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Resumen

En la busqueda de nuevas entidades quimicas con propiedades terapéuticas, los
productos naturales han desempefiado un papel fundamental como fuente de nuevos
farmacos. Sin embargo, este enfoque presenta limitaciones, como la dificultad para
obtenerlos de manera sostenible y su escasez en la naturaleza, lo que restringe su

disponibilidad para aplicaciones terapéuticas directas.

Frente a estos desafios, esta tesis explora la viabilidad de disefiar y sintetizar pseudo
productos naturales (pPNs), compuestos sintéticos que imitan las caracteristicas
estructurales y propiedades fisicoquimicas de los productos naturales, utilizando
reacciones multicomponentes. Esta estrategia busca replicar la complejidad y diversidad

de los productos naturales mediante un enfoque sintético eficiente.

El trabajo se centré en el desarrollo de métodos para la sintesis de bibliotecas de
compuestos basadas en el enfoque de Sintesis Orientada a la Biologia (BIOS), que
aprovecha los scaffolds quimicos presentes en los productos naturales, estructuras que
han sido seleccionadas evolutivamente. Mediante técnicas de gquimioinformatica, se
analizé la relevancia bioldgica de los compuestos sintetizados, comparando sus
propiedades estructurales y funcionales con las de los productos naturales, con el objetivo

de maximizar su potencial terapéutico.

Ademas, se empled la reaccién Ugi Split, una reacciéon multicomponente poco explorada,
como paso clave en la sintesis de los compuestos. Estos fueron evaluados en ensayos

fenotipicos basados en cultivos celulares para determinar su bioactividad.

Los resultados indican que los pPNs disefnados no solo ocupan una regiéon poco explorada
del espacio quimico, sino que también exhiben perfiles de actividad prometedores en
distintos ensayos de bioactividad. En conclusién, este estudio demuestra que la
combinacion de BIOS, quimioinformatica y reacciones multicomponentes constituye una
estrategia robustay eficiente para el desarrollo de huevos compuestos con potencial para
impactar positivamente en el descubrimiento de moléculas organicas bioldgicamente

relevantes.






Design and synthesis of pseudo-natural products using multicomponent reactions: a

strategy for the discovery of potentially bioactive compounds
Abstract

In the search for new chemical entities with therapeutic properties, natural products have
historically played a fundamental role as a source of new drugs. However, this approach
faces challenges such as the difficulty of sustainable procurement and their scarcity in

nature, which limits their availability for direct therapeutic applications.

To address these challenges, this thesis explores the feasibility of designing and
synthesizing pseudo-natural products (pNPs), synthetic compounds that mimic the
structural features and physicochemical properties of natural products using
multicomponent reactions. This strategy seeks to replicate the complexity and diversity of

natural products through an efficient synthetic approach.

The work focused on developing methods for synthesizing compound libraries based on the
Biology-Oriented Synthesis (BIOS) approach, which leverages chemical scaffolds present
in natural products—structures that have been selected through evolution. Using
chemoinformatics techniques, the biological relevance of the synthesized compounds was
analyzed by comparing their structural and functional properties with those of natural

products, aiming to maximize their therapeutic potential.

Additionally, the Split Ugi reaction, an underexplored multicomponent reaction, was
employed as a key step in the synthesis of these compounds, which were evaluated in

phenotypic assays based on cell cultures to assess their bioactivity.

The results indicate that the designed pNPs not only occupy a previously unexplored region
of chemical space but also exhibit promising activity profiles in various bioactivity assays.
In conclusion, this study demonstrates that combining BIOS, chemoinformatics, and
multicomponentreactions is a robust and efficient strategy for developing new compounds
with the potential to significantly impact the discovery of biologically relevant organic

molecules.
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Capitulo 1

Introduccion






CAPITULO 1: Introduccién

La busqueda de compuestos organicos con actividad biolégica

Desde tiempos remotos, las sociedades humanas han recurrido a una amplia variedad de
preparaciones naturales para tratar dolencias comunes. Estos procedimientos incluian la
elaboracion de infusiones, unglentos, balsamos, cataplasmas o extractos crudos
obtenidos a partir de plantas, minerales o productos animales. Si bien carecian de un
conocimiento sistematico sobre la composicién de estas sustancias, muchas culturas
desarrollaron, por medio del ensayo y error, formas empiricas de seleccionar y aplicar

estos recursos.

Al tratarse de preparaciones de origen natural, éstas contenian una mezcla compleja y
variable de sustancias quimicas y el riesgo de efectos secundarios no deseados era alto:
es interesante notar que los griegos utilizaban el término “pharmakon” para describir tanto
un medicamento como unveneno. La informacidn sobre estos medicamentos antiguos no
estuvo disponible en forma masiva hasta la introduccién de la imprenta en el Siglo XV, lo
que llevé a la publicacién de herbarios y farmacopeas que propiciaron el uso, y el mal uso,
de estos remedios entre los médicos de la época. Ocurrié entonces un proceso donde se
fueron seleccionando progresivamente los tratamientos benéficos, y abandonando los
ineficientes o incluso daninos. En ese sentido se tiene el caso del emético tartaro (tartrato
de potasioy antimonio), que causé tantas intoxicaciones que obligd al Parlamento de Paris
a prohibir su uso en 1566, lo que probablemente sea el primer caso registrado de una

regulacion legal sobre el uso de un medicamento.

Tratamiento
directo mediante
extractos naturales

Figura 1.1: Durante milenios la Humanidad utilizd plantas medicinales para tratar distintas dolencias.

Un punto de inflexién se produjo a principios del siglo XIX con el desarrollo de nuevas
técnicas de extraccion y purificacion, que permitieron aislar principios activos en forma

pura a partir de fuentes naturales. El caso paradigmatico fue el aislamiento de la morfina
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por Serturner en 1805, que marcé el inicio de una era donde los medicamentos podian
administrarse como compuestos individuales con efectos definidos. Este avance
consolidd a los productos naturales (PNs) como una vertiente central en la farmacologia

moderna.

\
Tratamientos con /

drogas puras \

Figura 1.2: En los ultimos dos siglos comenzaron a utilizarse compuestos quimicos, naturales y sintéticos,

Aislamiento de
principios activos
puros

como medicinas.

Paralelamente, otro desarrollo decisivo se produjo con la consolidacion de la Quimica
Organica Sintética como disciplina. La sintesis del hidrato de cloral por Liebig, del acido
barbiturico por Bayer y la posterior produccion de aspirina por la empresa Bayer abrieron
una segunda vertiente: la posibilidad de generar compuestos medicinales por via sintética,

sin necesidad de extraerlos de fuentes naturales.

Estos desarrollos marcaron elinicio de la era de la industria farmacéutica. Para 1910, Paul
Ehrlich y su grupo comenzaron a desarrollar arsfenamina a base de arsénico (Salvarsan),
como el primer tratamiento medicinal efectivo para la sifilis, y de ese modo iniciaron la
practica médica de la quimioterapia. Para la misma época, John Langley formulé su teoria
sobre las sustancias receptivas, que serian compuestos presentes en el organismo que al
aceptar un compuesto estimulante pueden provocar una respuesta biolégica. Estas ideas
fueron el germen del concepto de receptor biolégico, uno de los pilares fundamentales de

la Quimica Medicinal actual.’?

La conexion entre la quimica sintética y los productos naturales

Este proceso no avanzé de manera dicotdmica, sino que con el tiempo fue emergiendo un
espacio intermedio, mas complejo, en el que se interconectaron distintas estrategias
provenientes de la quimica sintética y de la farmacognosia. A medida que la quimica
organica avanzaba, los PNs dejaron de ser simplemente extraidos o utilizados como tales,

para convertirse en puntos de partida estructurales para el disefio de nuevas entidades
8



quimicas. Muchas drogas se sintetizaron completamente en laboratorio, pero partiendo de
motivos estructurales identificados en PNs.® Asi, este enfoque permitié combinar la
validacion biolégica que aporta la evolucion natural con la flexibilidad y escalabilidad que

ofrece la sintesis.

En este sentido, un analisis detallado de los nuevos medicamentos aprobados por la
Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) entre 1981 y 2019
revelé que el 34% de los medicamentos que se basaban en pequefas moléculas eran PNs
o derivados directos de PNs, incluidas las estatinas, varios anticancerigenos y muchos

inmunosupresores.*

Esta contribucidn relativa de los PNs parece impresionante, especialmente en un contexto
de disminucién del interés por parte de las principales compafias farmacéuticas en
buscar nuevos compuestos activos entre los PNs. Esta situacién esta motivada por varias
razones: por un lado, existen preocupaciones legales derivadas de la Convencioén de las
Naciones Unidas sobre la Diversidad Bioldgica que busca regular el acceso internacional
a los PNs.>’ Otra creencia generalizada es que los PNs son de alguna manera
incompatibles con los enfoques de descubrimiento de farmacos modernos,

particularmente aquellos dirigidos a blancos moleculares.

A todo esto, se suma que, si bien es cierto que los PNs estan disponibles en la naturaleza,
y que estan esperando a ser descubiertos, encontrarlos y aislarlos suele resultar muy
complejo. En primer lugar, acceder a la muestra bioldgica en cuestidon puede ser en si
misma una tarea dificil, ya que la fuente podria localizarse en un ambiente remoto,
dificultando su recoleccién. Luego surge el problema de encontrar cantidades suficientes
del material bioldégico que provea la cantidad necesaria del compuesto, puesto que éste
se encuentra generalmente a nivel de trazas. Y finalmente, aislarlo y caracterizarlo, lo que
implica un costo altisimo en cuanto a tiempo de trabajo y equipamientos, ya que se
requieren de sucesivos pasos de extraccion, técnicas cromatograficas avanzadas y un

analisis exhaustivo para elucidar estructuras.

Estas objeciones que frenaron la busqueda de nuevos PNs se potenciaron con la
expectativa, aun no cumplida, de que las técnicas de sintesis quimica combinatoria
podrian proporcionar todos los compuestos nuevos necesarios para el descubrimiento
exitoso de moléculas lideres. Actualmente las empresas farmacéuticas son propietarias
de colecciones de compuestos sintéticos cuyo nimero puede llegar avarios millones, pero
aun asi en la practica los resultados han sido decepcionantes. Sélo algunos pocos de ellos
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han llegado a originar drogas utiles, como por ejemplo el sorafenib, desarrollado por Bayer

y aprobado para el tratamiento de cancer hepaticoy renal.?

Figura 1.3: Estructura del sorafenib, uno de los escasos medicamentos descubierto mediante estrategias de

quimica combinatoria.

Numerosos estudios retrospectivos revelaron una limitacion critica intrinseca a la mayoria
de los compuestos generados por quimica combinatoria: estos resultan estructuralmente
simples y carentes de propiedades emergentes clave para la bioactividad.® El caso del
sorafenib, uno de los pocos éxitos atribuidos a esta estrategia, es la excepcidon mas que la
regla. Se hizo evidente que la generacién masiva de compuestos sintéticos no era
suficiente si no estaban guiados por principios funcionales compatibles con sistemas

biolégicos.™

Hoy en dia se reconoce que la relevancia biolégica de una coleccién de moléculas es mas

importante que el tamano de la biblioteca a investigar.

El problema de la relevancia biolégica

El concepto de relevancia bioldgica remite, en términos generales, a la capacidad de una
molécula para interactuar de manera eficaz con componentes de sistemas biolégicos —
enzimas, receptores, canales, estructuras celulares— y desencadenar una respuesta
funcional. No se trata Unicamente de afinidad o potencia, sino de una compatibilidad
global entre las propiedades quimicas de un compuesto y el entorno biolégico en el que
debe actuar. Factores como la estructura tridimensional, la densidad de grupos
funcionales, la polaridad, la flexibilidad estructural, e incluso la capacidad de atravesar
membranas o resistir la degradaciéon metabdlica, influyen en esa relevancia. Desde una
perspectiva evolutiva, los PNs tienden a poseer este tipo de compatibilidad porque han
sido seleccionados para cumplir funciones especificas en organismos vivos. En cambio,

muchas moléculas disenadas exclusivamente en funcién de criterios estructurales o
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sintéticos, sin una referencia funcional, pueden carecer de esa pertinencia bioldgica, por

mas novedosas que resulten desde el punto de vista quimico.

Productos Naturales

3

_G’n

S

2

=+

S

2

8

3 Compuestos
L1 i ot

E sintéticos no

naturales

Diversidad Estructural

Figura 1.4: Actualmente contamos con bibliotecas de millones de compuestos organicos sintéticos no
naturales. Sin embargo, su alcance como fuente de moléculas con actividad biolégica esta acotado por la

diversidad quimica y la relevancia biolégica de sus miembros.

Lavia histéricamente consolidada para asegurar relevancia biolégica en nuevas entidades
quimicas ha sido la modificacién quimica de PNs accesibles. Cuando un compuesto
natural puede obtenerse en cantidad suficiente —por extraccién, fermentacidén o sintesis
parcial—, su derivatizaciéon permite ajustar o mejorar propiedades farmacolégicas sin

perder la arquitectura general responsable de su bioactividad.

Este enfoque ha dado lugar a numerosas clases de farmacos y sigue siendo altamente
productivo en contextos donde el esqueleto natural es dificilde mejorar desde cero. Sibien
no constituye una innovacidén radical, representa una forma eficiente de conservar la
relevancia bioldgica, al tiempo que se adapta la molécula a las exigencias de la
farmacologia moderna: estabilidad metabdlica, solubilidad, biodisponibilidad, o

reduccion de efectos adversos.

Derivados semisintéticos: casos destacados

Un ejemplo clasico de esta estrategia es el caso del paclitaxel (Taxol), un alcaloide
diterpénico aislado originalmente de la corteza del tejo del Pacifico (Taxus brevifolia)."" El
paclitaxel actia como un agente antimitotico: estabiliza los microtubulos e impide su

despolimerizacién, bloqueando asi la progresion del ciclo celular y provocando la muerte
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de células en divisidon.' Debido a su complejidad estructural, su sintesis total era muy
limitada, lo que llevd al desarrollo de variantes semisintéticas como el docetaxel,
producidas a partir de precursores obtenidos de otras especies de tejo mas accesibles. El
docetaxel conserva el mismo mecanismo de accioén, pero presenta una mayor solubilidad
y un perfil farmacocinético optimizado, lo que lo hace clinicamente mas manejable.™
Actualmente se utiliza en el tratamiento de diversos tipos de cancer, incluyendo cancer de

mama, de préstata y de pulmén no microcitico.
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10-deacetilbaccatina Il docetaxel

Figura 1.5: Estructuras del paclitaxel, un producto natural con actividad anticancerigena, y de su analogo
semisintético docetaxel, obtenido a partir de 10-deacetilbaccatina lll, un precursor natural mas accesible

extraido de Taxus baccata.

Un caso mas reciente que ilustra la vigencia de esta estrategia es la omaveloxolona
(comercializada como Skyclarys), un triterpenoide semisintético aprobado por la FDA en
2023 para el tratamiento de la ataxia de Friedreich, una enfermedad neurodegenerativa
mitocondrial poco frecuente.' Derivado del acido oleandlico, un triterpeno natural
ampliamente distribuido en plantas, la omaveloxolona fue desarrollada mediante una
estrategia de semisintesis dirigida a optimizar propiedades farmacolégicas clave. Su
mecanismo de accidén se basa en la activacion del factor de transcripcion Nrf2 y la
inhibicion de NF-kB, lo que resulta en una mejora de la funcién mitocondrial, reduccién del
estrés oxidativo y efectos antiinflamatorios.' A pesar de la complejidad estructural de los
triterpenos y las dificultades asociadas a su modificacidon quimica, avances recientes en
biologia sintética y comprensiéon de las rutas biosintéticas han permitido desarrollar

variantes funcionales como la omaveloxolona. Su aprobacién marca un hito dentro de los
12



triterpenos clinicamente Utiles™ y demuestra el potencial de intervenir sobre esqueletos
naturales complejos mediante modificaciones racionales, preservando la relevancia

bioldgica e introduciendo mejoras terapéuticas significativas.

acido oleandlico omaveloxolona

Figura 1.6: Estructura de la omaveloxolona, farmaco aprobado para el tratamiento de la ataxia de Friedreich, y

de su precursor natural acido oleandlico, un triterpeno vegetal abundante.

En conjunto, esta estrategia clasica de busqueda basada en la modificacién de PNs explica
en gran medida por qué una proporcioén significativa de los farmacos aprobados en las
ultimas décadas —incluidos antibidticos, antitumorales, inmunosupresores vy
antiparasitarios— siguen siendo PNs modificados o derivados directos. Su éxito radica en
que parten de estructuras validadas, seleccionadas evolutivamente, sobre las cuales la
quimica moderna puede operar con precision para optimizar la accion terapéutica sin

perder el nucleo funcional de la molécula original.

Diseno de novo: libertad estructural y retos de relevancia bioldgica

En marcado contraste con las estrategias que parten de estructuras naturales
preexistentes, una via alternativa es el diseno de novo, que propone construir nuevas
moléculas desde cero, sin depender de esqueletos biolégicos ya disponibles. Este enfoque
busca optimizar propiedades deseadas —como la actividad bioldgica, la solubilidad o la
estabilidad— mediante la combinacién de fragmentos estructurales y la aplicacién de
reacciones quimicas definidas. Dentro de este marco se distinguen dos estrategias
complementarias: por un lado, el disefio de novo basado en fragmentos, que implica
ensamblar bloques moleculares diversos en nuevas disposiciones arquitectdnicas; y por
otro, el disefo basado en reacciones, que se centra en transformaciones quimicas

conocidas para generar estructuras inéditas con criterios de factibilidad sintética.’®

Este tipo de disefio intenta incorporar la relevancia biolégica mediante informacion

funcional obtenida a partir de bases de datos, herramientas computacionales y modelos
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de inteligencia artificial. La idea es guiar la generacion estructural con datos bioldgicos
previos, ya sea a través del entrenamiento de modelos sobre bibliotecas de compuestos
bioactivos, la aplicacion de filtros basados en docking molecular, o la selecciéon de

candidatos por su similitud con compuestos conocidos.

Un ejemplo representativo de esta estrategia es el trabajo de Merk et al. quienes llevaron
adelante un disefo de novo orientado a identificar nuevos ligandos para los receptores
nucleares RXR y PPAR."™ El punto de partida fue la actividad conocida de distintos PNs,
como el acido valerénico, con efecto agonista parcial sobre RXRB. A partir de esas
estructuras se utilizé la herramienta DOGS (Design of Genuine Structures) para generar
compuestos nuevos quimicamente accesibles. DOGS construye moléculas de novo
combinando bloques de construccidén reales mediante un conjunto definido de reacciones
quimicas codificadas, lo que asegura que cada estructura propuesta tenga una ruta

sintética plausible.®

Los compuestos generados fueron evaluados mediante SPiDER (Self-organizing map-
based Prediction of Drug Equivalence Relationships), una herramienta que predice la
afinidad de moléculas hacia blancos moleculares conocidos basandose en descriptores
farmacofdricos y propiedades globales, sin requerir alta similitud estructural directa.?’
Esta etapa permitid identificar aquellos candidatos cuya distribuciéon de propiedades
indicaba una afinidad potencial hacia RXRy PPAR, aun en ausencia de homologia clara con

los ligandos originales.

A partir de esta combinacidn de generacion estructural y filtrado funcional, se
seleccionaron cinco compuestos para sintesis, cuatro de los cuales mostraron actividad
bioldgica significativa in vitro sobre los receptores RXR. El estudio constituye una
validacion clara del disefio de novo que combina inspiracién en PNs, reglas sintéticas

explicitasy prediccién de blancos macromoleculares.
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Figura 1.7: DisefAo de novo de moduladores del receptor RXR.

A diferencia de la modificacién de PNs—donde la estructura base ya esta optimizada por
evoluciéon—, el disefio de novo parte de una libertad estructural mucho mayor, pero
enfrenta el desafio de generar relevancia bioldgica a partir de principios abstractos o
inferidos. Esta diferencia subraya la importancia de contar con criterios robustos que
permitan orientar esa libertad hacia moléculas no solo nuevas, sino también

biolégicamente interesantes.

Pseudo productos naturales (pPNs): concepto y alcances

En la ultima década, se observé que la diversidad del espacio estructural de los PNs esta
limitada por las rutas biosintéticas conservadas en organismos vivos, resultado de la

seleccidon natural.

Una formulacion reciente, enmarcada explicitamente dentro del disefio de novo, ha sido
propuesta por el grupo de Herbert Waldmann. En contraste con aquellas estrategias que
generan moléculas inéditas a partir de principios estructurales abstractos —incluyendo
reglas combinatorias, algoritmos evolutivos o modelos generativos— sin incorporar
informacién bioldgica directa, este enfoque propone la creacién de nuevas arquitecturas
moleculares mediante la recombinacidn sintética de fragmentos estructurales derivados
de PNs. Waldmann propuso que, al combinar quimicamente dos fragmentos de PNs

biosintéticamente no relacionados, es posible crear nuevas clases de compuestos con
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relevancia bioldégica que exploran un espacio quimico y bioldgico novedoso. Los

compuestos resultantes se conocen como pseudo productos naturales (pPNs).?>23

Esta estrategia parte del supuesto de que muchos PNs han sido moldeados por la
evolucion para interactuar eficazmente con blancos biolégicos, por lo que sus
subestructuras conservan elementos criticos para el reconocimiento molecular, incluso
fuera del contexto original. Asi, el diseno de pPNs no reproduce estructuras completas ni
rutas biosintéticas conocidas, sino que explora regiones del espacio quimico
biolégicamente relevante pero aun inexplorado, integrando libertad estructural con

anclaje bioinspirado.?*%

En este sentido, los pPNs buscan ir mas alla de la réplica de estructuras naturales: el
objetivo no es copiar, sino reorganizar creativamente los componentes generados en la
biosintesis para acceder a nuevas funciones y mecanismos de accién. Como ha senalado
el propio Waldmann, este tipo de disefo tiene el potencial de cubrir areas del espacio
quimico biolégicamente relevante que no estan exploradas ni por los PNs ni por las

bibliotecas sintéticas tradicionales.
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Figura 1.8: Diseno de los pseudo productos naturales (pPNs).
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A modo de ejemplo, puede discutirse brevemente el caso de la sintesis de estructuras
puenteadas bautizadas como “cromopinonas”, las cuales se forman conceptualmente
mediante la combinacion de fragmentos de cromano y tetrahidropirimidinona (THPM), no
relacionados biosintéticamente, empleando una reaccién de Biginelli seguida de una
ciclacién intramolecular (Figura 1.9). Estas moléculas fueron sometidas a ensayos
celulares in vitro, donde se observé una marcada inhibicion en la absorcién de glucosa en
células HCT116 tratadas con la cromopinona 1. Estudios posteriores revelaron que las
cromopinonas actuan como inhibidores selectivos de los transportadores de glucosa
GLUT-1 y GLUT-3, mostrando ademas capacidad para inhibir el crecimiento de células

cancerosas.®

Es importante destacar que ni el cromano ni los fragmentos de THPM presentan actividad
hacia los transportadores de glucosa. Este caso ilustra cdmo el disefo funcionalmente
guiado puede conducir a bioactividades emergentes no previsibles a partir de los

fragmentos individuales.
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Figura 1.9: Diserio y sintesis multicomponente de cromopinonas.

Uno de los aspectos mas atractivos de este enfoque es su compatibilidad con estrategias
sintéticas potentes, como las reacciones multicomponente (RMC), que permiten
ensamblar arquitecturas complejas de manera eficiente.?>*” Estas metodologias facilitan
la generacion de bibliotecas quimicas diversificadas, con variaciones sistematicas en la
conectividad, la orientacidon espacial o la densidad funcional de los fragmentos

empleados.

En conjunto, este enfoque puede considerarse una forma de disefio de novo

funcionalmente guiado, donde la innovacién estructural se equilibra con restricciones
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racionales derivadas de la biologia. Al hacerlo, los pPNs ofrecen una alternativa
conceptual y practica tanto a la derivatizacion clasica de compuestos naturales como al
disefio generativo sin guia bioldgica explicita, proponiendo una légica de disefio que

combina inspiracién bioldgica con exploracién sintética sistematica.

Estas estrategias, que integran inspiracion biolégica con herramientas modernas de
sintesis y analisis, definen el panorama actual de busqueda de nuevas entidades
bioactivas, y constituyen el marco conceptual dentro del cual se inscribe el presente

trabajo.

Péptidos naturales como punto de partida bioactivo

Tanto en las estrategias que implican la modificacién de PNs, en el disefio de novo
orientado porinformacion biolégica, como en la construccion de pPNs, el punto de partida
debe ser un conjunto de compuestos naturales con actividades bioldgicas bien
caracterizadas. La eleccion de estos referentes no es arbitraria: estructuras que han
demostrado su eficacia en contextos fisioldégicos o terapéuticos ofrecen una base
funcionalmente validada para el disefio racional de nuevas entidades.?® En este sentido,
los péptidos naturales representan una fuente especialmente fértil de inspiracion, tanto
por su diversidad estructural como por su capacidad de interactuar de forma especifica
con blancos bioldgicos. Sus propiedades los convierten en una clase privilegiada de PNs a
la hora de disefar nuevos compuestos bioactivos, y seran un eje central en el trabajo

presentado en esta tesis.

Los péptidos naturales estan formados por secuencias de aminoacidos de longitud
variable, enlazados por enlaces peptidicos, y pueden clasificarse en dos grandes grupos

segln su origen biosintético: péptidos ribosomales y no ribosomales.

Los péptidos ribosomales son sintetizados, como ocurre con las proteinas, por la
maguinaria genética convencional a partir de ARNm. Muchos de ellos cumplen funciones
fisiologicas clave en los organismos que los producen, incluyendo el control de procesos
hormonales, inmunolégicos o metabodlicos. Ejemplos representativos incluyen a la
insulina, una hormona peptidica fundamental en la regulacion de la glucemia, la oxitocina,
que participa en funciones reproductivas y las defensinas, péptidos antimicrobianos

enddgenos que forman parte de la inmunidad innata.
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Por otro lado, los péptidos no ribosomales (NRPs) son sintetizados por enzimas
multimodulares especificas —las NRPSs (nonribosomal peptide synthetases)— que no
dependen de la traduccién genética tradicional.”® Esta via biosintética permite la
incorporacion de aminoacidos no proteinogénicos, modificaciones estructurales
complejas (ciclaciones, metilaciones, formacidon de heterociclos) y combinaciones con
otras clases moleculares como acidos grasos o azucares. Los NRPs incluyen muchos
antibidticos, inmunosupresores y agentes antifungicos de gran valor clinico, como la
ciclosporina A, un potente inmunosupresor usado en trasplantes, los antibiéticos

gramicidinay daptomicina, y la bleomicina, empleado como agente quimioterapéutico.
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Figura 1.10: Estructuras representativas de péptidos no ribosomales de interés clinico.

La riqueza estructural y funcional de los péptidos naturales ha despertado un interés
sostenido en su aplicacidn terapéutica.’®® Esta clase de compuestos ofrece ventajas
importantes como su alta especificidad por blancos biolégicos y su baja toxicidad relativa.

Sin embargo, también presentan desafios importantes: muchos péptidos son susceptibles
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a degradacion proteolitica, poseen baja biodisponibilidad oral y una vida media corta en
plasma. Estas limitaciones han motivado multiples estrategias para optimizar su uso
clinico, como laintroduccién de modificaciones quimicas, ciclacion, conjugacion lipofilica

o la sintesis de derivados estructuralmente mas estables.

A pesar de estos obstaculos, el numero de péptidos aprobados como farmacos continua
en aumento, con aplicaciones que abarcan desde la endocrinologia hasta la oncologia y
las enfermedades infecciosas. Esta trayectoria histéricay clinica consolida a los péptidos
como una de las clases de PNs con mayor relevancia en el desarrollo de nuevas

herramientas terapéuticas.

Lipopéptidos naturales: diversidad estructural y funcional

Dentro de la familia de los péptidos naturales, los lipopéptidos constituyen una subclase
particularmente relevante por su marcada actividad bioldgica. Estos compuestos estan
formados por una secuencia peptidica —lineal o ciclica— unida covalentemente a un
acido graso, generalmente en su extremo N-terminal. Son producidos principalmente por
bacterias del género Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces y otros microorganismos,?-%
tanto por vias ribosomales® como no ribosomales.* La conjugacién entre dominios
peptidicos y lipofilicos permite a estas moléculas insertarse en membranas, alterar su

integridad y ejercer funciones antimicrobianas, antifingicas o antivirales.®%’

Una forma habitual de clasificar a los lipopéptidos es segun la longitud de su cadena
peptidica. En particular, los lipopéptidos cortos se definen como aquellos con hasta 15
aminoacidos. Estructuralmente, suelen incluir aminoacidos proteinogénicos y no
proteinogénicos, unidos a acidos grasos de distinta longitud y grado de insaturacion. Esta
variabilidad, tanto en la secuencia como en el dominio lipidico, es responsable de su

diversidad estructuraly funcional.

Entre los lipopéptidos naturales cortos mejor estudiados se encuentra, por ejemplo, la
daptomicina, un péptido ciclico de 13 aminoacidos, producido por Streptomyces
roseosporus, con potente actividad bactericida frente a bacterias Gram positivas y que se
utiliza clinicamente para el tratamiento de infecciones por Staphylococcus aureus

resistentes a la meticilina (MRSA).*®

Otros ejemplos notables son la iturina, producida por Bacillus subtilis y con propiedades

antibacterianas y antifingicas,* las polimixinas® y las plipastinas,” una familia de
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lipopéptidos microbianos con actividad antifungica y aplicaciones potenciales en

agricultura como agentes biocontroladores.

NH,

Figura 1.11: Estructura de daptomicina, un lipopéptido antibiético.

Mas recientemente, se ha comenzado a estudiar un grupo menos frecuente pero
igualmente relevante: los lipopéptidos ultracortos, formados por apenas 3 a 6
aminodacidos conjugados a 4acidos grasos de cadena larga.*> A pesar de su simplicidad
estructural, estos compuestos han demostrado poseer actividad antimicrobiana in vitro e
in vivo contra bacterias, hongos, levaduras y también contra fitopatégenos. Su acciéon
suele estar mediada por la desestabilizacion de membranas celulares, un mecanismo

eficaz incluso frente a microorganismos multirresistentes.

Un ejemplo de producto natural de esta subclase lo constituyen las gageotetrinas, una
familia de lipopéptidos producidos por el género Brevibacillus.*®* Estos compuestos
presentan un nucleo peptidico de pocos aminoacidos, con variaciones en la longitud de la
cadena lipidica, y muestran actividad bactericida dependiente de la dosis frente a
patégenos Gram positivos multirresistentes. Se ha descrito que su modo de accién incluye
la desorganizacion de la membrana bacteriana, y que tienen menor toxicidad en
comparacion con otros lipopéptidos como la daptomicina, lo que los posiciona como

candidatos terapéuticos prometedores.

O, OH
\)\/\/\/\/OKH/lCJ)\ H
YT I
© O OH

Figura 1.12: Estructura de gageotetrina A, lipopéptido ultracorto con actividad bactericida.
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De la inspiracion natural al diseno funcional de novo

La actividad bioldgica de los lipopéptidos naturales ha servido como punto de partida para
el desarrollo de nuevas entidades bioactivas disefiadas sintéticamente. En lugar de
replicar estructuras complejas o modificar PNs preexistentes, una estrategia alternativa
consiste enidentificar los motivos funcionales minimos responsables de la bioactividad —
como la anfipaticidad, la presencia de cargas positivas o la conjugacién con dominios
lipidicos— y utilizar esta informacién como inspiracion para el disefio racional de

moléculas nuevas.

Un ejemplo paradigmatico de este enfoque fue propuesto por Shai y colaboradores en
2006, quienes disefnaron y sintetizaron una serie de péptidos ultracortos conjugados a
acidos grasos de cadena larga.** Estos compuestos, con estructuras tan simples como
tetrapéptidos lineales con motivo KXXK, mostraron actividad antimicrobiana y antifungica
significativa sobre fitopatdgenos, tanto in vitro como in vivo.*® La incorporacion de una
cadena lipidica N-terminal permitié que las moléculas se insertaran en las membranas
celulares de los microorganismos blanco, generando efectos membranoliticos

responsables de su accioén.
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Figura 1.13: Ejemplo de un lipopéptido ultracorto sintetizado por Shaiy colaboradores con actividad

membranolitica.

Lo notable del trabajo de Shai es que no partid de la modificacién progresiva de un
producto natural, sino de una ldgica funcional derivada de observaciones sobre
compuestos como surfactina o daptomicina, para construir moléculas nuevas, no
naturales, mediante una estrategia de disefio funcional de novo. En este enfoque, el
objetivo no es conservar la estructura de los PNs, sino replicar o mejorar sus propiedades
biolégicas mediante una arquitectura propia, sintéticamente accesible, y con una

complejidad estructural notablemente menor.
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Este trabajo conjuga tanto el disefo de novo basado en fragmentos, pues emplea
aminoacidos naturales como fragmentos modulares ensamblados en secuencias
definidas que responden a criterios funcionales, como el disefio basado en reacciones,
pues utiliza reacciones quimicas robustas como la sintesis en fase sélida de péptidosy la
acilaciéon N-terminal. Aunque no se trata de un disefio exploratorio de alta diversidad, si
constituye un ejemplo claro de disefo de novo racional, coninspiracién en PNsy buscando

optimizar propiedades precisas.

Expansion del diseno funcional: nuestro trabajo de 2012

Inspirados por el enfoque minimalista de Shai, en nuestro grupo propusimos una serie de
compuestos disefados con el objetivo de conservar las propiedades esenciales de los
lipopéptidos ultracortos naturales —estructura lineal, caracter anfipatico, conjugacién
lipidica—, pero utilizando una arquitectura no peptidica: en lugar de secuencias de
aminoacidos, utilizamos un esqueleto tipo peptoide, construido mediante dos reacciones

de Ugi en secuencia, lo que permitié obtener moléculas del tipo tetramidas lineales N-
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Figura 1.14: Ejemplo de un lipopeptoide ultracorto sintetizado por Ramirez y colaboradores con actividad

antifungica.

Una particularidad central de este disefio fue que los dos componentes de la reaccidon de
Ugi - aminas e isonitrilos fueron elegidos intencionalmente para representar grupos
funcionales presentes en las cadenas laterales de aminoacidos naturales. De esta
manera, cada posicion lateral del esqueleto resultante refleja un patrén funcional que
remite al repertorio quimico de los péptidos naturales, aunque sobre un andamiaje no

natural.

La estructura general de los compuestos obtenidos incluye una cadena lipofilica en el
extremo N-terminal, un nucleo central pseudopeptidico, y cadenas laterales con

diversidad funcional. Los compuestos fueron evaluados en ensayos in vitro contra hongos
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fitopatégenos y mostraron actividad antifungica significativa en varios casos, lo que validé
la aproximacion de disefio. La simplicidad sintética del sistema también permitié explorar

variaciones estructurales en forma rapiday eficiente.

En contraste con el trabajo de Shai, nuestra propuesta se inscribe en un enfoque proximo
al disefio estructural de novo de pPNs, ya que no solo se inspira en fragmentos presentes
en PNs como las cadenas laterales de aminoacidos y dominios lipofilicos, sino que las
combina sobre un andamiaje no natural, ensamblado mediante reacciones
multicomponente. Este trabajo de Tesis propone explorar esta idea y eventualmente

extenderla.

Criterios y herramientas para evaluar relevancia biolégica

Para disefiar bibliotecas de pPNs no solo es necesario combinar fragmentos estructurales
de forma creativa, sino también tener en cuenta un factor crucial: la relevancia bioldgica
de los compuestos generados. Sin embargo, determinar qué combinaciones de
fragmentos conduciran a moléculas bioldgicamente relevantes es un desafio que aun no
tiene una solucion consensuada. La falta de un criterio universalmente aceptado sobre
cémo evaluar la relevancia biolégica deja abierto el debate sobre cudles son los mejores

enfoques para seleccionary disefiar estas bibliotecas.

