproximadamente 2,5 kcal/mol, similar para ambos
sustituyentes. Por Ultimo, la isomerizacion de 34i (Figura 5.9b) genera
el producto 34.
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Esquema 5.19. Descripcion de la via C planteada para la obtencion de 34.

a)

Figura 5.9. Estructuras de (a) estado de transicion TS35-34ic y (b) tautdmero
34ic, a lo largo de la via C para R = p-OMe-CgH,.
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Por su parte, la via D sugiere la formacion de 35, seguida de un
encuentro con el tautémero 9ii, dando lugar al estado de transicion
TS35-34ii, para formar 34ii (Esquema 5.20). Este compuesto es un
tautdmero del producto final, por lo que el Ultimo paso involucra su
isomerizacion a 34.

Las vias A-D analizadas hasta aqui, poseen una etapa en
comun que corresponde a la pérdida temprana de una molécula de
nitrdgeno por parte del tautdmero 9i, para formar la iminocetena 35.
Sin embargo, se pueden plantear rutas adicionales que consideren una
pérdida de nitrdgeno en un paso posterior. De esta forma, se planted
la via E, que constituye una ruta de menor energia libre, dentro de las
posibilidades contempladas.
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Esquema 5.20. Desarrollo de la via D planteada para la obtencién de 34.
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La via E (Esquema 5.21) sugiere la apertura del anillo de
triazinona 9 para dar lugar a la formacién del triazeno cetena 42, de
caracter nucleofilico, y que retiene los atomos de nitrégeno del
sustrato. El acoplamiento de 42 con otra molécula de 9 produciria el
aducto 43i, que mediante una tautomerizacion genera 43ii. Este
intermediario puede, finalmente, liberar una molécula de nitrégeno
formando 34ii, un tautdmero del producto 34.

En la Figura 5.10a se puede observar el estado de transicion
TS43ii-34ii, a partir del cual se liberaria una molécula de nitrégeno,
para formar 34ii (Figura 5.10b).
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Esquema 5.21. Desarrollo de la via E planteada para la obtencién de 34.
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Figura 5.10. (a) Estado de transicion TS43ii-34ii. (b) Tautomero 34ii.

Es importante aclarar que, todos los estados de transicion e
incluso hasta el intermediario mas estable formulados a lo largo de la
via E, presentaron valores de energia libre considerablemente mas altas
que el estado de transicion de mayor energia planteado en las

vias restantes.

Con fines comparativos, en la Figura 511 se muestran los
perfiles de energia libre obtenidos para cada una de las vias tanto para
(@ R=Ph como para (b) R=p-OMe-C¢H,. En general, ambos
derivados evaluados siguen caminos similares a lo largo de las vias A-
D, pasando a través del intermediario clave, la iminocetena 35.
Ademas, se observa que la via E es la de mayor energia para ambos
casos, por lo que podria ser considerada como la ruta menos probable.

Considerando los resultados tedricos obtenidos por calculos
computacionales, se plantearon distintas estrategias para tratar de

confirmar experimentalmente el intermediario iminocetena 35.
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Figura 5.11. Perfiles de energia libre de las vias A-E para (a) R = Phy (b) R = p-
OMe—C6H4.

Se conoce que los derivados cetena son hidrolizados en medio

acuoso, dando como resultado grupos &cidos. % Teniendo esto en

cuenta, se realizo la termdlisis de la pirazolotriazinona 9b, en una

mezcla de benceno/agua, por 6 horas. Como resultado, se obtuvieron

dos productos principales, el aminoacido pirazol 44 (63 %) y el
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5-aminopirazol 45 (11 %), que se muestran en el Esquema 5.22. ** La
formacion de una pequefia proporcion de 45 podria explicarse
mediante la descarboxilacion de 44, debido a las condiciones de reflujo
prolongadas, tal como se ha descripto para otros acidos carboxilicos

de pirazoles.

En otro ensayo se llevd a cabo la reaccion de 9b con cloruro de
tionilo (SOCl,) como solvente y cantidades cataliticas de DMF, llevando
la mezcla de reaccion a la temperatura de reflujo del SOCI, (76 °C),
durante 1,30 horas (Esquema 5.22). Nuevamente, se obtuvo como
producto principal el pirazol 44, con un 52% de rendimiento. En este
caso, probablemente, se forme primero el cloruro de acido del pirazol,
el cual se hidroliza in situ para dar lugar a 44. **

La formacion del aminoacido pirazol 44 en ambas
experimentos realizados (Esquema 5.22), estaria indicando la presencia
de un intermediario del tipo iminocetena 35, postulado anteriormente

para las vias A-D.
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Esquema 5.22. Formacién de pirazoles 44 y 45 a partir de 9b.
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A continuacion, para evaluar la importancia de una especie
nucleofilica en el medio de reaccidn, se realizaron reacciones de 9b
con diferentes nucledfilos, p-toluidina y 5-amino-pirazol-4-carbonitrilo
3b (Esquema 5.23).

En la reaccion de 9b con p-toluidina hay pérdida de una
molécula de nitrdgeno, y un ataque de la anilina al anillo de triazina,
para dar lugar al pirazol 46 (59 %). Cuando se hizo reaccionar 9b con
3b, como especie nucleofilica, se obtuvo el pirazol 47 (59 %), lo que
estaria indicando nuevamente la adicion nucleofiica a 9b
(Esquema 5.23). Uno de los resultados mas significativos fue que, en
ninguno de los experimentos realizados se pudo detectar la formacion
del compuesto 34b. Este resultado indicaria que, la pirazolotriazinona
9b puede reaccionar con una especie nucleofilica (amina o agua), mas
rapidamente que con otra molécula de 9b, originando los productos
amidas o acidos correspondientes.
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Esquema 5.23. Reacciones de 9b con distintas especies nucleofilicas.
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A modo de resumen, en el Esquema 5.24 se muestran los
productos generados a partir de 9, bajo condiciones de termdlisis, en
ausencia y presencia de nucledfilos. De esta forma, se pueden obtener
amidas conteniendo el nucleo de pirazol, con gran versatilidad,

mediante la aplicacion de una metodologia sencilla.

Considerando los resultados obtenidos experimentalmente y
las vias A-E planteadas, es probable que en la reaccion de obtencion
de las amidas 34, 46 y 47, a partir de las pirazolotriazinonas 9 esté
implicado un intermediario del tipo iminocetena 35. Sin embargo, las
vias A-D, donde esta involucrado 35, serian igualmente probables, ya
que todas ellas presentan curvas de energias similares.
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Esa 5.24. Sintesis de amidas heterociclicas a partir de pirazolotriazinonas
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5.4. Seccion experimental

54.1. Materiales y métodos generales

Todos los reactivos de partida utilizados fueron obtenidos
comercialmente de Sigma-Aldrich y se emplearon sin purificacion
previa. Las cromatografias en capa delgada se realizaron con silica-gel
Merck (60 DGF254).

Para realizar los experimentos de RMN se utilizd un equipo
Bruker Avance Il FT- 400 MHz ("H a 400,16 mHz y 3C 2 100,56 mHz) a
temperatura ambiente. Las soluciones fueron preparadas en acetona
deuterada, ((CD3),CO), cloroformo deuterado (CDCls), acetonitrilo
deuterado (CDsCN) o dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). Los
valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm y fueron
obtenidos tomando como referencia la sefal residual del solvente no
deuterado como estandar interno secundario. Los datos de RMN 'H
estan informados indicando el desplazamiento quimico (&), la
multiplicidad (s, singlete, d, doblete, t, triplete, g cuatriplete, m
multiplete, br, ancho, dd, doble doblete, etc.), la constante de
acoplamiento (J) en Hz y la integracion (por ejemplo TH).

Los espectros de masas fueron obtenidos mediante
cromatografia gaseosa acoplada a un espectrémetro de masas (CG-
MS) en un equipo Shimadzu GCMS QP-5050A, con una fuente de
ionizacion electronica de 70 eV y una columna capilar VF-5 ms (5 %
fenil 95 % dimetilpolimetilsiloxano) de 30 m de largo por 0,25 mm de
didmetro interno por 0,25 pm de espesor de film. Las muestras
analizadas se disolvieron utilizando acetona grado HPLC.

Los espectros de EMAR fueron obtenidos utilizando la técnica
de ionizacion por electroespray (ESI) y deteccidon por Q-TOF (por sus
siglas en inglés, Quadrupole time of flight). Los espectros FT-IR fueron
realizados en un equipo Nicolet iN10 (Thermo Scientific, USA) con un
detector MCT (telururo de mercurio y cadmio) y fueron recolectados
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en alta resolucion (8 cm™) con 64 escanes. La caracterizacion de los
compuestos sintetizados se encuentra en la seccién Anexo.

5.4.2. Procedimiento general para la sintesis de
pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 9b-h y
pirazolo [4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos
20a-c, e-g

Una solucion de NaNO; (1,8 mmol/mL) se adicioné gota a gota
a una de pirazol 3 6 7 en HCIACOH (3:1, 20 mL) con continua
agitacion, a 0 °C. Se dejo que la mezcla alcance temperatura ambiente
y se mantuvo con agitacion continua durante 24 horas. El precipitado
formado fue recuperado mediante filtrado y diluido con 20 mL de
agua. Luego, se extrajo con diclorometano (3 x 30 mL) y fue secado
con MgSO, anhidro. La solucidon resultante, una vez filtrada, fue
concentrada a sequedad y el crudo resultante fue purificado por
cromatografia en columna, con diclorometano/acetato de etilo en
diferentes proporciones. Los productos se caracterizaron por EMAR y
RMN H, ®C, HSQC y HMBC.

5.4.3. Procedimiento general para la sintesis de 3-(5-
amino-pirazol-4-carbonil)-pirazolo[3,4-d][1,2,3]
triazin-4-onas 34b-g

Se adicionaron 10 mL de benceno a 0,25 mmol de
pirazolotriazina 9 y se calentd la mezcla a reflujo con agitacién por 2-
6 horas. Luego, el solvente fue evaporado y el sélido obtenido fue
purificado por cromatografia en columna, con diclorometano/acetato
de etilo en diferentes proporciones.

Los productos se caracterizaron por RMN H, ®C, HSQC, HMBC,
IR y EMAR,
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5.44. Sintesis del acido 5-amino-1-fenil-1H-pirazol-4-
carboxilico 44

Método 1. una mezcla de pirazolotriazin-4-ona 9b
(0,22 mmol), benceno (7,2 mL) y agua (0,8 mL) fue sometida a reflujo,
con agitacién constante, durante 6 horas. Luego, se enfrié la mezcla de
reaccion y se obtuvo un soélido blanco, que fue recuperado por
filtracion al vacio. Este precipitado fue analizado e identificado como 5-
amino-1-fenil-1H-pirazol 45 por RMN. Los datos espectrales obtenidos
coincidieron con los valores reportados en literatura. % El
sobrenadante también fue recuperado y ambas fases fueron
separadas. La fase organica fue secada con MgSO, anhidro, filtrada y
evaporada a presién reducida, obteniéndose un sélido amarillo. Este
fue redisuelto en acetona y analizado por CG-MS. Dicho anélisis
mostré como producto principal el acido 5-amino-1-fenol-1H-pirazol-
4-carboxilico 44 (63 %) y en menor proporcion a 45 (11 %).

Método 2: 0,24 mmol de pirazolotriazina 9b fueron tratados
con SOCl, (3 mlL) a reflujo, con cantidades cataliticas de DMF por
1,30 horas. Luego, la mezcla fue evaporada a presion reducida y el
solido resultante fue lavado con tres porciones consecutivas de 15 mL
de CH,Cl,, para facilitar la eliminacién del SOCI, remanente. El sélido
fue purificado por cromatografia en columna utilizando como fase
movil una mezcla de CH,Cl»:PhCH5:CH30OH (8:1:1). Como resultado se
obtuvo un solido amarillo identificado como 44 con un 52 % de
rendimiento. El producto se caracterizé por RMN 'H, 2C, y CG-MS.

5.4.5. Sintesis de 5-amino-1-fenil-N-(p-tolil)-1H-
pirazol-4-carboxamida 46
Se adicionaron 4 mL de benceno a una mezcla de

pirazolotriazinonas 9b (0,11 mmol) y p-toluidina (0,25 mmol) y se
calentd a reflujo, con agitacion constante, por 4 horas. Luego, se
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mantuvo la solucidn a temperatura ambiente por 24 horas y se formd
un sélido amarillo. El precipitado fue recuperado por filtracion al vacio,
lavado con abundante agua fria y secado para dar la carboxamida 46
como un sélido amarillo con un rendimiento del 59 %. El producto se
caracterizé por RMN 'Hy ®C.

5.4.6. Sintesis de 5-amino-N-(4-ciano-1-fenil-1H-
pirazol-5-il)-1-fenil-1H-pirazol-4-
carboxamida 47

Una mezcla de pirazolotriazinona 9b (0,50 mmol) y 5-amino-1-
fenil-1H-pirazol-4-carbonitrilo 3b (0,50 mmol) en benceno (15 mL) fue
calentada a reflujo con agitacion constante por 4 horas. Luego, se dejo
que la mezcla alcanzara temperatura ambiente y el solvente fue
evaporado a presion reducida. El residuo soélido obtenido fue
purificado por cromatografia en columna, utilizando como fase movil
CH,Cl,/AcOEt en diferentes proporciones, para dar 47 como un sélido
amarillo con un 59 % de rendimiento. El producto se caracterizé por
RMN H, ®C, y CG-MS.

54.7. Calculos teodricos

La exploracion de la superficie de energia potencial se llevé a
cabo utilizando el paquete de programas Gaussian 09 a nivel DFT. ?°

Todos los puntos estacionarios mas relevantes del mecanismo a
lo largo de las vias de reaccion planteadas, tales como reactivos,
estados de transicién, intermediarios y productos, fueron calculados a
nivel de teorfa CAM-B3LYP/6-311+G(d,p). ¥’ Ademas, fueron
caracterizados por medio de la diagonalizacion de la matriz Hessiana y
posterior analisis de las frecuencias, para obtener las correcciones
termicas y de punto cero para la energia electronica, entalpia y energia
libre de Gibbs.
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En algunos casos, para confirmar la conexion entre los estados
de transicion calculados y los minimos designados, fue necesaria la
implementacion de simulaciones de coordenadas intrinsecas de
reaccion (Intrinsic Reaction Coordinates, IRC). Todas las optimizaciones
y analisis de frecuencias fueron obtenidas utilizando el modelo IEFPCM
para benceno, % el solvente utilizado en la sintesis de 34.

Para la visualizacién de los resultados y generacion de
imagenes se utilizaron los programas Molden y VMD 1.8.9. %

Las energias libres relativas reportadas para las vias A-E se
determinaron a 298,15 K, considerando la energia de dos equivalentes
de los reactivos 9b y 9c como cero, respectivamente.
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5.5. Conclusiones

Con el fin de obtener compuestos analogos de purinas de
interés bioldgico, se sintetizaron dos familias de pirazolo[1,2,3]triazin-4-
onas. Para ello, se utilizaron como precursores los amino-pirazol-

carbonitrilos 3a-h y 7a-h, cuya sintesis fue descripta en el Capitulo 4.

En primer lugar, se llevd a cabo la sintesis de pirazolo|3,4-
d)[1,2,3]triazin-4-onas 9b-h a partir de 5-amino-pirazol-4-carbonitrilos
3, empleando una metodologia desarrollada previamente en nuestro
grupo de investigacién. ®” En general, se obtuvieron muy buenos
rendimientos (50-88 %) para la sintesis de 9, excepto para el pirazol 3a
(R:Hnde no se observd conversion. Esto se podria atribuir al
caracter del sustituyente del N-1, que podria evitar la formacion de la
sal de diazonio o que se forme en baja proporcion y que sea inestable

y no alcance a ciclar para formar el anillo de triazinona.

Empleando la misma metodologia se prepararon nuevos
pirazolo[4,3-d][1,2,3] triazin-7-carboxilatos 20a-c,e-g, utilizando como
precursores los pirazoles 7a-h. Los rendimientos de 20 fueron
moderados (28-38 %) y menores a los obtenidos en las sintesis de las
pirazolotriazinas 9, probablemente debido a las dificultades
encontradas durante las etapas de separacion y purificacion del
producto desde el medio de reaccién. Ademas, se observo la influencia
del sustituyente del arilo del N-1 en la estabilidad de la sal de diazonio.
De esta manera, no se lograron obtener las pirazolotriazinonas
correspondientes, cuando se emplearon los pirazoles 7d y 7h, debido
al caracter electronegativo de sus sustituyentes en el grupo arilo, F y
NO, respectivamente. Estos podrian desestabilizar o incluso impedir la
formacion de la sal de diazonio.

Por otro lado, cabe destacar que la metodologia empleada
para la obtencion de pirazolotriazin-4-onas a partir de amino-pirazol-
carbonitrilos, se logré expandir utilizando una nueva serie de
pirazoles 7. De esta forma, se obtuvieron nucleos de pirazolo[4,3-
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d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos 20, mediante la diazotacidon directa de
amino-pirazoles, utilizando un método one-pot sencillo. Los resultados
que se desprenden de este estudio indicarian que la variacion de la
posicion de los grupos ciano y amino en el anillo de pirazol no afecta a
la formacion de la triazinona, siempre y cuando estos grupos se
encuentren en posiciones adyacentes entre si, y el proceso de
diazotacion sea efectivo.