En este sentido, las técnicas quimioinformaticas juegan un papel esencial en el analisis de
grandes bibliotecas de compuestos.?’ El anélisis de similitud estructural es una de las
técnicas mas comunes para predecir el potencial bioactivo de los compuestos. Esta
técnica compara las estructuras de los compuestos de una biblioteca con las de
moléculas bioactivas conocidas, especialmente PNs, lo que proporciona una indicacion

inicial de la relevancia biolégica.

Otra técnica valiosa es el analisis de descriptores moleculares, que mide propiedades
clave como el peso molecular, la lipofilicidad (LogP), o la polaridad de los compuestos.
Existen distintas herramientas informaticas que permiten calcular estos descriptores y
asegurar que los compuestos no se concentren en un solo tipo de estructura quimica, lo
que incrementa las posibilidades de descubrir moléculas activas en distintos contextos

biolégicos.

Otro aspecto fundamental en la evaluacion de la relevancia biolégica es la diversidad

quimica de la biblioteca. Una mayor diversidad estructural ofrece mas oportunidades para
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encontrar moléculas con actividades biolégicas novedosas. Las técnicas
quimioinformaticas permiten también cuantificar esta diversidad y asegurar que la
biblioteca cubra un amplio rango del espacio quimico, lo cual es particularmente

importante en el campo del disefio de novo inspirado en PNs.*®

Todos estos temas se discutiran con mayor detalle en el Capitulo 2 de la Tesis.

Ensayos fenotipicos como via de descubrimiento bioactivo

A pesar de que el disefo de bibliotecas biolégicamente relevantes sigue siendo un desafio
no completamente superado, los ejemplos discutidos anteriormente ofrecen perspectivas
prometedoras para abordarlo. Sin embargo, incluso contando con una biblioteca que sea
ideal en términos de relevancia bioldgica, el éxito en la identificacién de compuestos
activos esta estrechamente vinculado a las estrategias utilizadas para descubrir dichas

actividades.

Uno de los ejemplos documentados mas antiguos de esta busqueda es el trabajo de Paul
Ehrlich, quien analizé 606 compuestos quimicos antes de desarrollar la arsfenamina, el
primer tratamiento eficaz para la sifilis. Su enfoque consistia en probar cada compuesto
en modelos de ratones infectados, estableciendo un método de evaluacion que dominé el
campo del descubrimiento de farmacos hasta mediados del siglo XX, centrado casi

exclusivamente en ensayos con animales.

Este enfoque tradicional tiene la ventaja de proporcionar resultados con alta relevancia
biolégica. Si un compuesto muestra, por ejemplo, capacidad para reducir la presion
arterial en modelos animales, existe una razonable expectativa de que pueda tener efectos
similares en humanos. Estos ensayos permiten obtener datos cruciales, como curvas
dosis-respuesta, efectos a corto y largo plazo, y comparaciones entre diferentes vias de

administracion.

Sin embargo, los ensayos en animales, ahora conocidos como ensayos fenotipicos o
fisioldgicos, presentan limitaciones importantes, como los costos elevados, el tiempo
requerido y la cantidad de compuesto necesaria para realizar los estudios. Estas
limitaciones desalentaron el uso de ensayos basados en animales para el descubrimiento

de nuevos farmacos, lo que se hizo evidente a principios de la década de 1990.°
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Con el auge de la gendmica a principios del siglo XXl y la publicacion del genoma humano,
surgié una nueva perspectiva centrada en comprender los mecanismos moleculares
subyacentes a las enfermedades. Este enfoque, conocido como descubrimiento de
farmacos basado en blancos moleculares, ha predominado en las ultimas dos décadas.
Conceptualmente, parecia ofrecer una manera mas racional y eficiente de descubrir
nuevos compuestos, al basarse en la interaccion directa de los compuestos con proteinas

especificas o distintos blancos moleculares.®°

No obstante, es crucial considerar que los resultados obtenidos mediante este enfoque no
deben interpretarse fuera de contexto. A pesar de que el paradigma predominante en el
descubrimiento de farmacos se basa en la identificacion de blancos moleculares
especificos, su eficacia real en la practica no ha sido completamente validada. Una
revision sistematica realizada por Sadri, que analizé alrededor de 32.000 articulos y
patentes a lo largo de 150 afos, reveld la falta de eficiencia en este enfoque.®' Segun el
analisis de los origenes de los farmacos aprobados, solo el 9,4% de los medicamentos de
moléculas pequefias se descubrieron mediante ensayos centrados en blancos
moleculares. Ademas, para esta pequena fraccion, los efectos terapéuticos no pueden
atribuirse uUnicamente a los objetivos especificos, ya que dependen de multiples

mecanismos que pueden haber sido observados de manera inadvertida.

Por ejemplo, en oncologia se ha invertido una considerable cantidad de recursos en el
desarrollo de inhibidores especificos de quinasas, participantes en procesos de
sefalizacion intracelular. Sin embargo, se ha observado que los inhibidores no especificos
que afectan multiples quinasas suelen ser mas efectivos in vivo que los inhibidores
selectivos, lo que refleja la complejidad de las redes de sefializacion celular y la

interconexién entre multiples vias bioldgicas.*?

Ademas, distintos estudios sugieren que los farmacos aprobados por la FDA tienden a
interactuar con un promedio de seis blancos moleculares distintos, lo que pone en
entredicho laidea de que la accion farmacolégica puede atribuirse a un Unico mecanismo
molecular. Este fendmeno ha dado lugar al concepto emergente de polifarmacologia, que
subraya la necesidad de enfoques mas integrales para comprender la accién de los

farmacos.

Frente a esta complejidad, los ensayos fenotipicos emergen como una alternativa mas
flexible para evaluar los efectos bioldgicos, ya que no dependen de la identificacion de un
Unico blanco molecular. Como se mencioné anteriormente, en los inicios de la
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investigacion farmacologica, los ensayos fenotipicos dependian en gran medida deluso de
animales de experimentaciéon. Sin embargo, gracias a avances ocurridos en las ultimas
décadas, hoy en dia contamos con métodos alternativos mas éticos y eficientes. Estos
incluyen ensayos basados en cultivos celulares y tejidos, que permiten un analisis
detallado de la respuesta celular a los compuestos sin necesidad de utilizar animales
vivos. Ademas, el desarrollo de organismos modelo ha proporcionado herramientas
valiosas que replican mas adecuadamente enfermedades humanas, ofreciendo
plataformas de prueba que reducen la dependencia de animales tradicionales en la

investigacion.

Spear y Brown reconocen que los ensayos fenotipicos enfrentan limitaciones en su
capacidad para adaptarse al estudio de colecciones extensas de compuestos, por lo que
resaltan la importancia de contar con bibliotecas de alta calidad.>® En este contexto, las
bibliotecas de pPNs se presentan como valiosos puntos de partida, porque permiten, en

principio, equilibrar la calidad de la coleccidn con su accesibilidad sintética.

| blanco molecular | | mecanismo de accion | I cultivos celulares I | organismos modelo I

Ensayos basados en el mecanismo Ensayos fenotipicos

Figura 1.15: Las dos aproximaciones actuales para la busqueda de moléculas bioactivas.

Sinopsis de este trabajo de tesis

En esta introduccién se han esbozado de manera concisa algunos aspectos del desafio
asociado al descubrimiento de nuevas entidades quimicas con capacidad para modular
procesos biolégicos, con laintencidon de comprenderlos mejory potencialmente aplicarlos
en diversas esferas de la salud humana, animaly vegetal. Aunque no existe una ruta Unica
y predefinida para alcanzar este propdsito, en las ultimas décadas han emergido
estrategias que integran los progresos en Quimica Organica Sintética con un conocimiento

mas detallado de los procesos biolégicos, delineando asi posibles vias a seguir.
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En este contexto, la propuesta de disefiar nuevas moléculas que sean miméticos de
estructuras de compuestos organicos naturales y evaluar sus propiedades en ensayos
fenotipicos emerge como unade las estrategias mas prometedoras. Es por eso que en esta
tesis se plantea explorar este enfoque, especificamente siguiendo las premisas de la

sintesis orientada a obtener pPNs.

Con este objetivo se han disefiado distintas bibliotecas de compuestos utilizando bloques
con relevancia biolégica como punto de partida, que se han conectado mediante

reacciones multicomponente (RMC), en particular la reaccién Ugi Split.

En el Capitulo 2, se detallan los desafios a la hora de analizar la eventual relevancia
bioldgica de los compuestos describiendo los distintos enfoques actualmente disponibles
y las herramientas basicas de quimioinformatica que se emplearon a lo largo de la tesis

para abordar este problema.

En los Capitulos 3, 4 y 5 se describe el disefo, sintesis y evaluacion bioldgica de tres
bibliotecas de pPNs inspirados en PNs, siempre utilizando RMC como paso central de las

rutas sintéticas.

El Capitulo 6 sirve a modo de discusion y conclusién general de este trabajo, donde se
evalian en conjunto los resultados obtenidos. Finalmente, se incluye una seccién que

detalla minuciosamente todo el trabajo experimental realizado.
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CAPITULO 2: Diseio de Pseudo Productos

Naturales

En el Capitulo 1 discutimos cémo los productos naturales (PNs) son una fuente inagotable
de compuestos bioactivos y como su estructuray funcionalidad, optimizadas a lo largo de
millones de afos de evolucidn, los convierten en modelos ideales para la generacion de

nuevas moléculas organicas.

En este segundo capitulo, profundizaremos en los criterios que guian la decisiéon de
cuando un compuesto disefiado de novo puede ser considerado un pseudo producto
natural (pPN). Esta decisiéon no depende uUnicamente de la presencia de elementos
estructurales derivados de PNs, sino también de la capacidad del compuesto para exhibir
caracteristicas que le permitan interactuar eficazmente con sistemas bioldgicos, de
manera similar a los PNs. Esto implica intentar predecir si la nueva molécula puede
desencadenar respuestas bioldgicas especificas y relevantes, lo cual es clave para que un
compuesto se clasifiqgue como un pPN. Al explorar estos criterios, se discutira cémo la
combinacion de fragmentos biolégicamente validados y las herramientas sintéticas
utilizadas permiten crear moléculas que, aunque nuevas y no presentes en la naturaleza,
pueden alcanzar un nivel de relevancia biolégica comparable al de los PNs. De esta forma,
el capitulo busca definir con precisién los limites y posibilidades del disefio de pPNs,
conectando estas ideas con las estrategias modernas de descubrimiento y evaluacién de

compuestos bioactivos.

El problema de la similitud y la diversidad en Quimica

Es habitual encontrar compuestos con estructuras similares que exhiben una variedad de
propiedades biolégicas en un sistema dado, especialmente en el campo de la Quimica
Medicinal. Sin un modelo del mecanismo de accion especifico del compuesto, como la
identificacion del blanco molecular, resulta dificil racionalizar estas diferencias en
comportamiento biolégico. Por otro lado, se han documentado numerosos casos en los
que una pequefa coleccidn de compuestos disefiados a partir de pseudo productos
naturales (pPNs) produce varios compuestos bioactivos. Esto sugiere que la estrategia de

seleccionar subestructuras biolégicamente relevantes como punto de partida para el
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disefo de moléculas diversas puede aumentar las posibilidades de éxito en la obtencién

de compuestos con actividad biolégica.

Estas observaciones nos remiten nuevamente a los conceptos de similitud, diversidad y
relevancia bioldgica, que han sido discutidos anteriormente. La nocién de similitud ha sido
un tema de reflexién en la filosofia. David Hume, en su "Tratado de la naturaleza humana",
planted que las ideas de similitud provienen del habito de asociar ciertas impresiones
basadas en la experiencia. Ludwig Wittgenstein, por su parte, introdujo la idea de
"parecidos de familia", donde las cosas que pertenecen a una categoria no comparten
necesariamente una Unica caracteristica comun, sino una serie de similitudes
superpuestas. Este concepto es particularmente relevante en Quimica, donde las
moléculas pueden compartir ciertas caracteristicas sin ser idénticas, permitiendo

clasificaciones como "productos naturales" o "pseudo productos naturales".

Definicion y alcance de la quimioinformatica

A mediados del siglo XIX, los trabajos pioneros de Kopp y Richardson sentaron las bases
para el estudio de las relaciones entre la estructura de los compuestos organicos y sus
propiedades fisicoquimicas, al demostrar que los compuestos que comparten grupos
funcionales poseen caracteristicas quimicas similares. Sin embargo, durante mucho
tiempo, el concepto de similitud en Quimica fue subjetivo. Solo en las ultimas dos
décadas, gracias a los avances en capacidad computacional y la aplicacion de métodos
estadisticos para analizar grandes conjuntos de datos, se ha progresado hacia el

desarrollo de modelos cuantitativos que abordan este aspecto.

El estudio de estos problemas se situa en un campo relativamente nuevo de la Quimica
conocido como Quimioinformatica, que, en una de sus definiciones mas amplias, abarca
el diseno, la creacién, la organizacién, la gestion, la recuperacion, el analisis y la

visualizacién de informacién quimica.

Si bien la cuestion de la similitud o diversidad entre los miembros de una coleccién de
compuestos es fundamental en Quimica, es un tema no resuelto y que ha sido abordado
desde distintos enfoques. La naturaleza del problema se puede entender a partir de un
ejemplo intuitivo: consideremos dos colecciones de datos: una coleccién "A" con diez
compuestos que comparten un nucleo comun, pero difieren en sus cadenas laterales, y

otra "B" con diez compuestos que tienen esqueletos significativamente diferentes. A
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primera vista, podria parecer que la biblioteca "B" es mas diversa, pero es necesario definir
los atributos a considerar para determinar la diversidad. Por ejemplo, al calcular el rango
de masas molares, encontramos que "A" tiene un rango de 250 a 900 g/moly "B" de 500 a
600 g/mol, lo que sugiere que "A" es mas diversa en términos de masas molares, pero

posiblemente menos diversa en cuanto a la presencia de subestructuras.

En principio, se pueden definir diferentes propiedades fisicoquimicas, como carga,
numero y tipo de atomos, u otras caracteristicas topolédgicas. Estas propiedades se
conocen como descriptores moleculares, y pueden basarse tanto en la estructura
molecular (su constitucién, configuracién o conformacidn) o en sus propiedades (fisicas,

guimicas o bioldgicas).’

Aunque algunos descriptores pueden derivarse de mediciones experimentales,
generalmente se estiman utilizando algoritmos computacionales especificos. Los
descriptores estructurales basados en la formula del compuesto, como la masa molecular
o el numero de donantes de enlace de hidrégeno, son calculables facilmente, pero
proporcionan poca informacion. En contraste, los descriptores centrados en las
propiedades requieren normalmente calculos mas complejos que, aunque aumentan el
tiempo necesario para el analisis, pueden proporcionar una representacion precisa de las

moléculas de la coleccion analizada.

La seleccion adecuada de descriptores moleculares es crucial para caracterizar un
conjunto de moléculas de manera efectivay asi poder analizar su diversidad y comprender
sus propiedades. La cantidad de descriptores p elegidos debe ser suficiente como para
capturar las propiedades estructurales y caracteristicas relevantes que se deseen
contrastar. Estos descriptores definen lo que se conoce como un espacio o universo
quimico p-dimensional, donde cada molécula ocupa una posicién Unica determinada por

los valores de sus descriptores correspondientes.

Compuesto a = [descriptorl(a); descriptor,(a); descriptors(a); ...; descriptor, (a)]
Compuesto b = [descriptorl(b); descriptor,(b); descriptors(b); ...; descriptorp(b)]

Compuesto ¢ = [descriptorl(c); descriptor,(c); descriptors(c); ... descriptorp(c)]

Compueston = [descriptor;(n); descriptor,(n); descriptors(n); ...; descriptorp(n)]
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Para ilustrar estos conceptos, se ejemplificara con las moléculas de aspirina (acido
acetilsalicilico) y colesterol (Figura 2.1: ). Se pueden seleccionar diversos descriptores
para caracterizar sus propiedades, como la masa molar (MW), el numero de aceptores de
enlaces de hidrégeno (HBA), la fraccidon de atomos de carbono sp® (fsp3), el coeficiente de
particidon octanol-agua (LogP) y la superficie total polar (tPSA). Como se dijo antes, los
descriptores estructurales, como MW, HBA y fsp3, se derivan facilmente del grafo
molecular, mientras que otros, como LogP y tPSA, requieren algoritmos mas complejos

para su estimacion.

=> Mw=180,159 g/mol
—) HBA=4

—p LogP=1,1314
—=p fsp?=0,11111

—p tPSA=53,6A2

Acido acetil salicilico

—y Mw=386,661 g/mol
—p HBA=4

=) LogP=7,1825

=) fsp3=0,92593

—p tPSA=20,23A2

e

Colesterol

Figura 2.1: Ejemplos de las moléculas de acido acetil salicilico y colesterol con sus respectivos descriptores.

Pero, por otro lado, la eleccién de los descriptores es un proceso relativamente arbitrario
y no hay un consenso general sobre cuales son los mas apropiados. Sin embargo, es
importante seleccionar un conjunto que refleje diversos aspectos de la estructura
molecular y contemple propiedades fisicoquimicas relevantes. Por ejemplo, el logaritmo
del coeficiente de particion octanol / agua (LogP) puede indicar la lipofilicidad y la
capacidad de permeabilidad a través de membranas biolégicas, la fraccion de carbonos
con hibridizacidn sp?® (fsp®) codifica la planaridad relativa de la molécula,> mientras que
otros descriptores como el numero de aceptores de enlaces de hidrégeno (HBA) o la
superficie topolégica polar (tPSA) pueden relacionarse con la capacidad de interactuar con
otras moléculas, especialmente macromoléculas bioldgicas, a través de interacciones

intermoleculares.
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Analisis exploratorio de datos: Analisis de Componentes

Principales (PCA)

La alta dimensionalidad de estos conjuntos de datos, definida como el numero de
descriptores que caracteriza a cada objeto, destaca la necesidad de técnicas que
simplifiquen el analisis, la visualizacion de los resultados, y que resalten tendencias
subyacentes. En este contexto, el analisis de componentes principales (PCA), emerge
como un método ampliamente utilizado para reducir la dimensionalidad y facilitar la
interpretaciéon de conjuntos de datos complejos. Basandose en la premisa de que
frecuentemente existe una correlacién estadistica significativa entre descriptores, este
método genera nuevas variables conocidas como componentes principales (PC). Estas
componentes se disefian de manera que capturen de manera eficiente la varianza total
observada en los datos, permitiendo una representacién mas compacta sin una pérdida

sustancial de informacion.

PCi = c11%1 + C12X3 + -+ CpXyp
PCZ = Clel + C22x2 + -+ Cszp

p

PC; = cijpxq + cipxy + -+ Cipxpy = Z CijXj
j=1

donde PC; es el i-ésimo componente principal, y ¢;; es el coeficiente para el descriptor x;,

con la suma extendida a los p descriptores.

El primer componente principal maximiza lavarianza de los datos, el segundo componente
explica parte de la varianza no contemplada por el primero, en el tercero la varianza no
explicada por los dos primeros, y asi para cada uno de los siguientes componentes. Estos
componentes principales se calculan a partir de una matriz de varianza-covarianza. SiA es
la matriz con n filas (correspondientes a n moléculas) y p columnas (una para cada
descriptor), entonces la matriz de varianza-covarianza es la matriz de n x n calculada

como el producto entre Ay la matriz transpuesta de A.

Los autovalores de esta matriz son los coeficientes c;; de los componentes principales: el

primer componente principal (el que explica en mayor medida la varianza observada),
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corresponde al mayor autovalor, el segundo componente principal al segundo autovalor,y

asi sucesivamente.

Los autovalores indican también qué proporcion de la varianza es explicada por cada uno

de los componentes principales. Si los autovalores se denotan como 4;;, los primeros m

js

componentes principales permiten describir una fraccion f de la varianza dada por:

De esta manera, se puede elegir el nUmero m de componentes principales que permiten
capturar las caracteristicas mas significativas de los datos, transformando asi el conjunto
de datos original, altamente dimensional, en uno de menor dimensionalidad. Este nuevo
conjunto de datos reducido conserva las propiedades esenciales, facilitando asi analisis
mas eficientes y la visualizacién. PCA es particularmente Util para descubrir patrones
ocultos, identificar correlaciones entre variables y realizar otros analisis exploratorios de

datos, todo ello mientras se minimiza la pérdida de informacién relevante.

En el contexto de esta tesis, dado que el objetivo central es el disefio de novo de pPNs
biolégicamente relevantes e inspirados en péptidos pequenos, nos planteamos explorar
este enfoque quimioinformatico partiendo de un andlisis comparativo de diversas

colecciones de compuestos.

Caracterizacion de colecciones moleculares mediante PCA

A pesar del origen natural de los péptidos, su inclusiéon dentro del universo de los PNs ha
sido tradicionalmente limitada, especialmente en los estudios quimioinformaticos
centrados en la caracterizacion de la diversidad estructural de bibliotecas moleculares. En
general, los analisis de este tipo se han enfocado en metabolitos especializados de
plantas, hongos y microorganismos, privilegiando compuestos no poliméricos, de bajo
peso molecular y estructuras carbonadas complejas —como alcaloides, terpenoides y
polifenoles— que han constituido lo que histéricamente se consideran PNs en quimica
medicinal. En contraste, los péptidos suelen asociarse a otro dominio, mas cercano al de

las biomoléculas, en parte por su tamano, sus estructuras oligoméricas y sus propiedades
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farmacocinéticas distintivas. Este sesgo clasificatorio hace que frecuentemente sean
excluidos de los analisis de diversidad que buscan definir el espacio quimico ocupado por
los PNs pequenos. Es una practica comun que en diversos estudios quimioinformaticos se
haya optado por filtrar compuestos peptidicos y macrociclicos, con el objetivo de evitar
sesgos derivados del tamafio o la flexibilidad estructural.® Por ejemplo, Medina-Franco et
al. aclaran que, aunque los péptidos y proteinas terapéuticas son relevantes en quimica
medicinal, su representacion y andlisis se sitlan en una zona liminal entre la
quimioinformatica y la bioinformatica. En consecuencia, sus estudios se enfocan en
visualizar el espacio quimico de moléculas pequenas, excluyendo a los péptidos de forma

deliberada.*

Estas decisiones metodoldgicas, aunque comprensibles desde el punto de vista técnico,
han contribuido a reforzar la nocidon de que los péptidos constituyen una categoria
separada dentro del universo de los PNs, menos representativa del paradigma clasico que
inspira el disefio de nuevas entidades quimicas. En esta tesis optamos por una estrategia
inclusiva: los péptidos se consideran parte integral del conjunto de PNs, sin aplicar filtros
que los excluyan. Esta decision permite evaluar comparativamente su distribucion
estructural y su afinidad relativa con otras clases de PNs, bajo distintas métricas
quimioinformaticas. Asimismo, se incluira en los analisis la coleccion de compuestos
sintéticos inspirados en lipopéptidos cortos previamente desarrollados por nuestro grupo
para examinarlos tanto en el contexto de los péptidos naturales como frente al conjunto

general de PNs.

En esta direccidn, en primer lugar recopilamos una biblioteca virtual de PNs a partir de la
base de datos COlleCtion of Open Natural ProdUcTs (COCONUT).® Distintos estudios han
demostrado que los fragmentos de PN presentes en COCONUT exhiben una alta
diversidad y complejidad estructural,®” lo que la convierte en una valiosa fuente de

informacion.

COCONUT es unabase de datos gratuita que al momento de redactarse esta tesis contaba
con mas de 600.000 moléculas. Esta base tiene una interfaz web que permite realizar
diversas busquedas simples (por molécula, InChl, SMILES, estructura, férmula molecular),
asi como busquedas avanzadas por caracteristicas moleculares, subestructuras y
similitudes. Ademas, ofrece la opcién de descargar todo el conjunto de datos o los

resultados de busqueda en varios formatos.
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La distincién fundamental de los PNs con respecto a las moléculas sintéticas,
predominantes en las bases de datos quimicas, radica en su origen bioldgico. Por lo tanto,
ademas de su estructura y propiedades estructurales computables, los PNs requieren ser
acompanados por al menos una referencia bibliografica que indique dénde, cuando y
desde qué organismo se aisld el PN. Esto implica que cada entrada de PN debe estar
asociada al menos a un organismo, de preferencia con un identificador de taxonomia.
Desafortunadamente, estos metadatos a menudo se omiten en las bases de datos

publicas de las cuales se compild6 COCONUT.

Por todo lo explicado anteriormente, y con el objetivo de contar con una base de datos
sdlida, representativa y confiable, se filtré la informacion de COCONUT para seleccionar
aquellos compuestos que reportaban su origen, garantizando asi larelevancia de los datos
seleccionados. Este enfoque riguroso condujo a la construccion de una base de datos de
180.399 PNs, seleccionados para los analisis realizados en esta tesis, a la que llamamos

PN-T, que proporciona un conjunto esencial para establecer el espacio quimico de trabajo.

De esta coleccion, se identificaron 10.829 compuestos clasificados en COCONUT como

aminoacidosy péptidos.

Finalmente, se incluyeron en la base de datos los 36 compuestos sintéticos con
estructuras inspiradas en lipopéptidos cortos, obtenidos en nuestro laboratorio y

mencionados en el Capitulo 1.8

Luego elegimos un conjunto de 22 descriptores moleculares que se utilizaron para
caracterizar a los compuestos de la base a través de propiedades fisicoquimicas y
estructurales. Estos descriptores, que son los que suelen emplearse en este tipo de
analisis para reflejar la diversidad y complejidad de colecciones de compuestos, se
calcularon mediante el programa DataWarrior® y el paquete RDKit (http://www.rdkit.org), y
su listado aparece detallado en la Seccién Experimental de esta tesis. En algunos casos
los descriptores fueron normalizados por tamafo molecular, con el objetivo de relativizar

el efecto del peso o volumen sobre la estructura del espacio quimico.

Al aplicar un anélisis de componentes principales (PCA) sobre los 22 descriptores
moleculares seleccionados, se obtiene el grafico conocido como scree plot, que muestra
la proporcién de varianza explicada por cada componente. El analisis del scree plot revela
un quiebre claro en la pendiente de la curva a partir de la sexta componente, lo que sugiere
un punto de corte natural segln el criterio del codo (elbow criterion). Esta observacion

permite reducir de manera justificada la dimensionalidad del conjunto de datos, pasando
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de los 22 descriptores originales a tan solo cinco componentes principales. Estas cinco
PCs retienen en conjunto el 67,31 % de la varianza total del sistema, con aportes
individuales de 25,28 % (PC1), 14,44 % (PC2), 9,75 % (PC3), 8,99 % (PC4) y 8,84 % (PC5).
Esta reduccién conserva una porcion sustancial de la informacion relevante de la base de

datos, al tiempo que simplifica el analisis y la visualizacién del espacio quimico.
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Figura 2.2: Scree plot de los componentes principales.

Para comprender en mayor profundidad la distribucién observada en el espacio PCA, es
necesario analizar la composicién de las componentes principales en términos de sus
descriptores moleculares constituyentes. Cada componente principal corresponde a una
combinacidn lineal de las variables originales, ponderadas segun su contribucidn relativa
(cargas o loadings) al eje correspondiente. Estas combinaciones reflejan direcciones de
maxima varianza en el espacio multidimensional y permiten interpretar estructuralmente
los ejes del analisis. Examinar los descriptores que aportan significativamente a cada PC
permite, por tanto, vincular la posicion relativa de los compuestos con propiedades
fisicoquimicas concretas, facilitando la interpretaciéon quimica de los agrupamientos

observadosy las diferencias entre clases.
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Figura 2.3: Aportes de los descriptores moleculares seleccionados a las primeras cinco componentes

principales.

Puede observarse que PC1 esta fuertemente influenciada por la presencia de dadores y
aceptores de enlaces de hidrégeno, asi como por la proporcién de dtomos de oxigeno, de

atomos electronegativos y la superficie polar relativa. Ademas, muestra contribuciones
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relevantes de los descriptores de hidrofobicidad y solubilidad, como cLogP y cLogS, con
signos opuestos. Esta combinaciéon sugiere que PC1 refleja un eje de polaridad versus
hidrofobicidad, diferenciando compuestos segun su capacidad para establecer

interacciones polaresy su perfil lipofilico.

PC2 esta dominada en mayor medida por descriptores globales de tamafio molecular y
arquitectura ciclica: el peso molecular, el numero de atomos no hidrégeno, la solubilidad
calculada (cLogS), el numero de cierres de anillo y el tamano del anillo mas grande. Esta
componente puede interpretarse como un eje relacionado con la complejidad topoldgica
y la masa molecular, que distingue compuestos mas grandes y ciclicos de estructuras mas

pequefas o lineales.

PC3 presenta cargas elevadas para la proporcion de atomos de nitrégeno, en particular
nitrégenos basicos, grupos amida, y también oxigenos. Esta combinacién sugiere que la
componente captura aspectos de funcionalizacion nitrogenada, en especial estructuras
peptidomiméticas o con alto contenido de heterodtomos funcionales, lo cual puede
vincularse con propiedades como basicidad, capacidad de formar enlaces de hidrégenoy

participacion en interacciones especificas con blancos biolégicos.

PC4 esta determinada por dos variables estructurales con cargas de signo opuesto: la
fraccion de carbonos sp®y la proporcién de dtomos arométicos, con aportes de distinto
signo. Esto refleja un eje que distingue compuestos mas alifaticos y saturados de aquellos
mas aromaticos y conjugados, y puede asociarse con diferencias en flexibilidad

conformacional, planaridad y densidad electrénica.

Finalmente, PC5 esta influida principalmente por caracteristicas de la topologia molecular
compleja, como la proporcién de atomos espiro, atomos puenteados y el numero de
enlaces rotables. En este caso, los enlaces rotables presentan carga de signo opuesto a
los demas, lo que sugiere un eje que contrapone rigidez estructural (asociada a motivos

espiroy puenteados) frente a flexibilidad (enlaces rotables).
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Figura 2.4: Pair plot: lipopeptoides sintéticos (rojo), aminoacidos y péptidos de la base PN-T (azul) y PNs no

peptidicos de PN-T (verde)

La Figura 2.4 muestra un pair plot triangular inferior que combina las cinco primeras
componentes principales (PC1 a PC5) obtenidas por analisis de componentes principales
(PCA) sobre el conjunto de 22 descriptores moleculares. Cada subgrafico bidimensional
muestra la proyeccion de los compuestos sobre un par de componentes, mientras que las
distribuciones univariadas en la diagonal permiten visualizar la densidad relativa de cada
grupo en cada eje. Los compuestos estan agrupados en tres clases: lipopeptoides
sintéticos (rojo), aminoacidosy péptidos de la base PN-T (azul) y PNs no peptidicos de PN-
T (verde), con la escala de cada clase adaptada para compensar el desbalance numérico

relativo.

El analisis de las distribuciones univariadas representadas en la diagonal del pair plot
permite comparar como se proyectan los PNs peptidicos y los no peptidicos a lo largo de
cada una de las cinco primeras componentes principales. En general, se observa que los

péptidos presentan distribuciones mas concentradas en la mayoria de las PCs, lo que
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sugiere una mayor homogeneidad estructural en comparacién con los compuestos no
peptidicos, que tienden a ocupar rangos mas amplios. En PC2, sin embargo, ambas clases
muestran una dispersion similar, lo que indica que péptidos y no péptidos cubren un rango
comparable en términos de tamano y solubilidad y, que por lo tanto PC2 refleja una
dimensién comun al espacio quimico de los compuestos naturales. En PC3, en cambio, se
evidencia una separacion clara entre ambos grupos, con los péptidos desplazados hacia
valores positivos, en correspondencia con su mayor contenido de nitrégeno, grupos
basicos y amidas, lo que confirma que esta componente captura propiedades relevantes
para distinguirlos. En términos generales, los péptidos tienden a ocupar regiones
preferenciales del espacio PCA, especialmente en PC1y PC3, aunque las distribuciones
se solapan en todos los ejes, sin vacios que permitan trazar una frontera estricta. Las
diferencias en posicion y forma de las curvas respaldan la idea de que los péptidos
constituyen un subconjunto coherente dentro del universo quimico mas amplio de los PNs,

pero no un grupo estructuralmente disjunto.

Por otro lado, los lipopeptoides sintéticos presentan un comportamiento que los ubica, en
términos generales, dentro del mismo dominio que los péptidos naturales en el espacio
PCA. En componentes como PC1y especialmente PC3, sus distribuciones se superponen
con las del conjunto peptidico, reflejando similitudes en polaridad, proporcién de
nitrégenos y presencia de grupos amida. Sin embargo, en PC5 se observa un
desplazamiento sistematico hacia valores negativos, lo que sugiere mayor flexibilidad
conformacional, posiblemente asociada a la contribucion de sus cadenas alifaticas largas.
A pesar de este desplazamiento parcial, los lipopeptoides no se separan netamente del
universo general de PNs, sin evidencias claras de que constituyan una clase estructural

discontinua o facilmente distinguible por PCA de los compuestos naturales.

El analisis de las proyecciones bidimensionales entre pares de componentes principales
permite evaluar si los distintos conjuntos de compuestos — PNs no peptidicos, péptidos
naturales y lipopeptoides sintéticos— ocupan regiones distinguibles dentro del espacio
PCA. En general, los graficos muestran un grado considerable de solapamiento entre las
clases, especialmente entre los PNs no peptidicos y los demas grupos, lo que refleja la
diversidad estructural del conjunto general y su interseccion parcial con dominios mas

restringidos.

Los péptidos naturales tienden a agruparse en regiones mas compactas del espacio,

particularmente en aquellas proyecciones que involucran las componentes PC1, PC3 y
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PC5, lo que sugiere una coherencia estructural interna, derivada de su estructura
oligomérica repetitiva. No obstante, no forman un cluster aislado: su dominio se solapa
ampliamente con el universo general de PNs. Por su parte, los lipopéptidos sintéticos se
proyectan de manera sistematica dentro del dominio peptidico, aunque en algunas
combinaciones —notablemente en el grafico PC3 vs PC5— presentan un desplazamiento
parcial, lo que podria reflejar diferencias en flexibilidad o topologia molecular con respecto

a los péptidos naturales.

Entre todas las proyecciones, la combinacion PC3 vs PC5 se destaca como la mas
informativa. En ese plano, los péptidos aparecen bien definidos en la regidén positiva de
PC3, asociada a la presencia de nitrogeno, amidas y grupos basicos, mientras que los
lipopeptoides sintéticos, si bien comparten ese dominio, se ubican preferentemente en
regiones mas negativas de PC5, lo que podria asociarse a una menor rigidez estructural.
Los PNs no peptidicos, en cambio, se distribuyen ampliamente y de forma continua en todo

el espacio, incluyendo las zonas ocupadas por los otros dos grupos.

Identificando diferencias clave: El Analisis Discriminante Lineal

LDA

Aunque el analisis por PCA mostro que los lipopeptoides sintéticos no forman un grupo
estructuralmente separado del universo de PNs, es pertinente preguntarse si presentan
diferencias sistematicas en determinadas propiedades moleculares. Para explorar esta
posibilidad, se aplicé un analisis discriminante lineal (LDA) como herramienta
supervisada que permite identificar qué descriptores contribuyen mas a diferenciarlos del
resto de los PNs. A diferencia del PCA, que organiza los datos seguln su varianza global sin
considerar clases, el LDA construye un eje de maxima discriminacion (LD1) entre dos
grupos definidos a priori, revelando asi qué variables estructurales marcan una separacion
potencial. Mas que establecer una frontera de clasificacion, este enfoque permite
examinar si los lipopeptoides presentan un perfil quimico caracteristico, con valores
significativamente distintos en propiedades especificas respecto del conjunto general de

PNs.