En segundo lugar, se llevd a cabo la funcionalizacién de las
pirazolotriazin-4-onas 9 en el N-3, a través de una reaccion de acople
con pérdida de nitrégeno. Como resultado se obtuvieron los
compuestos 34b-g con rendimientos de moderados a buenos. La
elucidacién  estructural de 3-(5-amino-1H-pirazol-4-carbonil)-3,7-
dihidro-4H-pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas requirié de un analisis
exhaustivo y fue confirmada por experimentos de RMN 'H, ®Cy 2D, IR
y EMAR.

Por ultimo, se realizd un estudio tedrico y experimental del
mecanismo de reaccién que podria estar involucrado en la formacion
de 34 a partir de 9. Analizando los datos obtenidos, y lo descripto en
bibliografia para heterociclos similares, se plantearon cinco vias de
reaccion diferentes, de las cuales cuatro de ellas (vias A-D) presentaron
intermediarios de energias similares. Ademas, se postuld un
intermediario en comun entre estas vias, la iminocetena 35, que estaria
involucrada en el mecanismo de reaccion.
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6.1. Introducciodn

6.1.1. Funcion y regulacion de la enzima tirosinasa

La enzima tirosinasa (EC: 1.14.18.1) es una polifenoloxidasa (PPO)
ampliamente distribuida en la naturaleza, puede encontrarse en los
microorganismos, plantas y animales. La PPO esta involucrada en la
ruta sintética de las melaninas.' Este pigmento se encuentra en el
cabello, la piel, alrededor de la retina, y cumple la funcién de
proteccion de la radiacion UV. Sin embargo, su acumulacién puede
producir hiperpigmentacion y desérdenes en la piel como lunares,
manchas o incluso melanomas, que a veces pueden originar un cancer
de piel. Por otro lado, una disminucién en los niveles de melanina
puede desencadenar otras enfermedades, como vitiligo y cancer de
piel debido a la larga exposicion a los rayos UV. >

Entre las enzimas que se encuentran implicadas en la
melanogénesis, la tirosinasa es la responsable de los dos primeros
pasos. En primer lugar, la PPO oxida la L-tirosina a L-DOPA (actividad
monofenolasa) y luego, oxida este Ultimo metabolito a dopaquinona
(actividad difenolasa) (Figura 6.1). Para llevar a cabo dichas oxidaciones

utiliza oxigeno molecular. *

Los tipos de melaninas se diferencian en las etapas finales de su
biosintesis, lo que determina su estructura, composicion, tamafio y tipo
de pigmento. Las eumelaninas son pigmentos de color negro o pardo
de alta masa molecular. En cambio, las feomelaninas tienen un color
amarillento-rojizo y contienen azufre en su composicién. En la
Figura 6.1 se observan las rutas sintéticas de eumelanina y feomelanina.
Como se puede ver en la imagen, ambas biosintesis comienzan con la

oxidacion catalizada por la tirosinasa. *
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Figura 6.1. Rutas sintéticas para la obtencion de eumelanina y feomelanina.

Como se observa en la Figura 6.1, la tirosinasa cataliza la orto-
hidroxilacién de monofenoles y la oxidacién de o-difenoles. La
actividad monofenolasa siempre se expresa junto con la difenolasa, ya
que el producto del primero (L-DOPA), es el sustrato de la segunda. La
actividad monofenolasa muestra un periodo de retardo (lag-time en
inglés) caracteristico de la enzima, debido a la acumulacion del
dopacromo antes de llegar al estado estacionario. El tiempo de retardo
depende de la naturaleza de la enzima (met-, oxi- o desoxi-tirosinasa),
de su concentracion y del sustrato. El tiempo de retardo se incrementa
cuando la concentracién de L-DOPA es baja y se inhibe por exceso de
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L-tirosina. Ademas, L-DOPA, producto de la hidroxilacion de la tirosina,
es un cofactor de la reaccién, por lo que anula el periodo de retardo
en cantidades cataliticas. °

Las actividades de monofenolasa y difenolasa se dan junto con
la reducciéon de oxigeno molecular a agua, en el sitio activo de la
enzima. ® La tirosinasa es una proteina que contiene dos sitios activos,
con dos iones de cobre cada uno, coordinados por seis o siete
residuos de histidina y uno de cisteina.’ Los sitios activos se
encuentran cerca de la superficie de la proteina, por lo que moléculas
analogas a los sustratos de la enzima pueden llegar a ellos facilmente.
La estructura de la tirosinasa se puede observar en la Figura 6.2. %°

Debido a las implicancias de esta enzima en la melanogénesis,
la tirosinasa ha sido ampliamente estudiada y constituye una diana
terapéutica de suma importancia para el tratamiento de los
desordenes de hiperpigmentacion. A continuacion, se describen
algunos de los inhibidores conocidos de tirosinasa.

Figura 6.2. Estructura tridimensional de la tirosinasa. Los iones de Cu dentro
de cada sitio activo se encuentran de color amarillo. PDB: 3NRZ. °
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6.1.2. Inhibidores de tirosinasa

Como se expresd anteriormente, el empleo de compuestos
inhibidores de tirosinasa  disminuye la formacion de melanina
interrumpiendo los primeros pasos de su ruta sintética. Los inhibidores
de la melanogénesis se han estudiado ampliamente por la industria
farmacéutica y de cosmética, para obtener agentes blanqueadores de
la piel. Actualmente, existen diversos compuestos descriptos como
inhibidores de tirosinasa, provenientes de métodos sintéticos,
productos naturales, screening virtuales y estudios de docking basados

en su estructura. ™

Uno de los inhibidores mas conocidos es el acido kojico (5-
hidroxi-2-hidroximetil-4H-piran-4-ona), que es un antibidtico
producido por numerosas especies de hongos Aspergillus 'y
Penicillium. ™" Este compuesto es un inhibidor del tipo competitivo
que se une fuertemente tanto al complejo dicobre (ll) en la actividad
monofenolasa de la tirosinasa, como al aducto dicobre-oxigeno en la
actividad difenolasa. En ambos casos, evita la unidn con el
correspondiente sustrato. Dichas interacciones entre el acido kéjico y
los centros de Cu de la enzima se pueden observar en la Figura 6.3.

\\‘ II N /N
:c\u2+ ( ‘\‘ 2+ “2n_.
’I \‘ N",cu\ Cu N
Y y, \ AN
g N % g N
4 / { /
(o} (o]
HO HO

(a) (b)

Figura 6.3. Union del acido kéjico con el Cu del sitio activo de la tirosinasa, en
la inhibicién de su actividad (a) monofelonasa y (b) difenolasa. Figura extraida

de referencia 13.
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Numerosos compuestos de estructura y origenes muy diversos,
han sido descriptos como inhibidores de tirosinasa. Por ejemplo,
analogos del éacido kéjico derivados de hidroxibenzaldehidos, *
resorcinoles, " la rifampicina, " derivados de chalconas ® (entre ellos
el resveratrol) ®, 2-quinazolin-4(3H)-ona, ?° 3-heteroarilcumarinas, *'
3,5-diaril-pirazoleninas, ** 1,3,4-tiadiazoles, ® neuroflavonas (de la
especie Campylotropis hirtella), ** y flavanonas (dalenin), > entre otros.

Las estructuras de dichos compuestos se observan la Figura 6.4.

N\y—OH
N0

S
N HO
ﬁ§<N—N\

CH,
ud OH

Derivados de 4-n-butilresorcinol Rifampicina
hidroxibenzaldehidos

OH o
SUNe o
~
OH O E

Derivados de chalconas
Resveratrol

2-(4-fluorofenil)-quinazolin-4(3 H)ona 3-heteroarilcumarinas

: ~Jom

1,3,4-tiadiazoles

HO (0}

OH

3,5-diaril-4,5-dihidro-1H-pirazoles Neuroflavonas

Figura 6.4. Ejemplos de compuestos descriptos como inhibidores de

tirosinasa.
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6.2. Objetivos especificos

Considerando los inhibidores descriptos para la enzima
tirosinasa y las similitudes estructurales con algunas de las familias de
compuestos reportados durante la Parte Il de esta Tesis Doctoral, se
llevd a cabo un estudio de inhibicion enzimatica de dichos
compuestos.

Se planted el siguiente objetivo especifico:

- Evaluar los compuestos 5-amino-pirazoles-4-carbonitrilos 3a-h, 3-

ciano-4-amino-pirazol carboxilatos de etilo 7a-h, pirazolo[3,4-
d)[1,2,3] triazin-4-onas 9b-h y pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-
carboxilatos de etilo 20a-c,e-g sintetizados previamente, como
potenciales inhibidores de tirosinasa mediante ensayos in vitro.
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6.3. Resultados y discusidn

6.3.1. Actividad inhibitoria in vitro de tirosinasa

Teniendo en cuenta la amplia variedad de heterociclos de bajo
peso molecular existentes como inhibidores de tirosinasa, se
estudiaron los compuestos obtenidos durante la Parte Il de este
trabajo, como potenciales inhibidores de esta enzima. Este trabajo se
realizd en el Laboratorio de Quimica Fina y Productos Naturales de la
Universidad Catdlica de Cérdoba, bajo la direccion de la Dra. M. Cecilia
Carpinella.

En una primera instancia, se realizd una evaluacion in vitro de
las familias de pirazoles 3a-h y 7a-h y las pirazolo[1,2,3]triazinas 9b-h y
20a-c, e-g, como potenciales inhibidores de la enzima tirosinasa. Para
ello, se utilizd la técnica descripta en bibliografia y se evaluaron los
compuestos a una concentraciéon inicial de 1 mg/mL. '®* En esta
metodologia se utiliza una placa de 96 pocillos con L-tirosina, que es el
sustrato de la enzima, y tirosinasa. La reaccion enzimatica que ocurre
es la oxidacién de L-tirosina a dopacromo, un compuesto coloreado.
La formacion de dicho compuesto se monitorea y cuantifica mediante
espectrofotometria UV a 450 nm.

Aquellos compuestos que mostraron inhibicion de la enzima a
1mg/mL, fueron evaluados a diferentes concentraciones para
determinar su concentracion inhibitoria media (ICsy). Este valor
corresponde a la cantidad necesaria de compuesto para disminuir la
actividad enzimatica en un 50 %.

Como resultado, se obtuvo que las pirazolo[1,2,3]triazinas 9 y
20 y los 3-ciano-4-amino-pirazol carboxilatos de etilo 7a-h resultaron
inactivos frente a la tirosinasa. En cambio, la familia de pirazoles 3a-h
mostrd inhibicion de la enzima, obteniéndose valores de ICsy del rango
milimolar y micromolar, lo cual se detalla en la Tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Evaluacion de la actividad inhibitoria de los pirazoles 3 frente a la

enzima tirosinasa.

Estructura Compuesto R IC., (HM)°
(o}
OH
HO/E"J/\ Acido kojico - 128+1 @
(o]
3a H 32041
3b Ph 193+1
NC 3¢ P'OCH3‘@4 113521
o / N'\N 3d p-F-CeHa 13642
R 3e m-F-CeHy 7021
3f 0-F-CeHa 324242
39 piridin-2-il 120042
3h bencil 44941

(a) Control positivo. (b) Los valores de ICsg son el promedio + desviacion estandar de al

menos tres mediciones independientes.

Comparando los valores de IC5 3a-h obtenidos con el del
acido kajico, el inhibidor de referencia, se pudo observar que el pirazol
3b presentd un valor de ICs similar. Sin embargo, en ninguno de los
casos se logro mejorar la actividad inhibitoria con respecto al inhibidor
de referencia. Seria necesario sintetizar una mayor cantidad de
derivados para poder establecer una relacion de estructura-actividad y
asi optimizar las estructuras de los pirazoles ensayados para poder
utilizarlos como posibles inhibidores de tirosinasa.

Ademas, se podrian realizar estudios de docking para poder
determinar tanto el modo de union de estos compuestos con la
tirosinasa, como los fragmentos moleculares necesarios para la
inhibicion de la enzima. Cabe aclarar que estos estudios no fueron
abordados durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral.
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6.4. Metodologia

6.4.1. Ensayos de actividad en tirosinasa

Los ensayos de actividad de tirosinasa se realizaron de acuerdo
al protocolo descripto en bibliografia. % Para ello, se utilizd la enzima
tirosinasa comercial proveniente del hongo Agaricus bisporus y L-
tirosina como sustrato, obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis, MO).

En primer lugar, se prepard un buffer de fosfato 0,05 M y pH
igual a 6,5 Luego, se prepararon una solucion de L-tirosina
0,45 mg/mL y una de tirosinasa de 2500 U/mlL, utilizando dicho buffer.
Para cada compuesto a ensayar, se prepararon soluciones madres en
DMSO vy diluidas a la concentracion correspondiente con buffer.

Para cada medida se colocaron 146 uL de buffer fosfato, 10 pL
de la solucion del compuesto a medir (o de buffer en caso del control),
4 pL de enzima y 40 pL de L-tirosina. La reaccion fue monitoreada
realizando mediciones de absorbancia a A=450 nm a diferentes
tiempos: 0, 5, 10 y 15 minutos, para detectar la presencia de
dopacromo. Para ello, se utilizd un lector de microplaca BIO RAD
iMark. Entre cada medicién se incubd la muestra en un bafo
termostatizado a 37 °C. Como control positivo se utilizd acido kdjico
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Cada medicion se realizé por duplicado
y el ensayo se repitid tres veces para cada concentracion de
compuesto a ensayar. Los porcentajes de inhibicion de tirosinasa se

calcularon de la siguiente forma:

(Abscomp.lol - Abscomp.o’) .100

(Abscontrollol - Abscontrol 0’)

% inhibicion = 100 —

Los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicion fueron
expresados como la media + desviacion estandar de tres experimentos
intependientes. Las ICsy fueron estimadas utilizando el método de
Probit.
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6.5. Conclusiones

En este capitulo se describe la evaluacién de los compuestos
sintetizados durante la Parte Il de este trabajo, como potenciales
inhibidores in vitro de tirosinasa.

Como resultado, solo la familia de los 5-amino-pirazol-4-
carbonitrilos 3a-h resultaron activos, por lo que fueron evaluados a
distintas concentraciones para determinar sus ICs. Se obtuvieron
valores de 1Csy del rango milimolar y micromolar. Los compuestos 3a 'y
particularmente 3b, presentaron valores de inhibicion de tirosinasa
proximos al acido kojico, el inhibidor de referencia.

Sin  embargo, no se lograron obtener compuestos
considerablemente mas activos que el acido kdjico frente a tirosinasa.
Para lograrlo seria de suma utilidad complementar estos datos
experimentales con estudios tedricos para determinar el modo de
unién de estos compuestos con la enzima. También se podria
completar el estudio con datos del tipo relacion estructura-actividad y
asi optimizar la estructura de potenciales inhibidores de tirosinasa.
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7.1. Introducciodn

7.1.1. Funcion y regulacion de xantina oxidasa

La enzima xantina oxidoreductasa (XOR, EC: 1.17.3.2) es una
enzima del tipo hidroxilasa de molibdeno que cumple un rol
fundamental en el catabolismo de las purinas. La XOR esta involucrada
en el metabolismo de una gran cantidad de compuestos enddgenos y
ex6genos de importancia fisioldgica, farmacolégica y toxicolégica.

La XOR existe en dos formas alternativas en mamiferos: xantina
deshidrogenasa (XDH) y xantina oxidasa (XO). Bajo circunstancias
normales, la enzima existe en su forma deshidrogenada XDH, pero
puede ser convertida en su forma oxidasa XO reversiblemente
mediante la oxidacién de sus residuos Cys en los puentes disulfitos, o
irreversiblemente por protedlisis. 2

La XO es una proteina homodimérica con una masa molecular
de aproximadamente 300 kDa, compuesta por dos subunidades
idénticas. Cada subunidad contiene un atomo de molibdeno, una
molécula de flavina (FAD) y dos centros metalicos hierro-azufre (2Fe-

25). Los tres dominios de la enzima se observan en la Figura 7.1.