Dado que el modelo discriminante se basa en combinaciones lineales de los descriptores
incluidos, resulta necesario considerar el efecto de la colinealidad entre variables, que

puede afectar la estabilidad e interpretabilidad de los coeficientes obtenidos. A diferencia
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del PCA —que puede incorporar redundancias y absorberlas en sus componentes
principales sin comprometer la validez del resultado—, el LDA es mas sensible a la
presencia de descriptores altamente correlacionados, ya que estos tienden a repartirse la
informacién de manera arbitraria, generando coeficientes poco confiables o incluso
contradictorios. Por este motivo, antes de aplicar el modelo se identificaron los pares de
variables con correlacion de Pearson superior a un umbral de 0.90, dado que eso significa
que existe unarelacion lineal muy fuerte y directa entre dos propiedades moleculares que
se estan midiendo, y se eliminaron aquellas consideradas redundantes dentro de cada par
(Non-H Atoms por redundancia con Molweight y Electronegative Atoms_norm por

redundancia con Relative PSA).

La Figura 2.5 muestra la proyeccion de los compuestos sobre el eje discriminante (LD1),
donde se ve una separacion clara entre los lipopeptoides sintéticos (en rojo) y el resto de

los PNs (en verde).
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Figura 2.5: Distribucion de los PNs y los lipopeptoides sintéticos sobre el eje discriminante (LD1):

lipopeptoides sintéticos (en rojo) y el resto de los PNs (en verde).

Esta separacion se explica por un conjunto reducido de descriptores que exhiben
diferencias sistematicas entre ambos grupos. Entre los descriptores con coeficientes
positivos mas altos —es decir, aquellos mas abundantes en este grupo— se destacan el
contenido de grupos amida, los valores de cLogP y clLogS, el contenido de atomos
aromaticos, la fraccién de carbonos sp3, el peso molecular y la proporcién de enlaces

rotables.

51



Amides_norm
cLogP
cLogS

Aromatic Atoms_norm
sp3-Carbon Fraction
Rotable Bonds norm

Largest Ring Size
Molweight
H-Donors_norm
NumO_norm
NumS_norm
NummN_norm

Rings Closures
Bridgeheads norm
H-Acceptors_norm
Acidic Oxygens_norm
Basic Nitrogens_norm
Spiro_norm
NumX_norm

‘ll“

Descriptor molecular

L= __'-'."w_::.ﬁ"_‘__________—___

L 2 3 4
Coeficiente (LD1)

Figura 2.6: Aportes de los descriptores moleculares al eje discriminante.

Los boxplots de esos descriptores para las dos familias de compuestos permiten apreciar

las diferencias en propiedades.
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Figura 2.7: Boxplots de los descriptores moleculares que aportan el mayor coeficiente en el eje discriminante.

52



Los boxplots muestran que los lipopeptoides sintéticos presentan valores
sistematicamente mas altos en varios descriptores clave. Se destaca en primer lugar el
numero de grupos amida, lo cual refleja su diseno estructural. También presentan valores
promedio mas elevados de peso molecular (645 g/mol vs. 469 g/mol) y de lipofilicidad
(cLogP: 5.4 de los lipopeptoides sintéticos vs. 2.7 para los PNs), en linea con la presencia
de una cadena alifatica larga que les da, ademas, valores mas altos para el promedio de la
fraccion de carbonos sp®. En conjunto, estos resultados refuerzan que los descriptores
identificados por el LDA como discriminantes reflejan directamente las caracteristicas

diferenciales de esta familia sintética.

A partir de los resultados obtenidos, resulta claro que los analisis PCA y LDA son
herramientas exploratorias muy utiles para representar conjuntos moleculares de alta
dimensionalidad en espacios reducidos, facilitando su visualizaciéon y comparacion, y
permitiendo examinar la variabilidad estructural interna de las tres bibliotecas
moleculares de interés: PNs no peptidicos, PNs peptidicos, y lipopeptoides sintéticos. Este
tipo de analisis logré identificar relaciones relativas entre compuestos, detectar
agrupamientos, regiones de solapamiento o separacién, y explorar si ciertas clases
quimicas ocupan regiones similares o diferenciadas del espacio quimico definido por los

descriptores.

La fortaleza del PCA radica en su capacidad para resumir la informacién contenida en
multiples variables estructurales en un nudmero reducido de componentes no
correlacionadas entre si. Sin embargo, esta reduccién se basa exclusivamente en criterios
estadisticos: las componentes principales se construyen para maximizar la varianza total
explicada, sin incorporar ningun tipo de conocimiento externo sobre las moléculas
analizadas. Esto significa que las posiciones relativas de los compuestos en el espacio
PCA (o LDA) son utiles para comparaciones internas, pero no permiten inferir de forma
directa el grado de similitud con clases quimicas especificas, como los PNs conocidos.
Por ejemplo, dos compuestos pueden quedar cercanos en el espacio PCA simplemente
porque comparten propiedades cuantitativas dominantes (como peso molecular o
polaridad), aunque pertenezcan a origenes muy diferentes o tengan estructuras no

comparables desde un punto de vista quimico o bioldgico.
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Evaluacion de la “naturalidad”: NP-likeness score

En este contexto, donde las técnicas de reduccion de dimensionalidad como el PCA no
permiten establecer vinculos directos con el origen natural o sintético de una molécula, ha
cobrado especial relevancia la cuestion de cuan semejantes son estructuralmente los
compuestos sintéticos a los PNs. Esta inquietud, vinculada a la hipdtesis de que ciertos
patrones estructurales frecuentes en los PNs pueden correlacionarse con propiedades
biologicas deseables, motivd el desarrollo de herramientas quimioinformaticas
especificas para evaluar dicha similitud. Asi, surgieron enfoques alternativos al PCA y al
LDA, disefados para cuantificar la "naturalidad" de una molécula a partir de criterios

entrenados o extraidos del universo de PNs reales.

Porejemplo, el grupo de Ertldesarrollé uno de los sistemas de puntuacion para determinar
la similitud entre un dado compuesto y un conjunto de PNs mas relevantes en el tema,
llamado NP-likeness score, el cual utiliza un enfoque bayesiano para identificar
subestructuras dentro de las moléculas que son frecuentes en los PNs, pero menos
comunes en las moléculas sintéticas. Este descriptor permite estimar cuan alineada esta
una molécula con el espacio quimico natural, no en funcién de su posicién en un espacio
de propiedades arbitrarias, sino en términos de la presencia de fragmentos estructurales
gue caracterizan a los compuestos obtenidos de fuentes naturales.' " Esta aproximacién
resulta especialmente relevante pues la hipotesis subyacente al disefio de pseudo
productos naturales (pPNs) es que al construir moléculas a partir de fragmentos naturales

se lograria aumentar la probabilidad de retener propiedades biolégicamente deseables.

Para el desarrollo de este método, estos investigadores generaron dos bases de datos de
estructuras quimicas de distinto origen: una coleccion de PNs contenidos en la base de
datos ChemBL (compilada por el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular, EMBL),”™ y
otra biblioteca de compuestos de origen sintético, no hallados en la naturaleza, extraida
de la base de datos ZINC (mantenida por el Departamento de Quimica Farmacéutica de la

Universidad de California).™

Para describir las subestructuras presentes en todos los compuestos analizados, se
utilizan cédigos HOSE (Hierarchical Organisation of Spherical Environments), que
proporcionan una forma de describir la estructura quimica centrada en un atomo
particular dentro de una molécula, generando un resumen codificado de su entorno
molecular en varias capas concéntricas o "esferas", y donde cada atomo en cada capa se

codifica segun su tipo (carbono, oxigeno, nitrégeno), su estado de hibridacion, y otros
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atributos quimicos relevantes.” De esta manera, cada molécula se descompone en

subestructuras cuya prevalencia se establece segun la féormula:

n(NP)/N(NP))

Score = log(—n(SM)/N(SM)

donde n(NP) y n(SM) representan el nimero de productos naturales y moléculas
sintéticas que contienen el fragmento especifico identificado por el cédigo HOSE,y N(NP)
y N(SM) corresponden al total de productos naturales y moléculas sintéticas en las bases
de datos, respectivamente. Conceptualmente, este score indica la probabilidad relativa de

que un fragmento sea mas comun en PNs que en moléculas sintéticas.

Finalmente, la puntuacion total (NP-likeness) para una molécula se calcula sumando los
scores de todos sus fragmentos y luego normalizando este valor por el nUmero de a&tomos
en la molécula, proporcionando una medida que indica qué tan similar es una molécula a
los PNs conocidos. Este score se convirtié en una herramienta ampliamente utilizada, y de
hecho la base COCONUT describe el valor correspondiente para todos los compuestos

que se recopilaron.

La Figura 2.8 muestra la distribucion relativa del NP-likeness score para las tres
bibliotecas: PNs no peptidicos (verde), péptidos y aminoacidos (azul), y lipopeptoides

sintéticos (rojo). Para cada grupo se emplearon curvas suavizadas de frecuencia relativa.

Los PNs no peptidicos exhiben una distribucidon ancha, con un maximo en torno a 2, que se
extiende hacia valores elevados del score. Los péptidos y aminoacidos, en cambio,
muestran una distribucién desplazada hacia valores mas bajos, con un maximo relativo
cercano a 1. Esta posicidon intermedia sugiere una afinidad estructural parcial con el
espacio quimico caracteristico de los PNs no peptidicos, pero también revela diferencias

en su perfil de fragmentos.

En este punto, cabe destacar que el NP-likeness score utilizado fue desarrollado
originalmente a partir de fragmentos frecuentes en el CRC Dictionary of Natural Products
(DNP), que incluye tanto metabolitos secundarios como péptidos naturales. Sin embargo,
la representacion de los péptidos en ese conjunto de referencia es minoritaria frente a

otras clases, lo que explica que el NP-likeness score para los compuestos peptidicos
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resulte intermedio: si bien comparten algunos fragmentos comunes con los PNs clasicos,

no reflejan con igual fuerza los patrones que predominan en el DNP.
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Figura 2.8: Distribucion relativa de NP-likeness de cada biblioteca: PNs no peptidicos (verde), péptidos y

aminodacidos (azul), y lipopeptoides sintéticos (rojo).

Por su parte, los lipopeptoides sintéticos muestran una distribucion mucho mas estrecha
y definida, con un pico agudo centrado apenas por debajo de cero. Esta concentracion
sugiere que, desde la perspectiva del NP-likeness score, estos compuestos se alejan del
patrén estructural predominante en los PNs. No obstante, su distribucion se superpone
parcialmente con la cola izquierda de la distribucién de los PNs, lo que indica que algunos
lipopeptoides comparten fragmentos o subestructuras también presentes —aunque con

menor frecuencia— en esta coleccion de compuestos.

Hacia una definicion cuantitativa del concepto de pseudo producto

natural

En resumen, el uso de estas herramientas computacionales permite avanzar hacia una
definicién mas operativa de qué entendemos por pseudo producto natural (pPN). Si bien el
concepto ha sido formulado desde una perspectiva estructural y funcional —como una
reorganizacion de fragmentos naturales en arquitecturas nuevas, no accesibles por
biosintesis conocidas—, no existe en la literatura un criterio cuantitativo consensuado que
permita identificar, de forma inequivoca, qué tipo de moléculas pueden considerarse

efectivamente como pPNs. Esta ambigliedad metodolégica limita la posibilidad de evaluar
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comparativamente distintas bibliotecas de compuestos inspirados en PNs. En esta tesis
proponemos una via posible para abordar ese problema: considerar que un compuesto
puede ser clasificado como pPN cuando, por un lado, comparte propiedades
fisicoguimicas y topolégicas globales con los PNs (como se refleja en el andlisis por PCA),
pero por otro, exhibe un patrén de fragmentos estructurales que se distingue de aquellos
que predominan en el universo natural, tal como lo revelan scores entrenados. Esta
combinacion de afinidad global y diferenciacion a nivel de subestructuras constituye, a
nuestro juicio, una forma razonable de cuantificar el concepto de pPN desde una
perspectiva quimioinformatica. A la luz de este criterio, los primeros compuestos
analizados —descriptos en 2012 en nuestro grupo y disefiados por analogia funcional con
lipopéptidos cortos bioactivos— pueden ser reubicados conceptualmente como pPNs.
Esta hipo6tesis sera el punto de partida sobre el cual se construiran y evaluaran las nuevas

bibliotecas desarrolladas a lo largo de los capitulos siguientes.
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CAPITULO 3: Biblioteca PIP1

Introduccion

Como se discutié en los capitulos anteriores, los pseudo productos naturales (pPNs)
constituyen una clase conceptual de compuestos disefiados a partir de fragmentos
estructurales presentes en productos naturales (PNs), pero reorganizados en
arquitecturas nuevas, no accesibles por vias biosintéticas conocidas. Esta idea, que
combina inspiracidon evolutiva con herramientas de sintesis moderna, permite explorar
regiones del espacio quimico con potencial bioldgico relevante. En este contexto, resulta
pertinente reinterpretar una serie de compuestos desarrollada por nuestro grupo en 2012
como un ejemplo temprano de pPNs: una familia de lipopeptoides sintéticos construidos
mediante reacciones multicomponente (RMC) y que resultaron poseer actividad
antifungica. El primer objetivo experimental de esta tesis es retomar y ampliar esa
estrategia, evaluando nuevas variantes estructurales y metodoldgicas dentro del marco

general de los pPNs.

La reaccién multicomponente de Ugi

En este punto es pertinente discutir algunos aspectos sobre el antecedente en que se basa
el presente trabajo. Como se menciond en el Capitulo 1, la estrategia empleada para la

sintesis de esta familia de compuestos se basé en la reacciéon de Ugi como paso clave.

La reaccién de Ugi es probablemente el ejemplo mas importante de las RMC, que se
definen como aquellas en la que tres 0 mas compuestos reaccionan en un solo paso para
formar un unico producto que contiene esencialmente todos los atomos presentes en los

materiales de partida, excluyendo productos de condensacién como el agua.

En particular, el descubrimiento de la reaccion de Ugi en 1959 revoluciond la quimica
organica al permitir la construccién en un solo paso de a-aminoacilamidas a partir de
cuatro componentes (U-4CR): isonitrilos, acidos carboxilicos, aminas y compuestos

carbonilicos (aldehidos o cetonas).’

o (o) €)
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Figura 3.1: Reaccién multicomponente de Ugi, U-4CR.
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Esta reaccion es posible gracias a la reactividad dual de los isonitrilos, ya que puede

reaccionar tanto con nucledfilos como con electréfilos, generando a-aductos

intermediarios altamente reactivos.

La reaccion de Ugi ha sido ampliamente estudiada debido a su capacidad para formar
multiples enlaces en un solo pasoy su versatilidad para incorporar diversos fragmentos en
la estructura final. Su simplicidad operativa la convierte en una herramienta ideal para la

sintesis de bibliotecas de compuestos con una gran diversidad estructural.

Dado que la colision de tres o mas moléculas es altamente improbable, las RMC
generalmente involucran una serie secuencial de subreacciones que, en la mayoria de los
casos, conducen a intermediarios que estan en equilibrio, y donde un paso final
irreversible determina el proceso global. La reaccidn de Ugi no es una excepcién, y
actualmente se propone un mecanismo donde la imina formada por la reaccién entre el
compuesto carbonilico y la amina es atacada nucleofilicamente por el isonitrilo, lo que da
lugar a un imidato intermediario? que finalmente sufre un reordenamiento de Mumm

(acilacién intramolecular) para formar el producto final.®
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Figura 3.2: Mecanismo propuesto para la reaccion de Ugi.
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Como se comentd anteriormente, esta reaccidn genera una a-aminoacil amida y puede
verse que, si se utiliza formaldehido como compuesto carbonilico e isocianoacetato de

etilo como isonitrilo, el producto final es una diglicina N-sustituida.

O

NH o o
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H™ "H diglicina sustituida

Esquema 3.1: Producto Ugi si se utiliza formaldehido como compuesto carbonilico e isocianoacetato de etilo

como isonitrilo.

Resulta entonces que, si se hidroliza el grupo éster terminal, se genera un nuevo acido
carboxilico que puede participar como componente en una nueva condensacion de Ugi,
permitiendo la elongacidén de la cadena de la oligoglicina. Es precisamente esta idea la que
se utilizé para construir los lipopeptoides en cuestion. Partiendo de un acido grasoy de una
variedad de aminas se formaron diversas diacilglicinas N-sustituidas, que luego de ser
hidrolizadas se sometieron a una segunda reaccion de Ugi, nuevamente con formaldehido
e isocianoacetato de etilo. Una vez mas, el empleo de distintas aminas en esta segunda

etapa llevo a la construccion de los compuestos finales.

o

J HCHO / R4NH, / NCCH,COOEt
{ \)?\ R=0Et
N R g
\/\/\/\/\/\/\/\g/ H/\[O]/ hidrélisis
R=H

J HCHO / R,;NH, / NCCH,COOEt

R=0OEt
\/\/\/\/\/\/\/\H/N\)]\N/\H/N\)LN/\H/R R=H
o) H o H o
R = NH,

Esquema 3.2: Ruta sintética aplicada previamente por el grupo de Ramirez.
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Los ésteres finales resultantes de la segunda reaccion de Ugi se hidrolizaron, o
alternativamente, se convirtieron en las correspondientes amidas. Se construyd asi una
coleccién de 37 compuestos miméticos de lipopéptidos con esqueleto de tetraglicina
acilada con un resto palmitoilo en el extremo N-terminal. La evaluaciéon de la actividad
biolégica mostré que algunos de ellos, por ejemplo, el compuesto mostrado en la Figura

3.3, son capaces de inhibir la proliferacion de Fusarium in vitro.

(0] o
N H/\g/N\)J\H/\I(])/NHZ

o

Figura 3.3: Ejemplo de compuesto capaz de inhibir la proliferacion de Fusarium in vitro sintetizado por el

grupo de Ramirez.

La reaccion de Ugi Split como variacion atractiva

El estudio del mecanismo de la reaccién de Ugi permitié el desarrollo de numerosas
adaptaciones,* incluyendo reemplazos de los componentes participantes, generando
derivados con estructuras sustancialmente distintas a las a-aminoacilamidas originales.*
7 Las modificaciones mas estudiadas son aquellas en las que el acido carboxilico es
reemplazado por otros componentes acidicos (por ejemplo, agua,® alcoholes,*"" 4cido

hidrazoico'>"®), o bien el bloque amina, ya que los demas componentes se adaptan menos

a cambios.

Como se ha discutido previamente, en la reaccién de Ugi clasica la amina primaria
desempefa un papel dual en el mecanismo de la reaccidon, experimentando tanto una
alquilacién como una acilacion, resultando en la pérdida de los dos atomos de hidrégeno
unidos al nitrégeno. Por el contrario, cuando una amina secundaria reacciona en una
reaccion de tipo Ugi, el atomo de nitrégeno de la amina no puede sufrir transacilaciéony la

reaccion no procede.
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Figura 3.4: Variaciones de la reaccion de Ugi con distintas aminas.

Sin embargo, si se utiliza una diamina simétrica como componente, y en condiciones
adecuadas, ocurre primero la alquilacion en uno de los nitrégenos (via la formacion de la
imina), mientras que el segundo atomo de nitrégeno se acila durante el reordenamiento de
Mumm. En este enfoque modificado de la reaccidon de Ugi, la diamina queda “intercalada”
dentro del esqueleto del producto final, y por esto la reaccion se denominé como Ugi

Split.™

Por lo tanto, esta adaptacion introduce al esqueleto una amina terciaria y carbonos sp?,

enriqueciendo significativamente la complejidad del aducto resultante.

La seleccidn de estas aminas como reactivo en la Ugi Split ofrece la posibilidad de generar
productos con propiedades y caracteristicas estructurales distintivas, ampliando asi las
aplicaciones y la diversidad de los productos obtenidos mediante esta estrategia

modificada.
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Aunque este enfoque estratégico resulta muy prometedor para explorar nuevas rutas
sintéticas y ampliar la diversidad de moléculas disponibles para evaluacion biolédgica, su
aplicacion ha sido hasta ahora escasamente estudiada. Por este motivo, en esta tesis se
empleadichareaccién paralaconstruccién de bibliotecas de pPNs, en el marco delinterés
de nuestro laboratorio por profundizar en el uso de distintas RMC en la sintesis de

moléculas complejas y biolégicamente relevantes.

En este sentido, como primera etapa exploratoria decidimos reversionar la estrategia
sintética antes mencionada, incorporando una reaccién de Ugi Split como segundo paso

de construccidén en la secuencia.

Diseno de la biblioteca a sintetizar

Seleccion de los bloques

La cuidadosa seleccidon de los componentes en la sintesis se basé en los principios de
construccién de los pPNs, es decir, se seleccionaron fragmentos presentes en PNs para
luego unirlos en combinaciones novedosas. Luego de analizar distintas posibilidades, se
optd por utilizar piperazina como diamina simétrica en este segundo paso. Esta eleccién
se basé en varios criterios: por un lado, este heterociclo se encuentra presente como un
fragmento relevante en numerosos PNs,’' un requerimiento importante a la hora de
disefar pPNs. Por otro lado, se sabe que los nitrogenos basicos presentes en muchos PNs
peptidicos generalmente confieren actividad bioldgica asociada con el estado protonado
resultante a pH fisioldgicos; sin embargo, en la mayoria de los casos estos atomos de N
son parte de cadenas laterales que decoran la columna vertebral peptidica."” Por el
contrario, en el compuesto disenado, el nitrdgeno se incorpora dentro de la columna

vertebral, una caracteristica improbable en péptidos naturales.

En el Esquema 3.3 se representa la estrategia sintética general planteada para la
construccién de la biblioteca de pPNs. El disefio, como se discutié previamente, se baso
en la aplicacién de tres reacciones secuenciales, todas ellas articuladas en torno a un
esqueleto comun al que se le asigné un cédigo con el fin de facilitar la lectura de la tesis.
En primer lugar, se llevd a cabo una reaccidon multicomponente de Ugi, cuyo producto
intermedio se denomind esqueleto general U. Posteriormente, este intermediario fue
sometido a una hidrélisis para generar el acido libre correspondiente, designado como
esqueleto general Uac. Finalmente, dicho acido se utiliz6 como sustrato en una reaccién
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multicomponente de Ugi Split, en la cual se incorpord piperazina como bloque clave,
dando lugar a la familia de compuestos sintetizados en este capitulo, que comparten el

esqueleto general PIP1.

0 0
H
0 CN/RSTI/OEt R1)J\ /\[(N‘RBJ\OEt
R “OH CH,0 o) o
U
HN/\
L_NH
i 4] CH,0
R»])J\ /\ﬂ/N\Rs)J\N/\ 0 CN/R4 2 (@) (6]

H
o) K/N Ry e Rj)L /\H/N\RSJ\OH
¢}
PIP1 Uac

Esquema 3.3: Ruta sintética genérica planteada para la obtencién de los productos de esqueleto general

PIP1.

Parala eleccion de las aminas que participan en la primera reaccion de Ugi, aligual que los
isonitrilos empleados en la reaccidn de Ugi Split, se llevd a cabo un proceso de seleccion
meticuloso, orientado a incorporar fragmentos especificos presentes en péptidos
naturales, aprovechando larica diversidad estructural de estos compuestos. Para orientar
esta seleccion, se explord la base de datos NORINE, que alberga informacion detallada

sobre estructuras de péptidos naturales.’®?°

Mediante busquedas en dicha base de datos, se identificaron subestructuras
representativas tanto de aminodacidos proteinogénicos como no proteinogénicos que
estan presentes en péptidos naturales (Figura 3.5) y que pudieran ser incorporados a partir

de bloques de construccién accesibles.

En cuanto a la eleccidn del isonitrilo que participa en la primera reaccion de Ugi —el cual,
como se discutid, debe poseer un carboxiéster terminal—, en este punto se planted
incrementar la diversidad estructural con respecto al trabajo que sirvié de inspiracion.
Ademas del uso de isocianoacetato de etilo, se decidié incorporar también como
alternativa el isocianocaproato de etilo, con el objetivo de conservar la estructura basica
general de poliamida caracteristica de los péptidos naturales, pero incorporando

fragmentos menos habituales.
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Finalmente, se eligieron cuatro acidos carboxilicos saturados e insaturados de distinta
longitud de cadena, para lograr asi una mayor variedad de cadenas lipofilicas que las

utilizadas en el trabajo previo.
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Figura 3.5: Blogues seleccionados.

Caracterizacion y analisis

Teniendo en mente los bloques de construccidn basicos anteriormente mencionados, se
procedié a generar una biblioteca combinatoria que abarcé a todos los compuestos

potencialmente sintetizables y que resulté tener un total de 1056 miembros.

Con el objetivo de analizar la diversidad estructural de esa biblioteca combinatoria, se
realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) empleando los mismos 22
descriptores moleculares utilizados en el Capitulo 2. Este analisis incluyd, ademas de los
compuestos de la biblioteca, el conjunto de productos naturales PN-T provenientes de la
base COCONUT, que permiten definir el espacio quimico de los productos naturales.
También se incorporaron los lipopeptoides sintéticos reportados por nuestro grupo en
2012 que, como yavimos, pueden ser considerados como ejemplos de pPNs. La Figura 3.6
muestra el pair plot correspondiente a las cinco primeras componentes principales. Se
observa que la biblioteca combinatoria de compuestos PIP1 ocupa una regién del espacio
quimico que se solapa parcialmente con la de los PNs, y que se extiende en un espacio
relativamente mas amplio que el ocupado por los compuestos que sirvieron como base

para su diseno.
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Figura 3.6: Pair plot: PN-T (verde), lipopeptoides sintetizados en 2012 por el grupo (rojo), biblioteca

combinatoria de compuestos potencialmente sintetizables PIP1 (azul).

En las proyecciones univariadas sobre cada componente principal (diagonales del grafico),
se observan diferencias claras en la distribucién de los tres grupos. Como vimos en el
capitulo anterior, los PNs exhiben densidades amplias en todas las componentes,
reflejando su alta diversidad. Nuevamente, los lipopeptoides sintéticos muestran
distribuciones mucho mas concentradas y simétricas, evidenciando una gran
homogeneidad en sus propiedades. Por otro lado, la biblioteca combinatoria, foco de este
capitulo, presenta distribuciones mas extendidas, lo que sugiere que logra explorar
mayores regiones del espacio quimico a pesar del patrén estructural comun a todos sus

miembros.

Aunque la diversidad relativa en cuanto a ocupacion del espacio quimico es evidente de

las proyecciones del PCA, esta extension se cuantificé para cada conjunto de compuestos
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mediante el calculo del volumen de un elipsoide robusto (MCD) en cinco dimensiones.
Este elipsoide corresponde a la forma geométrica que mejor resume la dispersion de los
datos en el espacio de las PCs, definiendo una regién central que encierra
aproximadamente el 99% de los compuestos. De esta manera, se obtiene una
comparaciéon del espacio efectivamente recorrido por cada familia. Los PNs de PN-T
presentaron un volumen de 4339.9 unidades arbitrarias, lo que refleja su elevada
diversidad estructural. La biblioteca combinatoria ocupd6 un volumen considerablemente
menor, de 23.9 unidades, mientras que los lipopeptoides sintéticos quedaron restringidos
a un volumen de apenas 2.64 unidades. Pero estas comparaciones no consideran el
numero de compuestos en cada grupo, por lo que se calculé también el cociente entre el
numero de compuestos y el volumen ocupado, es decir, la densidad de moléculas en el
espacio PCA. Este valor fue de 41.6 para los PNs (180 399 compuestos / 4339.9), 44.2 para
la biblioteca combinatoria (1056 / 23.9) y 14.0 para los lipopeptoides (37 / 2.64). Estos
resultados indican que, aunque la biblioteca basada en piperazinas explora un espacio
mucho mas reducido que el conjunto de PNs, lo hace con una densidad muy similar, lo

cual sugiere que logra una cobertura eficiente del espacio accesible.

En cuanto a la posicidn relativa en el espacio quimico, el analisis PCA permite ver que los
lipopeptoides originales y los compuestos de la biblioteca combinatoria disefiada en este
trabajo parecen ocupar regiones parcialmente separadas, sin un solapamiento completo.
Para evaluar si estas diferencias son estadisticamente relevantes, se realizé un analisis
discriminante lineal (LDA) utilizando los mismos 22 descriptores moleculares. La
proyeccidén sobre la primera direccién discriminante (LD1) mostré una separacion clara
entre ambos grupos (Figura 3.7), lo que confirma que presentan perfiles estructurales

sistematicamente distintos.
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Figura 3.7: Proyeccién sobre la primera direccion discriminante (LD1) de los lipopeptoides sintéticos

originales (rojo) y de la biblioteca combinatoria propuesta PIP1 (azul).
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Al observar cuales son los descriptores que mas contribuyen a distinguir ambas familias,
se encontrd que los compuestos de la biblioteca combinatoria disefiados en este trabajo
contienen mayor proporcion de fragmentos ciclicos, pero fundamentalmente mayor
solubilidad, polaridad y nitrégenos basicos, posiblemente a raiz de la incorporacion del
anillo de piperazina. Por otro lado, los lipopeptoides originales presentan mas caracter

aromatico.

Sin embargo, cuando se comparan ambas familias en cuanto a la presencia de
arquitecturas moleculares tipicas de productos naturales, tal como refleja el NP-likeness
score de Ertl, no se observan diferencias marcadas entre los lipopeptoides originales y la
nueva biblioteca combinatoria. Ambas distribuciones presentan valores centrados cerca
de ceroy un solapamiento importante, lo que indica que comparten una proporcioén similar
de subestructuras asociadas a compuestos naturales. Si bien esto puede interpretarse
como una limitacién en su “naturalidad” segun este descriptor, también respalda su
clasificacion como pPNs: estructuras disefnadas racionalmente que incorporan elementos
del espacio natural sin replicarlo por completo. En este punto podria decirse que la
estrategia de disefio empleada en este trabajo lograria en principio explorar regiones del
espacio quimico distintas a las de las moléculas originales, incluso si el NP-likeness no

logra capturar completamente esa cualidad.
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Figura 3.8: Distribucion de NP-likeness por grupo: PN-T (verde), lipopeptoides sintetizados por el grupo (rojo),

biblioteca combinatoria de compuestos potencialmente sintetizables PIP1 (azul).

Seleccion de los compuestos a sintetizar

La sintesis de los 1056 compuestos que conforman la biblioteca virtual resulta
impracticable desde el punto de vista experimental. Frente a esta limitacion, se vuelve
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necesario seleccionar una fraccidon reducida que sea representativa del conjunto. Esta
estrategia se justifica por la observacién previa de que la biblioteca, aunque diversa, se
encuentra distribuida de manera relativamente compacta en el espacio definido por los
descriptores moleculares. Esa compacidad sugiere cierto grado de redundancia
estructural, lo que abre la posibilidad de capturar la variabilidad relevante mediante un
numero acotado de compuestos. El desafio, entonces, consiste enidentificar una muestra
que conserve la heterogeneidad fisicoquimica del conjunto original, maximizando asi el
valor exploratorio de los compuestos seleccionados. Para ello, se recurridé a herramientas
computacionales que permiten evaluar la distribucién y representatividad de

subconjuntos en funcidn de sus propiedades moleculares.

Con el objetivo de estimar el tamafno minimo de muestra necesario para preservar la
diversidad estructural de la biblioteca virtual combinatoria, se implementd una estrategia
basada en la comparaciéon de matrices de covarianza. La premisa subyacente es que una
muestra representativa debe reflejar no solo la media de las propiedades moleculares,

sino también su variabilidad conjunta.

Para implementar este enfoque, se llevé a cabo un andlisis de componentes principales
(PCA) empleando los mismos 22 descriptores moleculares utilizados en el Capitulo 2. En
este caso, el andlisis se restringié exclusivamente al conjunto de compuestos generados
mediante la combinatoria de los bloques de construccion, con el objetivo de evaluar la
variabilidad intrinseca de dicha coleccion. La reduccion de dimensionalidad obtenida
mediante el PCA posibilité representar los 1056 compuestos en un espacio tridimensional
que retiene aproximadamente el 75 % de lavarianza total (Figura 3.9a). Esta representacion
compacta no solo facilita la visualizacién y la interpretacion de las relaciones entre
compuestos, sino que también constituye una base sélida para el analisis estadistico

posterior, permitiendo trabajar en un espacio reducido, pero altamente informativo.

Posteriormente se calcularon las matrices de covarianza de las coordenadas PCA de la
biblioteca completa y de multiples muestras aleatorias de tamanos crecientes (entre 5y
150 compuestos, en incrementos de 5). Para cada tamano muestral se generaron 5000
muestras aleatorias independientes, y para cada una se aplicd la prueba multivariada de
Box M, que permite evaluar si dos matrices de covarianza pueden considerarse
estadisticamente equivalentes. Este test contrasta la hipdtesis nula de igualdad de
covarianzas, y un valor de p <0.05 indica que la muestra difiere significativamente de la

biblioteca completa en su estructura de covarianza.
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Se registro, para cada tamafo de muestra, la proporcion de casos de entre esos 5000 en
los que se rechazé dicha hipdtesis nula. Como se muestra en la Figura 3.9c, esta
proporcion disminuye a medida que aumenta el tamafo muestral, reflejando una mayor
capacidad de las muestras grandes para capturar la diversidad de la biblioteca. Seglin este
analisis, se considerd que una muestra era representativa cuando la tasa de rechazo de la
hipdtesis nula era inferior al 5%, criterio que se cumplié cuando la muestra contenia al

menos 20 compuestos.

Lo

N=5 N=10 N=15 N=20 .. N=150

|
5000 muestras aleatorias

l

(@)

Rejection Rate (%)
2]
1

Covariance Homogeneity

1
0 50 100 150
Sample size

Figura 3.9: Representacion de la prueba estadistica multivariada de Box M.
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Ahora surge el problema concreto de la seleccion de esos 20 compuestos a sintetizar: en
lugar de seleccionarlos al azar dentro de la biblioteca virtual, se opté por utilizar el
algoritmo min/max (también conocido como farthest point sampling). El procedimiento
comienza con un compuesto inicial elegido al azary, en cada paso siguiente, incorpora el
compuesto que se encuentra a la mayor distancia minima respecto del conjunto ya
seleccionado, en el espacio de descriptores reducido por PCA. Es decir, el segundo
compuesto seleccionado es aquel que maximiza la distancia con respecto al primero,
mientras que el tercer compuesto es el que maximiza la distancia con respecto a los
primeros dos compuestos, y asi sucesivamente. De este modo, cada nuevo elemento se
escoge por ser el mas “lejano” a los anteriores, lo que garantiza que los veinte compuestos
finales queden lo mas dispersos posible dentro del espacio quimico de referencia. Este
enfoque permite construir una muestra pequefia que preserva de manera razonable la
diversidad estructural de la biblioteca completa de 1056 miembros, evitando la

redundancia que pueda surgir al realizar selecciones puramente aleatorias.

Por razones practicas vinculadas a la estrategia sintética, tras la selecciéninicial mediante
el algoritmo min/max se introdujo un ajuste adicional. En los casos en que el conjunto
incluia compuestos que presentaban un acido carboxilico libre o una amida terminal,
bloques incorporados a partir de los isonitrilos utilizados en la reaccién Ugi Split, se decidio
incluir en la coleccion al precursor correspondiente con grupo éster, para reducir asi el
esfuerzo sintético. Sin embargo, para que esta decisiéon no tuviera impacto sobre la
diversidad de la muestra final, cadaincorporacion del correspondiente éster se acompano
de la eliminacién de un compuesto del set original que presentara redundancia en alguno
de los otros fragmentos (por ejemplo, el acido carboxilico o la amina de la primera reaccion
de Ugi). En cada caso se verificé que métricas de dispersidon en el espacio PCA, como la
distancia media entre compuestos y el volumen del elipsoide robusto (99%), no se
redujeran de forma significativa, asegurando que el ajuste sintético no comprometiera la

representatividad quimica del subconjunto final.

A modo ilustrativo, la Figura 3.10 muestra la proyeccién de la biblioteca combinatoria
completa (gris) en el espacio definido por las dos primeras componentes principales del
PCA, destacando en rojo los veinte compuestos finalmente seleccionados tras el proceso
de muestreo y ajuste. Puede observarse que los compuestos elegidos se distribuyen de
manera amplia dentro de la nube de la biblioteca, evitando concentrarse en una sola region

y reflejando asi la preservacion de la diversidad global
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Figura 3.10: Proyeccion bidimensional del PCA de la biblioteca combinatoria (gris) con los veinte compuestos

seleccionados (rojo).

Sintesis

Preparacion de bloques de construccion

Una vez definidos los compuestos a sintetizar, resultdé necesario preparar aquellos
bloques que no estaban disponibles comercialmente. Con el fin de facilitar la lectura de la
presente tesis, dichos bloques fueron codificados como AM (aminas) e IS (isonitrilos),
abarcando tanto a los intermediarios como a los productos finales de cada bloque, junto

con los esqueletos generales Uy Uac, presentados en el Esquema 3.3.

Preparacion de aminas (AM)

Si bien todas las aminas seleccionadas eran comerciales, el uso de la etilendiamina en la
primera reaccién de Ugi implicaba la proteccion de uno de sus grupos amino, para evitar
asi que procediera una reaccién de Ugi Split, que quedaba exclusivamente reservada para

el segundo paso.
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A pesar de que en la bibliografia se han propuesto diversas estrategias para la proteccion
del grupo amino en reacciones tipo Ugi, resulta fundamental considerar las condiciones
requeridas para su posterior eliminacion. En particular, estas condiciones deben ser
ortogonales respecto de aquellas empleadas en la etapa de hidrélisis que sigue a la Ugi,
necesaria para desproteger el grupo carboxilo aportado por el isonitrilo (ver Esquema 3.3),
y que constituye el paso clave que permite la posterior elongacién de la poliamida. Para
abordar este tema, se eligieron los protectores mostrados en el Esquema 3.4, y se

realizaron ensayos bajo condiciones variadas, cuyos resultados se detallan en la Tabla 3.1.

H
A~ NH2 P N
HaN HoNT "GP

§\[r0\/© §joroj<

Grupo (o]
Protector (GP) = Carbobenciloxi (CBZ) t-butiloxicarbonilo (Boc)

Esquema 3.4: Monoproteccion de etilendiamina.

Entrada Grupo protector Solvente Equivalentes GP Temperatura Rendimiento
1 Carbobenciloxi (Cbz) CH.Cl, 1,5 25°C 68 %
2 Carbobenciloxi (Cbz) Tolueno 1,5 50°C 59 %
3 t-butiloxicarbonilo (Boc) EtOH 2,2 50°C 86 %
4 t-butiloxicarbonilo (Boc) CH.Cl, 2,2 25°C 99 %

Tabla 3.1: Condiciones probadas para proteccion de EDA.

La evaluacion de los resultados obtenidos permitié concluir que las mejores condiciones,
tanto en términos de rendimiento como de simplicidad técnica, correspondian a las
especificadas en la entrada 4 de la Tabla 3.1 para la obtencién de la etilendiamina

monoprotegida, compuesto denominado AM-1.

Preparacion de isonitrilos (IS)

La segunda fase en la preparacion de los bloques esenciales implicé la sintesis de
isonitrilos. A lo largo de los afos, se han desarrollado numerosos métodos para la
obtencién deisonitrilos. La sintesis pionera de estos compuestos se atribuye a Lieke quien,
en 1859,%' llevd a cabo una sustitucion nucleofilica utilizando un ioduro de alquiloy cianuro
de plata, estableciendo asi el denominado método Gautier. En 1868 Hofmann presentd

otro método relevante al emplear aminas primarias y cloroformo en presencia de alcalis,
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estableciendo la conocida sintesis de carbilamina de Hofmann.? Este método,
popularmente denominado el método Hofmann, ha perdurado en la historia de la quimica
como una ruta destacada para la generacion de isonitrilos y, ademas, ha sido empleado
como una prueba de la presencia de aminas primarias, debido al caracteristico olor de los

isonitrilos formados (Figura 3.11).

KCN Base

AGCN  + I —— N NHz  +  CHCl,

R/

Método de Gautier Método de Hofmann

Figura 3.11: Primeras técnicas para sintesis de isonitrilos.

Ambos métodos histdricos para la sintesis de isonitrilos sentaron las bases para el estudio
de las aplicaciones de estos interesantes compuestos. La sintesis de isonitrilos
experimentd un desarrollo lento hasta principios del siglo XX, en parte atribuido al olor
desagradable y distintivo de estos compuestos, lo que los hacia poco atractivos para la
investigacion. No obstante, el interés en los isonitrilos resurgié con la aparicion de las

primeras RMC, impulsando la mejora continua de las metodologias para su preparacion.

En la actualidad, el método mas general para la sintesis de isonitrilos implica la
deshidratacién de formamidas utilizando oxicloruro de fésforo? o trifosgeno.® Por ende, se
opto por la sintesis de isonitrilos mediante esta metodologia, considerada ventajosa en
términos de rendimiento y costos. En este punto se debid sintetizar primero estas

formamidas a partir de las aminas primarias correspondientes, como se muestra en el

Esquema 3.5.
HCOOH
0 0 H POCI,
NH )'\OJ'\ _N_ _H TEA NG
- 2 ——— > R [ -
R THE CHCl, R
(67 - 92%) 0 (42 - 93%)

Esquema 3.5: Ruta sintética genérica para la obtencidn de isonitrilos.

De entre las numerosas técnicas descritas para la formilacién de aminas primarias?®, se
selecciondé un método que utiliza acido férmico y anhidrido acético en tetrahidrofurano
(THF), debido a su eficacia y a la simplicidad operativa que presenta, obteniendo

excelentes rendimientos (Figura 3.12).
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Figura 3.12: Rendimientos de formilacion.

Es importante remarcar que para los casos de las formamidas IS-3 — IS-8 fue necesario
realizar transformaciones previas a la formilaciéon. Considerando que se partié de los
acidos libres, para los casos de IS-3 - IS-7 fue indispensable protegerlos mediante el
tratamiento de estos con SOClL, en metanol, obteniendo los metil ésteres

correspondientes con rendimientos cuantitativos.

Existieron dos casos para los cuales fue necesario realizar modificaciones a la ruta
sintética genérica planteada. Puntualmente, para el caso de la obtencién de la formamida
IS-3, se partio de acido p-nitro cindmico, cuyo grupo nitro se redujo?® para generar la amina

precursora I1S-11 (Esquema 3.6).

o 0 0
SOCl, Fe, NH,CI
MeOH MeOH
OoN (100%)  OaN I1S-10 Mo HaN IS-11
acido p-NO, (97 %)

cinamico

Esquema 3.6: Ruta sintética para la obtencién de IS-11.

La segunda excepcion fue la sintesis de la formamida 1S-8. Dado que en el laboratorio
contabamos con caprolactama como material de partida, se realizé primero la apertura de

la misma en condiciones suaves generando in situ el aminoacido libre, que se esterifico
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durante el proceso con rendimientos moderados® para dar la amina 1S-12 que luego seria

formilada para dar I1S-8 (Esquema 3.7).

2 i) NaOH, EtOH o
NH HoN \/\/\)]\ N
i) SOCl,, EtOH O
(55%) IS-12

caprolactama

Esquema 3.7: Ruta sintética para la obtencién de IS-12.

En el contexto de las reacciones de formilacidon, se puede observar la eficacia de la
transformacién quimica mediante resonancia magnética nuclear (RMN). Un fendmeno
distintivo que evidencia esta alteracidn es la presencia de dos rotameros caracteristicos
en los productos, los cuales se deben a las configuraciones E (trans) y Z (cis) de la
formamida (Figura 3.13). Estas configuraciones suelen estar presentes en proporciones
comparables. La existencia de una barrera rotacional significativa alrededor de la unién N-
C(0), derivada del caracter de doble enlace, es fundamental en este fendmeno. Esta
barrera, a su vez, conlleva a una rotacién generalmente lenta en la escala temporal de la
RMN atemperatura ambiente. Esta lentitud en la rotacion permite la distincién clara de los

rotdmeros Zy E en los espectros de RMN.?

ca. 1.5 Hz
'ﬂq H ca. 11.0 Hz
N

H

R

+Z-T

T
O
| —
i_)rH

V4 E

Figura 3.13: Equilibrio conformacional en formamidas con constante de acoplamiento J para cada rotamero,

con estructuras de resonancia principales.

Por este motivo, es comun observar que todas las sefiales, tanto en el espectro de RMN 'H

como en el de "*C, se encuentran duplicadas. Un aspecto destacado de esta duplicacion
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radica en la notoria diferencia entre las senales de los hidrégenos CHO de uno y otro
conféormero. Estas sefales, ademas de manifestarse en distintos desplazamientos
quimicos, tipicamente en la regién de 8-9 ppm, exhiben constantes de acoplamiento
claramente diferenciables. Especificamente, el acoplamiento Juu CHO-NH es
aproximadamente de 11,0 Hz para el isémero E, mientras que para el Z es de alrededor de

1,5 Hz.

Este fendmeno se evidencié de manera significativa en todos los espectros obtenidos a
partir de las reacciones de formilacion de las aminas, como se ejemplifica con el caso de

la formamida 8 (Figura 3.14).

2
a ¥ 5
Y
Tl \[( X (@)
~ 0 3 1S-8
(E)

11 ‘3 4 5
| |

“ | l w ‘l,‘” j

I
SN S0\, J "'L L

2 8.1 8.0‘ 33 32 164 160 .6 60.4

J\L Q_h | I } \ |

80 75 70 65 60 55 S50 45 40 35 30 25 20 15 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 3.14: Espectro de RMN "H (izquierda) y RMN "3C (derecha) de 1S-8.

Se observd duplicidad de senales, como se ejemplifica en las regiones ampliadas, que

indica el equilibrio conformacional mencionado.

Posteriormente, las formamidas obtenidas fueron transformadas en los isonitrilos
correspondientes mediante deshidratacién con oxicloruro de fésforo.?®2° La aplicacion de
esta metodologia sencilla implica la adicién gradual del reactivo deshidratante a una
solucion fria de formamida en diclorometano anhidro con trietilamina, ya que la reaccién
es fuertemente exotérmica. Este enfoque permitié alcanzar conversiones completas en un
lapso de hasta 2 h, logrando rendimientos de hasta 93%, como se muestra en la Figura

3.15.
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Figura 3.15: Rendimientos de deshidratacién.

Cabe destacar que no fue posible obtener el isonitrilo correspondiente a partir de la
formamida 1S-9 mediante esta via, posiblemente debido a las condiciones fuertes de
deshidratacién, sumadas a la inestabilidad del heterociclo en medio acido. En este punto
se planted generar el isonitrilo in situ en condiciones mas suaves con trifosgeno sin

necesidad de aislarlo, como se detallarda mas adelante.

La identificacidon y caracterizacién de los isonitrilos sintetizados se realiz6 mediante
espectroscopia de RMN. La evidencia de la deshidratacién por RMN esta dada
fundamentalmente por la simplificacién de los espectros, ya que no existe un equilibrio
conformacional como el mencionado previamente. Una particularidad del grupo isonitrilo
es el comportamiento en RMN ™C, puesto que los C unidos al atomo de nitrégeno se

presentan como tripletes debido al acoplamiento con "N, un nicleo con espin 1.

En la Figura 3.16 se presentan los espectros de RMN 'H y *C del isonitrilo 1S-20, que
permite analizar la naturaleza del compuesto obtenido. En el espectro RMN 'H puede

notarse la ausencia de las sefiales provenientes de los H de la amida, tanto CHO como NH.

En el caso del espectro de "*C de IS-20 se observan los acoplamientos entre el nitrégenoy
los C vecinos, con constantes Jon de 5,74 Hz para el C terminaly 6,22 Hz para el C alifatico,

consistentes con los encontrados en otros isonitrilos.%°

83



J(N -13C) =574 Hz

S+
2 -~ \N\//\/\/lko/\
U\ 1S-20

JN-13C)=6,22 Hz

I

A\ ot N

156.0 41.5

} | | |

5 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 130 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 S0 40 30 20 1

Figura 3.16: Espectro de RMN "H (izquierda) y RMN "3C (derecha) de I1S-20.

Preparacion de acidos carboxilicos (Uac)

Con la etilendiamina monoprotegiday los isonitrilos ya sintetizados, se encard entonces la
primera reaccion de Ugi para la obtencién de los productos con esqueleto general U

(primer paso del Esquema 3.3).

En cuanto a la metodologia de sintesis, se consideraron las condiciones éptimas para la
obtencidn del aducto Ugi.*' Las reacciones se llevaron a cabo en etanol, aprovechando su
capacidad de actuar como un solvente polar que facilita la solubilizaciéon de todos los
reactivos. Ademas, los productos generados tipicamente presentan baja solubilidad en
etanol, lo que contribuye a obtener rendimientos superiores y facilita los procesos de
aislamiento. En relacién con el orden de adicidn de reactivos, se inicidé la reaccion
mezclando la amina con el formaldehido para formar la imina, y después de 30 minutos se
incorporaron a la mezcla de reaccién el isonitrilo y el acido carboxilico. Se trabajé a
temperatura ambiente y en una concentraciéon elevada de reactivos (1 M), ya que se ha
informado que estas condiciones favorecen la reaccién de Ugi.* Una vez que la reaccion
alcanzé la completitud, generalmente en un lapso de 4-5 dias, se llevd a cabo el
aislamiento del producto mediante la evaporacién del etanol, seguido de la purificacién

subsiguiente mediante cromatografia en columna.
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Esquema 3.8: Reaccion multicomponente de Ugi.

Para cada una de estas reacciones, que se pueden resumir en el Esquema 3.8, se
combinaron los bloques necesarios para generar los precursores de esqueleto general U
(Figura 3.5) que conducirian a los productos finales seleccionados a partir de la biblioteca
combinatoria. Los rendimientos de las reacciones fueron muy buenos considerando que

en estareaccién se combinan cuatro componentesy se generan 3 enlaces en un solo paso.

(o} O

0 \/\/\)J\

0,
o (67 %) (73 % )

N/\H/N\)J\O/\ N\)J\O/\
o (65 %) % (67 %)

N/\[r \/\/\)J\ N\)LO/\
\f (71% (82 %)
«

o " (o}
N/\“/N\)J\O/\
(0]

HN.__O u-7
YU (64%)

K

Figura 3.17: Estructuras de los productos Ugi U con sus rendimientos.
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La caracterizacion de estos intermediarios se realiz6 mediante espectroscopia de RMN
encontrandose las sefales esperadas para estas estructuras, aunque se encontré que
estos eran mas complejos de lo esperado. Por ejemplo, en el espectro RMN 'H de U-4 se
observaron tres regiones diferentes mostradas en la Figura 3.18 con sus respectivas
ampliaciones: la zona de 0,5 - 2,5 ppm (campo alto), la zona de 2,7 — 4,5 ppm (campo

intermedio) y la zona de 6,8 — 8,5 ppm (campo bajo).

— CH,
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alifatica

@ \ ’
~J 35 225 215 20 | ”h
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Figura 3.18: Espectro de RMN "H de U-4.

Inicialmente, en la regién de campo alto, Unicamente se identificaron las sehales
atribuibles a la cadena alifatica proveniente del acido carboxilico. Se destacaron como
sefnales diagndsticas los metilenos cercanos al carbonilo (a y b), asi como también el
metilo terminal (c), resaltando su importancia en la interpretaciéon del espectro. Por otro
lado, en la ampliacidon a campos mas bajos las sefales tipicas que se distinguen son los
metilenos procedentes de la amina (g y h), del formaldehido (e) y los metilenos
incorporados por el isonitrilo (d y f). Por ultimo, el analisis de la zona de H aromaticos del
espectro de RMN "H permitié identificar netamente los protones delindol introducido en la
estructura (i, j, k, |, my o), con sefales claras y bien resueltas, como asitambién elH de la

amida NH (n).
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Es importante destacar que se tratd de muestras con espectros complejos, que
presentaban sefiales duplicadas, oincluso aveces triplicadas (como en el caso de la sefial
a), en una proporcién de 3:1 aproximadamente, respectivamente. Este efecto parece
acentuarse en los H cercanos al enlace amida (a, b, e, fy g), aunque también se observa

en algunas senales aromaticas (j y k).

Asimismo, en el espectro heteronuclear bidimensional HSQC (Figura 3.19) se evidencian

mas claramente las sefales duplicadas, tanto en la proyeccién del espectro de 'H como

enelde '3C.
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Figura 3.19: Espectro de RMN HSQC de U-4.

Este fendmeno fue observado en diversos grados en todos los compuestos sintetizados,
planteando asi un desafio considerable en la asignacidon completa e inequivoca de cada
molécula. Dado que los productos resultantes de la reaccién de Ugi carecen de C
asimeétricos, se excluyd la posibilidad de que este comportamiento en la RMN se debiera a
la presencia de estereoisémeros. En cambio, se consideré como hipdtesis plausible que
las conformaciones E y Z de la amida N,N-disustituida podrian ser la fuente de dicho
comportamiento (Figura 3.20). Esta consideracién ofrece una perspectiva interesante para
entender la complejidad estructural y conformacional de los productos resultantes de las

reacciones de Ugi, y destaca la necesidad de una evaluacién detallada y cuidadosa de la
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informaciéon espectral para lograr una asignacion adecuada en estos sistemas

moleculares.

Dado que la barrera energética de rotacion en el enlace C-N es relativamente elevada,
entre 15y 20 kcal/mol, la rotacidon se encuentra restringida, lo que plantea la posibilidad
de la existencia de dos isomeros geométricos, E y Z. A diferencia de las amidas N-
sustituidas, donde larepulsién entre el sustituyente del nitrégenoy el oxigeno del carbonilo
favorece la conformacion E, en los productos sintetizados, donde uno de los nitrégenos
posee dos sustituyentes, ambas conformaciones pueden coexistir en proporciones

similares.

Figura 3.20: La rotacion del enlace C-N de una amida da lugar a conférmeros.

En resumen, este fendmeno se explica mediante la presencia de conférmeros de la
molécula en solucién.®? Ademads, aparentemente la barrera energética de interconversion
entre conférmeros es lo suficientemente alta como para que cada uno de ellos, a pesar del

fendmeno de intercambio quimico, pueda ser detectado en el espectro.

Dicha hipdtesis se confirmé realizando espectros NOESY. En la Figura 3.21 se muestrauna
ampliacion de aquel espectro bidimensional, donde pueden encontrarse las correlaciones
asociadas a los nOe de los H cercanos espacialmente. Asi se encontraron correlaciones

entre los H que complementany confirman la caracterizacién estructural.
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Figura 3.21: Espectro de RMN NOESY de U-4. Rojo: intercambio quimico (EXSY); azul: efecto Overhauser
nuclear (NOE)

No obstante, lo interesante radica en que, mediante la misma secuencia de experimentos
NOESY, donde la transferencia de polarizacidon se relaciona con la distancia entre los
nucleos sometidos a relajacién cruzada, es factible detectar intercambio quimico. Esto se
debe a que, si un ndcleo oscila entre dos entornos quimicos diferentes con una frecuencia
comparable a la frecuencia con la que resuena durante el experimento, pueden surgir
sefiales de correlacion asociadas a estos distintos entornos.* En otras palabras, es viable
identificar correlaciones entre un mismo nucleo en distintos conférmeros, como se
muestra en la Figura 3.21, lo que respalda experimentalmente la hipdtesis de que la

multiplicidad de sefales se origina segun lo propuesto.

Los resultados obtenidos de la primera serie de compuestos obtenidos a partir de la
reaccion multicomponente de Ugi demostraron ser favorables, pudiéndose aislar el
aducto de interés como el producto principal en la mezcla de reaccidn. Sin embargo, en
algunos casos, la progresidon de la reaccién no fue tan clara como se anticipaba,
evidenciandose en su lugar la formacion de productos secundarios. Dada la complejidad
inherente a este tipo de reacciones, en las cuales los componentes iniciales estan
involucrados en multiples equilibrios, es razonable esperar que el resultado global de
estas transformaciones quimicas conduzca a la formacién de productos alternativos. En
esta investigacion, en ocasiones especificas, se observo laformacién de productos en una
proporcién lo suficientemente significativa como para permitir su aislamiento a partir del

medio de reaccién y su analisis estructural. Por ejemplo, durante el proceso de
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purificacion de U-3, se identifico y caracterizé un producto secundario (U-3’), cuya

estructura se muestra en la Figura 3.22.

/\/\/\/\/\/\/\)C)J\O/\[rﬂ\io/\

u-3'

Figura 3.22: Estructura del producto Passerini U-3’.

Elespectro de RMN 'H de U-3’ es notablemente similar al de otros productos obtenidos de
esta familia. La principal distincion radica en la ausencia del residuo de amina en esta
molécula, ya que no se incorporé en su estructura. Los espectros de RMN 'H y "°C se
presentan en la Figura 3.23, destacando algunas sefales importantes para su

identificacidony caracterizacion.
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Figura 3.23: Espectro de '"Hy '°C de U-3°.

Es evidente que este producto se formo a través de la otra RMC de la que pueden participar
los isonitrilos: la reaccidon de Passerini. En el contexto de la reaccion de Passerini, se
combina un isonitrilo, un acido carboxilico y un aldehido o cetona, dando como resultado
una a-acilcarboxamida. A pesar de que se han propuesto varios mecanismos para esta
reaccion, los mas ampliamente aceptados implican la formacion de un imidato, seguido
por la transformacién subsiguiente en el producto final mediante la transferencia de un

grupo acilo en acilimidatos (reordenamiento de Mumm)® (Figura 3.24).
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Figura 3.24: Mecanismo en etapas propuesto para la reaccion de Passerini.

La reaccion de Passerini se presenta como una competencia directa a la reaccién de Ugi.
En situaciones en las que la amina carece de la suficiente nucleofilia para formar la imina
con el compuesto carbonilico, como ocurre en el primer paso de la reaccion de Ugi, el
isonitrilo reaccionara con este ultimo, conduciendo finalmente a la formacion del producto
Passerini. La imposibilidad de obtener el producto deseado al emplear aminas con baja
nucleofilia constituye una limitacién sustancial de la U-4CR, la cual ya fue identificada 'y
comunicada por el propio Ugi en un estudio sobre la reactividad de B-aminoacrilatos en

1964.%

Este fendmeno subraya la importancia de considerar la naturaleza de la amina en la
reaccion multicomponente y del solvente empleado, ya que su capacidad para formar la
imina con el compuesto carbonilico dicta el curso de la reaccion, influyendo directamente
en la obtencidn de los productos deseados. Afortunadamente en nuestro caso, todas las
aminas fueron suficientemente reactivas como para conducir a los productos Ugi, a pesar
de que fueron seleccionadas a partir de consideraciones vinculadas a su relevancia

biolégicay no a su naturaleza quimica.

Continuando con la sintesis, se prosiguié con la hidroélisis de los productos Ugi U para

obtener los acidos Uac buscados segun el Esquema 3.9.
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Esquema 3.9: Reaccidn de hidrdlisis para obtener los acidos precursores.

El procedimiento de hidrélisis empleado consistié en la preparacién de una soluciéon de
éster en metanol, seguido de la adicion de K,CO; a temperatura ambiente. El progreso de
la reaccion fue monitoreado mediante cromatografia en capa fina (TLC). Al finalizar, la
solucion fue acidificada con una soluciéon de HCl al 5 % hasta que el pH alcanzé 2, lo que
resultod en la precipitacion del correspondiente acido con rendimientos cuantitativos y alta

pureza, eliminando la necesidad de procedimientos adicionales.

Sintesis de los productos Ugi Split (PIP1)

Para finalizar con la ruta sintética propuesta originalmente se llevé a cabo la reaccion

multicomponente de Ugi Split sobre los acidos obtenidos previamente (Esquema 3.10).

0 0
RN Rs oH MeOH H
e} © Rq)J\ /\n/N\Rs)J\N/\ 0
Uac 5 dias, t.a. (6] K/N N,F{4
R4
HNT N PIP1 "

K/NH CH;0

Esquema 3.10: Reaccion multicomponente de Ugi Split.

Como se menciond previamente, la implementacion de esta variacion de la clasica
reaccion multicomponente de Ugi resulta interesante, ya que introduce al esqueleto
molecular una amina terciaria, enriqueciendo la complejidad del aducto. En
consecuencia, se empled esta variante sintética para la sintesis de pPNs con caracter
catidnico, utilizando la piperazina como elemento clave. Esta estrategia permitio obtener

rendimientos que oscilaron entre moderados y buenos (Figura 3.25).
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Figura 3.25: Rendimientos de la reaccion de Ugi Split.

La unica excepcidén destacable es la relacionada con la sintesis del compuesto PIP1-3.
Como se menciond anteriormente, no fue posible obtener el isonitrilo requerido para la
segunda condensaciéon a partir de su formamida 1S-9. Se intentéd entonces una
metodologia que implicé la formacion in situ del mismo, usando trifosgeno como

deshidratante segun se muestra en el Esquema 3.11.

H
N o i
/\/\)I\N/\(I)]/ \/\/\)]\OH R /\/\)J\N/\"/H\/\/\)LN/\ (0] N-O,
Uac-1 Hj\NM trifosgeno 0 PIP1-3 K/N\)LHM
H
o~ .
CHO o HN 1S9 o”

Esquema 3.11: Sintesis de PIP1-3 empleando trifosgeno como reactivo para generar el isonitrilo in situ.

Como siempre, la caracterizacion inicial se realizé a través de la espectroscopia de RMN.

A modo de ejemplo, se muestra en las Figura 3.26 y Figura 3.27 diferentes ampliaciones del

espectro de RMN 'H del producto PIP1-6.
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Figura 3.26: Ampliacién del espectro de RMN "H en la zona de campo bajo de PIP1-6.

Se evidencian las sefales aromaticas correspondientes al sistema para- sustituido del
anillo proveniente del isonitrilo, que aparecen como dos dobletes con J=8,50 Hz (b y ¢),
asi como también los dos dobletes que provienen de la p-metoxibencilamina con
acoplamientos con valores de J= 8,61 Hz (d y f). En la zona de campo bajo, ademas de los
sistemas aromaticos, pueden observarse las diferentes sefales de Hde amidas NH, ya sea

un singulete para la sefial a, o un triplete (J = 4,26 Hz) para e.
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Figura 3.27: Ampliacién del espectro de RMN 'H en la zona de campo alto de PIP1-6.

En la zona de campo alto, ademas de las sefiales caracteristicas del bloque proveniente
del acido graso (q, ry s), pueden verse claramente las sefales de singuletes de todos los
CH.cercanos a grupos desprotectores (g, h, i, my 0), salvo la sehal hque se presentacomo
un doblete de J = 4,18 Hz, ya que acopla con el H de la amida e. En aquella ampliacidn
también se observan singuletes de los metilos unidos a oxigeno (jy l) y tres sefiales anchas
del bloque proveniente de la piperazina (k, ny p), las dos primeras que integran para dos
H, mientras que la ultima integra para cuatro. También resulta importante destacar que las
sefales a, d, f, g, iy g se encuentran duplicadas, dado que PIP1-6 presenta conférmeros

en solucion.

Para la caracterizacion completa de todos los productos Ugi Split también se llevo a cabo
la asignacion de los espectros de '*C, como se ejemplifica para el caso de PIP1-6 (Figura
3.28). En el mismo se observaron tres regiones muy marcadas: la zona de carbonilos
(donde pueden verse claramente 5 sefales), una zona de C aromaticos y una de C
alifaticos. Se puede remarcar que de la zona de C aromaticos se diferencian dos C mas
desprotegidos (t y u), que son aquellos unidos a los heteroatomos de O y N,

respectivamente.
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Figura 3.28: Espectro de RMN "3C de PIP1-6.

Para lograr una asignacién inequivoca de todas las sefales, fue necesario recurrir a
espectros bidimensionales, como el HSQC (Figura 3.29). El mismo muestra las
correlaciones heteronucleares a un enlace de distancia, permitiendo la caracterizacién
completa de todos los productos. Ademas, también permite la visualizacion clara de
sefales provenientes de conférmeros, incluso si las mismas se encuentran superpuestas

como es el caso de la sefal g.
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Figura 3.29: Ampliaciones del espectro RMN HSQC de PIP1-6.

Para confirmar que la multiplicacion de sefales observada en el espectro de RMN 'H se

debia a procesos dinamicos lentos en la escala del RMN, se realizaron experimentos a

distintas temperaturas. Como se muestra en la Figura 3.30, los cambios en la formay el

desplazamiento quimico de las senales (protones g, i y j) al aumentar la temperatura, son

compatibles con un intercambio conformacional progresivamente mas rapido, esperable

en casos donde hay rotacidn restringida o intercambios conformacionales.
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Figura 3.30: Ampliaciones de espectros de RMN "H variando la temperatura de PIP1-6.

Ademas, un experimento NOESY llevado a cabo con PIP1-6 (Figura 3.31) mostrd

correlaciones cruzadas entre sefiales duplicadas correspondientes al mismo 'H, lo que

respalda la hipétesis de que las multiplicidades observadas se deben a la existencia de

especies conformacionales en intercambio lento.
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Figura 3.31: Ampliacién del espectro NOESY de PIP1-6.
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Una peculiaridad que destacé durante la asignaciéon del RMN 'H fue la presencia, en
algunos casos, de sefales procedentes de H unidos a C sp® con entornos quimicos
distintos. Este fendmeno se origind siempre en los H del formaldehido incorporado en la
reaccion de Ugi Split. Este fendmeno, donde los dos protones metilénicos se vuelven
quimicamente no equivalentes, tiene su origen en la diastereotopia inducida por la
presencia del centro quiral del isonitrilo terminal, incorporado en la reaccion de Ugi-Split.
La cercania espacial del centro quiral con el grupo metileno hace que los dos protones se
encuentren en entornos diastereoméricos. Por lo tanto, exhiben diferentes
desplazamientos quimicos y se acoplan mutuamente con una constante de acoplamiento
geminal fuerte. Un ejemplo ilustrativo es el caso de la molécula PIP1-1, donde esta

constante de acoplamiento geminal tiene un valor de J= 16,17 Hz (Figura 3.32).

/\/\)okN/\[fH\/\/\)okN/ﬁ 0
. o A\ bN%N o

A B—s He o
~
o
I PIP1-1
>
A(q) B (d) C(d) D (t)
3.20 3.08 2.99 2.82
13(6.26) 3(16.17) 3(16.17) 3(7.40)
1.00 1.04
32 3.1 3.0 2.9 2.8

Figura 3.32: Ampliacion del espectro RMN 'H de PIP1-1.

Para la asignacioén inequivoca de todas las senales fue necesario apoyarse en espectros
bidimensionales para obtener informacién adicional, como el espectro COSY (Figura 3.33)
y el HMBC (Figura 3.34). El primero confirmé la asignacién de aquellos H geminales,
mientras que el segundo espectro bidimensional asistié para la asignacion de C a

distancia.
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Figura 3.33: Ampliacion del espectro COSY de PIP1-1.
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Figura 3.34: Ampliacion del espectro HMBC de PIP1-1.

Finalmente, se completé la caracterizacion de todos los productos mediante
espectrometria de masa (ESI-MS). En todos los casos se hallaron los picos
correspondientes al ion molecular [M+H]*y, muchas veces también [M+Na]*. Este analisis
se llevd a cabo realizando espectrometria de masa tandem a partir del ion molecular
[M+H]*, con el fin de encontrar e identificar los posibles fragmentos y establecer asi la
posible secuencia de fragmentaciones que justifiquen los picos encontrados. Se
ejemplifica a continuacion el analisis del espectro de masa-masa (MS-MS) con el

compuesto PIP1-7 (Figura 3.35).

101



Intens. +MS2(780.0000), 18.0eV, 1.4-1.4min #82-85|
L 15?656 I N H\)CJ)\N/\ 0 O
257 /©) o K,N\)LN/\/Q[O/
20] ~o PIP1-7 ;
154 @
1.0 @ 780.5280
© "M e ® l
N R it TP | o .. . I—
100 200 300 400 500 600 700 m/z
Figura 3.35: Espectro de MS-MS de PIP1-7.
Férmula molecular m/z m/zencontrado Error[ppm] lon
C44H70N507 780,5270 780,5280 -1,0 (a) [M+H]*
C36H60N506 658,4544 658,4573 -2,9 (b)
- - 485,2712 - (c)
C26H42N0O3 416,3165 416,3171 -0,6 (d)
C16H26N303 308,1969 308,1984 -1,5 (e)
C8H90 121,0653 121,0656 -0,3 ()

Tabla 3.2: Resumen fragmentaciones del ion [M+H]" de PIP1-7.
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Figura 3.36: Anélisis fragmentaciones del ion [M+H]* de PIP1-7.

Es interesante notar que, dentro de los iones encontrados, las fragmentaciones de tipo C
y D fueron comunes a todos los productos analizados, puesto que todos comparten el
mismo esqueleto estructural y se originan por la escisién de distintos enlaces amida
(Figura 3.37). Por otro lado, las fragmentaciones de tipo A, By C’ son caracteristicos de
cada compuesto, ya que estos contienen diferentes grupos amino e isonitrilos que los

diferencia.
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Figura 3.37: Fragmentaciones tipicas para los productos Ugi Split.

Modificaciones post condensacion de Ugi Split

Finalmente, como ultimo paso sintético necesario para obtener algunos de los productos
finales planteados originalmente, fue indispensable la desproteccion de las moléculas
PIP1-10, PIP1-11, PIP1-16 y PIP1-17 para asi obtener los productos con la amina libre
PIP1-18, PIP1-19, PIP1-20 y PIP1-21 segun el Esquema 3.12. Para la hidrélisis del grupo
protector Boc, y consecuente liberacion de la amina, se siguid la técnica descripta en
bibliografia.*® Para ello se prepard una soluciéon del producto Ugi Split en una mezcla de
TFA 'y CH,Cl, de proporcidn 1:1, y se dejé agitando 2 h a temperatura ambiente, siguiendo

la misma por TLC.
K/N\ FaC~ TOH
§ CH,Cl, H 0 K/ng
(25 - 36%)
Esquema 3.12: Desproteccion de Boc.
Unavez completada, se removio el exceso de TFA mediante coevaporaciones con tolueno.
Luego, el producto se purific6 mediante cromatografia en columna usando un gradiente de

EtOAc/MeOH con la adicidon de trietilamina al 1%, obteniendo rendimientos moderados

(Figura 3.38).
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Figura 3.38: Rendimientos de la desproteccidn de Boc.

Si bien los rendimientos no fueron tan buenos, pudieron aislarse y caracterizarse todos los
productos desprotegidos mediante espectroscopia RMN 'H, C y MS-MS. Como
verificacién de que la reaccién habia transcurrido satisfactoriamente, se analizd la
desaparicion de senales diagndsticas de referencia. Para ejemplificar dichas sefales, se
muestran ampliaciones de los espectros de 'H y "*C de PIP1-11 y PIP1-19 (Figura 3.39),
sefialando las sefales diagndsticas: el singulete en 1,42 ppm en el espectro de 'H, el C

cuaternario del t-butilo a 79,6 ppm y el carbonilo del Boc a 156,2 ppm.
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Figura 3.39: Espectros de RMN "H (izquierda) y '3C (derecha) de PIP1-11 (a) y PIP1-19 (b).

Ademas, en algunos casos el isonitrilo empleado en la reaccién de Ugi Split contenia un
éster, que fue necesario modificar para generar el acido libre o la amina, en funcion de la

estructura del compuesto final seleccionado.

Un ejemplo consistié en hidrolizar dicho grupo éster redisolviendo el producto PIP1-1 en
metanol junto con solucidn saturada de K,CO; hasta observar la desaparicidon del material
de partida mediante TLC (Esquema 3.13). Para su purificacion, se evaporé el solvente
organico y se llevo la solucion acuosa a pH 7 agregando lentamente HCL (5%). Por ultimo,

se extrajo con éter etilico para obtener el producto acido PIP1-22 con buen rendimiento.