Figura 7.1. Estructura de xantina oxidasa, PDB:3NRZ. Los dominios de
Fe (naranja)-S (amarillo), FAD y Mo (purpura) estan coloreados rojo, verde y

. 2
azul, respectivamente.
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La XO cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina, y luego de
ésta a acido Urico. Dicha oxidacion tiene lugar en el centro de
molibdeno de la enzima y resulta en la reduccion de Mo(VI) a Mo(lV).
A continuacién, se produce una transferencia electrénica del centro de
Mo via los centros metalicos de Fe-S hacia FAD, donde la enzima es re-
oxidada por NAD" u oxigeno molecular (aceptor de electrones
externo). Este mecanismo de accién de la XO se representa en la
Figura 7.2. *°

La XO estd involucrada en la via de catabolismo de purinas, en
la degradacion de ADN y ARN. En un primer paso, la degradacion de
ADN y ARN en las células produce nucledtidos de desoxiadenosina,
desoxiguanosina, adenosina y guanosina. Luego, estos compuestos
son sometidos a hidrdlisis catalizada por nucleotidasas o fosfatasas,
dejando libre los nucledsidos adenosina y guanosina. "®

Tanto la adenina como la guanina, sufren inicialmente
desaminacion hidrolitica: la adenina es desaminada cuando todavia se
encuentra unida a la pentosa, en forma de adenosina, mientras que la
guanina est libre. "®

NADH
Hipoxantina XDH T
Xantina Mo(VI) / NAD*
> > FAD
H,0 Fe/S | Fe/S 1l
02
Xantina
) Mo(IV) X0 l
Acido urico
H,0, + 0,

Figura 7.2. Accion de la XO y transferencia de electrones dentro de los
distintos dominios de la enzima.
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La adenosina desaminasa forma inosina a partir de adenosina
(Figura 7.3). Luego, una reaccion de fosforilacion catalizada por la
nucledsido fosforilasa, separa la inosina en hipoxantina vy
pentosafosfato. En la etapa siguiente, la hipoxantina se convierte en
xantina por acciéon de la XO, mediante la oxidacion en el C-2. 7

Por otro lado, la guanina inicia su catabolismo por
desaminacién hidrolitica catalizada por guanasa, formando xantina
(Figura 7.3). En este punto, las vias catabdlicas de adenina y guanina
convergen, mediante la formacién de un intermediario en comun, la
xantina. Finalmente, la xantina se oxida en el C-8 por accion de la XO,
formando 4cido Urico, compuesto poco soluble que se excreta
principalmente (~80 %) por orina; el resto se degrada y es eliminado
como CO, y NHs o urea. Todo el proceso descripto para el catabolismo
de purinas se puede observar en la Figura 7.3. "®

desaminasa

1H2 N H,0 NH3 P. Ribosa-P

N7

:IN\> Adenosina |\J\|A/ > Fosforilasa k)I \>
N \

Ribosa Ribosa
Adenosina Inosina Hipoxantina
OH
Xantina N
Oxidasa N/I \>
PN
H,N" N7 N
NH, H
OH Xantina / Guanina
2 N Oxidasa Guanasa
T Xon < t
NS
HO” N~ N
H
Acido urico Xantina

Figura 7.3. Catabolismo de las purinas.
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En la Figura 7.4 se puede ver un esquema mas general del
catabolismo de las purinas, donde estan incluidas las fuentes de
purinas. La biosintesis de las bases puricas esta regulada
cuidadosamente por la enzima fosforribosil pirofosfato (PRPP). De esta
forma, se pueden sintetizar purinas a partir de los intermediarios de su
via catalitica (via en lineas rojas, Figura 7.4). ®

Las bases puricas no son un requerimiento dietario
indispensable, ya que las bases nitrogenadas se producen en las
células con tal eficiencia que el organismo podria prescindir del aporte
externo. Cuando se ingieren dietas ricas en acidos nucleicos, aumenta
el ingreso de purinas y, en consecuencia, se incrementa la produccion
de acido Urico y la excrecion de uratos por orina. Un adulto normal
produce alrededor de 500 mg de &cido urico por dia. En plasma, este
compuesto alcanza una concentracion de 4 a 6 mg/dL. A pH
sanguineo la mayor parte del acido Urico se encuentra desprotonado
en el grupo OH del C-8 (pKa=5,75) y se ioniza a urato. En cambio,
cuando la orina se acidifica, aumenta la proporcion de acido Urico y
tiende a precipitar. ’

GTP PRPP ATP ATP= adenosin trifosfato
I : I ADP= adenosin difosfato
| Sintesis AMP= adenosin monofosfato
GDP ADP
I de novo GTP= guanosin trifosfato
I : I GDP= guanosin difosfato
GMP «— «— IMP — — AMP GMP= guanosin monofosfato
1 IMP= inosina monofosfato
,Inosina <—Adenosinal PRPP= fosforribosil pirofosfato
PRPP 1 PRPP l PRPP
Guanina Adenina
\Hipoxantina
Xantina
Acido drico

Figura 7.4. Vias de sintesis y degradacién metabdlica de purinas. ®
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La gota es una enfermedad que se caracteriza por niveles
elevados de acido Urico en sangre, conocido como hiperuricemia, y en
orina, llamada uricosuria. La precipitacion de uratos en articulaciones
produce artritis muy dolorosa. También se producen precipitaciones en
cartilagos (pabellon de la oreja) formando ndédulos conocidos como
tofos. ' La gota primaria es un trastorno metabdlico de origen
genético. Mas frecuentemente, la hiperuricemia se debe a la
sobreproduccion de acido Urico y precursores (purinas), debido a
alguna alteracion genética. En otros casos, el defecto radica en el
sistema responsable del transporte y secrecion de uratos en tubulos
renales. Esta gota renal es relativamente menos frecuente que la

metabdlica. "?

Asimismo, existe una gota secundaria a las hiperuricemias que
acompafia a la nefritis cronica, policitemia, leucemia, etc. Cuando hay
una sobreproduccién de lactato y compuestos cetdnicos (acetoacetato
y 3-hidroxibutirato) también se observa la hiperuricemia, ya que estos
acidos compiten con los uratos por los sistemas de excrecion en
rifion. 7

Como la XO esta involucrada en la via metabdlica de
degradacion de purinas, se han descripto diversos farmacos
inhibidores de esta enzima para reducir los niveles de acido Urico, y asi
tratar la hiperuricemia. Usualmente, en la reaccion catalizada por XO
esta involucrado un ataque nucleofilico a un carbono deficiente en
electrones, adyacente a un atomo de nitrégeno en un compuesto
heterociclico. Es por eso que los analogos de purinas, al ser
heterociclos nitrogenados, pueden actuar como sustratos de la XO. "

A continuacion, se resumen algunos ejemplos de inhibidores de
XO como potenciales candidatos para ser empleados en el tratamiento
de hiperuricemia o gota.
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7.1.2. Inhibidores de xantina oxidasa

La XO ha sido seleccionada como blanco para el tratamiento de
hiperuricemia y la gota. El empleo de inhibidores de XO disminuye la
cantidad de acido Urico formado e incrementa la cantidad de los
precursores solubles hipoxantina y xantina que se excretan facilmente

por orina.

Los compuestos descriptos como inhibidores de XO se pueden
clasificar en dos grandes grupos: compuestos analogos de purinas y
compuestos no analogos de purinas. Uno de los farmacos mas
utilizados perteneciente al primer grupo es el Alopurinol. " Este
compuesto tiene una estructura similar a la hipoxantina y produce la
inhibicion “suicida” de XO. El Alopurinol se une al sitio activo de la
enzima y es oxidado a oxopurinol o aloxantina. Este compuesto
permanece unido a la enzima y la bloquea, disminuyendo la
produccién de xantina y, por ende, de acido Urico. El mecanismo de

accién de Alopurinol se puede observar en la Figura 7.5 (flecha roja). ™"

Xantina
OH
ALY
HO” N
OH H OH .
. . NN X0 X0 N:l H—oH Acido
Hipoxantina |\\N| N\) Ho/kN N drico
H
OH OH
@\AN'N LI
N H HO” "N” N
Alopurinol Oxipurinol

Figura 7.5. Inhibicion de la biosintesis de acido Urico con Alopurinol. Figura
extraida de la referencia 11.
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Otros farmacos disponibles comercialmente como inhibidores
de XO son Febuxostat, Piraxostat y Topiroxostat. A diferencia del
Alopurinol, estos compuestos son no analogos de purinas. Sus

estructuras se pueden observar en la Figura 7.6. %"

Por otro lado, numerosas familias de compuestos han sido
estudiadas como inhibidores de XO. Se han descriptos analogos de
guanina, adenina, hipoxantina, y xantina, como inhibidores de XO.
Algunos ejemplos de estos derivados son las benzoil-9-deazaguaninas,
9-fenil-8-azaguaninas, 8-azaadenina, 8-arilhipoxantinas, entre otras,

que se encuentran en la Figura 7.6. "™
(a) Compuestos analogos de purinas (b) Compuestos no analogos de purinas
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Figura 7.6. Compuestos (a) analogos y (b) no analogos de purinas descriptos
como inhibidores de xantina oxidasa.
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También se han descripto compuestos que inhiben la XO cuya
estructura no estd relacionada con las bases pduricas, tales como

® hidroxichalconas, " etc.

derivados de flavonoides, ® curcumina, '
Algunas de las estructuras de dichos compuestos se encuentran en la

Figura 7.6.

Considerando la gran cantidad de compuestos analogos de
purinas con actividad como inhibidores de xantina oxidasa, en este
capitulo se describe el estudio de pirazolo[1,2,3]triazinonas 9 y 20
sintetizadas previamente (Capitulo 5) como potenciales inhibidores de
XO.
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7.2. Objetivos especificos

Considerando los inhibidores de referencias de la XO vy las
similitudes estructurales con las familias de pirazolo[1,2,3]triazin-4-onas
previamente sintetizadas, se llevd a cabo un estudio de inhibicion
enzimatica de dichos compuestos. Ademas, se realizd un estudio de
docking para evaluar el modo de unién de las pirazolotriazinonas con
la XO.

Los objetivos especificos de esta seccion se detallan a

continuacion:

- Evaluar las pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 9b-h y pirazolo[4,3-
d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos de etilo 20a-c,e-g como potenciales
inhibidores de XO.

- Estudiar el modo de union de las pirazolotriazinonas 9 y 20 con la
enzima XO, empleando modelado molecular.

- Realizar un analisis comparativo de los resultados experimentales de
actividad inhibitoria con las simulaciones computacionales.
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7.3. Resultados y discusién

7.3.1. Actividad inhibitoria in vitro de xantina oxidasa

En primer lugar se realizd la evaluacién in vitro de los
compuestos 9b-h y 20a-c,e-g como potenciales inhibidores de la XO.
Para ello, se utilizé la técnica descripta en bibliografia, ® y se evaluaron
los compuestos a una concentracion inicial de 10 uM.

Aquellos compuestos que presentaron una actividad inhibitoria
de XO a 10 uM, fueron evaluados a menores concentraciones para
determinar sus ICsy. Estas medidas fueron realizadas en colaboracion
con las Dras. Maria Daniela Santi y Maria Gabriela Ortega del
Departamento de Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Nacional de Cérdoba.

Como resultado de los ensayos, se obtuvieron valores de ICg
del rango micromolar y submicromolar que se detallan en la Tabla 7.1.
Entre los compuestos mas activos, los derivados 9b, d, f y h
presentaron valores de ICsy del orden del Alopurinol. Sin embargo, en
ninguno de los casos se logré mejorar la actividad con respecto al
inhibidor de referencia.

Las determinaciones de las ICsy mostraron que los compuestos
9 resultaron levemente mas activos que los derivados 20. Ademas,
dentro de los nucleos 20, la presencia de grupos dadores de densidad
electrénica en el anillo fenilo aumentd ligeramente la inhibicion
enzimatica (compuestos 20b y 20c), mientras que grupos tomadores
de electrones, la disminuyeron levemente (compuestos 20e-g).

A continuacién, se llevd cabo un estudio de docking para
establecer el modo de union a la XO, tanto de los compuestos 9 como
los 20, y asi poder explicar las diferencias entre los valores de ICsg
obtenidos y las tendencias dentro de cada tipo de heterociclo.
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Tabla 7.1. Evaluacién de la actividad inhibitoria de las pirazolotriazinonas 9 y

20 frente a la enzima xantina oxidasa.

Estructura Compuesto R IC., (UM)°
(0]

Nl)jf\:""" Alopurinol® - 0,247+0,004

% Ph 0,969+0,004

o 9 p-OCH -CeHy 1,115+0,001

N ij\\ 9d p-F-CeHa 0,97+0,01

I{'°NI N,N % m-F-CeHa 2,929+0,001

R of 0-F-CgHa 0,907+0,004

99 piridin-2-il 0,980+0,001

Sh bencil 1,546+0,005

20a Ph 5,715+0,001

20b p-CH,-CeH, 3,96+0,02

20c p-OCH _-CeH, 1,620+0,001

20e p-Cl-CgH, 7,09+0,04

20f p-Br-CeH. 7,83+0,05

209 p-1-CeH, 8,56+0,02

(a) Control positivo. (b) Los valores de ICso son el promedio + desviacion estandar de al

menos tres mediciones independientes.
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7.3.2. Estudios de docking de pirazolo[1,2,3]triazinonas

en xantina oxidasa

Para evaluar el modo de union entre las pirazolotriazinonas y el
sitio activo de la XO, se llevd a cabo un estudio computacional,
tomando como base la estructura cristalografica de XO 1IN5X vy
utilizando el programa AutoDock. ™ Estos calculos fueron realizados en
el marco de un proyecto en colaboraciéon con las Dras. Ana Martinez,
Nuria E. Campillo y el Farm. Carlos Roca, procedentes del Centro de
Investigaciones  Biologicas (CIB) del Consejo  Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid, Espafia.

En primer lugar, se realizd un estudio de la estructura
cristalografica de la XO co-cristalizada con Febuxostat como inhibidor
de referencia. Este compuesto presenta y==nodo de union a la XO
analogo (@lfialopurinol y al oxipurinol: Engura 7.7 se muestra la
pose cristalografica de dicho inhibidor en la enzima. Se pueden
observar interacciones con los residuos E802 y R880, los cuales son de
suma importancia para la inhibicion, ya que estos aminoacidos son

escenciales para la reaccion catalitica (conjuntamente con E1261). 20

Figura 7.7. Estructura cristalografica de xantina oxidasa co-cristalizada con el
inhibidor Febuxostat (PDB TN5X).
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A continuacién, se optimizaron las estructuras de las
pirazolotriazinonas 9 y 20 utilizando el software LigPrep. Todos los
compuestos fueron ionizados a pH fisioldgico para evaluar los posibles
estados de protonacién de cada uno. De esta forma, todos resultaron
estar desprotonados en el N-3 a dicho pH.

Luego, se realizo el estudio de docking de los compuestos 9 y
20, y se evalud su modo de union en la XO, basado en la energia de
union y en la poblaciéon de los clusters obtenidos. Ademas, se
analizaron las interacciones mas importantes ligando-proteina, entre

ellas las hidrofébicas, aromaticas y puentes de hidrégeno.

Como resultados, se observd que todos los compuestos 9
mostraron un modo de unidn similar en la region catalitica de la
proteina. A modo de ejemplo, en la Figura 7.8 se muestra la pose de
docking obtenida para 9b. Entre las interacciones principales ligando-
proteina se observd la formacion de un puente de hidrogeno entre el
N-2 de 9b y el backbone de T1010, interacciones electrostaticas con
R880 y aromaticas del tipo m-mt stacking con F914 y mt-rt T-shaped con
F1009. Ademas, el grupo fenilo en el N-7 se orienta en una region
hidrofébica de la cavidad formada por los residuos L648, F649, L873,
V1011, F1013 y L1014.

Figura 7.8. Modo de unién del compuesto 9b en la enzima XO.



160 Parte Ill: Estudio in vitro e in silico de potenciales inhibidores
enzimaticos

El modo de union encontrado para los compuestos 9 solo se
diferencia en las interacciones que presenta el sustituyente del anillo
fenilo del N-7, que depende de la naturaleza y la posicion en la que se
encuentre. Por ejemplo, en el caso de 9f (R = o0-F-C¢H,) el atomo de
fluor se orienta hacia S876, mediante una interaccion de halégeno con
la cadena lateral de dicho residuo (Figura 7.9a). En cambio, el flior en
la posicion para del anillo fenilo (9d, R = p-F-C¢H,) se orienta hacia la
region externa de la cavidad, sin la posibilidad de interaccionar con
alguno de los residuos de la XO. Este hecho podria explicar por qué la
actividad de los compuestos 9b (R =Ph) y 9d son casi idénticas
(ICs0 = 0,969 y 0,97 uM, respectivamente). Lo mismo ocurre para 9g
(R = piridin-2-il), que presenta un modo de unién similar a 9b, y un
ICso = 0,980 uM.

Figura 7.9. Modo de unién de los compuestos (a) 9f y (b) 9h en la enzima XO.
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Entre las pirazolotriazinonas 9, el derivado 9h (R = bencil)
presenta mayores diferencias en el modo de unién con la XO, debido a
la flexibilidad del sustituyente en el N-7 (Figura 7.9b). El compuesto 9h
se acomoda en el bolsillo de forma tal de orientar el anillo aromatico
hacia la region hidrofébica, mencionada anteriormente. En la Figura 7.9
se puede observar la diferencia en la orientacion del nlcleo de
pirazolotriazinona para los compuestos (a) 9f y (b) 9h (ICso = 0,907 y
1,546 uM, respectivamente).