(o}

/W?\N/\n/n\/\/\)]\,(\ o

K2CO3, MeOH
PP — > 0 LN A on
1 hs, ta. H o)
8% PIP1-22
o/
O\

Esquema 3.13: Hidrélisis de PIP1-1.
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Aligual que todos los compuestos anteriores, el acido PIP1-22 fue aislado y caracterizado
exitosamente por RMN y MS, prestando particular atencién a la sefial diagndstica del
singulete proveniente del éster metilico a 3,72 ppm que desaparece al hidrolizarlo (Figura

3.40).

PIP1-1

Senal
diagnostica

3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 34 33 3.2 3.1

O
O\ wa

39 3.8 3.7 3.6 3.5 34 3.3 3.2 31 3.

Figura 3.40: Ampliacién del espectro RMN "H de PIP1-1 (arriba) y PIP1-22 (abajo).

La otra modificacién estructural realizada consistié en transformar el grupo éster de
algunos compuestos en las correspondientes amidas, por tratamiento con una solucion
saturada de amoniaco en metanol. La metodologia empleada para esta conversion fue
relativamente simple: se disolvio el producto Ugi Split en la soluciéon preparada
previamente, y se dej6 agitar durante 24 horas a temperatura ambiente, observandose la
precipitacion del producto deseado. Tras este periodo, se verificé la desaparicion del
material de partida mediante cromatografia en capa delgaday, posteriormente, se filtro el
precipitado, lavando con metanol frio. Este proceso resultdé en la obtencién de las

respectivas amidas con rendimientos satisfactorios (Figura 3.41).
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Figura 3.41: Productos y rendimientos de la amidacion de algunos productos Ugi Split.
Dado que la transformacion quimica que dio lugar a estos productos fue altamente
selectiva, su confirmaciéon mediante RMN y MS resultd necesaria. Para ejemplificar, se

muestran las Figura 3.42 y Figura 3.43 con distintas zonas del espectro RMN 'H de PIP1-

24
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Figura 3.42: Ampliacién del espectro de RMN "H en la zona de campo bajo de PIP1-24.

Las sehales mas desprotegidas correspondieron a los protones NH de los indoles, cada
una acompanada por su conférmero de menor intensidad, ubicado hacia la derecha (ay
b). Luego se encontré una region con todas las sefales aromaticas superpuestas con
aquellas originadas en las amidas NH. Por ultimo, en aquella ampliacién del espectro se

destaco la presencia del nuevo grupo funcional amida generado en el paso sintético final

(e).
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Figura 3.43: Ampliacion del espectro de RMN H en la zona de campo alto de PIP1-24.

En la Figura 3.43 se apreci6 la senal d del H unido al C asimétrico como un cuarteto con
una constante de acoplamiento J = 7,2 Hz, seguida del singulete e, un doblete fde J= 5,7
Hz y un triplete g de constante 7,4 Hz superpuesto con sefales provenientes de la
piperazina (h). Ademas, el bloque proveniente de la piperazina presentd otros multipletes
alrededor de 3 ppm (j y m), que también se superpusieron parcialmente con la sefial del
metileno incorporado con el ultimo isonitrilo (i) y los dos dobletes del bloque del
formaldehido integrado en la reaccién de Ugi Split (1) con un valor de la constante de
acoplamiento geminal de 16,5 Hz. Cercano a 3 ppm también se observd la sefnal k,
asignada a uno de los metilenos presentes en la amina empleada para la primera reaccion
multicomponente de Ugi. Por ultimo, se distinguieron todas las sefales caracteristicas de

la cadena alifatica (n, oy p).

Para la asignacion de las senales aromaticas de PIP1-24 se muestra una ampliacion de
dicha zona (Figura 3.44). Para esta tarea fue indispensable recurrir a los espectros

bidimensionales que asistan y complementen la informacion necesaria, dado que todas
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las sefales aromaticas provienen de indoles con entornos quimicos similares y, ademas,

presentan duplicados debido a la presencia de conférmeros.
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Figura 3.44: Ampliacién del espectro de RMN "H en la zona aromética de PIP1-24.

Cabe destacar que al momento de realizar la asignacion de las sefales del espectro de
RMN "H se presentd una peculiaridad en esta molécula que llamd la atencidn. Se destacd
la sefial del nuevo grupo amida NH; generado en el ultimo paso de sintesis, dado que se
vio que aquellos H tenian entornos quimicos no equivalentes, confirmando su asignacion

con el espectro bidimensional COSY (Figura 3.45).
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Figura 3.45: Ampliacion RMN COSY de PIP1-24.

Ensayos biolégicos

Dado que los pPNs recientemente sintetizados no fueron disefiados con un propdsito
especifico de bioactividad, se sometieron a diversos ensayos bioldgicos fenotipicos. Esta
estrategia se emplea de manera habitual para evaluar compuestos naturales recién
descubiertos y, en este caso, se ha extendido también a los pPNs.¥” Este enfoque
experimental implica la evaluacién de los efectos observables de los compuestos en
sistemas bioldgicos complejos, lo que permite identificar cualquier actividad bioldgica

inherente.

La eleccién de los ensayos fenotipicos se basa en la capacidad de los compuestos para
inducir respuestas observables en células u organismos vivos. Estos ensayos
proporcionan una vision integral de las interacciones biolégicas, considerando multiples
aspectos como la viabilidad celular, la proliferacion, la morfologia celular y otros fenotipos
relevantes. A través de esta evaluacion, se busca comprender como los pPN interactuan
con sistemas bioldgicos complejos, lo que puede revelar posibles propiedades bioactivas,

aunque no hayan sido previamente disefiados con un objetivo especifico.

Este enfoque amplio en los ensayos fenotipicos permite explorary descubrir propiedades
biolégicas de los pPN, ofreciendo informaciéon valiosa sobre su potencial actividad
bioldgica y sus posibles aplicaciones en distintos contextos, incluyendo la investigacion
farmacoldgica y la busqueda de compuestos con propiedades terapéuticas. Es una
estrategia versatil que se adapta a la naturaleza exploratoria de la investigacion de nuevos

compuestos, especialmente cuando se trata de PNs modificados artificialmente.
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Ensayos antifungicos

En esta fase, con la biblioteca ya consolidada, se dio comienzo a su evaluacion biolégica.
En linea con los criterios planteados en capitulos previos, se decididé implementar ensayos
fenotipicos, orientados principalmente a la deteccidn de nuevas moléculas con potencial
actividad antifungica. Esta eleccion se fundamentd en que los compuestos sintetizados
por nuestro grupo de investigacion, empleados para el disefio de la biblioteca, habian
demostrado previamente la capacidad de inhibir el crecimiento de Fusarium en

condiciones in vitro.

En este contexto, todos los compuestos sintetizados fueron sometidos a ensayos in vitro
con el objetivo de evaluar su capacidad para inhibir el crecimiento de hongos patégenos,
experimentos realizados por la Dra. Maria Fernanda D’Jonsiles de UMYMFOR. Se llevaron
a cabo pruebas cualitativas de bioautografia, una técnica en la cual se siembra una
solucion del compuesto a evaluar en una placa de silica, sobre la cual se promueve el
crecimiento de una pelicula de hongo. En los casos en los que el compuesto exhibid

actividad, se observé un halo de inhibicidon del crecimiento alrededor del punto de siembra.

Para aquellos compuestos que presentaron halos significativos en la bioautografia, se
procedi6 a determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés)
contra Fusarium solani (FS), Fusarium tucumaniae (FT) y Fusarium graminearum (FG),

utilizando la metodologia estandar descrita en la seccidon experimental de la tesis.

Los resultados de estos ensayos revelaron que algunos compuestos de esta familia
exhiben una notable actividad antifungica contra diversas especies patdégenas de
importancia tanto humana como agronémica. Por ejemplo, los compuestos PIP1-15 y
PIP1-18 demostraron actividad selectiva contra Fusarium tucumaniae, causante del
sindrome de muerte subita en la soja. Ademas, el compuesto PIP1-13 no sélo inhibié el
crecimiento de esta especie, sino también el de Fusarium solaniy Fusarium graminearum,
siendo este ultimo el agente causal de la fusariosis de la espiga en cereales como el trigo,
el maiz y la cebada (Figura 3.46). Estos resultados destacan el potencial de algunos
compuestos de la coleccion como agentes antifungicos, sugiriendo aplicaciones
significativas tanto en la agricultura como en la investigacion relacionada con patégenos

fungicos especificos.
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Figura 3.46: Concentraciones minimas inhibitorias (MICs) de PIP1-13, PIP1-15y PIP1-18.

Aunque los compuestos obtenidos no permiten realizar un analisis exhaustivo de las
relaciones entre estructura y actividad, es posible extraer algunas conclusiones
reveladoras. Por ejemplo, el compuesto PIP1-13, aligual que PIP1-15, fueron sintetizados
con un primer paso que involucro acido linoleico, p-metoxifenetilaminay el isonitrilo de la
glicina en la primera reaccidon multicomponente, pero varié unicamente el bloque de
isonitrilo en la Ugi Split. Ambos compuestos poseen valores de MICs comparables contra
Fusarium tucumaniae. Sin embargo, la actividad de PIP1-15 es significativamente menor

en comparacioén contra las otras dos especies de hongos.

En contraste, el compuesto PIP1-18, donde se empled una cadena de acido graso mas
corta y totalmente saturada, etilendiamina y el isonitrilo proveniente de la caprolactama
en la Ugi, resultando en una estructura con mayor flexibilidad y menor aromaticidad,
exhibié un aumento sustancial en la actividad antifungica contra Fusarium tucumaniae.
Estas observaciones destacan el papel determinante que ejerce la variacién en la

composicién estructural sobre la actividad antiflngica de estos compuestos.
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Por otro lado, entre los resultados obtenidos se puede destacar la variacion en la actividad
antifingica al hidrolizar el éster PIP1-1 obteniendo su respectivo acido PIP1-22 (Figura
3.47). Inicialmente, se observaron MICs para el compuesto PIP1-1 que no descendian de
35,7 uM, sin discriminacién significativa entre Fusarium solani (FS) y Fusarium
graminearum (FG). Sin embargo, al llevar a cabo la hidrélisis del grupo terminal, se
evidencié un aumento en el valor calculado del MIC para Fusarium tucumaniae (FT),
acompanado de un incremento en la actividad antifungica contra el hongo FS. Estos
hallazgos sugieren la posibilidad de que el grupo funcional modificado podria estar

involucrado en un mecanismo diferencial entre los distintos hongos patdgenos.
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MIC FG: 35,7 uM MIC FG: 36,5 uM

Figura 3.47: Valores de MICs de la actividad antifungica de PIP1-1y PIP1-22.

La modificacidén estructural, mediante la hidrdlisis del grupo terminal, generé respuestas
distintas en la actividad antifungica frente a diferentes especies de hongos. Este fendmeno
podria sugerir una interaccidon especifica entre el grupo funcional alterado y los
mecanismos bioldgicos particulares de cada patdégeno. La observacion de que Fusarium
tucumaniae (FT) experimentdé un aumento en la MIC tras la modificacién, mientras que
Fusarium solani (FS) mostré un incremento en la actividad antifungica, destaca la
complejidad de las interacciones moleculares en la inhibicién de estos patdégenos. Estos
resultados abren interrogantes sobre la especificidad y la selectividad de la actividad
antifungica, sefalando la importancia de considerar las interacciones moleculares

especificas al disefiar compuestos con propiedades bioactivas.

Ensayos antiproliferativos

Como el grupo de investigacion también tiene contactos fluidos con la Dra. Andrea

Barquero, investigadora del Departamento de Quimica Bioldgica de la FCEN, y especialista
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enVirologiay Biologia Celular, se decidié entonces analizar la biblioteca descripta en otros

ensayos fenotipicos, buscando nuevas actividades bioldgicas.

En primer lugar, y dada la relevancia que tiene la busqueda de compuestos citotdxicos, se
comenzo estudiando una posible accion in vitro como inhibidores de la proliferacion de
distintas lineas celulares. Para determinar el perfil de citotoxicidad de la biblioteca de
compuestos, se evalud el efecto de los 21 candidatos sobre la morfologia celular mediante
observacién con microscopio dptico invertido. Se selecciond una concentracién arbitraria
de 50 uMy se evalud la viabilidad de las diferentes lineas celulares utilizando el método de
MTT, tal como se describe en la Seccidon Experimental. Se aplicé durante 72 h. a las lineas
celulares Vero (epitelial de rindn de mono verde africano), A549 (epitelial alveolar basal
humano) y CRFK (epitelial de rifion felino), que posteriormente se utilizaron en ensayos de

actividad antiviral.

Durante esta seleccidn inicial, se observd que s6lo 15 compuestos no inducian cambios
morfoldgicos perceptibles en los cultivos celulares. Por el contrario, los compuestos PIP1-
4, PIP1-5, PIP1-6, PIP1-7, PIP1-18y PIP1-19 (Figura 3.48) se identificaron como citotéxicos
a las dosis evaluadas en todos los sistemas celulares, como se ejemplifica en la Figura

3.49 para el caso de las células CRFK.
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Figura 3.48: Estructuras con actividad citotoxica.
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Figura 3.49: Imagenes tomadas a través del microscopio de las células tratadas con los compuestos

citotdxicos.

Si bien en este screening de citotoxicidad no se planted realizar un estudio estructura-
actividad, al observar las estructuras llama la atencién que los seis compuestos que
resultaron activos comparten, de a parejas, solo tres origenes de acidos Ugi distintos,
siempre con acidos grasos totalmente saturados. Ademas, cuatro de ellos poseen en su
estructura el isonitrilo IS-20 sintetizado a partir de la caprolactama en la primera reaccion
multicomponente. Y, por ultimo, se destaca que se repiten los isonitrilos 1S-14 proveniente

de la 3,4-dimetoxifenetilamina e I1S-17 del acido p-aminofenilacético.

En particular, el compuesto PIP1-18 presenté un IC4, (concentracion necesaria para inhibir
el 50% de la viabilidad celular comparado con el control) de 2.5 uM en células Caco-2, un
resultado que merece estudios adicionales ya que este valor es un orden de magnitud
inferior al de cisplatino (IC5, = 37 pM), un fdrmaco comunmente utilizado en el tratamiento

clinico del cancer colorrectal.
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Figura 3.50: Curva para el célculo del ICso de PIP1-18.

Ensayos antivirales

Los 15 compuestos no citotéxicos restantes fueron evaluados frente a virus con genomas
de ADN y ARN; adenovirus 5 (AdV 5), herpes simplex tipo 1 (HSV-1) y tipo 2 (HSV-2) fueron
seleccionados como representantes de virus ADN, mientras que el virus Zika (ZIKV) y el
coronavirus canino (CCoV) se utilizaron como modelos de virus ARN. La actividad antiviral
potencial de los compuestos no citotéxicos se evalué mediante un ensayo fenotipico
basado en la protecciéon frente a efectos citopaticos inducidos por virus en cultivos
celulares, lo cual fue confirmado posteriormente mediante cuantificaciéon del rendimiento

viral.

En particular, cuando se ensayaron a una dosis Unica de 50 yuM, cuatro compuestos
mostraron actividad antiviral: el compuesto PIP1-8 frente a ZIKV, los compuestos PIP1-14
y PIP1-15 frente a CCoV, y el compuesto PIP1-13 frente a ambos virus. Se determinaron
curvas dosis-respuesta, y se calcularon los valores correspondientes de CCg, e IC,,, que

fueron comparados con el farmaco de referencia ribavirina.

Ademas, para descartar que la actividad antiviral observada se debiera a una inactivacion
directa del virus liberado, se realizaron ensayos virucidas en los que suspensiones de ZIKV
y CCoV se incubaron con los compuestos a 100 uM durante 60 minutos a 37°C (usando
dodecilsulfato de sodio como control positivo). Luego se tituld la infectividad remanente.
Los resultados mostraron que ninguno de los compuestos ejercié un efecto virucida bajo

las condiciones ensayadas.
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Compuesto CCso (UM) ICs0 (UM) indice de Selectividad

Vero CRFK ZIKV (Vero) CCoV (CRFK) ZIKV (Vero) CCoV (CRFK)
PIP1-8 > 200 >200 9.8+0.3 Inactivo >20 -
PIP1-13 >200 >200 12.3%£0.3 10.5+0.4 >16 >20
PIP1-14 >200 >200 Inactivo 43.5+£0.6 - >4
PIP1-15 > 200 >200 Inactivo 32.6+0.5 - >6
Ribavirina  >400 >400 48+0.4 ND >8 ND

Tabla 3.3: Valores de IC,, (a partir de tres experimentos independientes en cada caso) de los compuestos que

mostraron actividad antiviral. ND: no determinado.
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Figura 3.51: Compuestos con actividad antiviral.

Se puede establecer una comparacion estructural a partir de la arquitectura modular de
los compuestos, que, como se describié anteriormente, proviene de la estrategia sintética
empleada. La primera reacciéon de Ugi define tanto la cadena lipofilica como una porcion
de diglicina, donde la primera unidad de glicina lleva un N-sustituyente variable derivado
de laamina seleccionada. La segunda etapa, unareaccioén de Ugi Split, introduce el ntcleo
de piperazina y el fragmento terminal. Dentro de este marco, los compuestos PIP1-8 y
PIP1-13 comparten la misma unidad terminal introducida en el paso final, pero difieren en

los elementos incorporados durante la primera reaccion de Ugi. En particular, los N-
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sustituyentes del residuo de glicina en ambos compuestos estan estrechamente
relacionados, diferenciandose Unicamente por un grupo metileno, el grado de saturacion
y la longitud de la cadena lipofilica. En contraste, los compuestos PIP1-14 y PIP1-15
comparten todos los elementos estructurales con PIP1-13 excepto por el fragmento
terminal introducido en el segundo paso. Estas sutiles variaciones estructurales se
correlacionan con perfiles antivirales distintos, particularmente en lo que respecta a la
selectividad hacia diferentes virus, lo que resalta la sensibilidad de las respuestas

biolégicas a cambios quimicos menores.

Esta tendencia se hace aln mas evidente cuando se compara el compuesto PIP1-8 con
los analogos PIP1-6 y PIP1-7, ambos de los cuales mostraron citotoxicidad. Estos
compuestos comparten la misma cadena lipofilica, la porcion de diglicina N-sustituiday el
nucleo de piperazina. En particular, PIP1-6 difiere ligeramente de PIP1-8 solo en el
fragmento terminal. Este analisis preliminar sugiere que las modificaciones estructurales
menores asociadas con la actividad antiviral también pueden afectar la citotoxicidad,

insinuando una posible conexién entre ambas propiedades.
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Figura 3.52: Ejemplos de moléculas con distintas biactividades y sus diferencias estructurales.

En funcién de los resultados previamente alcanzados, el equipo de investigacién dirigido
por la Dra. Barquero considerd pertinente dar continuidad al estudio de los compuestos en
cuestion. La solidez de los datos obtenidos en las etapas anteriores constituyd un
fundamento suficiente para justificar la ampliacion del trabajo, orientandolo hacia una

exploracion mas profunda de sus posibles aplicaciones y propiedades.

En las secciones siguientes se presentara una descripcion detallada de algunos de los

hallazgos mas relevantes obtenidos en esta nueva fase de la investigacion, los cuales
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aportan informacion significativa para comprender mejor el comportamiento de los

compuestos analizados y, a su vez, permiten delinear futuras lineas de estudio.

Considerando que PIP1-13 también demostré una considerable reducciéon en la
multiplicacién de CCoV, decidimos evaluar su efecto sobre el nuevo coronavirus SARS-
CoV-2 en cultivos de células pulmonares humanas (Calu-3). Similar a las otras células
estudiadas, el compuesto PIP1-13 no mostro toxicidad significativa en las células Calu-3
(hasta una concentracion de 200 pM); sin embargo, fueron capaces de reducir la
produccion de particulas infecciosas de SARS-CoV-2 con unalC,,de 9.3 pM (con unindice
de selectividad > 20). La Figura 3.53 muestra una reduccién marcada en el nimero de
células infectadas que expresan la proteina de la espicula (spike) de la envoltura en los
cultivos celulares tratados con PIP1-13, en comparacién con el control de virus no tratado.
Por lo tanto, el compuesto PIP1-13 exhibe un espectro mas amplio de actividad antiviral,
considerando su capacidad para obstaculizar la replicacién tanto de ZIKV como de los

coronavirus.
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Figura 3.53: (a) IFl con un anticuerpo anti-S en células Calu-3. (b) Numero relativo de células que expresan el
antigeno NS1. CC: células Calu-3 no tratadas; SARS-CoV-2: células Calu-3 infectadas con SARS-CoV-2 (m.o.i
=0.1); SARS-CoV-2 + PIP1-13: células Calu-3 infectadas y tratadas con los compuestos PIP1-13 a 50 uM.
DAPI: tincidon con 4',6-diamidino-2-fenilindol para visualizar los nucleos celulares. La significancia estadistica

se refiere a las diferencias en comparacion con CC, con *p ***p < 0.001.
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Para confirmar ain mas la actividad antiviral de los compuestos PIP1-8 y PIP1-13 frente a
la propagacién del virus Zika (ZIKV), se investigd su efecto sobre la expresion de dos
proteinas virales involucradas en diferentes etapas del ciclo de multiplicacién viral. Se
evaluaron la proteina no estructural NS1, implicada en varios mecanismos que
contribuyen a la patogénesis viral, y la proteina de envoltura E, que desempefia un papel
crucial en la entrada del virus a la célula, mediante inmunofluorescencia indirecta (IFl) y
Western blot, respectivamente. Tal como se muestra en las Figura 3.54a y Figura 3.54b,
tanto el numero de células que expresan el antigeno NS1 como la intensidad de
fluorescencia mostraron una reduccion significativa en los cultivos tratados con los
compuestos PIP1-8 y PIP1-13, en comparacion con el controlviral no tratado. Ademas, la
cuantificacion de las bandas en el Western blot reveld disminuciones del 99% y 90% en la
expresion de la proteina E tras el tratamiento con PIP1-8 y PIP1-13, respectivamente
(Figura 3.54c). Estos hallazgos confirmaron que ambos compuestos poseen propiedades

antivirales contra ZIKV.
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Figura 3.54: (a) IFI con un anticuerpo anti-NS1 en células Vero. (b) Intensidad de fluorescencia relativa y
numero de células que expresan el antigeno NS1. (c) Western blotting de la expresion de la proteina E de ZIKV.
(d) Intensidad relativa de las bandas anti-E en el Western Blot. CC: células Vero no tratadas; ZIKV: células
Vero infectadas con el virus del Zika (m.o.i = 0.1); ZIKV + 3-3 y ZIKV + PIP1-13: células infectadas tratadas con
los compuestos PIP1-8 y PIP1-13 a 50 uM, respectivamente. DAPI: tincion con 4',6-diamidino-2-fenilindol
para visualizar los nucleos celulares. La significancia estadistica se refiere a las diferencias en comparacion

con CC, con *p <0.02y **p <0.001.
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Para investigar mas a fondo el mecanismo de accién antiviral, se realizé un ensayo de
tiempo de adicién con los compuestos PIP1-8 y PIP1-13 en células Vero infectadas con
ZIKV. Los compuestos se agregaron 2 h. antes de lainfeccion (pretratamiento), al momento
de la inoculacién viral (cotratamiento) o 1 h. después de la infeccidon (postratamiento).
Como se muestra en la Figura 3.55a, se observé una reduccién significativa en la
produccion viral solo cuando los compuestos se administraron después de la infeccion, lo

que sugiere que la etapa objetivo ocurre después de la adsorcion e internalizacion viral.

Dado que la actividad antiviral de los compuestos PIP1-8 y PIP1-13 se ejercié en etapas
posteriores a la entrada, se evaludé la posibilidad de que interfirieran con procesos
celulares del hospedador involucrados en la replicacién viral. Recientemente, se ha
asociado a ZIKV y SARS-CoV2 con alteraciones en los goticulas lipidicas (LD) dentro de las
células hospedadoras. Estas organelas celulares son responsables del almacenamiento
de lipidos neutros, principalmente triglicéridos y ésteres de colesterol, y su manipulacion
por parte de los virus estarelacionada con varios aspectos de sureplicacidony patogénesis.
Por lo tanto, para poner a prueba esta hipoétesis, se evalud el efecto del compuesto PIP1-
13 sobre la distribucién de LD en células Huh-7 infectadas con ZIKV, dado que las células

hepaticas poseen naturalmente una mayor cantidad de LD.*®

La cuantificaciéon de LD se realizé en células infectadas con ZIKV a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 0.1y se analizé a las 72 h. posinfeccidon mediante tincién doble. Las LD
se marcaron con la sonda fluorescente BODIPY 493/503, y las células infectadas se
identificaron con un anticuerpo anti-NS1. Las microfotografias confocales (Figura 3.55b)
revelaron que, bajo nuestras condiciones de ensayo, las células infectadas presentaron un
aumento en el numero de LD en comparacién con las células no infectadas. En contraste,
en las células tratadas con el compuesto PIP1-13 se observd una disminucion significativa
en la cantidad de LD, tanto en células infectadas como no infectadas, en comparacion con
sus respectivos controles no tratados. Estos resultados sugieren que el compuesto PIP1-
13 podria estar afectando la biogénesis de goticulas lipidicas como parte de su mecanismo

antiviral.

Nuestro hallazgo de que el efecto inhibitorio del compuesto PIP1-13 se manifiesta cuando
se administra en etapas tardias del ciclo viral es consistente con un posible mecanismo
que involucra la alteracidon de la formacién o funcién de las LD, ya que estas organelas
favorecen la replicacion gendmica y el ensamblaje de viriones en varios virus de ARN de

cadena positiva, incluido el virus Zika. De hecho, se ha demostrado que la infeccién por

124



ZIKV estimula el metabolismo lipidico y promueve la acumulacion de LD en células
neuronales, y que la interferencia farmacolégica con su sintesis —particularmente a través
de la inhibicién de DGAT1 (diacilglicerol O-aciltransferasa 1), una enzima clave en la
biogénesis de LD— reduce la replicacion de ZIKV tanto in vitro como in vivo.**%° Cabe
destacar que la inhibicion de DGAT1 también se ha asociado con una menor viabilidad
celular en otros modelos, lo que sugiere que la citotoxicidad observada para ciertos
analogos en nuestra serie podria estar vinculada a una disrupcion excesiva de la

homeostasis lipidica.*"*

Hasta donde sabemos, no se han reportado pequefas moléculas sintéticas que modulen
directamente la biogénesis de LD. Sin embargo, ciertos lipidos neutros —como los ésteres
de retinol— han demostrado inducir la formacién de LD.*® En este contexto, no puede
descartarse que la naturaleza lipofilica de nuestros compuestos contribuya, al menos en
parte, a la actividad observada, una posibilidad que podria ser interesante explorar en

mayor profundidad.
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Figura 3.55: (a) Ensayo de tiempo de adicion. Produccidn viral en células Vero infectadas con ZIKV y tratadas

con los compuestos PIP1-8 o PIP1-13 en diferentes momentos: pretratamiento (2 h. antes de la infeccion),

cotratamiento (en el momento de la inoculacion viral) o postratamiento (1 h. después de la infeccidn). Los

titulos virales se determinaron 48 h. después de la infeccién. (b) Microfotografias de células tehidas con

BODIPY 493/5083 y anticuerpo anti-NS1. DAPI: tincidn con 4',6-diamidino-2-fenilindol para visualizar los

nucleos celulares. (c) Contenido relativo de gotas lipidicas. CC: células Huh-7 no tratadas. Las células Huh-7

fueron tratadas con el compuesto PIP1-13 (50 uM); ZIKV: células Huh-7 infectadas con el virus del Zika (m.o.i

=0.1); ZIKV + PIP1-13: células infectadas (m.o.i = 0.1) tratadas con el compuesto PIP1-13 a 50 uM. La

significancia estadistica se refiere a las diferencias en comparacion con CC, con **p <0.002 y ***p < 0.0005.
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CAPITULO 4: Biblioteca PIP2

Introduccion

En la naturaleza, los productos naturales (PNs) se originan a partir de un conjunto limitado
de rutas biosintéticas principales —como las de poliquétidos (PKS), péptidos no
ribosomales (NRPS), terpenos o alcaloides—, cada una mediada por maquinaria
enzimatica especializada. Tradicionalmente, estas rutas se han tratado como
compartimentos independientes. De hecho, bases de datos como COCONUT o el
Dictionary of Natural Products aun clasifican los compuestos de acuerdo con estas
categorias biosintéticas tradicionales. Sin embargo, en numerosos casos se ha
demostrado que la evolucidn ha favorecido la combinacion de médulos de distinto origen

biosintético, dando lugar a moléculas que, bajo esta légica, pueden considerarse hibridas.

Estos productos naturales hibridos integran en una sola estructura fragmentos derivados
de dos o mas rutas biosintéticas no relacionadas, lo que da lugar a arquitecturas quimicas

Unicas. Ejemplos paradigmaticos incluyen:

e Hibridos PKS-NRPS, en los que mddulos policetidicos y peptidicos se ensamblan
en una misma cadena de sintesis. La micosubtilina es un caso bien estudiado, con
una porciéon lipidica policetidica y un segmento peptidico que confieren

propiedades antimicrobianas.

e Alcaloides terpenoides, formados por la union de un nucleo terpénico —derivado
de la via del mevalonato (MEV) o la via del fosfato de metileritritol (MEP)— con una

porcion nitrogenada propia de alcaloides, como en la panicudina.

e Meroterpenoides, que combinan un esqueleto terpénico con un fragmento de
policétido; el lolitrem B es un ejemplo tipico producido por hongos endofiticos de

gramineas.
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Figura 4.1: Ejemplos de productos naturales "hibridos": (a) micosubtilina, (b) panicudina, (c) lolitrem B.

La biosintesis de estos hibridos implica la coordinacion de enzimas pertenecientes a rutas
distintas, con el consiguiente acoplamiento de intermediarios y adaptacion de
especificidades enzimaticas. El resultado son moléculas que integran la diversidad

estructuraly funcional de ambas clases, con perfiles biolégicos a menudo inéditos.

Tal como se introdujo en el Capitulo 1, el concepto de pseudo productos naturales (pPNs),
propuesto por Herbert Waldmann y colaboradores, se inspira directamente en la
existencia de estos hibridos naturales. Se trata de un enfoque de disefio de novo en el que
fragmentos de PNs procedentes de rutas biosintéticas no relacionadas se combinan
deliberadamente en el laboratorio con el objetivo de explorar regiones del espacio quimico

que, en principio, la naturaleza no ha generado.

En este punto, resulta interesante sefalar que algunas combinaciones disefiadas
originalmente como pPNs —sin antecedentes conocidos en la naturaleza— fueron
posteriormente identificadas en organismos. Las pirroloquinolinonas constituyen un
ejemplo claro: originalmente, Waldmann obtuvo estas estructuras como pPNs a partir de
la combinacién de fragmentos de pirrolidina y quinolinona. Aflos mas tarde, compuestos
con esta misma arquitectura fueron aislados de Streptomyces albogriseolus. Este tipo de
hallazgos resaltan la eficacia del principio pPN para proporcionar compuestos

biolégicamente relevantes.
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Figura 4.2: La légica pPN conduciendo al mismo andamio de las pirroloquinolinonas naturales.

La potencialidad del disefio de novo de pPNs fue explorada en el Capitulo 3. Alli se mostré
cémo la combinacién, mediante reacciones multicomponente (RMC), de fragmentos
presentes en distintos PNs y provenientes de diferentes rutas biosintéticas dio lugar a
compuestos biolégicamente activos que ejemplifican el alcance de esta estrategia. En
este sentido, la biblioteca del Capitulo 3 puede entenderse como un ejercicio de disefio
basado en fragmentos —al seleccionar y combinar unidades estructurales de origenes
diversos— y también de disefio basado en reacciones, al aprovechar la versatilidad de la

variante Ugi Split para ensamblarlos de manera eficiente.

Desde una perspectiva biosintética, central en el disefo de pPNs, los compuestos
presentados pueden considerarse ensamblajes hibridos donde el motivo central es una
tetraamida formada por unidades de glicina o de acido e-aminocaproico, emulando un
tetrapéptido. Sobre esta base se incorporan restos acilo lipofilicos que, en la naturaleza,
se originan a partir de malonil-CoA mediante distintas rutas biosintéticas, como la de los
acidos grasos o lade los policétidos. La tetraamida esta sustituida con residuos presentes
en las cadenas laterales de aminoacidos proteinogénicos y no proteinogénicos, lo que
aporta diversidad estructural y funcional. Finalmente, el anillo de piperazina que se
intercala en el paso Ugi Split introduce un heterociclo caracteristico de numerosos PNs 'y

cuya biosintesis varia segun la clase de metabolito.
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Figura 4.3: Ejemplos de moléculas sintetizadas en el Capitulo 3. Los fragmentos usados se encuentran en
PNs y provienen de rutas biosintéticas variadas (FA: via dcidos grasos, PKS: via policétidos, TCA: via acido

citrico, SK: via shikimato).

En conjunto, esta biblioteca refleja como el disefio de novo de pPNs permite combinar de
manera creativa fragmentos de origen natural mediante estrategias sintéticas modernas.
Lo que en el trabajo de 2012 se manifestd de forma latente y en el Capitulo 3 se consolidé
en una primera expansién, se retomara ahora como punto de partida para seguir

explorando con mayor libertad las posibilidades de esta aproximacion.

Diseno de la nueva biblioteca

El disefio de novo se distingue por su amplia flexibilidad, ya que permite tomar diversas
decisiones a lo largo del proceso. Es necesario seleccionar los fragmentos a incorporary
definir la estrategia de ensamblaje, ya sea basada en la légica de los fragmentos o en la
reaccion elegida como herramienta de construccioén. A su vez, el disefio puede orientarse
segun criterios diversos, como la diversidad estructural, la semejanza con productos
naturales, la factibilidad sintética, entre otros. En conjunto, estas posibilidades muestran
que el disefio de novo no responde a una trayectoria Unica, sino que constituye un espacio

deliberado de exploracion.

A continuacion, se discutira brevemente los criterios y premisas que guiaron el disefio de
estanueva biblioteca de pPNs. En primer lugar, se explica por qué se decidié continuar con

la reaccion de Ugi Split como paso clave. Dentro del disefio de novo basado enreacciones,
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la eleccion de la transformacion quimica es central, ya que debe ser robusta, modulary
capaz de generar motivos funcionales con relevancia biolégica. En este sentido, la
reaccion Ugi Split resulta especialmente adecuada: como variante de las RMC basadas en
isonitrilos, admite una amplia diversidad de fragmentos, produce enlaces amida de
manera directa, y posibilita la construccién rapida de bibliotecas estructuralmente
variadas. Tal como se demostré en el Capitulo anterior, esta reaccion reldne en la practica
todas las cualidades que se esperan de una transformacién empleada en el disefio de

novo.

En este punto es interesante destacar que, en el ambito de la Quimica Medicinal, el enlace
amida suele asociarse sobre todo a moléculas sintéticas, ya que esta presente en
alrededor del 25% de los farmacos aprobados y en dos tercios de los candidatos en
desarrollo clinico.! Sin embargo, el analisis estadistico de bases de datos de PNs revela
que su prevalencia también es significativa en este tipo de compuestos. En particular, en
la base PN-T extraida de COCONUT para esta Tesis se observé que cerca del 15% de los
PNs contienen al menos un grupo amida. Si bien este motivo funcional constituye la base
estructural de péptidos y depsipéptidos, el analisis mostré, ademads, que
aproximadamente un 9% de los compuestos con amidas no pertenecen a estas familias, y
que dichos compuestos contienen, en promedio, 1,5 grupos amida por molécula. Estos
resultados sugieren que, lejos de ser un rasgo exclusivo de compuestos disefiados en el
laboratorio, el enlace amida es también un motivo funcional relevante en metabolitos

especializados.

En segundo lugar, se aborda el uso de la piperazina como componente. Como también se
discutié anteriormente, la reaccion de Ugi Split requiere una diamina secundaria como
componente. Para esta biblioteca decidimos continuar con el uso de piperazina, por los
motivos que se mencionaron en el Capitulo 3. Mas alla de los efectos que este heterociclo
pueda ejercer sobre las propiedades fisicoquimicas de los productos finales, en la
naturaleza los anillos de piperazina representan un importante motivo estructural y han
sido reconocidos como la estructura central de productos conocidos como alcaloides que

contienen piperazina, los cuales abarcan una amplia gama de compuestos?™ (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Ejemplos de PNs que contienen un anillo de piperazina.

Por otro lado, y al provenir de rutas biosintéticas poco frecuentes, el anillo de piperazina

introduce motivos estructurales que dificilmente se puedan encontrar en PNs si se

combinan con fragmentos de distintos origenes. Esto plantea la interrogante de qué otros

fragmentos podrian incorporarse.

Si bien la légica del disefio de pPNs plantea lineamientos claros, su aplicacién particular

abre un gran abanico de posibilidades. Nuestra seleccién se basé en las siguientes

premisas:

Todos los fragmentos debian estar presentes en PNs, aunque con distinta
prevalencia. De este modo, se buscd combinar bloques que aparecen con
frecuencia en diversas familias —lo que aporta cierta validacion biolégica y una
conexion reconocible con metabolitos especializados— con otros menos
frecuentes, ofreciendo asi la posibilidad de generar arquitecturas menos probables
en PNs para poder explorar regiones menos pobladas del espacio quimico.

Los fragmentos debian provenir de rutas biosintéticas distintas. La combinacion de
bloques derivados de caminos metabdlicos no relacionados refleja un principio
central deldisefio, como ya se discutiod para el caso de la piperazina. Este criterio se
puede extender al resto de los bloques.

Los fragmentos debian cubrir una amplia diversidad quimica. Se buscé incluir
bloques de distinto tamafo y forma, con caracter alifatico y aromatico, y con
variaciones en cuanto a heteroatomos y grupos funcionales. Este criterio favorece
la generacién de una biblioteca con mayor riqueza estructural y la posibilidad de
explorar interacciones bioldgicas variadas.

Los fragmentos seleccionados debian ser accesibles desde el punto de vista
practico. Se priorizé eluso de bloques de partida disponibles comercialmente o que

pudieran obtenerse mediante sintesis sencilla y confiable. Este criterio asegura la
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viabilidad experimental de la biblioteca y permite un equilibrio entre la ambicion del

disefoy la factibilidad de su implementacién en el laboratorio.

Con esto en mente, se planted una sintesis general para los compuestos finales mediante
una reaccion multicomponente Ugi Split empleando formaldehido como compuesto
carbonilico, piperazina como diamina y los distintos fragmentos seleccionados como
acidos carboxilicos e isonitrilos para dar lugar a la familia de compuestos sintetizados en

este capitulo, que comparten el esqueleto general PIP2 (Esquema 4.1).

HN o

i (}\IH R1)J\N/\ 0

R OH R, CM20  MeOH o EtOH K/N\)LN~R2
CN~ H

PIP2

Esquema 4.1: Ruta sintética genérica planteada para la obtencién de los productos de esqueleto general

PIP2.

Preparacion de bloques de construccion

Con el propésito de optimizar la claridad y la comprension a lo largo de la presente tesis,
se establecié un sistema de codificacidn para los diferentes bloques estructurales. De este
modo, los fragmentos correspondientes a los acidos fueron identificados con la sigla AC,
mientras que aquellos vinculados a los isonitrilos se designaron como IS. Esta
nomenclatura se aplic6 de manera uniforme tanto a los intermediarios como a los
productos finales derivados de cada bloque, y se complementé con la inclusién de los
esqueletos generales PIP2, que constituyen un marco comun dentro del analisis

desarrollado.

Preparacioén de acidos carboxilicos (AC)

Los acidos carboxilicos elegidos pueden catalogarse a grandes rasgos en dos grupos: los
accesibles comercialmente y los que se prepararon especificamente para este trabajo.

Entre los primeros, se eligieron los compuestos mostrados en la Figura 4.5.
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Figura 4.5: Bloques acidos accesibles comercialmente.

Tanto el acido giberélico como el abscisico son en si mismos PNs de la familia de los
terpenoides provenientes de la via del MEV> y MEP/DOXP®, respectivamente, mientras que
los acidos nicotinico, 3-indolacético, 3-hidroxiisovalérico y 3,4-metilendioxicinamico se
originan principalmente a partir de aminoacidos por distintas rutas dependientes de la
especie.” Estos 4cidos fueron empleados sin transformaciones previas como

componentes carboxilicos en distintas reacciones de Ugi Split.

Posteriormente se decidié preparar bloques de complejidad estructural creciente. En
primer lugar, se eligieron terpenos accesibles que, aunque no contuvieran el grupo
carboxilico necesario para la RMC, se pueden transformar en bloques adecuados
mediante procedimientos sencillos. Por ejemplo, a partir de &acido (+)-camfor-10-

sulfénico, y tal como se muestra en el Esquema 4.2, se preparé el acido AC-2.

OH Cl K,CO
Os v Os ./ 2003 - 0
\'/ 3\\0 S0Cl, \'/ S\\O KMnO, \/
CH;CN, H,0 OH
o o ©
acido (+)-camfor AC-1 AC-2
10-sulfénico

Esquema 4.2: Sintesis de AC-2.

Aquella sintesis se llevé a cabo in situ con un excelente rendimiento global de 90%
siguiendo la técnica descripta en bibliografia.® El producto AC-2 fue obtenido como un
solido blanco que fue caracterizado mediante espectroscopia de RMN (Figura 4.6). En el

espectro RMN "H se marcaron sefiales diagndsticas para destacar la presencia de H unidos
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al mismo C, pero con entornos quimicos diferentes debido la rotacion impedida del

ciclohexano (sefales ayb). Ademas, se resaltaron las sefales de los metilos que aparecen

como singuletes no equivalentes (sefales cy d).

Por otro lado, se destacaron algunas senales de C que resultaron imprescindibles para su

asignacion. Entre ellas puede destacarse la sefal e perteneciente a la cetona cercana a

215 ppm, la senal f proveniente del C carboxilico por encima de 170 ppm y los dos C

cuaternarios (sefales gy h).

AC-2

@\ )
/\

e

C)
—®

26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 1.6 15 14 13 12 11 | 210 190

170 150 130 110 90 70

,50 .

30 1]

Figura 4.6: Espectros de RMN 'H y '°C de AC-2.

De manera similar se partié de alcanfor, que se transformoé en las lactonas AC-3 y AC-4

(Esquema 4.3), para lo cual fue necesario probar diversas condiciones con el fin de mejorar

la selectividad de la reaccion (Tabla 4.1).

alcanfor AC-3

AC-4

Esquema 4.3. Sintesis de AC-3 y AC-4.
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Reactivos Solvente t(dia) Conversion (%) %AC-3 %AC-4

m-CPBA + p-TsOH DCM 1 20 59 a1
m-CPBA + p-TsOH DCM 7 79 63 37
Anhidrido trifluoroacético + H.O, DCM 1 37 72 28
Anhidrido trifluoroacético + H.0, DCM 3 84 77 23

Tabla 4.1: Condiciones probadas para la oxidacion de Baeyer-Villiger de alcanfor.

EnlaTabla 4.1 se observa que las condiciones de reaccidn en las cuales se utilizé anhidrido
trifluoroacéticoy H,O, en diclorometano durante 3 dias fueron las mejores para obtener la
lactona de interés AC-3 en mayor proporcién. En estas condiciones se obtuvo la mayor

conversién del material de partiday el mayor rendimiento relativo del producto de interés.

El segundo paso consistié en la hidrdlisis de dicha lactona en condiciones basicas
(Esquema 4.4). Se saponifico en hidroxido de sodio acuoso al 5% agitando la mezcla a 70
°C durante 3 horas. Luego, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se
acidificé cuidadosamente con acido sulfdrico hasta alcanzar un pH de 4-5, y obtener asi el
acido sin mayor purificacién.

B HO
(o] NaOH -
! o — » = 0
H,0 -

AC-3 (90%) AC-5

OH

Esquema 4.4: Sintesis de AC-5.

Cabe destacar que se intenté llevar a cabo la hidrdlisis de la lactona AC-4 bajo las mismas
condiciones previamente aplicadas a la lactona AC-3, sin éxito. Aunque durante los
ensayos experimentales se observaba ladesaparicién delreactivo AC-4 en laplacade TLC,
al proceder al aislamiento del producto se recuperaba nuevamente la lactona de partida.
Este comportamiento sugiere que dicho sistema ciclico presenta una gran estabilidad

termodinamica que no permite obtener facilmente el producto hidrolizado.

En una tercera etapa, se decidio generar una serie de acidos carboxilicos mas complejos
por acoplamiento de bloques mas pequefos y presentes en PNs. A continuacion, se

describen estos bloques y sus correspondientes sintesis.
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El primero de ellos se sintetizd a partir de geraniol (un terpeno que puede generarse por las
vias MEV y MEP), que se acoploé con acido siringico, proveniente de la via del shikimato.®
Para ello fue necesario transformar en un buen grupo saliente el hidroxilo del geraniol. Por
lo tanto, se llevd a cabo un primer paso de formacion de bromuro de geranilo mediante la
reaccion de Appel, haciéndolo reaccionar con CBr, y trifenilfosfina, con muy buen

rendimiento (Esquema 4.5).

PPh,

)\/\/k/\ = )\/\/k/\
N N OH _— S S Br

DCM
(86%)

geraniol AC-6

Esquema 4.5: Sintesis de AC-6.

Lareaccién de Appel se caracteriza por ser un método de halogenacidon que se lleva a cabo
en condiciones suaves y es aplicable a alcoholes primarios, secundarios y terciarios.
Empleando CBr, 0 bromo elemental como agentes halogenantes, se obtienen bromuros
de alquilo, y se observan resultados similares para la halogenacion con yoduros. El

mecanismo de esta reaccion (Figura 4.7) puede dividirse en cuatro pasos distintos:

1. Seinicia con laformacién de la sal tribromometiluro de bromotrifenilfosfonio.

2. Luego, el alcohol se desprotona, generando un anién alcéxido que actia como
contraidn del catidon bromotrifenilfosfonio.

3. Acontinuacion, se produce la sustitucién nucleofilica del bromo por el alcéxido,
resultando en la formacién del bromuro de alcoxitrifenilfosfonio.

4. Los alcoholes primarios y secundarios reaccionan con el bromuro a través de
un mecanismo de sustitucidon nucleofilica bimolecular (SN2), mientras que los
alcoholes terciarios siguen un mecanismo de sustitucion nucleofilica

unimolecular (SN1).
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Figura 4.7: Mecanismo de la reaccidn de Appel.

Es importante destacar que la formacion del 6xido de trifenilfosfina juega un papel crucial
en esta reaccién, ya que proporciona la fuerza impulsora necesaria. El 6xido de
trifenilfosfina se presenta como una fase sélida independiente en la mezcla de reaccion,

lo cual es consistente con el Principio de Le Chéatelier.

El bromuro de geranilo fue aislado y caracterizado mediante RMN. En la Figura 4.8 se
muestra el espectro de RMN "H en el que se pueden ver todas las sefales del intermediario

AC-6.
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Figura 4.8: Espectro RMN "H de AC-6.

El segundo paso para la formacién de AC-7 consistioé en hacer reaccionar en medio basico
bromuro de geranilo (AC-6) sintetizado previamente con el éster metilico del acido
siringico (Esquema 4.6). El medio basico suave fue necesario para ayudar a la formacién

del fendxido, el nucledfilo que atacaria al grupo saliente del bromuro de geranilo.

0 o
fo) i) SOCl,, MeOH
- OH g 0 OH
ii) AC-6, K,CO3 )\/\/k/\
HO acetona (anh.) X X 0O
(ONg (79%) O
acido siringico AC-7

Esquema 4.6: Sintesis de AC-7.

En la Figura 4.9 se presenta el espectro RMN "H de AC-7, donde pueden identificarse todas
las sefiales del bloque terpenoide. Se puede observar un singulete en la zona aromatica

(senal a) proveniente de los dos H equivalentes del benceno tetrasustituido. Luego, se
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puede notar una zona de sefiales correspondientes a dobles enlaces (sefiales byc), y H

unidos a C enlazados a O (sefalesdy e).

- j O
! o}
~
YN ]@/{"”
h NS \b o l a
Cc
g O
e
AC-7

® o) |.@

/ metilos

QX0
® © ,LS‘D
J\ |

55 53 5.1 49 4.7 45

®Ov®
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Figura 4.9: Espectro de RMN "H de AC-7.

En lamisma linea con el enfoque sintético adoptado, se diseid un bloque adicional a partir
del acido (R)-tiazolidin-4-carboxilico, un metabolito natural derivado de la cisteina en
ciertas bacterias. Con el objetivo de funcionalizar su grupo amino, se llevd a cabo una
reaccion de acilacidon con una cadena de isovaleroilo en medio de piridina. Tras el proceso

de purificacion convencional, se obtuvo el producto AC-8 con un rendimiento moderado.

(Esquema 4.7).

Oy o )\j\ o O\ oH
HNI SR MNI
Ly Lg

piridina
(69%)

acido AC-8

(R)-tiazolidin-4-carboxilico

Esquema 4.7: Sintesis de AC-8.
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Finalmente, y luego de una busqueda detallada de posibles fragmentos para la
construccién de los nuevos pPNs, encontramos una familia de PNs que suelen englobarse
bajo la categoria de oligoamidas aromaticas naturales, caracterizadas por la repeticion de
unidades aromaticas, principalmente derivados del acido p-aminobenzoico, enlazadas
mediante amidas. Este motivo estructural da lugar a arquitecturas lineales o parcialmente
ciclicas que, a diferencia de los péptidos clasicos, se construyen a partir de monémeros
aromaticos en lugar de aminoacidos a-alifaticos. Entre los ejemplos conocidos se
encuentran las cystobactamidas'™ y las coralmycinas'', ambas con potentes actividades
bioldgicas, especialmente como agentes antibacterianos frente a patégenos Gram
negativos. Desde el punto de vista biosintético, se originan a partir de sistemas
enzimaticos tipo NRPS o hibridos PKS-NRPS, que incorporan bloques aromaticos poco

comunes y generan ensamblajes lineales mediante enlaces amida.

°

HOJ\@O O OH
N)J\©[Oj/
H

. NH
coralmycin

O
NHZ Y o
(0]
(',3+ T OH © :©)J\OH
-0 o) j@/N\N
H H
PO
H H
o] N, cystobactamida 919-2
(0]
(@)
I o

N
N,

Figura 4.10: Ejemplos de oligoamidas aromaticas naturales con potentes actividades antibacterianas.

Considerando el interés particular que en el contexto de esta Tesis presenta la
incorporacion de grupos amida en los compuestos finales, decidimos preparar algunos

bloques especificos inspirados en estos motivos estructurales.

Por ejemplo, para la sintesis del compuesto AC-10 fue necesario acoplar acido m-
aminobenzoico con acido furoico, segun lareaccidénilustradaen el Esquema 4.8. Dado que
las condiciones clasicas de acoplamiento entre una amina y un acido mediante SOCL,
arrojaron un rendimiento extremadamente bajo, se recurrié al uso de un agente acoplante

que facilitara la formacion del enlace amida.
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i) SOCl,, MeOH o
i) 4c. furoico, DCC i) NaOH, H,0
TEA, DMAP, DCM S N SN HC,

N\ o H

(71*’/) o 100%

acido m-amino AC-9 AC-10

benzoico

Esquema 4.8: Sintesis de AC-10.

La caracterizacion mediante RMN se realizé sobre el éster AC-9, debido a su mayor
solubilidad en los solventes deuterados disponibles en el laboratorio. La Figura 4.11
muestra la zona aromatica de AC-9 en el que pueden observarse perfectamente los

distintos acoplamientos de H aromaticos.

o)
JJAJJL :

382 81 80 79 7.8 7.7 7.6 7.5 74 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6

Figura 4.11: Ampliacién del espectro de RMN "H de AC-9.

Finalmente, el ultimo bloque acido fue sintetizado mediante reacciones secuenciales de
Ugi/Pictet-Spengler.’ Para ello, el primer paso consistio en llevar adelante la reaccion de

Ugi utilizando acido benzoico, formaldehido, el isonitrilo 1S-30 (obtenido a su vez de acido

150



p-aminobenzoico, cuya sintesis se mostrara en la seccidn siguiente)y 2,2-dietoxietilamina,

una amina que posee un grupo aldehido enmascarado como un acetal (Esquema 4.9).

o T e =

2,2-dietoxietilamina 1S-30 AC-11

Esquema 4.9: Sintesis de AC-11.

El producto de condensacion de Ugi fue purificado mediante una columna cromatografica,
y luego caracterizado por RMN. En el espectro de RMN "H (Figura 4.12) se pueden observar
diferentes regiones ocupadas por sefales de H, entre las cuales puede verse la sefial a del
NH de la amida, una zona con todas las sefales provenientes de los H aromaticos, otra
area donde se encuentran todas las sefnales de H desprotegidos y, por dltimo, un triplete
en la zona alifatica originado por los metilos que forman el acetal (sefal g). En la region
intermedia se observa un triplete con J = 4.97 Hz proveniente del CH del aldehido
enmascarado (sefal b), dos singuletes del metileno y metilo ¢ y d, respectivamente, y las
sefales e y f de los CH,. Ademas, se puede destacar que algunas de las sefales se
encuentran duplicadas debido al fendmeno que ocurre cuando existe la presencia de

conférmeros en solucion (sefiales ay b).
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Figura 4.12: Espectro de RMN '"H de AC-11.

Para obtener el bloque deseado era necesario exponer al producto Ugi a medio acido para
poder generar un nuevo ciclo del tipo cetopiperazina (Esquema 4.10). En bibliografia
existen diversas técnicas para alcanzar dicho cometido, siendo las mas comunes con
acido férmico'? o bien con &cido metansulfénico,'®* por lo que se probaron varias

condiciones (Tabla 4.2).

Qo O O

OEt (6]
AC-11 AC12 © AC-13 ©

Esquema 4.10: Sintesis de AC-12 y AC-13.
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Acido Solvente t(h.) Conversion (%) %AC-12 %AC-13

HCOOH - 12 (ta) 19 - 100
12
HCOOH - 67 - 100
(reflujo)
CHsCOOH - 12 (ta) - - -
HCL (37%) H,O/dioxano 12 (ta) - - -
H.SO, (49%) H,O/dioxano 12 (ta) 23 - 100
CHsSOzH ACN 2 (ta) 47 73 27
CHsSOsH ACN 12 (ta) 99 2 98
CH3CeH4SO3H (p-TsOH) acetona 12 (ta) 15 - 100
12
CH3CeH4SO3H (p-TsOH) acetona 36 - 100
(reflujo)

Tabla 4.2: Condiciones probadas para la ciclacién de Pictet-Spengler.

La Tabla 4.2 presenta un resumen detallado de las diversas condiciones experimentales
evaluadas con el objetivo de maximizar el rendimiento en la reaccién de ciclacion de Pictet-
Spengler sobre el aducto AC-11. Se considerd ademas la optimizaciéon del paso adicional
de deshidratacidon para obtener el producto deseado AC-13. Si bien las condiciones
ensayadas con 4acido férmico y acido p-toluensulfénico mostraban tener mejor
selectividad para la obtencién del producto deshidratado, finalmente se opté por emplear
las condiciones con acido metansulfonico, dado que eran las que mejor rendimiento

global exhibian.

Los espectros RMN "H de AC-12 y AC-13 principalmente se diferenciaban en las sefales
provenientes de los H del nuevo ciclo formado (Figura 4.13). En ambos casos se observo la

presencia de sefales anchas, lo que puede deberse a efectos conformacionales.
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Figura 4.13: Espectros de RMN 'H de AC-12 y AC-13.

Sin embargo, no sdlo se utilizaron las discrepancias entre las sefiales en el espectro de
RMN 'H, sino que también se pudo llevar a cabo la asignacién exhaustiva de los dos
productos de Pictet-Spengler empleando las senales distintivas y caracteristicas
presentes en los espectros de RMN "°C. En la Figura 4.14 se muestra una ampliacidén donde

se ilustra claramente las diferencias esenciales de dichos espectros.
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Figura 4.14: Espectros de RMN "°C de AC-12y AC-13.

Por ultimo, para obtener el bloque acido destinado a la reaccién Ugi Split, el éster AC-13
fue sometido a condiciones cldsicas de hidrélisis en medio basico con NaOH acuoso,

seglin se muestra en el Esquema4.11.

[¢] (0]
(0] (0]
NaOH
©)J\'\(/\f a N/Y
X MeOH X
OMe (89 %) OH

o O
AC-13 AC-14

Esquema 4.11: Sintesis de AC-14.
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Preparacion de isonitrilos (IS)

La seleccion de los bloques respondidé a un razonamiento analogo al aplicado para los
componentes acidos. En ciertos casos se recurriéo al empleo de isonitrilos disponibles
comercialmente, aunque su oferta en el mercado es muy limitaday se trata, en general, de

estructuras de gran simplicidad (Figura 4.15).

J< 0 CN
CN CN\)J\O/ \O

Figura 4.15: Isonitrilos accesibles comercialmente.

En otros casos se prepararon a partir de precursores comerciales, tal como se describié
en el Capitulo anterior. Para ello era necesario disponer de las aminas primarias, para
luego sintetizar la formamida y finalmente deshidratarla para obtener los respectivos

isonitrilos (Esquema 4.12).

HCOOH
O O H POCl;
NH )LOJ\ N H TEA NC
R” 2 —— > R~ . R”
THF o CH,Cl,

Esquema 4.12: Ruta sintética genérica para la obtencion de isonitrilos.

De esta manera se obtuvieron los isonitrilos mostrados en la Figura 4.16 a partir de las

formamidas correspondientes.
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(81%) (75%) (67%) (65%)
j\ ©/OM6 j.]\ /©/NOZ ©/OM6 ©/NO
N N N -c”/N+
I1S-23 1S-24 1S-32 I1S-33
(86%) (53%) (66%) (49%)
)OL o)
H ”/\/\ HJkN/\/\/\/\ _C//N‘”/\/\ o NER e
1S-25 IS-26 1S-34 IS-35
(79%) (79%) (67%) (59%)

B N+’\/\/\/\/\/\

H c*
IS-27 IS-36
(98%) (78%
0
HJ\NH T O\f '" ©\f
=
|s-2sk\o/) 1S-29 IS-37\/) IS-38
(98%) (98%) (41%) (82%)

Figura 4.16: Formamidas e isonitrilos sintetizados.

Cabe destacar que para la sintesis de la formamida IS-21, primero fue requerido un paso
de proteccién en condiciones de cloruro de tionilo en metanol, dado que se partié del acido
libre. Unavezaislado el éster, se procedid por la sintesis y caracterizacion de su respectiva
formamida, obteniendo el espectro de RMN "Hy '*C que se muestra en la Figura4.17. En la
misma se encuentran asignadas sefales que permitieron su correcta caracterizacion, y
donde, ademas, se observa el fendmeno de duplicacién de sefales debido a la presencia

de los rotameros Ey Z explicado en el Capitulo anterior.
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Figura 4.17: Espectros de RMN "H y '°C de IS-21.

En otros casos el bloque de interés no contenia un grupo amina, que debid serincorporado

previamente, como por ejemplo el derivado de mentol 1S-41.

Para lograr dicho cometido se sigui6 la secuencia sintética descripta en el Esquema 4.13.%
El primer paso consistié en transformar el grupo hidroxilo en un buen grupo saliente
mediante su conversion a mesilato. Una vez aislado y purificado, el mesilato fue tratado
con azida de sodio, que actué como nucledfilo, provocando lainversidn de la configuracion
en el carbono correspondiente. Finalmente, la azida fue reducida bajo condiciones suaves
de hidrogenacién a presién atmosférica, obteniéndose la correspondiente amina con

excelente rendimiento.

MsCl,

TEA o NaN3 Hy

—_— n_ e — >

DCM _S3 DMF - CHCI3/MeOH -,
- OH 7Yoo <Ny < NH,
PN PN

(95 %) (63 %) (91 %)

P P
(-)-mentol 1S-39 1S-40 1S-41

Esquema 4.13: Sintesis de IS-41.

Todos los pasos de reaccidn se siguieron mediante RMN prestando especial atencion a las
sefiales que diferenciaban a los productos. En la Figura 4.18 se muestran como ejemplo
los espectros de °C para IS-40 y IS-41 remarcando la sefial diagndstica del C directamente

unido al grupo funcional que fue modificado.
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Figura 4.18: Espectros de RMN "3C de I1S-40 y IS-41.

Esta amina se transformd en el isonitrilo deseado mediante la ruta sintética habitual

(5 (AcO)ZO / HCOOH, THF
- 'NC

Hz ||) POCI; / TEA, CH,Cl,

(Esquema 4.14).

P

1S-41 1S-42
(77%)

Esquema 4.14: Sintesis de IS-42.

Siguiendo la misma légica sintética, se construyd otro bloque terpénico a partir de
alcanfor, el cual fue transformado en una amina mediante un protocolo previamente
descripto, ilustrado en el Esquema 4.15.%° En primer lugar, el alcanfor se convirtié en su
correspondiente oxima mediante reaccién con hidroxilamina. En una segunda etapa, la
oxima fue sometida a condiciones reductoras en pentanol anhidro, utilizando sodio
metalico como agente reductor, lo que permitié obtener la amina 1S-43. Esta amina sirvid

como precursor para la generacion del isonitrilo 1S-44 mediante la técnica habitual.
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; i) HONH3" CI", MeOH, . i) (AcO),0 / HCOOH, THF :
0 AcONa NHz ) (AcO); “NC
1 _— 1
ii) Na, pentanol iiy POCI3 / TEA, CH,Cl, :
alcanfor 1S-43 1S-44

Esquema 4.15: Sintesis de IS-44.

Finalmente, se sintetizé un isonitrilo mas complejo, segin los mismos criterios en cuanto
a relevancia biolégica y diversidad biosintética, donde se unié un fragmento de acido
cinamico con 3-aminoquinolina. Este fragmento se obtuvo mediante una reaccién de
acoplamiento entre acido p-nitrocinamico y 3-aminoquinolina, seguida de la reduccién del
grupo nitro, con el fin de generar la amina requerida para la posterior formacion del

isonitrilo (Esquema 4.16).

i) SOCl,, MeOH

(0] ii) N N

N"oH @ B
H,N x N

piridina
e "
1S-45 (R=NOy,) Fe, NH,CI
] MeOH/AcOE/H,0
1S-46 (R = NH,) @8 %)
(Ac0),0, HCOOH
THF
N
o) /Nl 1 L1
N N
™ N S o) N
H L "
cN POCI;, TEA, H N
CH,Cly H

1S-48 1S-47
(69%) (69%)

Esquema 4.16: Sintesis de IS-48.

Para recopilar y ordenar toda la informacién anterior, y a riesgo de ser redundantes, en la
Figura 4.19 se muestran todos los blogues que se emplearan para la sintesis de los
compuestos finales. Estos bloques cumplen en conjunto con las premisas que se
establecieron para su seleccién: por ejemplo, todos estan presentes en PNs conocidos,
aunqgue con muy distinta prevalencia, y tienen una diversidad estructural suficiente como

para introducir variabilidad en las propiedades globales de los productos finales.
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BLOQUES TERPENICOS

BLOQUES TERPENICOS

Ademas, estos fragmentos deberian representar distintos origenes biosintéticos, que en
nuestro caso incluyen estructuras que en la naturaleza provienen de las vias del shikimato,

mevalonato, corismato y FAS, entre otras.

Blogues acidos carboxilicos

BLOQUES SINTETICOS

Figura 4.19: Bloques &cidos e isonitrilos sintetizados.

Seleccion de los nuevos pPNs a sintetizar

En este punto decidimos replantear la estrategia para la seleccién de los compuestos a
sintetizar. En el Capitulo 3, el disefio de la biblioteca ahi descripta se sustenté en un
enfoque estrictamente combinatorio: todos los fragmentos de partida fueron

considerados en igualdad de condiciones y se generaron virtualmente todas las
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combinaciones posibles. La seleccion de los compuestos a sintetizar se realizé en funcion
de sus propiedades moleculares globales, priorizando la diversidad dentro del conjunto
final, mas que el peso relativo de cada fragmento individual. De este modo, la estrategia
otorgaba el mismo valor a cada bloque y la eleccidn se guiaba principalmente por criterios

de cobertura del espacio quimico.

En contraste, en esta oportunidad se decidié adoptar un enfoque diferente. En lugar de
considerar a todos los fragmentos en igualdad de condiciones, se establecié una jerarquia
que permitié identificar ciertos bloques como mas relevantes que otros. De este modo, en
lugar de depender Unicamente de la combinacién global de propiedades emergentes, la
seleccidén de fragmentos prioritarios ofrece un control mas fino sobre qué caracteristicas
estructurales y funcionales se incorporan en la biblioteca. Esta estrategia busca orientar
el espacio quimico explorado hacia regiones de mayor interés, conservando la diversidad,
pero con una direccién mas definida en cuanto a los rasgos aportados por los bloques de
partida. De esta idea surgid la incorporaciéon de fragmentos terpénicos y considerarlos
bloques prioritarios: estos fragmentos aportan un caracter lipofilico, lo que en
combinaciéon con la carga positiva de la piperazina genera compuestos de naturaleza
anfifilica. De este modo, se mantiene una caracteristica clave de las bibliotecas previas,
donde la coexistencia de dominios polaresy apolares resulté en compuestos con actividad
bioldgica. Al mismo tiempo, los esqueletos terpénicos introducen una variedad topolégica
que no estaba presente en los fragmentos alifaticos lineales empleados anteriormente:
anillos de distinto tamano, multiples insaturaciones y una elevada proporcién de carbonos
sps, todos elementos que, en principio, deberian ampliar la diversidad estructural de la

biblioteca.

Por eso, la premisa fundamental fue disefiar compuestos en los que al menos uno de los
fragmentos correspondiera a alguno de los siete bloques terpénicos previamente
sintetizados. De esta forma, se asegura la introduccién de las caracteristicas deseadas
aportadas por estos bloques, que quedan necesariamente combinados con fragmentos
que pueden considerarse de distinto origen biogenético, cumpliendo asi una de las bases
del disefio de pPNs. Aun asi, el numero de combinaciones para cada bloque es grande e
imposible de llevar a la practica.

En base a la experiencia previa, se decidié que para cada uno de los siete bloques
terpénicos (ya sea como componentes carboxilicos o isonitrilos) se sintetizarian cuatro

compuestos finales diferentes, conformando asi una biblioteca de 28 miembros, tamaho
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adecuado tanto para una busqueda sistematica de propiedades biolégicas como para
nuestras capacidades sintéticas.

Para seleccionar esas combinaciones se recurrié nuevamente a un enfoque apoyado en
herramientas de quimioinformatica. En primer lugar, se generd una biblioteca virtual
combinatoria considerando que los compuestos finales debian tener solamente un Unico
bloque derivado de terpenos en su estructura, lo que arrojo 103 compuestos posibles.
Estos compuestos fueron caracterizados con los 22 descriptores definidos para esta tesis,
y se aplicé un criterio de seleccidon basado en distancias relativas de los compuestos en el
espacio quimico definido por esos descriptores.

Este procedimiento de seleccion puede ejemplificarse asi: en la biblioteca virtual aparecen
17 compuestos donde el acido giberélico se combiné con un isonitrilo no terpénico. En
primer lugar, para cada una de esas 17 moléculas se calculd su separacién respecto del
conjunto de las 86 moléculas que no contienen ese fragmento empleando la distancia de
Mahalanobis. Esta métrica multivariante es superior a las distancias euclidianas
tradicionales, ya que considera tanto la escala de cada descriptor individual como las

correlaciones inherentes entre ellos.

Primero, se caracterizd el conjunto de compuestos con fragmentos terpénicos no
derivados del acido giberélico estimando su vector de medias para definir el centro de la
distribucién y su matriz de covarianza para representar la dispersiéon. Luego, para cada
compuesto derivado de acido giberélico, se calculd la distancia a ese centro del conjunto,
ponderando la medida por la matriz de covarianza.

El valor resultante de la distancia de Mahalanobis se interpreta como la cantidad de
desviaciones estandar combinadas que separan a la molécula en cuestion del promedio
de las 86 moléculas. De esta manera, valores mas elevados indican una mayor diferencia
en propiedades de la molécula respecto de las demas.

Con los margenes Mahalanobis calculados para las 17 moléculas derivadas del acido
giberélico, se fij6 un umbral adaptativo por percentil: se tomé, como regla inicial, el
percentil 25 de los margenes (es decir, el valor por debajo del cual cae el 25% de las 17
distancias), y se consideraron elegibles solo los compuestos cuyo margen fue igual o
superior a ese valor. De esta manera, la seleccidn se fuerza hacia aquellos compuestos
que contienen acido giberélico mas distantes del grupo que no contienen este fragmento.
Con el conjunto elegible de compuestos derivados del acido giberélico (que resultaron ser

13 segun el criterio de distancia definido), se generaron los 715 cuartetos posibles. Cada
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cuarteto se puntué con dos medidas complementarias, calculadas también en el mismo
espacio quimico y usando la misma métrica de Mahalanobis:

o diversidad interna: se tomé la distancia minima entre pares dentro del cuarteto.
Maximizar esta cantidad obliga a que ninguna pareja de compuestos
seleccionados quede demasiado préoxima (para evitar redundancia de
propiedades).

e separacion externa del cuarteto: para lo cual se calculd la distancia del centro
del cuarteto (el promedio de los descriptores de esos 4 compuestos) al resto de
las 86 moléculas sin ese bloque terpénico. El cuarteto elegido fue el que
maximizo la diversidad interna y, en caso de empate, se selecciond el que
presentd mayor margen del centro frente al resto de las moléculas.

A modo ilustrativo, la Figura 4.20 ubica a los cuatro compuestos seleccionados derivados
del acido giberélico en una proyeccién PCA. Es importante destacar que las decisiones se
tomaron siempre en el espacio completo de los 22 descriptores con la métrica de
Mahalanobis y no en el espacio reducido a dos dimensiones del PCA, y por lo tanto las
distancias entre los grupos no queda reflejada linealmente en el grafico.

Este procedimiento arrojé entonces un conjunto de 4 compuestos derivados del acido
giberélico y que cumple dos condiciones a la vez: cada molécula queda suficientemente
separada del resto de las moléculas de la biblioteca virtual, y entre si cubren regiones

distintas del espacio de propiedades, reduciendo asi la redundancia.
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Figura 4.20: Proyeccidn bidimensional de la biblioteca combinatoria que contienen el acido giberélico como

bloque terpénico en el espacio obtenido mediante PCA.

Siguiendo la misma estrategia de seleccion aplicada previamente, se identificaron, a partir
de las bibliotecas combinatorias generadas, cuatro compuestos representativos para
cada uno de los seis bloques estructurales derivados de terpenos previamente
sintetizados. Asi, se establecié un conjunto de 28 compuestos cuya preparacion fue
planificada y codificada dentro de la familia PIP2. Esta seleccion permitié abarcar de
manera equilibrada la diversidad estructural disponible, garantizando al mismo tiempo la
comparabilidad entre los distintos derivados y la coherencia en el andlisis de los

resultados posteriores.