Por otro lado, en el estudio de docking de los compuestos 20
se obtuvo un modo de unién diferente al encontrado para los
derivados 9, ya que el nucleo de pirazolotriazinona adquiere una
orientaciéon diferente. Este cambio se debe, principalmente, al
impedimento estérico generado, tanto por la presencia del sustituyente
en el N-6, como por el grupo carboetoxi del C-7. Ambos impiden que
el nucleo de pirazolotriazinona mantenga la misma orientacién que
para la familia 9. Para ejemplificar, en la Figura 7.10 se muestra el modo
de unién del compuesto 20a con XO. Se observan interacciones del
tipo electrostaticas con la cadena lateral de R880, el enlace puente de
hidrogeno entre el NH del backbone de V1011 y T1010 con el grupo
carbonilo del anillo de triazinona e interacciones aromaticas T-Tt

stacking con F914 y t-mt T-shaped con F1009.

Figura 7.10. Modo de uniéon del compuesto 20a en la enzima XO.



162 Parte Ill: Estudio in vitro e in silico de potenciales inhibidores
enzimaticos

Cuando se analizan los resultados obtenidos ente los distintos
derivados 20, se encuentran diferencias en el modo de unidén a XO,
segun sean los distintos sustituyentes del anillo fenilo en el N-6. Los
compuestos 20c y 20e-g, interaccionan con la XO mediante la
formacion de un enlace puente de hidrégeno (20c, Figura 7.11a) o un
enlace haldgeno (20e-g) con R880. Ademas, para los compuestos 20b,
20c y 20e, se observan interacciones aromaticas del anillo fenilo con
F914 del tipo m-m stacking, y con F1009 mediante -1t T-shaped. En
cambio, el anillo arilo de los compuestos 20f y 20g (R = p-Br-C¢H4 vy
R = p-1-C¢Hy, respectivamente), solo presenta interacciones aromaticas
T-1t T-shaped con F1009, debido al impedimento estérico que se

genera por la presencia de los sustituyentes halégenos voluminosos
(209, Figura 7.11b).

Figura 7.11. Modo de unién de los compuestos (a) 20c y (b) 20g en XO.
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Las interacciones del grupo fenilo unido al N-7 con las
fenilalaninas F914 y F1009 se incrementan cuando la densidad
electrénica del anillo aumenta. Asi, para los compuestos 20b y 20c,
con sustituyentes con grupos dadores de electrones en el fenilo (R = p-
CH;-CeHs y R = p-OCH3-CgHy, respectivamente), se genera una
interaccién favorable y mas fuerte con F1009. Esta se traduce en
mejores valores de actividad (ICso = 3,96 uM para 20b e I1Cs; = 1,62 uM
para 20c), comparado con los compuestos 20e-g (ICsy entre 7,1-
8,6 uM), que contienen un haldbgeno como sustituyente, que se
comporta como grupo tomador de densidad electrénica.
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7.4. Metodologia

74.1. Ensayos de actividad en xantina oxidasa

Los ensayos de actividad de XO se realizaron de acuerdo al
protocolo descripto en bibliografia. ® Para ello, se utilizé la enzima de
leche bovina y xantina como sustrato, ambos obtenidos de Sigma
Aldrich.

En primer lugar, se prepard un buffer de K;HPO,/KH,PO,
0,07 My pH=7,5. Luego, se prepararon una solucioén de xantina 150 uM
y una solucion de XO de 0,04 U/mL, utilizando dicho buffer. Para cada
compuesto a ensayar, se prepararon soluciones madre en DMSO que
luego fueron diluidas a la concentracion correspondiente con buffer.

Para cada medida se colocaron 21,4 puL de XO y 0,75 mL de la
solucion del compuesto a medir (o de buffer en caso del control), que
se pre-incubaron a 25 °C por 15 min. Luego, se adicionaron 0,45 mL de
solucién de xantina 150 pM y se incubd la mezcla por 30 min a 25 °C. A
continuacién, se adicion6 1 mL de HCl 1 N para frenar la reaccién y se
midio la absorbancia a A = 290 nm, para detectar la presencia de acido
Urico. Para ello se utilizd un Espectrofotometro UV-Vis Cary Win,
Varian, Inc., Agilent Technologies.

Como control positivo se utilizé Alopurinol (obtenido de Sigma
Aldrich) y cada medicion se realizd por ftriplicado. Los resultados
obtenidos fueron expresados como la media + desviacion estandar de
tres experimentos independientes. Los porcentajes de inhibicion de XO
se calcularon empleando la ecuacion que se detalla a continuacion, y
las ICso fueron estimadas utilizando el programa OriginPro 8.

Abs, — Abs
% inhibicion = “’”Z‘ZS muestra . 4
control
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74.2. Simulaciones de docking en xantina oxidasa

Preparacion de los ligandos

Los ligandos fueron preparados utilizando el software
LigPrep, ¢' implementado en la suite de Maestro. * Estos se ionizaron a
pH = 7,3+0,3 utilizando Epik con campo de fuerza OPLS2005 vy se
generaron los posibles tautdmeros y estereoisdémeros.

Preparacion de la proteina

Se utilizo la estructura cristalografica de la proteina XO de leche
bovina de cédigo PDB 1N5X obtenida de la base de datos PDB (Protein
Data Bank). La proteina fue preparada utilizando el programa Protein
Preparation Wizard of Maestro Suite. ®** Para ello, se eliminaron los
ligandos, metales y moléculas de agua. Ademas, se agregaron los
atomos de H y se asignaron los estados de protonacion de todos los
residuos a pH 7,6. Se realizé una minimizacion de la energia de la
estructura de la proteina, hasta que los atomos pesados convergieron
a 3,0 de RMSD.

Docking

Las simulaciones de docking fueron realizadas con el programa
AutoDock 4.2." Para el estudio de docking de los compuestos
evaluados se utilizd un tamafio de grilla de 50x50x50 puntos, con un
espaciado de 0,375 A. El protocolo de docking consisti6 en la
generacién de 200 poses independientes (number of GA runs) por
ligando utilizando Lamarkian GA como algoritmo de busqueda.

Los resultados de docking para un par dado de ligando-
proteina proporcionaron informacién sobre la energia de interaccién
intermolecular, incluyendo la constante de inhibicién, la energia de
interacciones de puente de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals,
energia electrostaticas y eficiencia del ligando. Finalmente, se
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analizaron los clusters (en los que se clasifican las poses con un valor
predeterminado de RMSD inferior a 2,0 A) mas poblados y con
energias de union mas favorable obtenidos por Autodock.
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7.5. Conclusiones

Con el proposito de obtener compuestos analogos de purinas
de interés bioldgico, se evaluaron las pirazolo[1,2,3]triazinonas
sintetizadas durante la Parte Il de esta Tesis Doctoral, como inhibidores
de XO.

En primer lugar, se evaluaron las pirazolotriazinonas 9b-h vy
20a-c, e-g sintetizadas previamente, como posibles inhibidores de XO.
Como resultado, todos los compuestos mostraron inhibicion.

En segundo lugar, se determinaron las ICsy de cada compuesto.
De esta forma, se obtuvieron valores del orden micromolar y
submicromolar (ICsy entre 0,907 y 8,56 uM). Algunos de estos
derivados resultaron potentes inhibidores de XO, obteniéndose valores
de 1Csp proximos a Alopurinol (ICso = 0,247 uM), el inhibidor de
referencia.

Posteriormente, se estudid el modo de union ligando-proteina
de las pirazolo[1,2,3]triazinonas con la XO mediante simulaciones con
Autodock. Se identificaron las principales interacciones entre cada
compuesto con los residuos de la proteina y se determinaron las
diferencias entre el modo de union de ambos nucleos.

Las pirazolotriazinonas 9 presentaron un modo de unién similar
en la region catalitica de la XO. Entre las interacciones principales
ligando-proteina se observo la formacion de un puente de hidrogeno
entre el N-2 del compuesto y el backbone de T1010, interacciones
electrostaticas con R880 y aromaticas del tipo m-Tt stacking con F914 y
T-1t T-shaped con F1009. Ademas, para el caso de 9f (R = 0-F-CgHy,
ICso = 0,907 uM) se encontrd una interaccion de halégeno entre el
atomo de fluor y la cadena lateral de S876, lo que explicaria por que
este compuesto presentd la mejor actividad inhibitoria de XO entre las
pirazolotriazinonas 9.
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Por otro lado, en el estudio de docking de los compuestos 20
se obtuvo un modo de union diferente al encontrado para los
derivados 9, ya que el nucleo de pirazolotriazinona adquirid una
orientacion distinta. Esto se debe al impedimento estérico generado
por la presencia del sustituyente en el N-6 y al grupo carboetoxi del C-
7, que impidieron que el nucleo de pirazolotriazinona mantuviese la
misma posicion que para la familia 9.

Entre las interacciones principales ligando-proteina para las
pirazolotriazinonas 20, se observaron interacciones del tipo
electrostaticas con la cadena lateral de R880, enlace puente de
hidrogeno entre el NH del backbone de V1011 y T1010 con el grupo
carbonilo del anillo de triazinona, y aromaticas T-Tt stacking con F914 y
T-1t T-shaped con F1009.

Dentro de los compuestos 20, el derivado 20c (R = p-OCH;-
CeHa) presentd el mejor valor de actividad inhibitoria (ICsp= 1,62 uM),
ya que las interacciones del grupo fenilo, unido al N-7, con las
fenilalaninas F914 y F1009 se incrementaron con el aumento de la
densidad electrénica del anillo. Ademas, para 20c se describio la
formacion de un enlace puente de hidrégeno con R880, que también
podria estar involucrado en la mejora de la actividad.
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8.1. Introducciodn

8.1.1. Las enfermedades neurodegenerativas

Actualmente, se conocen numerosas enfermedades
neurodegenerativas. Entre ellas, la enfermedad de Alzheimer (EA), la
enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral amiotrofica (ELA), son
de gran importancia debido a su incidencia y gravedad. Se caracterizan
por un deterioro cronico y progresivo del sistema nervioso central. La
actividad neuronal se ve afectada en distintos niveles, tal como se

observa en la Figura 8.1. '

Los desdérdenes neurodegenerativos pueden interrumpir vias
moleculares, la sinapsis, circuitos neuronales en regiones especificas
del cerebro y redes neuronales de mayor jerarquia (Figura 8.1). Esto
provoca diversas sintomatologias tales como la disminucion de la
funcién cognitiva, trastornos en el movimiento y espasticidad muscular,

entre otras. "

Moléculas Sinapsis Neurona
L <
@)

Circuito neuronal Red neuronal

3% &8

Figura 8.1. Diferentes niveles de actividad neuronal afectados por desérdenes

neurodegenerativos. Figura adaptada de la referencia 1.
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Los trastornos neurodegenerativos se caracterizan por una
pérdida neuronal progresiva, procesos de neuroinflamacion, déficit en
el funcionamiento de sistemas de neurotransmisores y estrés oxidativo.
También, se producen modificaciones postraslacionales en diferentes

proteinas que conllevan a un plegamiento anémalo y agregaciones. **

Los distintos mecanismos mencionados anteriormente que
provocan la neurodegeneracion se resumen en la Figura 8.2. Se indican
tres caminos, cada uno de un color distinto. La via de color verde se
basa en la pérdida de la actividad normal de la proteina nativa,
mientras que el camino rojo esta asociado a la neurotoxicidad de los
agregados proteicos. En cambio, la via azul muestra la hipotesis
inflamatoria, donde la muerte neuronal esta mediada por la activacion

de las células astrogliales. °

Proteina Plegamiento anémalo Agregados
. — ., . R
nativa y agregacion proteica proteicos
Reduccién de L. Muerte
; Inflamacién cerebral
proteinas normales neuronal

v

Falta de actividad Mal funcionamiento Pérdida
. . . — —
biolégica celular neuronal

| L]

Neurodegeneracion

= Hipétesis de pérdida de la funcién proteica
=—> Hipdtesis de neurotoxicidad
— Hipétesis de inflamacién

Figura 8.2. Modelos de mecanismos por los cuales se produce la
neurodegeneracion, asociados al plegamiento andémalo y/o agregacién

proteica. Figura extraida de la referencia 5.
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Hasta el momento, las causas de las enfermedades
neurodegenerativas permanecen desconocidas, por lo que solo existen
farmacos sintomaticos, paliativos. Solo alivian los sintomas y mejoran la
calidad de vida, pero no frenan o curan la enfermedad, ya que la
pérdida neuronal continua. El principal factor de riesgo para padecer
alguno de estos desdrdenes neurodegenerativos es la edad. Debido al
aumento en la esperanza de vida (Figura 8.3) segun la organizacion
mundial de la salud (OMS), ® se prevé que el nimero de enfermos se
incremente de manera exponencial en un futuro préximo.

Considerando el aumento de la esperanza de vida, es de suma
importancia la busqueda de farmacos eficaces, capaces de retrasar,
frenar o revertir el daflo neuronal. Para el desarrollo de nuevos
farmacos para el tratamiento de estas enfermedades se estudian
mecanismos moleculares implicados en cada una de ellas. A raiz de
estos estudios, existen diferentes hipdtesis y distintas dianas implicadas
en cada uno de estos desdérdenes. A continuacion, se describen las
bases moleculares implicadas en la enfermedad de Alzheimer y las
estrategias terapéuticas para el tratamiento de dicha patologia.

Porcentaje de
personas con mas de
60 afios

- >30%

= Entre 10y 30 %
1<10%

Figura 8.3. Aumento de la esperanza de vida segun la OMS en 25 afios.
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8.1.2. La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden
neurodegenerativo irreversible que se caracteriza por la pérdida
progresiva de la memoria y de las funciones cognitivas. La EA fue
nombrada en honor al Dr. Alois Alzheimer, un cientifico aleman que
fue el primero en describir dicha neuropatologia en tejidos cerebrales
de mujeres que habian muerto de una enfermedad mental inusual. ’

La EA se caracteriza por tres cambios estructurales principales
en el cerebro: pérdida neuronal, formacion de placas [B-amiloide
extracelulares y ovillos neurofibrilares intracelulares. Dichos cambios e
implicancias en el sistema nervioso se resumen en la Figura 8.4. "

Patogénesis de la enfermedad
de Alzheimer

! }

Hipétesis de cascada amiloide Hipétesis colinérgica

- Depésitos intracelulares de ovillos neurofibrilares - Reduccion de ChAT

- Agregacion de placas - amiloides extracelulares - Reduccién de AChE

- Ruptura de la homeostdsis de Ca?* Disminucién del

- Produccion de radicales libres neurotransmisor acetilcolina

- Excitotoxicidad

- Inflamacién l l

Alteraciones en la transmisidn del

Dafio neuronal i .
impulso nervioso

Figura 8.4. Hipdtesis principales de la enfermedad de Alzheimer. Figura

extraida de la referencia 7.
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La pérdida de la funcion neuronal también se conoce como
hipotesis colinérgica y esta asociada con la transmision del impulso
nervioso. La EA se caracteriza por una disminucién de los niveles del
neurotransmisor acetilcolina (ACh) en regiones del cerebro que regulan
el aprendizaje y la memoria. Ademas, se han observado alteraciones en
otros sistemas de neurotransmisores como el dopamineérgico y el
serotoninérgico, que también pueden ser responsables de alteraciones
en el comportamiento de personas con EA. ®

Las enzimas del sistema colinérgico tales como
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE), al igual que
otras enzimas asociadas a otros sistemas de neurotransmisores, son
estudiadas como blanco para la EA. De esta forma, se busca prolongar
la accion del neurotransmisor en cuestion, inhibiendo la enzima
encargada de su degradacién. 8

Por otro lado, la EA se caracteriza por la formacion de dos tipos
de placas en el sistema nervioso central que intervienen en la
neurodegeneracion: los ovillos neurofibrilares (NFTs, por sus siglas en
inglés) y las placas seniles B-amiloide. °

Los ovillos neurofibrilares son agregados intraneuronales de
proteina tau hiperfosforilada. La proteina tau es la encargada de
estabilizar los microtibulos del esqueleto de las neuronas. Tau
interacciona con a y B tubulina, y su fosforilaciéon juega un papel
fundamental en la estabilizacion de los polimeros de tubulina. Estos
polimeros forman los microtdbulos, que son esenciales para el
mantenimiento de la estructura neuronal, el transporte axonal y la

plasticidad neuronal. ™"

La fosforilacion de tau esta regulada por un balance entre las
enzimas quinasas y fosfatasas. El desajuste de la fosforilacion de tau
afecta la habilidad de su unidén con la tubulina, perturbando la
estabilidad de los microtlbulos. Esto provoca una disminucién en la
viabilidad celular y un colapso del citoesqueleto que se traduce en
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muerte neuronal. " En la Figura 8.5 se observa la hiperfosforilacién de
tau, que hace que se desprenda de los microtubulos y precipite en
forma de agregados, dando lugar a la formacion de los ovillos
neurofibrilares que se depositan en el medio intracelular. ®

Las placas seniles, por su parte, son agregaciones del péptido
B-amiloide que se depositan en el medio extracelular. Estas placas son
neurotoxicas y dafian a las neuronas en el I6bulo medio temporal y en
la corteza frontal, especialmente en el hipocampo. Dichas zonas estan

asociadas a la cognicion y a la memoria, respectivamente. ™

La proteina precursora amiloide (APP) es una proteina
transmembrana que contiene sitios de cortes para diferentes
secretasas. En condiciones normales, la o y la B-secretasa (BACE)
cortan a la APP formando fragmentos solubles (Figura 8.6, via A->B).

En cambio, en la EA se produce una ruptura anémala de la APP,
ya que actlan la B vy la y-secretasa, dando lugar a la formacién del
péptido B-amiloide. Las quinasas GSK-3 y CK-1, entre otras, promueven
la formacion del peptido mediante la fosforilacion y sobreactivacion de
las By y-secretasa. Este péptido es insoluble, por lo que precipita
formando fibras amiloides y placas seniles que se depositan en el
medio extracelular (Figura 8.6, via A->C). ®"

Proteina tau Proteina tau fosforilada Oligémero de tau

_..g_.j_.
PHF

Figura 8.5. Hiperfosforilacién de tau y formacion de ovillos neurofibrilares

(NFTs). Figura adaptada de la referencia 10.
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APP ? Fragmento
B- secretasa soluble
\ J

a-secretasa . corte a- secretasa

J

y- secretasa - corte y- secretasa

L
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A cooH i~ soluble 8 'COOH

N

: corte B- secretasa
| péptido AR —— Agregaciones AB

!
%—’ Placa senil

Fibras amiloides

[ corte y- secretasa

8’\-3

Figura 8.6. Ruptura normal (via A->B) y anomala (via A->C) de APP, que da
lugar a la formacion de las placas -amiloides.

De acuerdo a los cambios estructurales mencionados
anteriormente, los cuales se producen en el cerebro en la EA, existen
distintas dianas farmacoldgicas que se estudian para el tratamiento de
esta enfermedad. A continuacion, se describen algunos de estos
targets, que seran objeto de estudio a lo largo de este capitulo.

8.1.3 Acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa como
dianas terapéuticas para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer

Las enzimas colinesterasas, acetilcolinesterasa (AChE, EC: 3.1.1.7)
y butirilcolinesterasa (BuChk, EC: 3.1.1.8), forman parte del sistema
colinérgico, implicado en la transmision del impulso nervioso en las
neuronas motoras de la medula espinal, las preganglionares del
sistema nervioso auténomo y las posganglionares del sistema
parasimpatico.

El impulso nervioso se transmite a través de la sinapsis por

intermediaros quimicos conocidos como neurotransmisores, que son
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liberados en el terminal axénico de la neurona presinaptica. Desde el
espacio sinaptico, el neurotransmisor se dirige a su receptor en la
neurona postsinaptica, provocando una respuesta especifica. Luego, se
degradada rapidamente mediante algin mecanismo particular como
hidrolisis o modificacion quimica en el mismo espacio sinaptico. En
algunos casos, el neurotransmisor también puede ser captado a través
de la membrana presinaptica.

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor que actua en el
sistema colinérgico estableciendo conexiones en el sistema nervioso
central. Una vez que la ACh transmite el impulso nervioso, las
colinesterasas la degradan mediante hidrdlisis. La AChE es especifica
para la hidrolisis de ACh, mientras que BuChE también puede hidrolizar
otras moléculas tales como succinilcolina, benzoilcolina, y otros
péptidos neurotdxicos.

En la EA los niveles de ACh estan por debajo de lo normal, lo
que genera una disminucion de las funciones cognitivas y pérdida de la
memoria. La administracion de inhibidores de colinesterasa (ChE)
constituye una estrategia para aumentar su concentracion en el

cerebro, y asi prolongar la transmisién del impulso nervioso. '

Actualmente, los tratamientos paliativos que se aplican para la
EA nacen de la hipotesis colinérgica, por lo que se enfocan en
aumentar la ACh durante la transmision del impulso nervioso,
inhibiendo su catabolismo. Sin embargo, solo se consigue aliviar los
sintomas pero no se frena o cura la enfermedad, ya que la pérdida

neuronal continda.

Existen diversos farmacos disponibles comercialmente para la
EA que son inhibidores de AChE. Estos son: Donepezilo, Rivastigmina,
Galantamina y Tacrina. Ademas, se suele administrar Memantina, que
trabaja regulando la actividad del glutamato, un neurotransmisor
diferente, que también juega un papel fundamental en el aprendizaje y
la memoria. " La estructura de éstos se muestra en la Figura 8.7. ™
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Donepezilo

Rivastigmina Tacrina Memantina

Figura 8.7. Estructura quimica de farmacos comerciales empleados para el
tratamiento de la EA.

Por otro lado, se han descripto numerosos inhibidores de AChE
y BuChE, de estructuras quimicas sumamente diferentes. Asimismo, se
han estudiado analogos de los farmacos disponibles comercialmente,
con mejor potencia y mayor selectividad en algunos casos. Entre los
compuestos descriptos como inhibidores de colinesterasas se
encuentran hibridos de tacrina-tiadiazolidinonas, ® analogos de
donepezilo, 9 pirazolo[4,3-d]piridinas y pirazolo[3,4-b][1,8]

% indoles sustituidos con hidrazidas e hidrazinas, ® vy

pirazolobenzotiazinas sustituidas con benzoimidazoles, *' que se

naftiridinas, °

pueden observar en la Figura 8.8.
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Figura 8.8. Compuestos descriptos como inhibidores de ChE.

8.14 CK-1y GSK-3 como dianas terapéuticas para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

Las proteinas quinasas son enzimas de suma importancia para

la regulacion de numerosas funciones celulares tales como su muerte y

divisién, transporte y excrecion de moléculas, funcién cerebral,

regulacion de presion sanguinea, metabolismo y sintesis de proteinas.

La desregulacion de la actividad de las quinasas es la responsable de

diversas enfermedades como el cancer, la inflamacion, desdrdenes

neuronales, entre otros. Debido a esto, son consideradas como dianas

terapéuticas de gran interés biolégico. %
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Las quinasas son especificas de Ser, Thr o Tyr, lo que indica que
fosforilan a estos aminoacidos en las proteinas sustrato. Usualmente,
suelen conservar su dominio catalitico (sitio de fosforilacion del
sustrato) en secuencia y estructura, pero difieren en como se regula su

funcién catalitica. 2

Especificamente, la glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSK-3,
EC: 2.7.11.26) y la casein quinasa 1 (CK-1, EC: 2.7.11.1), tienen un papel
fundamental en la modulacién de diversos procesos celulares. El
funcionamiento anomalo de dichas quinasas esta asociado a las
alteraciones que se producen en el cerebro en la EA.

A continuacién, se detallan las implicancias de cada una de
estas quinasas en la EA y se describiran algunos de los inhibidores mas
comunes. Ademas, se hace hincapié en las funciones de regulacion y
estructura de la GSK-3, de suma importancia para la interpretacion de
los resultados obtenidos a lo largo de este capitulo.

8.1.4.1. Funcion, regulacion e inhibidores de CK-1

La proteina quinasa CK-1 es una quinasa serina/treonina (S/T)
que se encuentra ampliamente distribuida en diferentes
compartimientos celulares, tales como la membrana plasmatica, el
citosol y el nucleo. La CK-1 tiene un papel fundamental en procesos
regulatorios, ya que esta involucrada en diversas funciones biologicas
como la reparacién de ADN, morfologia celular, modulacién de la ruta
metabolica de Wnt/B-catenina, via Hedgehog vy los ritmos

circadianos. **%°

Recientemente, se ha descubierto que la proteina quinasa CK-1
se encuentra relacionada con algunas enfermedades
neurodegenerativas, trastornos del suefio, cancer y patologias
inflamatorias. Especificamente, la CK-1 esta involucrada en las
modificaciones postraslacionales de la proteina tau, implicada en la
EA.“® Durante el desarrollo de este desorden neurodegenerativo, la
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proteina CK-1 fosforila a la proteina tau de manera especifica en los
residuos S202/T205 y S396/5404, que estan implicados en la union con
la tubulina. Esto hace que tau se desprenda de los microtdbulos y
precipite formando ovillos neurofibrilares que se depositan en el medio

intracelular. %/

La EA también esta asociada a la acumulacién del péptido B-
amiloide que se forma a partir de la APP, por accién de la By y-
secretasas. Estas contienen numerosos sitios de fosforilacion de CK-1,
por lo que una sobreexpresion de dicha quinasa da lugar a un

incremento en la produccién del péptido B-amiloide. "%

Las implicancias de la CK-1 en la acumulacion del péptido -
amiloide y la formacién de ovillos neurofibrilares, hacen que sea una
diana terapéutica de suma importancia para el tratamiento de la EA.
Diversos inhibidores de CK-1 han sido estudiados y se encuentran
descriptos en bibliografia. ®° La mayoria de ellos son heterociclos de
bajo peso molecular. Algunos ejemplos se pueden observar en la
Figura 8.9, donde se muestran inhibidores de estructura del tipo
isoquinolin-8-sulfonamidas, ~ 4-amino-antraquinonas, ~ oxoindoles,

benzimidazoles polihalogenados y pirazolopirimidinas. %

SO,NH(CH,),NH, R O
N
: L) o
T4
cl NH, O
isoquinolin-8-sulfonamidas 4-amino antraquinonas
H,CO NH.
O OCH, Br N HN N/ H
H,CO =S P
/ Br H - | fo)
X
O’ o o NJ( -R
i m
oxoindoles benzoimidazoles polihalogenados pirazolo p inas

Figura 8.9. Ejemplos de compuestos descriptos como inhibidores de CK-1.
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8.1.4.2.  Funcion, regulacion e inhibidores de GSK-3

La GSK-3 es una quinasa serina/treonina (al igual que la CK-1)
involucrada en la regulacién de la sintesis del glucdgeno y otros
procesos intracelulares, como modulacion de la via de sefializacion de

Whnt, transcripcion de genes, funciones neuronales, entre otros.

En las células mamiferas se encuentran dos isoformas de GSK-
3, GSK-3a y GSK-3B, que son 90 % idénticas y contienen la misma
secuencia en su dominio quinasa. Solo difieren en algunos residuos C-

terminal y N-terminal. %

La primera estructura cristalina de GSK-3[ fue publicada en el
afio 2001. A partir de alli, se pudo determinar que esta proteina es una
S/T quinasa con un dominio N-terminal pequefio (residuos 25 a 134) y
un gran dominio C-terminal (residuos 135 a 380). El sitio de unidn con
el ATP se encuentra en la interfaz entre los dominios N- y C-terminal y
esta rodeado por un loop rico en glicinas (residuos 60 a 70). La
estructura de la GSK-3f con sus dominios més importantes se puede
observar en la Figura 8.10.

Dominio
N-terminal

Figura 8.10. Estructura cristalina de la GSK-3f y principales dominios de la
enzima (PDB: 1i09), junto con la molécula de ADP en su sitio de unién. 30
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La actividad catalitica de la GSK-3 depende de la alineacion
correcta de los dominios N- y C-terminal, que estd modulada por dos
residuos fosforilados en el loop de activacion. GSK-3[ contiene dos
sitios de fosforilacion que regulan su actividad catalitica, S9 y Y216. El
sitio de union del ATP consiste en un bolsillo bien definido y
conservado a lo largo de proteinas quinasas. Entre los residuos mas
importantes de este sector se encuentran la K85, D200, N186, D181,
K183, E97, R96 y R180, que coordinan la transferencia de los grupos
fosfatos. %

Existe una regién “bisagra” (residuos 133 a 139) que consiste en
un linker entre el dominio N-y C-terminal y permite que roten uno con
respecto a otro. Los residuos de esta region generan enlaces puente
de hidrégeno con la porcién adenina del ATP. Al comienzo de la
region “bisagra” el grupo carbonilo del D133 actia como un aceptor de
puente de hidrégeno con el N-6 del ATP. También se encuentra la
V135 que forma un puente de hidrogeno con la adenina, actuando
como dador. Por ultimo, el grupo carbonilo del G185 esta unido al OH
de la ribosa del ATP. Los residuos cataliticos K85 y D200 interaccionan
con los grupos fosfatos del ATP y son los responsables de la
fosforilacion. En la Figura 8.11 se puede ver el modo de union del ATP
con la GSK-3p, donde se indican los principales puentes de hidrogeno

que se forman.

Como se menciond anteriormente, la GSK-3 cumple diversas
funciones en el organismo. Ademas, se encuentra relacionada a la
patogénesis de desoérdenes altamente prevalentes tales como la EA,
trastornos del estado de animo, diabetes, cancer, entre otros. Por lo
tanto, esta enzima constituye una diana terapéutica de suma
importancia para el tratamiento de dichas patologias mediante el

desarrollo de nuevos inhibidores selectivos de GSK-3. 332
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Figura 8.11. Modo de unién del ATP con la GSK-3 (se muestran solo los

residuos mas relevantes, PDB: 4NM5).

Especificamente, la desregulacion de GSK-3 esta implicada en
diversos procesos de la EA, tales como la hiperfosforilacion de tau, el
aumento de la produccion de las placas B-amiloide, formacién de
ovillos neurofibrilares, neuroinflamacién (mediada por la microglia),
estrés y apoptosis celular. Ademas, esta enzima esta asociada a un

circulo vicioso que se establece en la EA, ya que inicialmente la
formacion de placas B-amiloides y NTFs induce una inflamacion local
que se incrementa por el estrés y activacion de GSK-3, lo que hace que

la formacion de placas y NTFs sea alin mayor. La relacién entre dichos
) 33-36

procesos y la GSK-3 se observan en la Figura 8.1
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Desestabilizacion de los MT y formacion de ovillos neurofibrilares
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Figura 8.12. Neuroinflamacion, aumento de la formacién de placas B-amiloides
y ovillos neurofibrilares por activacion de GSK-3.

La enzima GSK-3 es la encargada de la regulacion, degradacion
y agregacion de tau, una proteina neuronal asociada a los
microtubulos. Tau esta encargada de la estabilizacion de los
microtdbulos y el transporte axonal. Contiene 85 aminoacidos
fosforilables, incluyendo 45 serinas, 35 treoninas y 5 tirosinas, mediante

los cuales se regula su funcién. *’

En los cerebros analizados de pacientes con EA se ha
encontrado que tau esta hiperfosforilada en aproximadamente 40
sitios, entre ellos 28 serinas, 10 treoninas y 2 tirosinas. La mayoria de
estos residuos pueden ser fosforilados por GSK-3. La hiperfosforilacion
de tau afecta a la interaccion de esta proteina con los microtibulos, a
su estabilizacion y dinamica. Ademas, de esta manera tau se torna mas
resistente a su degradacion por protedlisis. Por lo tanto, se agrega y
precipita formando ovillos neurofibrilares, tal como se explicd en el

apartado anterior.

Por otro lado, la enzima GSK-3 se encuentra estrechamente
relacionada con la formacién de las placas B-amiloides, como se
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menciond en la seccion 8.1.2. de este capitulo. Esta quinasa fosforila las
By y-secretasas, que producen una ruptura andmala de la APP, dando
lugar a la formacion del péptido f-amiloide. La acumulacion de este
péptido forma las placas seniles en el medio extracelular. *

Considerando las implicancias de GSK-3 en determinados
procesos caracteristicos de la EA, esta enzima constituye una de las
dianas terapéuticas mas estudiada para el tratamiento de dicha
enfermedad. Durante los Ultimos afios, nimeros heterociclos han sido
descriptos como inhibidores de GSK-3, tales como 3-aril-pirazol-5-
onas, *° alcaloides de la familia de la manzamina, “° tiadiazolidinonas

(TDZD), *** pirazolopirimidinas, ** pirazolopiridazinaj““'45
pirazolopiridinas, *****’ pirazinas *, triazinonas, * y pirfelis2,5-di=], *°
entre otros. Las estructuras de éstos se encuentran en la Figura 8.13.
R3
WN\ I\i\ o
a NW/J;(N a
N Ry
R, /N‘NH N H N HN
|
I S
N, fo) </\_.’—X-5Y RZ)\R4 o

pirazolopirimidinas O,N Q
pirroli—2,5—d@

3-aril-pirazol-5-onas .

L

HN-R
alcaloides de la familia Ph
) N R
NH. O N de la manzamina | N o H N}-I
2 N N
Y S H Y
N I H fo) HN N
XN L pirazolopiridinas
N HN” R,
z | 1 \(§¢N R
e P SOa
R »~—NH R
2 R N-N /N—S 2
R'
pirazinas pirazolopiridazinas TDZD triazinonas

Figura 8.13. Compuestos descriptos como inhibidores de GSK-3.
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Algunos de los inhibidores de GSK-3 estan relacionados
estructuralmente con las bases puricas, ya que contienen heterociclos
de nitrégeno fusionados, de 5 y 6 miembros. Teniendo esto en cuenta,
los compuestos obtenidos durante la Parte Il de esta Tesis Doctoral,
fueron estudiados como potenciales inhibidores de GSK-3 y las
enzimas CK-1, AChE y BuChE, previamente descriptas, para el posible
tratamiento de la EA. Estos estudios se realizaron en el marco de una
estancia en el grupo de Quimica Médica y Bioldgica traslacional, bajo
la direccion de las Dras. Ana Martinez y Carmen Gil del Centro de
Investigaciones  Bioldgicas (CIB), del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas de Madrid, Espafia.
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8.2. Objetivos especificos

Con el proposito de obtener nuevos compuestos bioactivos
como potenciales candidatos para el tratamiento de la EA, en este
capitulo se estudiaron los compuestos sintetizados durante la Parte Il
de este trabajo, como inhibidores de distintas enzimas asociadas a
dicha enfermedad. Para ello, se utilizaron distintas técnicas, como

evaluacion de inhibicién in vitro y modelado molecular.