Caracterizacion y analisis

Con las estructuras de los 28 compuestos seleccionados ya definidas, surge la pregunta
de si esta coleccion presenta una diversidad estructural suficiente en el contexto de esta
Tesis. Para ello se usé el mismo criterio de analisis que se discutié en los capitulos previos
y se realizd6 un PCA de esta biblioteca junto con la base PN-T. Las proyecciones

correspondientes a las 5 primeras PCs se muestran en la Figura 4.21.
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Figura 4.21: Pair plot: PN-T (verde), biblioteca de compuestos sintetizados PIP2 (rojo).

Al comparar la posicion relativa de los compuestos seleccionados en el espacio definido
por los PN-T, no solamente puede verse que los mismos quedan contenidos dentro de la
regién ocupada por los PN en los planos PC1-PC5, si no que, a partir de los histogramas se
deduce que los 28 compuestos se ubican dentro de las zonas de mayor densidad del
conjunto de productos naturales de referencia (PN), lo que intuitivamente refuerza su

caracter de pPNs.

La unica asimetria aparece en PC3, donde los compuestos disefiados en esta seccién de
la tesis muestran un desplazamiento hacia valores mas altos. Como se discutié en el
Capitulo 2, la tercera componente principal reune principalmente caracteristicas

relacionadas con la proporciéon de atomos de nitrégeno (en especial nitrégenos basicos 'y
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amidas), y el contenido relativo de oxigenos. Este desplazamiento hacia valores altos de

PC3 es coherente con la estructura base de los compuestos disefados.

Sintesis de la biblioteca (PIP2)

A continuacion, se describira, a modo de ejemplo, la sintesis de algunos de los
compuestos seleccionados, junto con ciertas particularidades relevantes de la
caracterizacion estructural realizada. En todos los casos se sigui6é el Esquema 4.1 para la
obtencién de los compuestos finales de la familia sintetizada mediante la reaccién de Ugi

Split en el presente Capitulo.

Como primer ejemplo de aplicacidon de la metodologia previamente explicada, se muestra
el caso que emplea &acido giberélico. Se obtuvieron asi los cuatro compuestos

seleccionados que se muestran en la Figura 4.22.

OEt

NH

OMe

PIP2-3 PIP2-4
(66 %) (49 %)

Figura 4.22: Productos Ugi Split derivados de acido giberélico.

Todos los productos fueron sintetizados y purificados siguiendo la metodologia descripta
en la Seccidn Experimental de esta Tesis, y luego caracterizados mediante espectroscopia
de RMN y MS. En la Figura 4.23 se muestra a modo de ejemplo el espectro de RMN "H de

PIP2-3 con algunas sefnales diagndésticas de cada bloque de construccién resaltadas.

167



Entre las sefiales remarcadas a campos altos se encuentra aquella que proviene de los H
del bloque del formaldehido (sefal a), una de las sefales anchas caracteristicas del
bloque de la piperazina (sefial b) y la sefal ¢ del singulete del CH; del acido giberélico. A
medida que se fija la atencién a desplazamientos mas altos, se encuentran las sefiales de
H mas desprotegidos, como por ejemplo el doble doblete del doble enlace d, la sefales e
del OH, el metileno de la amina (sefal f) y la sefal del H unido al mismo C que el alcohol
(senal g). Por ultimo, a campos mas bajos se pueden observar la sefal h de la amida, los

dos dobletes aromaticos (sefialiyj)y otra sefal de los dobles enlaces de PIP2-3 (sefal k).
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Figura 4.23: Ampliaciones del espectro de RMN "H de PIP2-3.

Es interesante resaltar algunos fendmenos poco frecuentes que se observaron en las
sefales del espectro de RMN 'H de PIP2-3. En los espectros del Capitulo anterior, ya se
habia observado que los H procedentes del formaldehido podian ser no equivalentes, lo
que generaba un doblete para cada uno de ellos. En el caso del compuesto PIP2-3, este
fendmeno no solo se observa en la senal a de la Figura 4.23, sino que también se presenta
para la sefal f. Estos H, designados como H, y Hy, en la Figura 4.24, se presentan como
doble dobletes debido a que tienen una constante de acoplamiento entre ellos con un valor

de Jgem = 15,19 Hz, y también acoplan con el H de la amida NH. con un Jeyny = 6,37 Hz. Este
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ultimo acoplamiento se puede observar claramente en la sefal h, que también esta

ampliada en la Figura 4.24.

JS,‘\ = 15,19 Hz
J
Joe = 10,22 Hz
PIP2-3

CHNH=637HZ

0 850 435 425 415

o

870 8.

Figura 4.24: Ampliaciones de las sefiales fy h del espectro de RMN 'H de PIP2-3.

Para lograr la asignacion inequivoca de todas las sefales, fue necesario apoyarse en la
informacién obtenida mediante los espectros bidimensionales de COSY, HSQC y HMBC,
entre otros. Por ejemplo, en la Figura 4.25 se muestra una ampliacién del espectro COSY
de PIP2-3, donde se puede confirmar la asignacion de los H de la Figura 4.24, ya que

pueden observarse los distintos acoplamientos entre dichos H.
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Figura 4.25: Ampliacién de espectro COSY de PIP2-3.
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La caracterizacidon de PIP2-3 también incluyé la asignacién de las sefales de C. A
continuacién, se muestra el espectro de RMN *C (Figura 4.26) donde pueden notarse
distintas regiones de sefiales. A § mas altos se distinguen claramente 3 sefiales de
carbonilos, seguido de una zona con sefales de los C aromaticos y de los alquenos. Luego
se diferencian claramente tres senales distintivas de C unidos a O, procedentes de los

alcoholes o del C cuaternario que forma la lactona, y, por ultimo, un area con sefales de C

alifaticos.
c=c
alqueno y aromatico
C alifatico
c-0
c=0
30 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 1

Figura 4.26: Espectro de RMN "3C de PIP2-3.

La Figura 4.27 muestra las estructuras de los cuatro compuestos derivados del acido

abscisico que se seleccionaron para la sintesis.
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Figura 4.27: Productos Ugi Split derivados de dcido abscisico.

Los productos fueron obtenidos siguiendo el mismo protocolo de sintesis que indicaba
formar primero la enamina, dejando reaccionar formaldehido con piperazina en una
solucion metandlica. Seguido del agregado del componente acido, para favorecer los
pasos de intercambio de protones, y, por ultimo, el agregado del isonitrilo. La purificacion
serealizé mediante columna cromatografica, empleando distintas proporciones de éter de
petréleo y acetato de etilo, siempre con un agregado de trietilamina, para desplazar la

posible protonacion del N terciario del aducto Ugi Split.

En los cuatro productos Ugi Split obtenidos a partir del acido abscisico se observé la
presencia de conformeros en solucién. Para ilustrar dicho fendmeno se muestra la Figura
4.28 con una ampliacién del espectro de RMN 'H de PIP2-5. En la zona de dobles enlaces
de este producto se puede contemplar la presencia de un doblete del H vinilico a con una
constante de acoplamiento trans de 15,83 Hz que se corresponde con la sefial del otro H
vinilico ¢, que presenta tres conférmeros en solucién. Ademas, en esa regién se distinguen
claramente el doblete de la amida NH (sefial b) y los singuletes superpuestos de los H de

los dobles enlacesdye.
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Figura 4.28: Ampliacién del espectro de RMN "H de PIP2-5.

Al examinar detenidamente la ampliacién del espectro de RMN 'H de PIP2-5, como se
muestra en la Figura 4.28, inicialmente parecia que la Unica sefal que exhibia conférmeros
con entornos quimicos diferentes era la sefal c. Sin embargo, sorprendentemente, esta
observacion no coincidia con lo que se observaba en el espectro de RMN '*C, como se
ilustra en la Figura 4.29. En este espectro, se observaba que todos los C de los enlaces
dobles y los carbonilos presentaban sefales duplicadas, lo que deberia coexistir con la
presencia de sefales duplicadas para los H correspondientes. Este hallazgo planteaba

interrogantes sobre el analisis de las sefiales de H del compuesto estudiado.
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Figura 4.29: Ampliacion del espectro de RMN "3C de PIP2-5.

Para abordar esta discrepancia entre las sefiales de RMN 'Hy '*C, se procedio a un analisis
minucioso utilizando espectros bidimensionales, como el espectro HSQC, que se muestra
en la Figura 4.30. Alampliar la regién previamente discutida, se observé que las sefiales d
y e también se presentaban duplicadas debido a la presencia de conférmeros, lo que
confirma las asignaciones de todas las sefales identificadas. Este analisis en profundidad
de los espectros bidimensionales permiti6 una comprensién mas completa de la

estructura molecular del compuesto en estudio.
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Figura 4.30: Ampliacidn del espectro HSQC de PIP2-5.

A continuacién, se ejecutd la variacidon sistematica con cuatro isonitrilos diferentes
manteniendo el acido AC-2. Los rendimientos obtenidos para los cuatro aductos Ugi Split
fueron en general regulares (Figura 4.31), destacandose el compuesto PIP2-10 por

presentar el rendimiento mas bajo dentro de la serie.

PIP2-9 PIP2-10
(47 %) (32 %)
(0] (0] (0]
\Q:ﬁkN/\ 0 /@J\OMe Y&LN/\ o}
< 0 K/N\)ku < o) K/N\)J\H/\/\/\/\
PIP2-11 PIP2-12
(49 %) (56 %)

Figura 4.31: Productos Ugi Split derivados del dcido AC-2.
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Debido a la movilidad limitada de los dos ciclos de los productos y la presencia de centros
quirales, las sefales de los H en el espectro de RMN 'H usualmente aparecieron como
sefales anchasy superpuestas, como se ilustra en la Figura 4.32 con el espectro de PIP2-
12. En el mismo se marcan algunas sefales de cada bloque de construccién que pudieron
ser asignadas mediante el estudio detallado de los espectros de RMN 'C vy

bidimensionales.
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Figura 4.32: Ampliacién del espectro de RMN "H de PIP2-12.

En contraste con la metodologia habitual empleada para asignar por completo los
espectros, donde generalmente se comienza con el espectro de RMN 'H, para estos
productos Ugi Split se encontré que resultaba mas conveniente iniciar la asignacion
utilizando el espectro de RMN "*C. Como ejemplo ilustrativo, se presenta a continuacion el
espectro de RMN "®C del compuesto PIP2-12 en la Figura 4.33. Este espectro exhibe todas
las senales de los C del producto de manera claramente resuelta. Por ejemplo, se distingue
la sefal g de la cetona alrededor de 210 ppm, seguida de los dos picos correspondientes a

los carbonilos de las amidas entre 180-170 ppm. A campos mas elevados, se destacan
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algunas asignaciones para resaltar la alta resolucion de todas las senales de C. Entre
estas, se puede identificar la sefal del C cuaternario h ubicado entre dos carbonilos, la
sefal b del bloque de formaldehido, un unico pico ¢ para los dos C equivalentes de la
piperazina, y, por ultimo, en aquella region ampliada también se puede apreciar
claramente la sefali del C cuaternario del puente. Este analisis detallado del espectro de
RMN "¥C proporcioné una base sélida para la asignacidn precisa de las sefales en este tipo

de productos.
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Figura 4.33: Espectro de RMN "3C de PIP2-12.

Una vez asignados los C, se pudo reconfirmar que la complejidad adicional del espectro
de RMN 'H se debia a la rotacion limitada de los ciclos y la presencia de amidas en la
estructura de PIP2-12. Aquella movilidad restringida origina entornos quimicos diferentes
para los H de metilenos, lo que se traduce en sefiales distintas en el espectro de RMN "H.
Sin embargo, ambos correlacionan con una Unica sefial de C en el espectro de RMN 8¢,
como se confirma en la Figura 4.34. En esta figura se muestra una ampliacion del espectro

bidimensional HSQC que sirve para estudiar la uniéon H-C a un enlace de distancia. La
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region ampliada ilustra las sefiales b y ¢, correspondientes a los metilenos del bloque de

formaldehido y piperazina, respectivamente.
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Figura 4.34: Ampliacidn del espectro HSQC de PIP2-12.

Particularmente para el caso de PIP2-10, la asignacién de las sefiales del espectro RMN "H
fue especialmente desafiante debido a que la regién aromatica presentaba sefales
solapadas y, ademas, sefales duplicadas o triplicadas debido a la presencia de
conférmeros. En la Figura 4.35 se muestra una ampliaciéon de la zona a campo bajo con la

asignacion de algunas senales para ilustrar el fendmeno discutido.
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Figura 4.35: Ampliacién del espectro de RMN "H de PIP2-10.

Para la correcta asignacién de todas las sefiales de H aromaticos de PIP2-10 fue
indispensable la asistencia de espectros bidimensionales para contar con mas
informacién. En la Figura 4.36 se muestra una ampliaciéon del espectro COSY de dicho
producto Ugi Split con algunos de los distintos tipos de acoplamientos presentes en la
molécula. Dicha informacidn resulté indispensable al momento de asignar las sefales de
los H aromaticos. Por ejemplo, una vez asignado el doblete correspondiente al H, con un
Juwans = 15,37 Hz, se buscé otro doblete que correlacione en el espectro COSY y tenga un

valor de la constante de acoplamiento semejante.

Otro ejemplo que puede ayudar a ilustrar el método de asignacidon es la sehal
correspondiente al Hy. Dicha senal se presenta como un doble doble doblete en el
espectro de RMN "H, dado que acopla con los H,, He y Hf con valores diferentes de las
respectivas constantes de acoplamiento. Todas aquellas sefiales de acoplamiento entre

los H de la quinolina se encuentran sefaladas en el espectro COSY.
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Figura 4.36: Ampliacion del espectro COSY de PIP2-10.

Como ultimo ejemplo mostrado en el proceso de sintesis de la biblioteca de compuestos
basados en terpenos, se mantuvo constante el isonitrilo 1S-42 obtenido a partir de (-)-
mentol variando de manera organizada los blogues acidos hasta obtener los cuatro

productos mostrados en la Figura 4.37.
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Figura 4.37: Productos Ugi Split derivados del isonitrilo IS-42.
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Se ejemplifica a continuacion la caracterizacion de uno de los productos (PIP2-14) condos
ampliaciones del espectro RMN "H (Figura 4.38). En la figura de la izquierda se muestran
las senales caracteristicas del grupo funcional indol y la amida (sefal d). Las sefiales del
indol se destacan por encontrarse completamente resueltas entre ellas, presentandose
como dos doble dobletes correspondientes a la sefial by ¢, dos doble doble dobletes para
losHeyf,yundoblete paralasenalg. Debido alaaltaresolucién del espectro, se pudieron
calcular los valores de las constantes de acoplamiento para todas aquellas sefales. Por
ejemplo, dos constantes con valores J=7,9y 0,9 Hz para la sefalby/=8,2y 0,9 Hz para c,
para ey f se obtuvieron tres valores de constantes de acoplamiento distintas (J=8,2; 7,0y
1,2 Hz para lasenaley/=8,0; 7,0y 1,0 Hz para la senal f), y, por ultimo, un J = 2,4 Hz para
eldoblete g.

En la regién del espectro ilustrada a la derecha se puede apreciar la presencia de un
multiplete h correspondiente al CH del mentol unido al N, un singulete i del metileno
procedente del bloque acido, las sefiales jy L de la piperazina, y la senal k remarcada del
formaldehido. Hay que destacar dos acontecimientos particulares que se observan en este
espectro: el primero es que en este compuesto se observa el fendmeno de H no
equivalentes del formaldehido discutido anteriormente, generando un doblete para cada
uno de los H con un Jgm de aproximadamente 16 Hz. El segundo hecho destacable es que,
a diferencia de espectros anteriores, en esta ocasidon se puede apreciar que todos los
metilenos de la piperazina aparecen como sefiales independientes, y, con excepcidon de la
que se encuentra a § mas alto, todas ellas aparecen como tripletes con constantes de

acoplamiento que rondan el valor de 5 Hz.
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Figura 4.38: Espectro de RMN 'H de PIP2-14.

A través del analisis del espectro bidimensional HMBC fue posible asignar
inequivocamente los H provenientes del bloque de la piperazina, siguiendo una a una las
correlaciones heteronucleares (Figura 4.39). Por ejemplo, se encontré una correlacion
entre el C del carbonilo de amida C, (170,1 ppm) ylos H a 3,69y 3,51 ppm, lo que permite
confirmar la asignacion de los H del metileno (H;). Asimismo, se pudieron asignar los H,
gracias a la correlacién en HMBC con el C del metileno (Cy), el cual a su vez se asigné

mediante la correlacién de sus H con el C carbonilico vecino C,.
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Figura 4.39: Ampliacion del espectro HMBC de PIP2-14.
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Ademads del espectro HMBC, se complementé la caracterizacion del fragmento proveniente de

la piperazina mediante las correlaciones H-H en el espectro COSY (Figura 4.40).
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Figura 4.40: Ampliacidn del espectro COSY de PIP2-14.

En cuanto al espectro de RMN '°C (Figura 4.41), se evidenciaron las sefiales diagndstico de
los productos Ugi Split: los dos carbonilos de amida (o y p), el metileno proveniente del

formaldehido (k) y los dos metilenos resaltados de la piperazina (l).
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Figura 4.41: Espectro de RMN "3C de PIP2-14.

Con el propésito de evitar que esta secciodn se torne excesivamente extensa y reiterativa,
se opté por presentar el conjunto restante de productos finales de la familia PIP2 de
manera resumida en la Figura 4.42, donde se consighan tanto sus estructuras como los
rendimientos correspondientes. Cabe sefialar que todos estos compuestos fueron
seleccionados siguiendo los mismos criterios de disefio y priorizacion detallados en la
seccidén anterior. Asimismo, las rutas sintéticas empleadas para su obtencién se basaron
en procedimientos analogos a los utilizados previamente para la preparaciéon de los demas
pPNs, garantizando de este modo la coherencia metodolégica a lo largo de toda la serie de

compuestos estudiados.
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Figura 4.42: Compuestos adicionales de la biblioteca PIP2.
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Ensayos bioldgicos

Nuevamente, las potenciales propiedades biolégicas de los pPNs sintetizados fueron
evaluadas en distintos ensayos fenotipicos. Con el fin de identificar alguna actividad
biolégica inherente, los ensayos fueron seleccionados en funcidon de la capacidad de los
compuestos para inducir respuestas observables en células u organismos vivos,
proporcionando una vision integral de las interacciones bioldgicas. Los ensayos elegidos

para este Capitulo fueron: antifungicos y antiproliferativos.

Ensayos antifungicos

En esta etapa, contando ya con una biblioteca conformada por 28 compuestos, se
procedié a iniciar la evaluacion bioldégica de los mismos para detectar posibles
propiedades antifungicas. Con este fin, se realizé un screening cualitativo de bioautografia
de los compuestos sintéticos in vitro, en el que, en los casos en los que el compuesto
exhibid actividad, se observé un halo de inhibicién del crecimiento de Fusarium solani (FS)
alrededor del punto de siembra. De todos los compuestos ensayados, ocho moléculas

presentaron resultados positivos.

Para aquellos compuestos que presentaron halos significativos en la bioautografia, se
procedié a determinar la MIC contra Fusarium solani (FS), Fusarium tucumaniae (FT)y
Fusarium graminearum (FG), utilizando la metodologia estandar. Los resultados se

resumen en la Tabla 4.3.

MIC (uM)
Compuesto
FS FT FG
PIP2-9 114,8 114,8 114,8
PIP2-12 119,2 238,3 119,2
PIP2-17 97,0 193,9 24,2
PIP2-19 88,4 176,8 88,4
PIP2-13 64,7 258,7 129,4
PIP2-14 57,0 228,0 11,5
PIP2-15 50,5 202,2 25,3
PIP2-16 42,7 170,7 85,4

Tabla 4.3. Valores de MIC para las distintas cepas de hongo.
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Aunque la diversidad estructural de los compuestos no permite llevar a cabo un analisis
completo de las relaciones entre la estructura y la actividad con los compuestos
obtenidos, se pueden extraer algunas conclusiones relevantes. Por ejemplo, los
compuestos PIP2-13, PIP2-14, PIP2-15 y PIP2-16 sintetizados utilizando el isonitrilo 1S-42
(Figura 4.43) presentaron un halo significativo en la bioautografia.
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Figura 4.43: Concentraciones minimas inhibitorias (MICs) de PIP2-13, PIP2-14, PIP2-15 y PIP2-16.

Los ensayos de actividad antifungica, evaluados a partir de los valores de concentracion
minima inhibitoria (MIC), revelaron una marcada selectividad del compuesto PIP2-13, el
cual mostro eficacia exclusiva frente a Fusarium solani (FS). En contraste, los otros tres
compuestos analizados exhibieron un espectro de accién mas amplio, extendiendo su
actividad también hacia Fusarium graminearum (FG). Sin embargo, se observaron
subgrupos completos de derivados que resultaron inactivos frente a la inhibicion del
crecimiento de ambas cepas, lo que sugiere que la presencia del bloque estructural
derivado del mentol podria desempenar un papel determinante en la expresion de la

actividad antifungica en este sistema.

Un hallazgo particularmente relevante corresponde al compuesto PIP2-14, cuyo valor de
MIC se establecio en 11,5 uM, una cifra muy préxima a la reportada para el control positivo
Carbendazim (8,2 uM). Este ultimo constituye un fungicida bencimidazoélico de amplio

espectro de uso extendido en la agricultura, lo que resalta la importancia del resultado
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obtenido y posiciona al compuesto PIP2-14 como un candidato promisorio dentro de la

serie analizada.

Ensayos antiproliferativos

A diferencia de los ensayos biolégicos descriptos en el Capitulo 3, donde el objetivo
principal fue evaluar sélo las propiedades antiproliferativas de los compuestos, en el caso
de esta nueva familia se implementé una modificacién en el protocolo experimental con el
fin de obtener informacion adicional sobre su perfil biolégico. En colaboracién con la Dra.
Andrea Barquero, se introdujo un cambio en la técnica de screening: en lugar de sembrar
inicialmente las células Huh-7, esperar a la formaciéon de la monocapa y posteriormente
adicionar la solucién de los compuestos sintetizados, se opté por incorporar
simultaneamente la suspensidn celular junto con las soluciones de los compuestos en

estudio.

Este ajuste metodoldgico permite, aunque de manera cualitativa, distinguir entre efectos
citotéxicos y antiproliferativos. En el primer caso, un compuesto citotéxico impide que las
células puedan adherirse, extenderse y comenzar su replicacion, conduciendo a la muerte
celular. Enel segundo caso, un compuesto con propiedades antiproliferativas no destruye
directamente a las células, pero siinterfiere con el proceso de division celular, bloqueando

la replicaciény, en consecuencia, favoreciendo procesos citopaticos.

Finalmente, en la Tabla 4.4 se presentan los resultados cualitativos de los compuestos
activos obtenidos a partir de esta estrategia experimental, donde se diferencian
claramente los compuestos con actividad predominantemente citotoxica de aquellos con

efectos principalmente antiproliferativos.
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Actividad Actividad

Compuesto
citotéxica antiproliferativa
PIP2-3 N X
PIP2-5 v v
PIP2-10 N X
PIP2-17 v N
PIP2-18 N N
PIP2-19 v X
PIP2-20 N X
PIP2-23 v N
PIP2-15 N N
PIP2-16 v v

Tabla 4.4. Resultados cualitativos de la actividad citotdxica y antiproliferativa en células Huh-7.

Un analisis preliminar demuestra que los compuestos PIP2-17, PIP2-18, PIP2-19 y PIP2-
20 son los productos Ugi Split que mantienen constante el acido AC-7 (Figura 4.44), y todos

ellos presentan actividad citotéxica.
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Figura 4.44: Compuestos con actividad citotoxica sintetizados a partir del bloque dcido AC-7.

Por otro lado, de los compuestos sintetizados a partir del acido AC-5 se puede notar que

el compuesto PIP2-23 presenta actividad tanto citotéxica como antiproliferativa, mientras
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que PIP2-21 no se presentd como un compuesto activo al desarrollar el ensayo (Figura
4.45). Sorprendentemente, la Unica diferencia entre ambas moléculas radica en la longitud
de la cadena alifatica proveniente del isonitrilo, lo que implicaria que podria estar

involucrado en el mecanismo de acciéon del compuesto.

HO HO
2 L o > 5 O
N/\ o N/\ o
k/N\)J\N/\/\ k/N\)J\N
B H
PIP2-21 PIP2-23
No presenta Presenta actividad
actividad citotoxica y antiproliferativa

Figura 4.45: Compuestos activos sintetizados a partir del bloque dcido AC-5.

Luego de seleccionar los compuestos de interés con actividad antiproliferativa, se llevé a
cabo la evaluacién de la viabilidad de distintas lineas celulares luego de su exposicién a
una concentracion final de 50 uM durante 72 horas. Se analizé mediante el ensayo de MTT
en células humanas A549 (proveniente de adenocarcinoma de pulmoén) y HuH-7

(proveniente de carcinoma de higado) obteniéndose los resultados mostrados en la Figura

4.46.
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Figura 4.46: Inhibicidn de la proliferacion a 50 uM de las lineas celulares (a) A549 y (b) HuH-7.

Aunque varios compuestos demostraron una capacidad destacada para inhibir la
proliferacion celular, de acuerdo con el criterio establecido a lo largo de esta Tesis, solo

aquellos que, ala concentracion evaluada, redujeron la viabilidad celular a menos del 25%
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respecto al control fueron considerados antiproliferativos relevantesy seleccionados para
investigaciones adicionales. Sin embargo, ninguno de los compuestos pertenecientes a

esta familia logré superar dicho umbral de inhibicion
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CAPITULO 5: Biblioteca CIC

Introduccion

En el Capitulo 3 se abordé el diseno de pseudo productos naturales (pPNs) mediante la
reaccion Ugi Split, una estrategia sin antecedentes, en donde se empled piperazina como
diamina simétrica conectora. Como se discutié en los capitulos iniciales, el concepto de
pPNs se inspira en la logica biosintética de los productos naturales (PNs): médulos
provenientes de rutas evolutivamente distintas -policétidos, péptidos, terpenos,
alcaloides- que en la naturaleza en ocasiones se combinan para generar metabolitos
hibridos con arquitecturas singulares. Retomando ese principio, el disefio de novo de pPNs
busca seleccionar fragmentos presentes en PNs y recombinarlos en disposiciones
inéditas, de manera de ampliar el espacio quimico biolégicamente relevante. En ese
marco, laincorporacion de la piperazina permitié generar una primera biblioteca donde un
heterociclo presente en numerosos metabolitos especializados se integraba en un
esqueleto peptidomimeético construido modularmente. El resultado fue una coleccion de
compuestos obtenida con gran eficiencia sintética y que, ademas, mostré perfiles
bioactivos interesantes, validando asi tanto la metodologia como el concepto que la

sustentaba.

Por otro lado, en el Capitulo 4 esa misma estrategia se retomd y se llevé un paso mas
adelante: se mantuvo la piperazina como nucleo estructurante, pero se amplié el
repertorio de fragmentos hacia bloques terpénicosy otros derivados de rutas biosintéticas
diversas, con el fin de incrementar la diversidad estructural y explorar con mayor libertad
el espacio quimico. Nuevamente, algunos de los compuestos obtenidos en esa colecciéon

también mostraron actividad bioldgica promisoria, reforzando la solidez del enfoque.

Explorando la literatura en busca de antecedentes sobre usos de la reaccion Ugi Split en
diferentes contextos, encontramos un trabajo publicado en 2008 que mostraba el
potencial de esta reaccidn en la derivatizacién del macrociclo 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano (ciclen), cuya estructura se muestra en la Figura 5.1a. Esta
poliamina macrociclica es muy relevante por sus variadas aplicaciones, que incluyen
sensores quimicos,’™ sondas de biocimagen>’ y agentes de contraste para resonancia

magnética.® 12

En este trabajo, Piersanti y Zappia mostraron que la reaccién Ugi Split permitia la

preparacion directa de derivados bis-funcionalizados de ciclen en posiciones N1,N4 y
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N1,N7 (Figura 5.1b). Los autores obtuvieron ambos productos en proporciones
controlables segun las condiciones de reaccién, y extendieron la metodologia a

macrociclos analogos como dimetilciclen, con buenos rendimientos.?
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Figura 5.1: Estructura de: a) ciclen, b) productos obtenidos por Piersantiy Zappia mediante la reaccion de Ugi

Split sobre el ciclen.

Este antecedente fue clave para considerar a este macrociclo como bloque de
construccién dentro del marco del disefio de pPNs. La biblioteca descripta en el Capitulo
4 puede entenderse como una continuacion directa de la disefiada en el Capitulo 3, ya que
en ambos casos la estrategia combind una reaccion Ugi Split sobre el anillo de piperazina
como elemento conector, y donde la diferencia principal estuvo en la ampliacién del
repertorio de fragmentos hacia unidades de origen natural mas diverso, en particular
terpenos y otros bloques biolégicamente relevantes. En cambio, en este Capitulo se
propone una exploracidn alternativa: mantener a la reaccién de Ugi Split como paso clave,
pero reemplazar la piperazina por un bloque sin correlato biosintético, el ciclen. De este
modo, la propuesta busca explorar hasta qué punto puede extenderse el concepto de

pPNs cuando se incorporan fragmentos que las rutas biosintéticas conocidas no ofrecen.

Sin embargo, el antecedente de Piersantiy Zappia mostré una limitacién importante en la
aplicaciéon de la reaccion de Ugi Split sobre esta poliamina macrociclica: cuando la
reaccion se llevé a cabo con formaldehido, acido acético e isocianuro de ciclohexilo en
metanol, estos investigadores obtuvieron una mezcla de derivados bis-funcionalizados en
posiciones no equivalentes del macrociclo (Esquema 5.1). Bajo condiciones suaves
(temperatura ambiente, 16 h) se formd una mezcla aproximadamente 1:1 de los isémeros
N1,N4 y N1,N7. Sin embargo, al prolongar la reaccidn y trabajar a reflujo, la relacion se

desplazé de manera reproducible hacia una proporcién 1:2 en favor del producto N1,N7.

196



HCHO H
- N /\
NH HN Hac” OO NH 7N/\\g \Q [NH HN] o
—_— 1 4
. . + Ledi O
NH HN NC N HN \\( _/ N
— O 6 "

O

Esquema 5.1: Mezcla de productos obtenidos por Piersanti y Zappia.

Experimentos adicionales mostraron que incluso al partir de un unico isémero, la mezcla
evolucionaba hasta alcanzar ese equilibrio, lo que evidencié un proceso de migracién
acilica interno (reordenamiento de Mumm) responsable de la interconversion. Este
hallazgo es relevante porque demuestra que la regioselectividad de la reaccién de Ugi Split
sobre el ciclen no responde a un control estrictamente cinético, sino que bajo ciertas

condiciones prevalece el producto termodinamicamente mas estable.

Aunque estos autores no llevaron a cabo estudios detallados, propusieron un posible
mecanismo para intentar explicar los rendimientos y la reactividad observados, y que se
detalla en la Figura 5.2. En este proceso, una de las aminas secundarias del sustrato
reacciona con el grupo carbonilo para formar unioniminio. Este ion iminio luego reacciona
mediante la adicion delisonitrilo y el resto carboxilato, dando lugar al primer intermediario
mostrado, un imidato (como se muestra en detalle en el Capitulo 3 en la Figura 3.2y Figura
3.4). Posteriormente, este intermediario sufre una transacilacién en la que el resto acilo
migra a la segunda amina secundaria N7, en un proceso conocido como reordenamiento
de Mumm. Este reordenamiento puede ocurrir directamente (ruta b) o a través del
heteroatomo Z acilado, que actia como portador del grupo acilo (ruta a), generando una

especie cargada, que se encuentra en equilibrio con el producto 1,7 disustituido.
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Figura 5.2: La migracidn del acilo justifica la obtencion de los productos Ugi Split 1,7-disustituidos.
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Sintesis

Preparacion de bloques de construccion

En este contexto, es importante mostrar que al partir de 1,4-dimetilciclen, es posible

acceder al compuesto 1,7-disustituido de manera exclusiva (Esquema 5.2).

T

HCHO

N
/ N\ /~\
\N HN Hyc-COCH \N N/\‘( \Q
. J — (,7]°
NH N NC N1 N
“_/ \ O/ \\( N /N
o
Esquema 5.2: Ruta sintética aplicada por Piersantiy Zappia para la obtencién del producto N1,N7 disustituido

exclusivamente.
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A partir de este antecedente, se planteé la posibilidad de implementar una estrategia de
proteccién regioselectiva de los diferentes atomos de nitrégeno presentes en el ciclen.
Este enfoque permitiria bloquear de manera controlada determinadas posiciones del
macrociclo, con el objetivo de dirigir selectivamente la reactividad. De este modo, se
buscd ejercer un mayor control sobre el patrén de sustitucidn resultante en la reaccion de

Ugi Split, evitando la obtencién de mezclas de los derivados.

Dada la importancia que tienen los derivados del ciclen, existen muchos estudios sobre
protecciones selectivas. Por ejemplo, la funcionalizacion de una Uunica posicion
nitrogenada se puede lograr haciendo reaccionar el electréfilo apropiado con un gran
exceso de compuesto macrociclico.*?? Esta estrategia implica sélo un paso sintéticoy el
tratamiento es relativamente simple, ya que el exceso de ciclen se puede eliminar
facilmente, a expensas de un rendimiento acotado. En algunos casos se puede usar un
exceso menor de ciclen, o incluso una relacion estequiométrica de 1:1, cuando la
reactividad del reactivo acilante se modula adecuadamente, como en el ejemplo de los
carbonatos mixtos de p-nitrofenilo?® o ésteres de N-hidroxisuccinimidilo.?* También se han

descrito secuencias de varios pasos para preparar ciclen mono protegido.?

Alternativamente, la proteccién complementaria de tres de los cuatro &tomos de nitrégeno
es generalmente mas sencilla, ya que los agentes acilantes suaves reaccionan mas
lentamente o, a veces, no reaccionan en absoluto con el cuarto atomo de nitrégeno. Esto
permite la preparacién con alto rendimiento de triformil-2® y tri-BOC-ciclen,?”*® por
ejemplo. Vale la pena mencionar que el ciclen reacciona con dimetilformamida dimetil
acetal (DMFDMA)*3! u ortoformiato de trietilo® para dar el intermediario aislable
mostrado en el Esquema 5.3, cuya suave hidrdlisis conduce a la formacion limpia del
derivado monoformilo. Esta secuencia permite acceder a un ciclo triprotegido o
monoprotegido, y actualmente se emplea en la produccién industrial del agente de

contraste para resonancia magnética ProHance™, aprobado para uso clinico.*

EtOH NH N/CHo

(o

o
H,0
— NH HN
-/

NH HN DMFDMA

N N
L) e (X )
CH(OEt)3 NH N

_/

NH HN
-/

Esquema 5.3: Sintesis de ciclen monoprotegido.

En este trabajo, y dadas las caracteristicas de la reaccion de Ugi Split, necesitabamos

contar con sustratos diprotegidos, derivados que plantean el problema adicional de la
199



regioselectividad, dado que existen dos formas isoméricas posibles, con sustitucion 1,46

1,7 (Esquema 5.4).3

GP. //\
N HN NH HN
(L J— 0. J)— [ ]
N HN NH HN NH N
GP"
ciclen ciclen
1,4-diprotegido 1,7-diprotegido

Esquema 5.4: Rutas de diproteccion de ciclen regioselectivas.

Preparacion de ciclen 1,4-diprotegido

Una busqueda bibliografica permitié identificar, en primer lugar, una metodologia
adecuada para proteger dos nitrégenos vecinos. La técnica, detallada en el Esquema 5.5,
consistié en disolver ciclen en etanol seco y afadir oxalato de dietilo. La mezcla de
reaccidon se agité durante 48 h. a temperatura ambiente, monitoreando el progreso
mediante cromatografia en capa delgada. Finalmente, se obtuvo el producto AM-2 como

un sdlido blanco, con excelente rendimiento.

Lo 0
NH HN NH N
/\O o\/ —_—
NH HN o
) (e} (96 %)
oxalato de dietilo AM-2

Esquema 5.5: Sintesis de AM-2.