Los objetivos especificos que se plantearon se detallan a

continuacion:

- Evaluar la actividad inhibitoria in vitro de los anillos de pirazoles y
pirazolotriazinonas sintetizados, frente a las enzimas AChE, BuChE, CK-
1y GSK-3, asociadas a la EA.

- Obtener las I1Cs, de aquellos compuestos que resulten activos.

- Estudiar el tipo de inhibicion enzimatica de los compuestos que sean

activos.

- Evaluar la capacidad de los compuestos activos para atravesar la

barrera hematoencefalica.

- Estudiar el modo de union de los compuestos que resulten activos
mediante simulaciones de docking.

- Estudiar la cavidad de la enzima GSK-3 mediante simulaciones de
Hot Spot.

- En base a los estudios previos, disefiar nuevos inhibidores de GSK-3
potencialmente bioactivos.



192 Parte Ill: Estudio in vitro e in silico de potenciales inhibidores

enzimaticos

8.3. Resultados y discusién

8.3.1. Actividad inhibitoria in vitro de enzimas
asociadas a la enfermedad de Alzheimer

8.3.1.1.  Ensayos de actividad inhibitoria de AChE y BuChE

Los pirazoles 3a-h y 7a-h y las pirazolotriazinonas 9b-h y 20a-
¢, e-g sintetizadas previamente, fueron evaluados como posibles
inhibidores de las enzimas AChE y BuChE. Para ello, se empled el
método de Ellman, un ensayo in vitro muy similar para ambas enzimas.
En él, se utiliza una placa de 96 pocillos con enzima AChE o BuChE,
segun corresponda. Para el caso de la primera se utiliza como sustrato
acetiltiocolina iodada (ATCIl), mientras que para BuChE se emplea
butiriltiocolina iodada (BTCl). Ademas, se agrega 3-carboxi-4-
nitrofenildisulfito (DTNB), compuesto que tiene la caracteristica de

reaccionar con grupos tioles. %'

La reaccién enzimatica que ocurre es la hidrélisis de ATCI o
BTCI por accion de la AChE o BuChE, respectivamente. Esta hidrolisis
produce tiocolina iodada (TCl) més acetato o butilacetato. Luego, el
DTNB reacciona con la TCl presente en la muestra, dando como
resultado el 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB #). Este compuesto es de color
amarillo y se puede cuantificar espectrofotométricamente mediante la
absorcion UV a 450 nm (Esquema 8.1). De esta forma, mientras mayor
sea la inhibicién de la enzima, menor concentracion de TCl habra, ya
que no se producira la hidrolisis de ATCI o BTCI. Consecuentemente,
menor sera la formacion de TNB 4, observandose una disminucion de

la absorbancia correspondiente a la muestra.
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Esquema 8.1. Evaluacion de inhibicion de las colinesterasas mediante el
método de Ellman.

Todos los compuestos sintetizados (3a-h, 7a-h, 9b-h y 20a-c,
e-g) fueron evaluados como posibles inhibidores de AChE y BuChE
utilizando la metodologia descripta previamente, a una concentracion
de 10 uM. Como resultado, ninguno de ellos mostré inhibicion de las
enzimas AChE y BuChE a dicha concentracion.

8.3.1.2. Ensayos de actividad inhibitoria de CK-1 y GSK-3

Los pirazoles 3a-h y 7a-h y las pirazolotriazinonas 9b-h y 20a-
¢, e-g sintetizados previamente, fueron evaluados como posibles
inhibidores de las enzimas CK-1y GSK-3. Para ello, se utilizd un ensayo
in vitro similar para ambas enzimas. ** En éste, se utiliza una placa de
96 pocillos con enzima recombinante humana GSK-3 o CK-1. Para el
caso de la enzima GSK-3 se utiliza como sustrato el péptido GS2,
mientras que para CK-1 se emplea caseina. Ademas, se agrega una
determinada cantidad de ATP, ya que las quinasas necesitan ATP para
cumplir su funcién y fosforilar al sustrato correspondiente. Los ensayos
se realizan en presencia y en ausencia de los compuestos a evaluar.
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Para cuantificar la inhibicién de los compuestos se utilizé un kit
que se comercializa como Kinase-Glo®. ** Este contiene D-Luciferina,
que reacciona con el ATP del medio y por accién de la luciferasa,
genera oxiluciferina mas una sefial luminiscente, proporcional a la
concentracién de ATP (Esquema 8.2). Esta depende de cuéanto haya
sido inhibida la quinasa, ya que a mayor inhibicion, menor cantidad de
ATP consumido vy, por lo tanto, mayor disponibilidad de ATP para
reaccionar con la luciferina, obteniendosé una sefial luminimétrica mas
alta. Dicho de otro modo, mientras mayor sea la luminiscencia, mayor
sera la actividad del compuesto evaluado, ya que estaria indicando una
mayor concentracion de ATP en el medio.

Los compuestos 3a-h, 7a-h, 9b-h y 20a-c, e-g fueron
evaluados a una concentracion de 10 uM como posibles inhibidores de
CK-1y GSK-3 utilizando la metodologia descripta previamente. Como
resultado, ninguno de ellos mostrd inhibicion de la primera quinasa.
Ademas, los pirazoles 3a-h y 7a-h y las pirazolotriazinonas 9b-h
tampoco mostraron actividad inhibitoria de GSK-3 a 10 yM. En cambio,
las pirazolotriazinonas 20a-c, e-g presentaron una inhibicion de dicha
quinasa a 10 uM, por lo que se procedid a obtener sus valores de 1Cs.

OH 0PO,2
quinasa
+ ATP ———> Producto [ESEEEY,TY

0

HO. S N 0" Mg"‘z HO. s N o
\©:/>—</ + ATP+ 1/20, —2 » />—</j+ AMP + pPi + €O,
N S Luciferasa N s
Luciferina Oxiluciferina

+ Luz

Esquema 8.2. Método de evaluacion de inhibicién de quinasas mediante

luminiscencia con el kit Kinase-Glo®.
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Las pirazolotriazinonas 20a-c, e-g mostraron valores de
inhibicién del rango micromolar y submicromolar, que se observan en
la Tabla 8.1. Sin embargo, en ninguno de los casos se alcanzd un valor
de ICso préximo a uno de los inhibidores de referencia, la pirrol-2,5-
diona SB415286 (ICso = 0,05 pM). *°

Tabla 8.1. Evaluacion de la actividad inhibitoria frente a GSK-3 de pirazolo[4,3-
d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos de etilo 20.

Estructura Compuesto R leo (HM)®

H

oN_o
O,N )= SB415286 - 0,05+0,01
HN—Q’OH S
cl

20a Ph 4,0+0,2
20b p-CH_-CeHa 0,9+0,1
20c p-OCH-CeHs 97403
20e p-Cl-CgH, 3,310,3
20f p-Br-CeH, 1,4+0,4
20g p-1-CeHy 0,8+0,2

(@) Los valores de ICso son el promedio + desviacion estandar de tres mediciones
independientes.

Posteriormente, se llevaron a cabo experimentos cinéticos para
estudiar el tipo de inhibicion de 20. Para ello, se evaluaron los
compuestos a concentraciones de 1 uM y 0,5puM, variando la
concentracion de ATP, y manteniendo constante la cantidad de GS2. Se
obtuvieron resultados similares para todos los compuestos. A modo de
ejemplo, en la Figura 8.14 se observan los resultados encontrados para
20b, representados en una grafica de Lineweaver-Burk o de doble
reciproco. El punto de corte con el eje de las ordenadas (1/v) no se
modificé al aumentar la concentracion de 20b, lo que indicaria que
estos derivados muestran una cinética ATP-competitiva. Por lo tanto,

compiten con el ATP en el modo de unién con la enzima.
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Figura 8.14. Gréfico que representa los datos cinéticos determinados para 20b.

8.3.2. Ensayo de permeabilidad en membrana artificial
paralela

Para que un compuesto pueda ser considerado como futuro
candidato  para el tratamiento de alguna  enfermedad
neurodegenerativa, es necesario que tenga la capacidad de atravesar
la barrera hematoencefalica (BHE). De esta forma, podria ingresar al
cerebro, donde ejerce su accion. Teniendo esto en cuenta, para evaluar
la capacidad de los derivados pirazolotriazinonas 20 para atravesar la
BHE, se selecciond un ensayo de permeabilidad que utiliza una
membrana artificial, conocido como PAMPA por sus siglas en inglés
(Parallel Artificial Membrane Permeability Assay).>* Esta metodologia
permite evaluar la permeabilidad (Pe) por difusion pasiva de
compuestos organicos empleando un lipido obtenido de cerebro
porcino que simula la barrera hematoencefalica.

En primer lugar, el método fue validado utilizando diez
sustancias comerciales, cuya capacidad para atravesar la BHE es
conocida. Se emplearon: atenolol, cafeina, desipramina, enoxacina,

hidrocortisiona, ofloxacina, piroxicam, promazina, testosterona vy
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verapamilo. En la Figura 8.15 se observa el grafico que muestra la
correlacion obtenida entre los valores de permeabilidad efectiva
experimentales [Pe(exp)] y los descriptos en literatura. Esta correlacion
lineal se utilizdé para determinar si los compuestos a evaluar
atravesarian la BHE, tal como se describe en bibliografia. **** Con este
fin, para cada uno de ellos, primero se obtuvo su Pe(exp).

Teniendo en cuenta la correlacion lineal obtenida (Figura 8.15),
se considera que un compuesto atravesaria la BHE (SNC+) si tiene un
valor Pe(exp)>3,1.10° cm/s, mientras que si el Pe(exp)<1,5 .10° cm/s,
no tendria buena permeabilidad (SNC-) mediante difusion pasiva. Si el
Pe(exp) se encuentra entre estos valores, (1,5 10°<Pe< 3,1.10° cm/s) el

compuesto atravesaria parcialmente la BHE y se clasifica como SNC-/+.
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Figura 8.15. Gréfico que representa la correlacion lineal entre los valores de
permeabilidad obtenidos experimentalmente (Pe experimental) y los

descriptos en bibliografia (Pe bibliografia) para los diez farmacos comerciales
evaluados.
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Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 8.2, indicando
para cada compuesto su Pe(exp) y la prediccion que indica si
atravesaria o no la BHE (SNC+, SNC-/+ y SNC-). De acuerdo a los
valores obtenidos, solo el compuesto 20a no seria capaz de difundir
por la BHE. Las pirazolotriazinas 20b,c y e, atravesarian parcialmente la
BHE. En cuanto a 20f y 20g, serian capaces de atravesar la BHE por
difusién pasiva. Cabe destacar que dichos compuestos son los que
presentaron una mayor actividad inhibitoria de GSK-3 (del rango
micromolar bajo- submicrolar).

Tabla 8.2. Valores de Pe(exp) obtenida para los compuestos 20 y la prediccion
de su capacidad para atravesar la BHE.

Estructura  Compuesto R ( .foe'gecxr?)/s) Prediccion
20a Ph 1,120,6 SNC-
20b p-CH_-CeH, 2,3+0,6 SNC-/+
20c p-OCH -CeHa 1620,5 SNC-/+
20e p-Cl-CgH, 3,0£0,7 SNC-/+
20f p-Br-CeHa 3,20+0,09 SNC+
209 p-1-CeHy 541 SNC+

(@) SNC+: atraviesa la BHE. SNC -/+ atraviesa parcialmente la BHE. SNC-: no
atraviesa la BHE.

Estos resultados permitieron seleccionar a los derivados 20f y
20g como lideres para el desarrollo de nuevos agentes, para futuros
estudios para el tratamiento de la EA.
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8.3.3. Estudios computacionales de
pirazolo[1,2,3]triazinonas frente a GSK-3

8.3.3.1.  Estudios de docking de pirazolo[1,2,3]triazinonas
sobre GSK-3

De acuerdo a los resultados reportados en el apartado anterior,
las pirazolo[1,2,3]triazinonas 9 resultaron inactivas sobre GSK-3,
mientras que los derivados 20 presentaron una buena ICs,, en el rango
micromolar-submicromolar. Estos resultados sugieren que la inhibicién
de la enzima dependeria tanto del tipo de fusion entre el anillo de
pirazol y de la triazina, como de los sustituyentes presentes en el
primero. Para confirmar esta hipotesis y tratar de establecer alguna
relacion estructura-actividad, se efectud un estudio computacional
para evaluar el modo de union de 9 y 20 con la enzima. Para llevar a
cabo dicho anélisis, se realizd un docking partiendo de la estructura
cristalografica de la GSK-3 (4NM5 ) y con el programa AutoDock. *°

En primer lugar, se validé el protocolo de docking utilizando

como inhibidor de referencia Alsterpaulona, >’

que se encuentra
cocristalizada con la proteina GSK-3 en el archivo PDB 1Q3W. Se
realizé un docking del ligando en el sitio de union del ATP y se
seleccion¢ la mejor pose encontrada por el programa. Comparando la
posicion del inhibidor en el sitio activo de la proteina con la estructura
cristalografica ya reportada (Figura 8.16), se pudo observar que ambas
conformaciones son muy similares, y se encontraron las mismas
interacciones ligando-proteina. De esta manera, se validé el protocolo

de docking empleado para predecir el modo de unién de la serie 20.

En el estudio de docking de los compuestos 20 sobre GSK-3, se
evalué su modo de union, basado en la energia de union y en la
poblacion de los clusters obtenidos. También, se analizaron las
interacciones mas importantes ligando-proteina, entre ellas las

hidrofébicas, las aromaticas y los posibles puentes de hidrégeno.
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Figura 8.16. Superposicién del ligando Alsterpaulona en el sitio de unién con
la enzima en la estructura cristalizada (azul) y segun el docking (gris).

Los resultados de los calculos mostraron que todos los
compuestos poseen un modo de unién similar en el bolsillo de ATP de
la proteina. Por lo tanto, estos datos concuerdan con los obtenidos
experimentalmente, ya que son inhibidores del tipo ATP competitivos.
Entre las interacciones principales ligando-proteina, se destacan la
formacion de tres puentes de hidrogeno. Dos de ellos se establecen
entre el anillo de triazina y los residuos D133 y V135. El restante se
forma entre el sustituyente carboetoxi del C-7 y la R141 (Figura 8.17,
derivado  20b). Estas interacciones permitieron que las
pirazolotriazinonas 20 se orienten favorablemente en el sitio de union

y que se anclen al sitio activo.

Considerando el modo de union de los compuestos 20, se
puede concluir que, tanto el anillo de triazina como el grupo
carboetoxi, parecen criticos en la interaccion con la enzima,
favoreciendo su inhibicion. Por otro lado, la longitud de los
sustituyentes presentes en el anillo fenilo del N-6 no es suficiente para
que interactden con la regién catalitica de la proteina, especificamente
con los residuos D200 y K85.
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Figura 8.17. Modo de unién del compuesto 20b en la enzima GSK-3, donde se
observan las interacciones principales formando tres puentes de hidrégenos
con los residuos cercanos D133, V135 y R141.

[ o

A continuacién, se realizd un estudio de docking de los
compuestos 9b-h para intentar explicar por qué resultaron inactivos
frente a GSK-3. Para ello, se utilizé el protocolo empleado
anteriormente, analizando las interacciones hidrofobicas vy
electrostaticas. Como resultado, en la Figura 8.18 se muestra la mejor
pose de docking obtenida para la pirazolotriazinona 9b.

Figura 8.18. Modo de union del compuesto 9b en GSK-3, donde se observan
los dos puentes de hidrégeno con los residuos D133 y V135, y la interaccion
negativa por impedimento estérico con R141.
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Al comparar los compuestos 9b (Figura 8.18) y 20b
(Figura 8.17), se pudo determinar la similitud de la posicién que adopta
el anillo de pirazolotriazina en ambos casos. Para 20b se establece una
interaccion favorable entre el grupo carboetoxi del C-7 y el residuo
R141, formando un puente de hidrégeno. En cambio, para 9b, no solo
que este enlace de puente de H esta ausente, sino que ademas, la
orientacién del anillo fenilo hacia R141 genera impedimento estérico.
Esta interaccion negativa se ve incrementada en aquellos compuestos
que poseen un sustituyente en posicion para del anillo fenilo, tal como

se muestra para 9e en la Figura 8.19.

Figura 8.19. Modo de union del compuesto 9e en GSK-3, donde se observan
los dos puentes de H con los residuos D133 y V135, y la interaccién negativa

por impedimento estérico entre el atomo de fltor del anillo fenilo y R141.
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Asimismo, la conformacién que adoptan los compuestos 9b-h
impide la posibilidad de ocupar todo el bolsillo catalitico,
posicionandose lejos de los residuos cataliticos K85 y D200. Teniendo
esto en cuenta, y considerando el impedimento estérico generado con
el residuo R141, se podria explicar por qué la serie 9 resultd inactiva
frente a GSK-3.

8.3.3.2.  Estudios de Hot Spot sobre GSK-3

Con el fin de obtener andlogos mas activos sobre GSK-3 dentro
de la serie de pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazina-7-carboxilatos 20, se
realizaron otros estudios computacionales. En primer lugar se propuso

un estudio de Hot Spot,

en el que se realiza un analisis de la cavidad
del sitio de unién de la proteina, en funcion de las posibles
interacciones que se pueden establecer entre los residuos existentes y
un ligando. A partir de este estudio se obtiene un mapa de diferentes
colores, que describe las posibles interacciones que se podrian generar

entre el inhibidor y los residuos de cada porcion de la enzima.

El analisis de Hot Spot utiliza tres moléculas prueba como
sondas moleculares para estudiar la cavidad de la enzima. Mediante la
interaccion entre el sitio de unién y dichas moléculas, se generan
fragmentos de mapas de interacciones favorables de diferentes
colores. Estos proporcionan una gufa visual intuitiva para realizar
modificaciones en un determinado ligando, y asi optimizar su potencia.
De esta forma, una regién de color roja obtenida en el analisis de Hot
Spot indica que un grupo dador de puente de hidrogeno contenido en
el inhibidor estaria favorecido en esa zona, mientras que el color azul
indica que las interacciones serian favorables con un grupo aceptor de
puente de hidrdgeno. El color amarillo revela las regiones hidrofdbicas,
por lo que grupos con estas caracteristicas interaccionarian
favorablemente en dichas regiones de la cavidad.
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Los resultados obtenidos mediante el analisis de Hot Spot para
la enzima GSK-3 mostraron regiones de diferentes colores en el sitio
activo de la proteina (Figura 8.20). En la Figura 8.20a se observa una
gran zona amarilla, que indicaria una region hidrofobica. En la
Figura 8.20b se muestran las regiones polares en azul y rojo, por lo que
compuestos con grupos polares en estas posiciones favorecerian la
interaccion ligando-receptor.

Figura 8.20. (a) Resultado del analisis de Hot Spot para el sitio de union de la
enzima GSK-3. (b) Regiones polares de la cavidad de la proteina que podrian
actuar como dadores (azul) o aceptores (rojo) de puentes de H.
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A continuacion, se realizé la superposicion de las regiones
polares de la cavidad de la enzima (rojo y azul), obtenidas mediante el
analisis de Hot Spot, con la mejor pose de docking del compuesto 20b.
En la Figura 8.21 se puede observar que las regiones predichas por el
estudio de Hot Spot, coinciden con las interacciones de puentes de
hidrogeno que se generan entre la enzima y 20b.

Los resultados descriptos permiten concluir que, tanto el anillo
de triazina como el grupo carboetoxi del C-7 de 20, se encuentran en
regiones de la cavidad del sitio activo que facilitan las interacciones
cruciales, que conducirian a una buena actividad inhibitoria. La
modificacion del sustituyente del anillo fenilo del N-6 parece la via mas
prometedora para aumentar la potencia de los compuestos de la serie
20, ya que los grupos polares capaces de formar puente de hidrégeno
podrian llegar a interaccionar con residuos cataliticos D200 y K85.

Figura 8.21. Superposicion de las regiones polares predichas por el andlisis de
Hot Spot con los resultados de docking para el compuesto 20b en GSK-3.
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8.3.3.3.  Disefo de nuevos compuestos como potenciales
inhibidores de GSK-3

Considerando los resultados del estudio de docking y el analisis
de Hot Spot para la cavidad de la enzima GSK-3, se disefiaron nuevos
analogos de pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazina-7-carboxilato, potencialmente
maés activos. Los compuestos propuestos se muestran en la Figura 8.22.

A continuacién, se realizd un estudio de docking de los
derivados  propuestos, siguiendo la  metodologia  descripta
anteriormente, para evaluar su modo de unién con la proteina. Para
cada uno de ellos se obtuvieron dos clusters mas poblados, con una
buena energia de union. Estos resultados estan representados en la
Figura 8.23 para el caso del compuesto 20I, donde se observa el modo
de union para cada cluster. En ambos, se establecen tres enlaces
puente de hidrégeno principales con los residuos D133, V135 y R141. La
diferencia entre éstos radica en la orientacion del anillo fenilo. En el
primer cluster, el grupo amida del anillo fenilo del N-6 esta formando
un puente de hidrogeno con R141 (Figura 8.23a).

CH,
o, CH, o=§\‘
0 NH 0 H " o)
HN” N=N, HN” =N, HN” =N, OCH,
N Js N Ne J= N N Js N
N N N
CO,Et CO,Et CO,Et
20i 20j 20k
NH, 0 CH,
0 NH
HN /NN © HI ’N‘N
~ S ~ S
N, Nay
CO,Et CO,Et
201 20m

Figura 8.22. Compuestos disefiados como potenciales inhibidores de GSK-3.
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Figura 8.23. Posicion de docking de los dos clusters mas poblados y con buena
energia de union encontrada para el compuesto 20I.

En cambio, en el sequndo cluster, la interaccién de puente de
hidrégeno entre la R141y el grupo carboxilato de la cadena del C-7 se
mantiene, mientras que el grupo amida del anillo fenilo del N-6 forma
un nuevo puente de hidrogeno con el residuo catalitico K85
(Figura 8.23b). Esta nueva interaccion podria contribuir a un aumento
de la actividad inhibitoria de estos derivados.

Los compuestos 20i-m se disefiaron teniendo en cuenta las
vias sintéticas utilizadas previamente para la obtencién de los
derivados 20a-c, e-g, y los reactivos disponibles comercialmente. Por
lo tanto, su sintesis y posterior evaluacion como inhibidores de GSK-3,
seria factible en un futuro, y asi verificar el posible aumento de la
actividad inhibitoria predicho por los estudios de docking.
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8.4. Metodologia
84.1. Ensayos de actividad en AChE y BuChE

La enzima AChE proveniente de anguila eléctrica (Electrophorus
electricus, tipo V-S) y la BuChE extraida de suero equino (polvo
liofilizado) fueron obtenidos de Sigma Aldrich, al igual que los reactivos
restantes utilizados en los ensayos.

Las mediciones de actividad se realizaron siguiendo el
protocolo descripto por Ellman y col., levemente modificado. '#°%°" E
ensayo se llevd a cabo en placas de 96 pocillos. Para las medidas
espectrofotométricas se utilizo un lector de microplacas BIO RAD iMark
(para AChE) o un lector de placas FluoStar OPTIMA, BMG Labtech (para
BuChE). Los compuestos evaluados fueron ensayados a una
concentracion de 10 uM, para lo cual se prepararon soluciones en
etanol (grado para anélisis), que luego fueron diluidas con el

correspondiente buffer.

Inhibicion de AChE

En primer lugar se preparé un buffer fosfato 50 mM de pH
igual a 8,1. Se disolvio la enzima AChE en buffer fosfato para obtener
una concentracion final de 0,25 U/mL. Como sustrato se utilizd
acetiltiocolina iodada (ATCI) 15 mM, y se empled una solucién de 3-
carboxi-4-nitrofenildisulfito (DTNB) 3 mM, ambos preparados en buffer
fosfato.

Para llevar a cabo la reaccion enzimatica, a cada uno de los 96
pocillos se agregd, en el siguiente orden: 50 pL de buffer fosfato, 25 plL
del compuesto a ensayar, 125 yL de DTNB 3 mM y 25 uL de ATCI
15 mM. Para la preparacion del control negativo se utilizaron las
mismas proporciones de los reactivos anteriormente mencionados,
empleando 25 pL de etanol en lugar del compuesto a ensayar. Se
midi6 la absorbancia a una longitud de onda (A) de 450 nm a los 3 min
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y 6 min luego de agregar ATCI. Posteriormente, se adicionaron 25 pL
de AChE y se monitored la reaccién colorimétrica midiendo la
absorbancia, a la misma A, a los 3 min y 6 min de colocar la enzima.

Todas las medidas se hicieron por duplicado.

Inhibicion de BuChE

En primer lugar se prepar6 un buffer fosfato 0,1 M de pH igual
a 8 en el cual se disolvié la enzima BuChE, para obtener una
concentracion final de 0,05 U/mL por pocillo.

Para llevar a cabo la reaccion enzimatica se utilizé un volumen
final por pocillo de 300 pL de buffer fosfato conteniendo 0,05 U/mL de
BuChE, 0,35 mM de DTNB y el compuesto a ensayar. La mezcla fue
pre-incubada durante 20 min, y luego se adicion6 BTCI 0,5 mM. Al
cabo de 5 min, se midio la absorbancia a A = 405 nm. La actividad en
ausencia de los compuestos tambiéen fue monitoreada para determinar
el 100 % de actividad enzimatica. Todas las medidas se hicieron por
duplicado.

8.4.2. Ensayos de actividad en CK1-1 y GSK-3. Ensayos
de cinética enzimatica en GSK-3

Las enzimas CK-1 y GSK-3 recombinante humana y el
polipéptido fosforilado GS-2 (Phospho-Glycogen Synthase Peptide-2) de
3030 Da fueron adquiridos de Millipore. El kit Kinase-Glo ©® para
ensayos de luminiscencia fue obtenido de Promega. La solucién de
caseina de leche bovina al 5 %, ATP y los reactivos restantes utilizados
para los ensayos fueron obtenidos de Sigma Aldrich.



210 Parte IlI: Estudio in vitro e in silico de potenciales inhibidores

enzimaticos
Inhibicion de GSK-3

Para las mediciones de inhibicion de GSK-3 se empled el
protocolo descripto en bibliografia. ** El ensayo se llevd a cabo en
placas de 96 pocillos. En primer lugar, se prepar6 un buffer
conteniendo HEPES 50 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM, EGTA 1 mM y acetato
de magnesio 15 mM. Para cada compuesto a ensayar se preparé una
solucion de 10 uM (disuelto en DMSO a 1 mM vy luego diluido con el
buffer para obtener la concentracion de 10 uM).

Para llevar a cabo la determinacién de inhibicion de GSK-3, se
utilizé una placa de 96 pocillos y se agrego en cada uno de ellos en el
siguiente orden: 10 uL del compuesto a ensayar a 10 uM, 10 pL de la
enzima, 20 pL del buffer conteniendo sustrato (GS-2) 25 uM y ATP
1 uM. En todos los casos, la concentracion final de DMSO en la mezcla
no superd el 1% v/v. Luego de incubar la mezcla durante 30 min a
30 °C, se interrumpio la reaccion enzimatica con el agregado de 40 pL
del reactivo Kinase-Glo. Después de 10 min, se midi6 la luminiscencia
utilizando el lector FLUOstar Optima multimode reader (BMG
Labtechnologies GmbH). Para cada compuesto los ensayos fueron
realizados por triplicado. La actividad enzimatica resultante es
proporcional a la diferencia entre el ATP total y el ATP consumido
durante la reaccién. Las actividades inhibitorias fueron calculadas en
base a las actividades maximas medidas en ausencia del inhibidor.

Estudios cinéticos en la inhibicion de GSK-3

Para estudiar el mecanismo de inhibicion de los compuestos
frente a GSK-3, se llevaron a cabo distintos experimentos cinéticos
utilizando el kit ADP-Glo kinase. ** Para ello se realizaron mediciones
de la reaccion enzimatica siguiendo el procedimiento descripto
anteriormente, variando la concentracién de ATP (de 1 a 50 uM) a
0,5uM y 1 uM de inhibidor, manteniendo constante la concentracion
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de GS-2 a 12,5 uM. Los resultados obtenidos fueron representados en
una grafica de Lineweaver-Burk para determinar el modo de inhibicién.

Inhibicion de CK-1

Para las mediciones de inhibicion de CK-1 se utilizaron placas
de 96 pocillos. En primer lugar, se prepard un buffer conteniendo
HEPES 500 mM (pH 7,5), Brij-35 1 %, MgCl, 1 M, EGTA 50 mM y NaNj3
1% p/v. Para cada compuesto a ensayar se prepard una solucion
10 uM (disuelto en DMSO a 1 mM vy luego diluido con el buffer para
obtener la concentracion de 10 uM).

Para llevar a cabo la reaccién enzimatica se utilizo una placa de
96 pocillos y se agregd en cada uno de ellos en el siguiente orden:
10 pL del compuesto a ensayar a 10 uM, 10 uL de la enzima, 20 uL del
buffer conteniendo sustrato (caseina) 25 uM y ATP 1 uM. En todos los
casos, la concentracion final de DMSO en la mezcla no supero el
1% v/v. Luego de incubar la mezcla durante 1 h a 30 °C, se interrumpio
la reaccion enzimatica con el agregado de 40 ulL del reactivo Kinase-
Glo. Después de 10 min se midio la luminiscencia utilizando el lector
FLUOstar Optima multimode reader (BMG Labtechnologies GmbH).
Para cada compuesto los ensayos fueron realizados por triplicado. La
actividad enzimatica resultante es proporcional a la diferencia entre el
ATP total y el ATP consumido durante la reaccion. Las actividades
inhibitorias fueron calculadas en base a las actividades méaximas
medidas en ausencia del inhibidor.

8.4.3. Ensayo de permeabilidad en membrana artificial
paralela

La capacidad de los compuestos para atravesar la BHE por

difusiéon pasiva se evalud mediante un ensayo de permeabilidad

conocido como PAMPA, que utiliza una membrana artificial. 42
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Los diez farmacos comerciales (cafeina, enoxacina,
hidrocortisona, desipramina, ofloxacina, piroxicam, tetosterona,
promazina, verapamilo y atenolol), buffer fosfato salino a pH 7,4,
etanol grado HPLC y dodecano fueron adquiridos a Sigma Aldrich,
Acros Organics y Fluka, respectivamente. El lipido proveniente de
cerebro porcino fue obtenido de Avanti Polar Lipids. Se emplearon
placas de 96 pocillos de Millipore. La placa dadora contiene un filtro de
PVDF con un tamafio de poro de 0,45 uM y 25 mm de didametro
(Multiscreen IP Sterile Plate PDVF membrane) mientras que la aceptora
tiene forma de lagrima (Multiscreen). Para filtrar las muestras se
utilizaron unidades de filtros con membrana PDVF, con un tamafio de
poro de 0,45 um y 30 mm de diametro, adquiridos a Symta. Para las
mediciones espectrofotométricas se empled un espectrofotometro UV
con lector de placas de 96 pocillos (Thermoscientific, Multiskan
spectrum).

Se prepararon soluciones de 1 mL en etanol de cada uno de los
diez farmacos comerciales utilizados para la validaciéon del meétodo
(3-5mg de: cafeina, enoxacina, hidrocortisona, desipramina,
ofloxacina, piroxicam, y tetosterona, 12 mg de promazina, y 25 mg de
verapamilo y atenolol). Luego, 100 L de cada solucién stock fue diluida
con 1400 pL de etanol y 3500 pL de buffer de pH igual a 7,4, para
alcanzar una concentracion del 30 % v/v de etanol durante el
experimento. Para cada compuesto a evaluar se pesaron 1-2 mg y se
disolvieron en 1500 L de etanol y 3500 pL del buffer. En todos los
casos estas soluciones fueron filtradas antes del ensayo.

Para llevar a cabo el experimento, en la placa receptora se
colocaron 180 uL por pocillo de una mezcla de buffer y etanol en
relacion 70:30. En la placa dadora se colocaron 4 pL de una soluciéon
del extracto lipidico de cerebro porcino, disuelto en dodecano
(20 mg/mL). Luego de 5 min, se afiadieron 180 uL de la solucion de los
compuestos a evaluar y se coloco cuidadosamente la placa dadora
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sobre la placa receptora, formando un “sandwich”, que fue incubado a
25°C por 2 horas sin perturbaciones. Durante este tiempo, los
compuestos difundieron desde la placa dadora, a través del lipido,
hacia la placa aceptora. Luego de la incubacion, se retird la placa
dadora cuidadosamente y se determind la concentracion de cada
compuesto y de los farmacos comerciales utilizados en la placa
aceptora, mediante espectroscopia UV. Cada muestra fue analizada a
tres longitudes de onda diferentes seleccionadas previamente, en tres
pocillos distintos. Los resultados obtenidos se expresan como el valor
medio + desviacion estandar de tres ensayos independientes. En cada
experimento se incluyeron los 10 compuestos estandar de control, de
permeabilidad conocida para validar el anélisis. **

8.4.4. Simulaciones de docking sobre GSK-3

Preparacion de la proteina

Se utilizo la estructura cristalografica de la proteina GSK-3 de
coddigo PDB 4NMS5 ° obtenida de la base de datos de proteinas PDB
(Protein Data Bank). La proteina fue preparada utilizando el programa
Protein Preparation Wizard of Schrodinger Suite.”® La proteina fue
controlada para asignarle los 6rdenes de enlace correctos, y se
agregaron los atomos de H. Ademas, se optimizaron y asignaron los
estados de protonacién de todos los residuos a pH fisioldgico
(pH = 7,3). Las moléculas de agua fueron eliminadas y se realizé una
minimizacién de la energia utilizando por defecto una restriccion de
0,3 A'y campo de fuerza OPLS 2005. *°

Docking

Las simulaciones de docking fueron realizadas con el programa
AutoDock 4.2 *® utilizando Lamarkian GA como algoritmo de
busqueda. Para la preparaciéon del ligando se emplearon cargas
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Gasteiger y se determinaron los enlaces rotables mediante la interfaz
grafica AutoDock tools (ADT), permitiendo la rotacion de todos los
enlaces posibles. Los compuestos evaluados fueron tratados como
moléculas flexibles, mientras que la proteina fue tratada como rigida.
En el caso de la enzima, se agregaron atomos de hidrégenos polares y
se asignaron las cargas de Gasteiger utilizando ADT, asi como los
dtomos de tipo AD4. Las estructuras modificadas obtenidas fueron
convertidas en archivos del tipo PDBQT en ADT para los calculos de
AutoDock. *°

Validacion

Para la validacion del protocolo de docking se utilizo la
estructura cristalizada de la proteina GSK-3 de cédigo PDB 1Q3W de la
base de datos de proteinas (Protein Data Bank: PDB). En este archivo
pdb la proteina esta cristalizada con Alsterpaulona, uno de los
inhibidores mé&s potentes reportados para GSK-3.°" Tanto esta
molécula como la estructura pdb de la proteina, fueron preparados
como se describid en el apartado anterior para el estudio de docking.
La grilla generada se centro en la Val135, definido tanto en base a la
posicion del ligando cristalizado, como teniendo en cuenta la
bibliografia, debido a que la Val135 es uno de los residuos criticos en la
unién con la proteina. El tamafio de grilla fue de 50x50x50 puntos, con
un espaciado de 0.375 A por punto, lo que permite englobar al sitio de
union del ATP. El mapa de la grilla fue generado por el programa
Autogrid. *°

Evaluacion

Para el estudio de docking de los compuestos evaluados,
también se centro la grilla en la Val135. En todos los casos se utilizo un
tamafio de grilla de 50x50x50 puntos con un espaciado de 0.375 A. El
protocolo de docking consistio6 en la generacion de 200 poses
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independientes por ligando, con una poblacién de 150, un maximo de
2500000 evaluaciones y de 27000 generaciones, teniendo en cuenta
una proporcion de mutacion de 0,02 y un crossover de 0,8.

Los resultados de docking para un par dado de ligando-
proteina proporcionaron informacién sobre la energia de interaccion
intermolecular, incluyendo la constante de inhibicidn, la energia de las
interacciones de puente de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals,
energia electrostatica y eficiencia del ligando. Finalmente, se analizaron
los clusters (en los que se clasifican las poses con un valor
predeterminado de RMSD inferior a 2.0 A) mas poblados y con
energfas de unién mas favorable obtenidos por Autodock. >

El anélisis de los modelos de los complejos ligando-receptor
fue basado en la energia de score, la poblaciéon de las distintas
conformaciones de los clusters y las interacciones presentes. Entre ellas,
se consideraron las interacciones de puente de hidrogeno, las
aromaticas y las hidrofébicas, todas ellas predichas por el
programa LPC.

8.4.5. Simulaciones de Hot Spot sobre GSK-3

Para el estudio de Hot Spot se utilizo un método que permite
analizar la cavidad del sitio de union de la proteina, en funcion de las
posibles interacciones que se pueden dar entre los residuos existentes
y el ligando. *® Para ello, en primer lugar se preparé la proteina en un
archivo de formato pdb, teniendo en cuenta los estados de
protonacion de los aminoacidos y eliminando las moléculas de agua,
los ligandos y las cadenas laterales innecesarias, tal como se describié
previamente para los estudios de docking (Seccion 8.4.4).

A continuacién, se utilizé un script predeterminado en lenguaje
Phyton para analizar la estructura de la proteina en busca de
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fragmentos de Hot Spot. Este protocolo fue desarrollado por el grupo
del Prof. Blundell de la Universidad de Cambridge del Reino Unido.

Para generar los fragmentos de Hot Spot, primero se calcularon
los atomic Hot Spots utilizando el programa SuperStar. Para ello, se
generaron tres mapas diferentes con el fin de explorar las siguientes
tipos de interacciones: C-H aromatico-hidofébico, NH donor-sin carga
y O carbonilo-aceptor. El programa emplea el algoritmo LIGSITE32
para detectar cavidades. En el caso de no encontrar un residuo a partir
del cual comenzar a inspeccionar, se utiliza LIGSITE en toda la proteina.
A cada punto de la grilla se le asigna un score entre cero (expuesto
totalmente al solvente) y siete (en el seno de la cavidad).

Posteriormente, SuperStar selecciona aquellas cavidades que
contienen puntos de la grilla con un score de cinco o mas. Luego, para
distinguir los bolsillos donde se pueda generar una mayor interaccion,
los mapas de SuperStar son ponderados utilizando el score de LIGSITE
para cada punto de la grilla. Dichos mapas, muestran los atomics Hot
Spot de mayor relevancia. A continuacion, se utilizan moléculas
pruebas que actuan como sondas para detectar los fragmentos de Hot
Spot entre todos los atomics Hot Spot encontrados. Para ello, el
programa busca interacciones favorables en estas superficies con una
molécula de tolueno para las regiones apolares, una de anilina para las
zonas dadoras y ciclohexa-2,5-dienona para las regiones aceptoras.
Como resultado, se obtienen fragmentos, que son regiones dentro de
las cavidades de la proteina cuya contribucién al modo de unién del
ligando seria mayor. Este estudio permitié identificar cémo se unen los
distintos fragmentos dentro de los Hot Spot, determinando una
interaccion 6ptima ligando-proteina.

Los resultados de Hot Spot para la enzima GSK-3 consistieron
en un mapa de superficie de diferentes colores en distintas regiones de
la proteina, donde se analizaron las interacciones mas importantes

para la unién de un ligando.
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8.5. Conclusiones

Con el fin de obtener compuestos como candidatos para el
tratamiento del Alzheimer, se evaluaron todos los nucleos sintetizados
y descriptos en la Parte Il de esta Tesis Doctoral. Para ello, se utilizaron
distintas técnicas, como evaluacion de inhibicidon in vitro de distintas
enzimas asociadas a la EA y modelado molecular.

En primer lugar, se estudiaron los pirazoles 3a-h y 7a-h y las
pirazolotriazinonas 9b-h y 20a-c, e-g como potenciales inhibidores de
las enzimas AChE y BuChE in vitro. Ninguno de los compuestos
evaluados present6 actividad inhibitoria frente a estas colinesterasas.

Posteriormente, se evalud la actividad inhibitoria de los anillos
de pirazoles y pirazolotriazinonas in vitro frente a las quinasas CK1 'y
GSK-3. En este estudio, solo los pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazina-7-
carboxilatos 20 resultaron activos frente a la enzima GSK-3. Se
determinaron las ICso para cada derivado, obteniéndose valores del
rango micromolar y submicromolar (ICso = 0,8-4 uM). Ademas, a través
de experimentos de cinética enzimatica, se determind que estos

compuestos actlan como inhibidores ATP competitivos.

Asimismo, se evalud el paso de los pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazina-
7-carboxilatos por la barrera hematoencefalica por difusion pasiva,
caracteristica de suma importancia para poder considerarlos como
futuros candidatos para el tratamiento de la EA. Para ello, se utilizd la
metodologia PAMPA, obteniendose como resultado que los
compuestos que presentaron una mayor inhibicion de GSK-3
atravesarian la BHE por difusion pasiva. Estos compuestos podrian ser
seleccionados para futuros estudios en modelos in vivo para el
tratamiento de la EA.

Luego, se estudid el modo de unién ligando-proteina de los
derivados activos mediante simulaciones con Autodock vy se
identificaron las principales interacciones con los residuos de la
proteina. A partir de estos resultados, se observaron tres puentes de
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hidrogeno que se establecen entre los pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazina-7-
carboxilatos y los residuos D133, V135 y R141, de suma importancia

para que el inhibidor se anclara al sitio activo de la enzima.

Se realizd un estudio de Hot Spot, en el que se analizo la
cavidad del sitio de unién de la proteina, en funcién de las posibles
interacciones entre los residuos existentes y el ligando. La
superposicion de los resultados de Hot Spot con los de docking
permitid reconocer los fragmentos de la molécula de mayor
importancia para la inhibicion de GSK-3.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos mediante
diversos métodos computacionales, se disefiaron nuevos derivados
pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazina-7-carboxilatos, que podrian ser accesibles
mediante las metodologias sinteticas desarrolladas previamente en
este trabajo. En el estudio de docking, estos compuestos presentaron
un modo de unidn a la proteina similar al descripto anteriormente,
afadiendo un potencial puente de hidrogeno entre el sustituyente del
anillo fenilo del N-6 y la K85, con una mejor energia de union.

Por ultimo, los resultados obtenidos, tanto in vitro como in
silico, permitieron describir un nuevo scaffold de inhibidores de GSK-3.
Teniendo como base los derivados 20, se podrian generar novedosas
modificaciones y optimizaciones estructurales para el disefio de
inhibidores mas potentes.
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9.1. Conclusiones generales

A partir de esta Tesis Doctoral, se lograron obtener derivados
de azapurinas con actividad inhibitoria de enzimas de gran interés,
para el tratamiento de patologias como la hiperuricemia y la
enfermedad de Alzheimer. A través de estudios teoricos vy
experimentales de estos nucleos, se alcanzaron, de forma progresiva,
las metas especificas planteadas en cada parte de este trabajo.

Considerando los resultados presentados previamente de
manera integral, se puede concluir que se obtuvieron dos tipos de
derivados de azapurinas bioactivas: las pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-
onas 9b-h y los pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos de etilo 20a-
¢, e-g. Dichas sintesis se realizaron mediante la diazotacion directa de
precursores amino-pirazol-carbonitrilos 3 y 7, respectivamente. Cabe
destacar que, la metodologia empleada para la obtencion de
azolotriazinas 9 y 20, solo habia sido descripta para la formacion de
nucleos del tipo pirazolo[3,4-d][1,2,3]triazin-4-onas 9. Por lo tanto, en
esta Tesis, se logro expandir la aplicacion de la técnica de diazotacion
utilizando la serie de amino-pirazol-carbonitrilos 7. Esto indicaria que
la variacion de las posiciones de los grupos ciano y amino en el anillo
de pirazol no afecta a la formacion de la triazinona, siempre y cuando
estos dos grupos se encuentren en posiciones adyacentes entre si.

Asimismo, se investigd la reaccién de pérdida de nitrégeno,
bajo condiciones de termdlisis, de las azolotriazinas 9 con fines
sintéticos. Esta técnica versatil y sencilla permitié preparar amidas
derivadas de las pirazolotriazinas 9 conteniendo, ademas, un nucleo de
pirazol. El estudio tedrico detallado del mecanismo de reaccion,
permitid explicar la formacion de las amidas heterociclicas, y constituye
una herramienta predictiva para nuevos derivados.

La Parte Ill de este trabajo de Tesis se enfoco en la evaluacion
biol6gica de los compuestos sintetizados en la Parte I, mediante el



228 Parte IV: Conclusiones generales y proyecciones

estudio de los mismos como inhibidores de diversas enzimas,
utilizando metodologias tanto in vitro como in silico.

Los pirazoles del tipo 3 resultaron ser inhibidores moderados
de tirosinasa. Entre ellos, los derivados 3ay 3b presentaron valores de
inhibicion de tirosinasa proximos al acido kdjico, el inhibidor de
referencia.

Entre los resultados mas relevantes, se puede destacar la
actividad inhibitoria que presentaron las pirazolotriazinas 9 y 20 frente
a xantina oxidasa. Entre estos compuestos, 9f, 9b y 9d (ICso = 0,907;
0,969; 0,97 uM, respectivamente) resultaron potentes inhibidores,
obteniéndose valores de ICsy préximos al inhibidor de referencia
Alopurinol  (ICso = 0,247 uM). Mediante estudios de docking, se
identificaron las principales interacciones entre los ligandos y los
residuos de la proteina, y se establecieron las principales diferencias
entre el modo de union de la serie de compuestos 9 y 20. Los
resultados computacionales obtenidos sirven de plataforma para el
disefio de nuevos inhibidores de XO, en la busqueda de tratamientos
alternativos para la hiperuricemia y la enfermedad de la gota.

Ademas, se estudiaron los compuestos sintetizados como
inhibidores de enzimas asociadas a la enfermedad de Alzheimer. En
este estudio, los pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos de etilo 20
resultaron activos frente a la enzima GSK-3, obteniéndose valores de
ICso del rango micromolar y submicromolar. Por medio de
experimentos de cinética enzimatica, se determiné que estos
compuestos  acttan como  inhibidores  ATP  competitivos.
Adicionalmente, se evalué la capacidad de estos nlcleos para atravesar
la BHE por difusion pasiva. Como resultado, se obtuvo que los
compuestos 20f y 20g, que presentaron una mayor inhibicién de GSK-
3, atravesarian la BHE.

Teniendo en cuenta los resultados de la inhibicién in vitro, se
estudié el modo de union ligando-proteina de los nucleos 20 (con
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actividad inhibitoria) y 9 (sin actividad inhibitoria), aplicando
simulaciones de docking. Se pudo comprobar que los compuestos de
la serie 9 resultaron inactivos frente a la enzima GSK-3 debido,
probablemente, a una interaccion negativa que se produce entre el
sustituyente del N-1 del anillo de pirazol y el residuo R141, producto del
impedimento estérico. En cambio, para los compuestos 20, se
observaron tres puentes de hidrégeno principales que se establecen
los residuos D133, V135 y R141, de suma importancia para que el
inhibidor se ancle al sitio activo de la enzima. De forma
complementaria, se realizé un estudio de Hot Spot, en el que se analizd
la cavidad de la proteina. La superposicion de los resultados de Hot
Spot con los de docking permitid reconocer los fragmentos de la
molécula de mayor importancia para la inhibicion de GSK-3.

Conforme a los resultados obtenidos por los métodos
computacionales, en la Ultima etapa de este trabajo, se disefiaron
nuevos derivados de pirazolo[4,3-d][1,2,3]triazin-7-carboxilatos. E2=
estudio de docking, estos compuestos presentaron un modo de union
a la proteina similar al descripto anteriormente, afiadiendo un
potencial puente de hidrogeno entre el sustituyente del anillo fenilo
del N-6 y la K85, con una mejor energia de uniéon. Las modificaciones
estructurales propuestas en los nucleos de pirazolotriazinas permitirian
la obtencién de potenciales inhibidores mas potentes. Cabe sefialar
que las investigaciones desarrolladas en esta tematica son novedosas,
ya que no se han registrado antecedentes de la actividad de nucleos
del tipo 20 como inhibidores de GSK-3.


LIZI
Resaltado

LIZI
Nota adhesiva
de etilo
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9.2. Proyecciones

Considerando el analisis de los resultados obtenidos durante el
desarrollo de esta Tesis Doctoral, surgen proyecciones tanto desde el
punto de vista sintético, en la preparacion de nuevos anillos
heterociclicos, como desde el punto de vista bioldgico, con la
posibilidad de obtener azapurinas con potencial actividad inhibitoria.

Por un lado, considerando que la metodologia utilizada para la
obtenciéon de pirazolotriazin-4-onas a partir de amino-pirazol-
carbonitrilos se logré extrapolar utilizando 4-amino-pirazol-3-
carbonitrilos 7, se podria proyectar la sintesis de nuevos derivados de
pirazoles conteniendo los grupos amino y ciano adyacentes en
posiciones diferentes a las ya estudiadas, para luego sintetizar otros
nucleos de pirazolotriazinonas. Ademas, teniendo en cuenta la
metodologia sencilla empleada para la preparacion de los compuestos
34, se esperaria la formacion de amidas heterociclicas a partir de la
termolisis de pirazolotriazinonas 9 y 20 con diferentes nucleofilos.

Por otro lado, surge como proyeccion el desafio de encontrar y
sintetizar nuevos compuestos conteniendo el nucleo de azapurinas

como potenciales inhibidores de las enzimas XO y GSK-3.

Considerando los resultados de docking obtenidos en XO para
las pirazolotriazinonas 9 y 20, se podrian determinar los fragmentos
mas relevantes para la inhibicion de esta enzima, y asi disefiar nuevos
derivados potencialmente bioactivos. Ademas, los compuestos 9 y 20
se podrian evaluar en modelos in vivo para el futuro tratamiento de la

hiperuricemia.

Asimismo, se plantearia la sintesis de los nuevos compuestos
diseflados (20i-m), descriptos en el Capitulo 8, como potenciales
inhibidores de GSK-3, utilizando la metodologia sintética desarrollada
previamente. Mediante la evaluacién in vitro de estos derivados como
inhibidores de GSK-3, se podrian confirmar los estudios de docking,
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que establecen un posible aumento de la actividad inhibitoria debido a
una interaccion puente de hidrogeno adicional.

Por Ultimo, aquellos compuestos 20 que fueron indicados
como capaces de atravesar la BHE por difusion pasiva, podrian ser
considerados como candidatos para futuros estudios en modelos in
vivo para el tratamiento de la EA.
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