La proteccion se lleva a cabo mediante dos ataques nucleofilicos sucesivos de los atomos
de nitrégeno del ciclen hacia los C carbonilicos del oxalato de dietilo, que actiuan como
electréfilos (Figura 5.3). El primer ataque puede ser realizado por cualquiera de los
nitrégenos del ciclen, ya que bajo las condiciones empleadas son equivalentes,
constituyendo el paso determinante de la reaccién. En cambio, el segundo ataque
nucleofilico ocurre necesariamente desde el nitrégeno ubicado en posicion 4 respecto del
primero, debido a una cuestién de proximidad espacial. En ambos pasos, se libera etanol

como subproducto de la reaccién.
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Figura 5.3: Mecanismo de formacién de AM-2.

Para corroborar la efectividad en el paso de proteccion, se realizé la caracterizaciéon del
sdlido obtenido mediante espectroscopia RMN, buscando en especial la sefial diagndstica
de los carbonilos como indicio distintivo del producto deseado (Figura 5.4). Aquella sefal
se presenta como un unico pico para los dos C carbonilicos a 160,2 ppm, debido a la

simetria de la molécula.

| 160,2 ppm >
Senal
diagnéstica

NMO

ik

AM-2

e S~ b
W N "

e—

5.5 164.5 1635 162.5 1615 160.5 159.5 1585 157.5 156.5 155.5

Figura 5.4: Ampliacién del espectro RMN 3C de AM-2.

Preparacion de ciclen 1,7-diprotegido

A partir de la busqueda bibliografica, se identific6 como alternativa promisoria una
metodologia desarrollada por Kovacs y Sherry para la sintesis de derivados 1,7-
diprotegidos del ciclen (Esquema 5.4).3>3% Esta estrategia se basa en un control preciso del
pH, que permite la protonacion selectiva de los dos atomos de nitrdgeno opuestos,
desactivando su reactividad y facilitando la introduccién de dos grupos protectores

idénticos.

Esta metodologia se basa en la gran brecha en las constantes de acidez asociadas al

segundo y tercer paso de protonacion (pK.s 10,51; 9,49; 1,6; 0,8).?> A pH 3, la protonacién
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ocurre en los atomos de nitrégeno opuestos, debido a la repulsion electrostatica entre las
cargas positivas. Este fendmeno puede aprovecharse para introducir dos grupos
protectores idénticos con regioselectividad especifica en las posiciones 1 y 7. Este
protocolo es operativamente sencillo y adecuado para preparaciones a gran escala, pero

esta limitado a grupos protectores resistentes a la condicién acida aplicada.
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Figura 5.5: Diagrama de especiacién del ciclen.

Es probable que la introduccidon de los dos grupos protectores ocurra de manera
secuencial, lo que implica la formaciéon de un intermedio ciclado monoprotegido que no se
aisla durante el proceso. En este trabajo evaluamos el uso de dicarbonato de di-terc-butilo
(anhidrido Boc, Boc,;0O) y cloroformiato de bencilo (Cbz-Cl) como posibles grupos

protectores (Figura 5.6).

(0]
o o P
>Lo)ko)koJ< al o/\©

Boc,0 CBZ-Cl

Figura 5.6: Estructuras de los grupos protectores ensayados para ciclen.
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La metodologia que se uso al evaluar ambos grupos protectores fue bastante similar: se
disolvié ciclen en una mezcla de agua / THF acidificada previamente con HCl, con
diferentes valores de pH segun el grupo protector: pH = 3 para el Cbz-Cly pH = 5 para
Boc,0, debido a la diferencia entre sus estabilidades frente al medio acido. Luego, se
afadié lentamente una solucion del agente acilante correspondiente en THF a la mezcla,
que se mantenia bajo agitacion vigorosa. El pH se controlé mediante la adicién continua
de bicarbonato de sodio. Alcanzada la conversion total del material de partida, segun lo
observado por TLC, la mezcla de reaccion se extrajo con éter de petrdleo, se basificé con

carbonato de sodio y se extrajo con diclorometano.

Finalmente, se optd por seguir adelante con el grupo protector Cbz-Cl debido a que el
rendimiento de dicha reaccién fue de 93% (Esquema 5.6), a diferencia del 67% obtenido

con el Boc,O.

NH N o o NH N
[ j + >|\oJkoJ\oJ< — [ j

NH HN HoO/THF N HN
— Boc,0 pit3 O\« —/
/ o)
o)
o N
NH HN )J\ NH N
L T+ a0 e C )
NH HN H,O/THF N HN
_/ pHS O\( \__/
Chz-Cl ©3%) o)
AM-3

Esquema 5.6: Sintesis de AM-3.

Una vez aislado el producto mayoritario, se verificé la eficiencia de la reaccién de
diproteccién buscando las sefales representativas de la incorporacién del Cbz. En la
Figura 5.7 se muestran dichas senales: el carbonilo a 156,6 ppm y una regién con C

aromaticos.
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Figura 5.7: Ampliacién del espectro de RMN 3C de AM-3.

Sintesis de los productos Ugi Split (CIC)

Contando ya con los dos precursores diprotegidos, el préximo paso consistié en evaluar
su participacion como componentes en reacciones de Ugi Split, para generar asi la
subfamilia con esqueleto CIC1. Para eso, y teniendo en cuenta los resultados descriptos
en el Capitulo 3, se decidio utilizar una serie de acidos grasos y algunos de los isonitrilos
empleados anteriormente. Como siempre, las reacciones se llevaron a cabo en metanol,

controlando cuidadosamente el orden de agregado de los reactivos.

En primer lugar, se partio del precursor AM-2, que se disolvid en la cantidad adecuada de
metanoljunto con formaldehido para permitir laformacidn de la enamina correspondiente.
Después de 30 minutos, se incorporaron el isonitrilo y el 4cido carboxilico seleccionados.
Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente durante 5 dias

aproximadamente, segun la reaccion general mostrada en el Esquema 5.7.

o
0 Ni _N_o o .JEN/_[\NIO
.J\OH [NI\-I_[/NIO HJ\H o weon NN N O
AM-2 o CIC1

Esquema 5.7: Sintesis de los productos Ugi Split con patrén de sustitucion 1,4 (CIC1).

Entodos los casos, unavez que la reaccion llegd a completitud, se procedio al aislamiento
del producto mediante evaporacidon del metanol, redisoluciéon del residuo en

diclorometano o acetato de etiloy posterior purificacion por cromatografia en columna. De
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esta manera se obtuvieron los primeros seis aductos CIC1-1 - CIC1-6 con el patrén de

sustitucion 1,4 con rendimientos moderados, como se muestra en la Figura 5.8.
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Jon 02655

CIC1-3 CiC1-4
(61 %) (53 %)

Cl

O

(yj\ /\/\/\)J\/_\

NG 36 GL

CIC1-5 CIC1-6
(57 %) (63 %)

Figura 5.8: Productos Ugi Split con patrén de sustitucion 1,4.

Todos los productos obtenidos en esta familia fueron caracterizados por RMN. Como
ejemplo ilustrativo, se presenta el espectro de RMN 'H de uno de los compuestos
sintetizados (CIC1-4), el cual muestra las senales caracteristicas de la estructura
esperada (Figura 5.9). Si se observa el espectro, puede advertirse el par de dobletes
caracteristico de un anillo aromatico p-disustituido (a y ¢), una sefial b como singulete
ancho a 7,17 ppm y el singulete e, todas sefales que evidencian la incorporacién del
bloque del isonitrilo a la estructura aislada. Ademas, se pueden distinguir claramente las
sefales del acido graso, como el multiplete d en 5,38 ppm proveniente de los CH vinilicos
delacido linoleico, los dos tripletes fy g, los metilenos alilicos h que se solapan en un Unico
cuarteto, las senales de los metilenosiyj, y, por ultimo, el triplete del metilo terminal k del
bloque del acido graso. La senal correspondiente al bloque proveniente del formaldehido
y a los H metilénicos del anillo se presentaron en una amplia region como senales

superpuestas en el rango de desplazamiento quimico entre 3,7 y 3 ppm del espectro.
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Debido a esta superposicion de senales, no fue posible diferenciar y asignar
individualmente cada una de las sefales correspondientes a los distintos metilenos del
ciclo. Sin embargo, se logré identificar claramente la sefial del singulete caracteristica del
metileno proveniente del formaldehido, permitiendo su asignaciéon inequivoca dentro de

esa regidn espectral.

d
/\/j\/:‘{/\;/\/\/i\/ﬁ\/_\
K f o g N _N_O
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Figura 5.9: Espectro de RMN "H de CIC1-4.

Por otro lado, en el anélisis de la ampliacidn del espectro de RMN "*C de CIC1-4 (mostrada
en la Figura 5.10), se evidenciaron cuatro sefiales caracteristicas de carbonilo y la senal
del C aromatico unido al OCHs. Aquellos cuatro picos de carbonilo permitieron confirmar
la estructura propuesta para el compuesto CIC1-4. Entre estas senales, se pueden
diferenciar a § mas altos los carbonilos del acido graso y del carbonilo generado por la
introduccién del isonitrilo a 179,2 ppm y 171,4 ppm, respectivamente, y dos senales por
debajo de 160 ppm correspondientes a los carbonilos del puente fusionado a los
nitrégenos del ciclen. Por ultimo, a 156,5 ppm se destaca la sefial del C aromatico unido a

0.
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Figura 5.10: Ampliacion del espectro de RMN "°C de CIC1-4.

En el mismo sentido, se sintetizé un segundo subgrupo de compuestos empleando el

ciclen 1,7-diprotegido AM-3 para obtener la subfamilia bajo el cédigo CIC2 (Esquema 5.8)

GO el }
.)OJ\OH [ j HJOJ\H CN. EH» [ j (o)
Oty O
AM-3 cic2

Esquema 5.8: Sintesis de los productos Ugi Split con patrdn de sustitucion 1,7 (CIC2)

Una vez consumido por completo el material de partida limitante AM-3, se procedio al
aislamiento y purificacién del producto objetivo mediante técnicas cromatograficas en
columna. A través de este proceso se lograron aislar seis aductos ciclicos derivados de la

reaccion Ugi Split, todos ellos con una disposicion relativa 1,7 de los sustituyentes
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Figura 5.11: Productos Ugi Split con patrén de sustitucion 1,7.

El espectro de RMN "H de este conjunto de compuestos resulté particularmente complejo
de interpretar, ya que las sefales correspondientes al ciclen 1,7-diprotegido suelen
aparecer anchas, duplicadas y no equivalentes entre si, a pesar de la presencia de un eje/
plano de simetria. Para ilustrar este fendmeno, se muestra la Figura 5.12 donde se
encuentran remarcadas algunas sefiales que se utilizaron para constatar la estructura de
CIC2-1. Como senales confirmatorias se pueden listar: la sefial ancha a por encimade 7,5
ppm caracteristica del NH de la amida, sefales de los metilenos b del CBZ ubicados entre
elcarbamatoy el anillo aromatico, un singulete por debajo de 4 ppm del metileno del acido
fenilacético (senal c¢), otro singulete d procedente del formaldehido a 3,46 ppm, y luego
sefales tipicas de cadenas alifaticas largas, como el multiplete ey el triplete f. Aparte de
esas senales, se puede observar una regidon del espectro con las sefales aromaticas
superpuestas entre 7,5 - 7,0 ppm, y una zona entre 3,3 — 2,5 ppm donde salen todas las
sefales del cicleny el metileno a al nitrégeno delisonitrilo pero que no llegan a resolverse.
Probablemente, este suceso pueda deberse a uno o varios motivos de los siguientes: que

los H de los metilenos del ciclen no son equivalentes entre ellos, como ocurre
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habitualmente para H que se encuentran en distintas caras de un ciclo; que debido al gran
tamano del ciclo del ciclen (12 4tomos), la movilidad sea bastante elevada permitiendo
que adopte una conformacion donde metilenos opuestos, que deberian ser iguales por
simetria, no tengan entornos quimicos iguales; o bien, la presencia de varios conférmeros

de la molécula en solucidn, duplicando sefales.
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Figura 5.12: Espectro de RMN "H de CIC2-1.

Con el fin de intentar simplificar las sefales del espectro RMN "H de CIC2-1, se realizd un
espectro de RMN 'H pure shift.” Un espectro de “desplazamiento puro” o pure shift es
aquel en el que la posicion de las sefiales de RMN 'H estd tinicamente determinada por el
desplazamiento quimico, y no contiene informacion acerca del acoplamiento escalar
homonuclear Jy.4 debido a la supresién de la multiplicidad. La supresion de la estructura
multiplete en los espectros de RMN 'H ofrece una gran mejora en la resolucidn espectral,
ya que cada multiplete colapsa en una sola linea en el desplazamiento quimico apropiado.
Sin embargo, el costo a pagar es una baja sensibilidad en la técnica, obteniendo una

disminucién en la relacién sefal/ruido.
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El experimento de RMN 'H pure shift realizado sobre el compuesto CIC2-1 mostré una
mejora significativa en la resolucién de la regién comprendida entre 3,2y 2,5 ppm, donde
se localizan las sefales correspondientes a los metilenos del ciclen y al metileno a al
nitrégeno del isonitrilo. Al suprimir la multiplicidad de las senales, esta técnica permitio

distinguir con mayor claridad algunas senales relevantes, como se indicaen la Figura 5.13.

No obstante, una desventaja encontrada durante el analisis espectral fue la dificultad para
distinguir algunas senales respecto al ruido. Ademas, debido a la similitud en el
desplazamiento quimico de las sefales y la baja sensibilidad de la técnica utilizada,
muchas sefales no pudieron ser completamente resueltas, presentdndose como picos
con "hombros". Apesar de estas limitaciones, el experimento de RMN pure shift representé
una herramienta poderosa al proporcionar claridad en la interpretacion de las sefiales en
la regién especifica mencionada, lo que contribuyé al entendimiento de la estructura

molecular del compuesto estudiado.
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Figura 5.13: Ampliacién del espectro RMN "H de CIC2-1: tradicional (izquierda); pure shift (derecha).

Clivaje de los distintos grupos protectores

Una vez obtenidos los 12 productos Ugi Split con distintas disposiciones de sustituyentes,
se procedié a la remocion de los grupos protectores. Para liberar los nitrégenos de los
compuestos 1,4-disustituidos (Esquema 5.9), se los sometié a una hidrélisis alcalina
(NaOH acuoso, 90°C, durante toda la noche). Finalizada la conversién del material de
partida, segun lo evidenciado por los andlisis de TLC, los productos se extrajeron con

diclorometano.
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Esquema 5.9: Desproteccion de los productos Ugi Split con patrén de sustitucion 1,4.

Los rendimientos obtenidos para la desproteccion de los seis aductos Ugi Split en las

condiciones ensayadas fueron moderados, como se muestra en la Figura 5.14.
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Figura 5.14: Productos Ugi Split desprotegido con patrén de sustitucion 1,4.

Debido a la complejidad evidente en los espectros de RMN "H de los productos obtenidos,
el proceso de asignacion se enfocd principalmente en las senales diagndsticas que
estaban claramente resueltas. Sin embargo, al llevar adelante aquella estrategia, uno de
los compuestos mostré un comportamiento distinto al resto: el producto desprotegido
CIC1-9 exhibio senales estrechas y duplicadas (o incluso mas), lo que sugirid la presencia

de conférmeros en solucion, como se ilustra en Figura 5.15.
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Ademas, a pesar de que el anillo aromatico en este compuesto es un sistema p-
disustituido, no se observaron las sefales caracteristicas esperadas. Esto se debid a que
los dobletes tipicos de dicho sistema estaban superpuestos entre siy con las sefales de
los conférmeros, dificultando su identificacién en el espectro. Este fendmeno afadié una
capa adicional de complejidad al proceso de asignacidén de las sefales en el espectro de

RMN "H de este compuesto especifico.

Senales aromaticas
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T
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Figura 5.15: Espectro de RMN "H de CIC1-9.

Para ofrecer una explicacién mas detallada del fendmeno observado en las sefales del
compuesto CIC1-9, se presenta en la Figura 5.16 una ampliacién de la region aromatica
tanto en el espectro de RMN 'H como en el espectro COSY. Esta ampliacién revela la
presencia de cuatro conférmeros distintos (designados como A, B, Cy D), cada uno de los
cuales exhibe su propio conjunto de dos dobletes caracteristicos de los sistemas

aromaticos 1,4-disustituidos.

Estos dobletes muestran sus correspondientes acoplamientos fuera de la diagonal en el

espectro COSY, lo que proporciona una clara evidencia de la existencia de multiples
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conformaciones en solucion. Esta observacion sugiere la presencia de una dinamica

conformacional

conformaciones coexisten y pueden interconvertirse rapidamente en solucién.
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Figura 5.16: Ampliaciones de los espectros de CIC1-9: RMN "H (izquierda); COSY (derecha).

Para confirmar la remociéon del grupo protector, se llevé a cabo un analisis detallado de la

region de campo bajo del espectro de RMN "*C. Como se puede apreciar en la Figura 5.17,

se observan dos sefiales de carbonilos distintas: una a 178,7 ppm, correspondiente al

carbonilo del acido graso, y otra sefal a 172,6 ppm, originada por el carbonilo remanente

del bloque isonitrilo. Es importante destacar que se pudo detectar la presencia de sefiales

duplicadas, eincluso triplicadas, de estos picos, debido a la presencia de los conférmeros.

Ademas, se verifico la correcta desproteccion del ciclen, ya que no se observaron sefales

de los carbonilos del puente, que suelen ubicarse tipicamente alrededor de 160 ppm. Este

analisis confirma de manera concluyente el éxito del proceso de clivaje del grupo

protector.
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Figura 5.17: Ampliacién del espectro de RMN "3C de CIC1-9.

Por otro lado, se removi6 el grupo Cbz de los aductos Ugi Split con patrén de sustitucion

1,7 (Esquema 5.10).
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Esquema 5.10: Desprotecciéon de los productos Ugi Split con patrén de sustitucién 1,7.

Este proceso de desproteccion se realizé por hidrogenoélisis disolviendo en etanol absoluto
cada uno de los compuestos y agregando paladio (10% sobre carbdn) como catalizador.
La mezcla resultante se sometidé a una hidrogenacidon en condiciones suaves a presién
atmosférica durante un periodo de 48 horas. Posteriormente, el catalizador se separd por
filtracion y el solvente se elimind al vacio para concentrar la solucidon. Los aceites

resultantes de estareaccion se disolvieron entonces en éter etilico, y la solucion se extrajo
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con una solucién acuosa de hidréxido de sodio para obtener los productos finales como

aceites con excelentes rendimientos, como se muestra en la Figura 5.18.
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Figura 5.18: Productos Ugi Split desprotegido con patrén de sustitucion 1,7.

El analisis de RMN de los productos mostré cierta similitud entre ellos, debido a que
presentaron sefales anchas para los metilenos del ciclen, y muchas veces también un
ensanchamiento para las sefales originadas por las cadenas alifaticas. En el caso de la
caracterizacion por RMN "H de CIC2-11 (Figura 5.19) se evidencid la presencia de un Gnico
triplete a campos bajos proveniente del H de la amida, mientras que todo el resto de las
sefiales se encontraban por debajo de 4 ppm. Entre aquellas sefales se puede destacar la
presencia del doblete b del isonitrilo y dos singuletes ¢ y d del OCH; y del formaldehido,
respectivamente. Ademas, algunas sefales caracteristicas del acido linoleico, como son
las senales e, fy g. Hay que remarcar que estas ultimas salieron significativamente mas
anchas que en otras oportunidades. En la zona comprendida entre 3,2 y 2,6 ppm se

observaron varias sefiales anchas y poco resueltas, asignadas a los metilenos del ciclen.

215



f (e}
/\/\/\/\/V\/\/U\m
e N HNj

(e}
cic2-11 M NI 2 o
_/ p E/\ﬂ/ N

(@)

©

@

o Pe
j:l L I U

0 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0

Figura 5.19: Espectro de RMN 'H de CIC2-11.

Con el espectro de correlacién heteronuclear (HSQC) (Figura 5.20) se pudieron asignar
inequivocamente los picos de los C. Por ejemplo, en la ampliacién se ilustra la correlacion
caracteristica del formaldehido (3,28 ppm; 60,5 ppm), como asi también se observa el
acoplamiento del metileno a al carbonilo del acido graso entre el triplete a 2,27 ppmyelC
a 33,6 ppm. Asimismo, en aquella region del espectro HSQC se pueden contemplar las

sefales de acoplamiento de todos los metilenos del ciclen.
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Figura 5.20: Ampliacidn del espectro HSQC de CIC2-11.

Caracterizacion de los compuestos como potenciales pPNs.

En las secciones anteriores se mostré que, si se elige una secuencia adecuada, lareaccién
Ugi Split puede aplicarse al ciclen para obtener derivados de manera regioselectiva. Este
resultado abrié la posibilidad de utilizar a este macrociclo como bloque de construccién
dentro del marco del diseno de novo de potenciales pPNs. Sin embargo, a diferencia de los
capitulos previos, donde la estrategia se apoyaba en la utilizacidon de fragmentos con
presencia en PNs existentes, aqui el esqueleto central no tiene un correlato directo con
rutas biosintéticas conocidas. El ciclen es un macrociclo enteramente sintético vy,
precisamente por ello, resulta especialmente interesante evaluar si, al combinarlo con
fragmentos que si se encuentran en PNs, los compuestos derivados ocupan regiones del
espacio quimico de estos. Para ello, se aplicd el mismo criterio de analisis discutido en
capitulos previos, realizando un PCA de esta biblioteca junto con la base PN-T. El objetivo
fue, por un lado, cuantificar la diversidad de los nuevos compuestos incluidos en la
biblioteca, y por otro, poner a prueba la hipétesis de que un bloque artificial puede

integrarse en la logica de disefio de los pPNs.

En este contexto surgié una discusion sobre los intermediarios de sintesis. Inicialmente,
no se considerd incluirlos como productos relevantes dentro del analisis, dado que
contenian grupos protectores introducidos exclusivamente con fines sintéticos. Sin

embargo, una revisidon de las bases de datos de PNs revelé que algunos compuestos
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presentan carbamatos estables como parte de sus esqueletos, y que también se han
identificado metabolitos con nitréogenos involucrados en puentes 1,2-dioxo (Figura 5.21),
lo cual demuestra que este tipo de subestructuras no es ajeno a rutas biosintéticas
posibles. Estos hallazgos motivaron la inclusion de los 12 intermediarios en el analisis, a

pesar de que su obtencidon no formaba parte del disefio original.
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Figura 5.21: Ejemplos de PNs con grupos funcionales de carbamatos y estructuras tipo puente 1,2-dioxo

ciclicas.

Como siempre, se llevd a cabo un analisis de componentes principales (PCA)
incorporando a la biblioteca de ciclen junto con la base PN-T, caracterizados por los 22
descriptores seleccionados para esta tesis. Las proyecciones de las cinco primeras
componentes principales, mostradas en la Figura 5.22, permiten evaluar tanto el
posicionamiento de los compuestos finales en relacion con la nube de PNs, como el

impacto de los intermediarios que contienen grupos protectores.
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Figura 5.22: Pair plot: PN-T (verde), biblioteca de compuestos sintetizados CIC1y CIC2 (rojo).

Se observa que la biblioteca basada en el ciclen (enrojo) se ubica en elinterior del espacio
quimico de referencia de PNs (en verde), sin desplazarse hacia regiones periféricas. Esto
sugiere que, a pesar de estar construidos sobre un macrociclo artificial, los compuestos
mantienen propiedades globales consistentes con las de los PNs. Al igual que en el caso
de las bibliotecas mostradas en los capitulos previos, la separacion mas clara respecto de
la base aparece en PC3, donde los histogramas muestran un corrimiento definido en
relacion con los PNs, un comportamiento que puede explicarse en base a la mayor
cantidad promedio de nitrogenos en general, y de grupos amida en particular, que nuestros

compuestos presentan frente a la mayoria de los metabolitos especializados.

En este punto, resulta pertinente discutir que la eleccion de ciclen en lugar de piperazina
para la generacidon de esta nueva biblioteca se justificd, en gran medida, por el objetivo de
diversificar la quimica accesible mediante la reaccion de Ugi Split, asi como por el desafio
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sintético que implicé alcanzar la regioselectividad requerida. Este aspecto obligd a
implementar estrategias experimentales especificas y, en consecuencia, abrié la
posibilidad de explorar nuevas rutas sintéticas en términos de control y disefio. Al mismo
tiempo, este cambio no constituye Unicamente un ejercicio metodolégico: tiene
consecuencias directas sobre la arquitectura de las moléculas finales, ya que el ciclen
introduce un motivo macrociclico de doce miembros, ubicando a esta familia en un

territorio estructural ampliamente explorado por la naturaleza.

Los PNs macrociclicos constituyen una clase sumamente relevante en Quimica Medicinal,
que incluye péptidos ciclicos como el pre-sclerotiotido F, aislado del hongo marino
Aspergillus insulicola®, poliquétidos macrociclicos como la eritromicina y la epotilona A
(un inhibidor de la polimerizacidon de la tubulina aislado de la myxobacteria Sorangium
cellulosum®), y terpenoides como el klyflaccicembranol A (producido por el coral Klyxum
flaccidum®, Figura 5.23). Estos compuestos, a pesar de sus diferentes origenes
biosintéticos, comparten la presencia de anillos grandes que condicionan su
conformacioén, su flexibilidad y su capacidad de interaccién con blancos biolégicos de gran
superficie. En muchos casos, es precisamente la arquitectura macrociclica la que confiere
ventajas como estabilidad frente a la hidrdlisis, permeabilidad modulada o capacidad de

adoptar conformaciones bioactivas restringidas.

Pre-sclerotiotido F Eritromicina

< OH

Epotilona A Klyflaccicembranol A

Figura 5.23: Ejemplos de PNs macrociclicos relevantes en Quimica Medicinal.
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Entonces, resulta pertinente preguntarse qué lugar ocupan los macrociclos dentro de la
biblioteca de referencia de PNs que utilizamos como comparacién. Si bien no es un
analisis exhaustivo, podemos ver que de los 180399 PNs de la base PN-T que recopilamos
de COCONUT, 13128 contienen un anillo de al menos 12 miembros (tamafo que suele
tomarse como el minimo para una molécula macrociclica), lo cual corresponde aun 7.3%
de los compuestos. Analizando la base mencionada, y segun las etiquetas aportadas por

COCONUT, puede verse el origen biosintético de esos PNs, tal como se muestra en la Tabla

5.1.
Categoria N compuestos Porcentaje (%)
Alcaloides 2032 15.48
Péptidos 4514 34.38
Policétidos 3544 27.00
Fenilpropanoidesy shikimatos 352 2.68
Terpenoides 2686 20.64

Tabla 5.1: Resultados del analisis del origen de los PN-T macrociclicos.

Como se comentd, todos los compuestos fueron seleccionados siguiendo la definicién
mas aceptada para macrociclos, entendida en un sentido estructural amplio como
aquellas moléculas que poseen un anillo de doce o mas miembros. Sin embargo, esta
definiciéon es puramente topoldgica y probablemente no logra capturar la diversidad
quimica del conjunto, ya que dentro de esta clase se incluyen PNs de origenes
biosintéticos muy diferentes (por ejemplo, policétidos, péptidos, hibridos policétido-
peptidicos, entre otros). Este solapamiento plantea un interrogante conceptual: ¢la
categoria macrociclo constituye por si sola un grupo quimicamente coherente, o mas bien
funciona como un “contenedor” de familias de compuestos profundamente
heterogéneas? Para responder a esta cuestion resulta pertinente evaluar si las

propiedades moleculares se correlacionan con las etiquetas de origen biosintético.

Para explorar la relaciéon entre las propiedades moleculares y las etiquetas de origen
biosintético, se aplicaron distintos enfoques de analisis multivariado. En una primera
instancia, se empledé un analisis PCA como herramienta exploratoria no supervisada. Esta
técnica no permitié observar agrupamientos de acuerdo con las clases biosintéticas, lo
que sugiere que la categoria “macrociclo” abarca moléculas con propiedades muy
diversasy sin separacion evidente.
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Posteriormente, se utilizaron métodos supervisados orientados a maximizar la separacion
entre clases, como el analisis discriminante lineal (LDA), en el cual las funciones
discriminantes se calculan de forma que la variabilidad entre clases se maximice respecto

de lavariabilidad intraclase. Ademas, se entrend un clasificador del tipo Random Forest.

Random Forest es un método de aprendizaje automatico utilizado tanto para tareas de
clasificacion (predecir la categoria a la que pertenece un elemento) como de regresion
(predecir un valor numérico). Su funcionamiento se basa en la generacién de multiples
arboles de decisién durante el proceso de entrenamiento, cuya combinacién permite
obtener una prediccidn final mas robustay precisa. La idea central consiste en aprovechar
la "opinién" conjunta de numerosos "expertos" individuales (los arboles), en lugar de
depender de un unico modelo, lo que contribuye a reducir el sobreajuste y mejorar el

rendimiento general.

Para construir cada arbol, el algoritmo toma una muestra aleatoria de los datos originales
y, al decidir como dividir los datos en cada rama, considera unicamente un subconjunto
aleatorio de las caracteristicas disponibles. Una vez generados todos los arboles, se les
presenta un nuevo dato para que cada uno emita su propia prediccioén. La prediccion final
del modelo Random Forest se obtiene mediante el voto mayoritario (en tareas de
clasificacion) o mediante el promedio de todas las predicciones individuales (en tareas de

regresion).

En esencia, Random Forest permite construir modelos predictivos potentesy estables. Sus
principales ventajas incluyen una alta precisién, robustez frente al sobreajuste (es decir,
evitar memorizar los datos en lugar de aprender patrones generales), y la capacidad de
identificar las caracteristicas mas relevantes en la toma de decisiones. En este caso, el
modelo permitié clasificar los nuevos compuestos (CIC), mostrando que se agrupan

principalmente con los alcaloidesy péptidos.

En estos casos, al incorporar la informacién de clase mediante métodos supervisados, se
evidencié que los descriptores moleculares poseen un alto poder discriminante. El LDA
alcanzé una exactitud promedio de 0.848, lo que indica una separacion lineal significativa
entre las distintas clases. Esto se refleja en la proyeccion LDA mostrada en la Figura 5.24,
donde se observan agrupamientos correspondientes a cada origen biosintético: los
policétidos y terpenoides conforman conjuntos bien delimitados, mientras que los

péptidos y fenilpropanoides presentan mayor solapamiento en la region central.
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Figura 5.24: Proyeccién bidimensional LDA de los PNs segun su origen biosintético.

Mas aun, el modelo de Random Forest mejord significativamente el desempenfo,
alcanzando una exactitud promedio de 0.978. Este resultado evidencia que lacombinacion
de propiedades seleccionadas permite predecir con gran precision la procedencia
biosintética de los compuestos. Los resultados se visualizan en la matriz de confusion

correspondiente (Figura 5.25).

Una matriz de confusidon es una tabla que resume el rendimiento de un modelo de
clasificacion, representando visualmente sus aciertos y errores. Compara las clases
reales de los datos con las clases predichas por el modelo. La diagonal principal indica las
clasificaciones correctas, mientras que los valores fuera de la diagonal representan
errores, especificando qué clases fueron confundidas entre si. Su propdsito es ofrecer un
analisis detallado del desempeno del modelo, mas alla de la simple exactitud, al permitir

la identificacion de patrones especificos de error.
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Matriz de confusiéon normalizada
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Figura 5.25: Matriz de confusion normalizada de los PNs segun su origen biosintético.

Unavez caracterizadas las distintas clases de PNs macrociclicos, y teniendo disponible un
modelo clasificatorio para estos PNs, la pregunta siguiente es si los compuestos CIC
disefados, a pesar de estar basados en un bloque enteramente sintético, comparten con

ellos alguna de las caracteristicas que la naturaleza ha seleccionado y conservado.

Esta relacion entre los compuestos sintéticos (CIC) y los macrociclos naturales de
referencia se evalud proyectando los CIC sobre el modelo de Random Forest previamente
entrenado. El clasificador asigné la mayoria de los CIC a la clase Alcaloides (18

compuestos), y el resto a Péptidos (6 compuestos).

Esta prediccion se representa en la Figura 5.26 mediante un mapa t-SNE, construido a
partir de las probabilidades de clasificacién generadas por el modelo. La técnica t-SNE (t-
Distributed Stochastic Neighbor Embedding) es un algoritmo de aprendizaje no
supervisado empleado principalmente para la reducciéon de dimensionalidad, con el
propdsito de facilitar lavisualizacion de conjuntos de datos complejos. Su funcién consiste
en transformar datos definidos en espacios de alta dimensionalidad —como en este caso,
compuestos quimicos caracterizados por multiples descriptores moleculares— vy
proyectarlos en un espacio de menor dimensién, tipicamente bidimensional, que permita

una interpretacion visual mas accesible.
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Elprincipio fundamental de t-SNE es preservar la estructura local de los datos. El algoritmo
modela las similitudes entre los puntos de datos en el espacio original de alta dimensiény
busca optimizar una representacion en el espacio de baja dimension que conserve estas
relaciones de vecindad. En otras palabras, los puntos que son cercanos o similares en el
espacio original son mapeados para que también aparezcan cercanos en el grafico de dos
dimensiones, mientras que los puntos diferentes son ubicados a mayor distancia. Este
proceso da como resultado la formacidén de agrupaciones o "clusteres" visualmente

distinguibles, que revelan la estructura intrinseca del conjunto de datos.

En el contexto de esta Tesis, la técnica t-SNE se empled como una herramienta de
validacion y exploracion visual para los resultados obtenidos del clasificador Random
Forest. El mapa t-SNE permitio representar graficamente la proximidad relativa de los
compuestos sintéticos (CIC) con respecto a las clases biosintéticas de los PNs de
referencia. Al observar que los compuestos CIC, destacados en rojo, se agruparon en
regiones adyacentes a los alcaloides (azul) y péptidos (naranja), el mapa corroboré
visualmente la asignacién de clases que el modelo predictivo habia realizado, facilitando
asi lainterpretacion de las relaciones quimioinformaticas entre las moléculas sintetizadas
y las familias de PNs.
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Figura 5.26: Mapa t-SNE segun clasificacion de Random Forest.
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En conjunto, los analisis quimioinformaticos realizados demuestran que la estrategia de
combinar un macrociclo sintético como el ciclen con fragmentos de distinta procedencia
biosintética permite generar compuestos que se integran de manera coherente en el
espacio quimico de los PNs. El hecho de que los CIC se agrupen en regiones adyacentes a
alcaloides y péptidos, y que el modelo de Random Forest los clasifigue mayoritariamente
en esas clases, sugiere que bloques sin correlato biosintético directo pueden dar lugar a
arquitecturas que conservan las propiedades globales de metabolitos especializados.
Este hallazgo refuerza el potencial deldisefio de novo de pPNs, aldemostrar que es posible
expandirlo mas alla de los bloques naturales y, aun asi, obtener moléculas con perfiles

quimicos comparables a los seleccionados por la evolucion.

Para poner a prueba si esta estrategia de disefio efectivamente conduce a moléculas con
propiedades bioldgicas relevantes, se evalud la biblioteca de pPNs CIC en distintos

ensayos fenotipicos.

Ensayos biolégicos

Los pPNs sintetizados fueron evaluados mediante ensayos bioldgicos fenotipicos, con el
objetivo de identificar posibles actividades biolégicas. Al igual que con las demas familias
sintetizadas a lo largo de esta Tesis, se emplearon ensayos antifungicos y antiproliferativos

para determinar la actividad de los pPNs.

Ensayos antifungicos

En esta fase, tras la sintesis de la biblioteca compuesta por 24 compuestos, se inicié la
evaluacion de sus propiedades antifungicas. Con tal propdsito, se recurrié nuevamente al
empleo de unatécnica cualitativa de screening conocida como bioautografia. Este método
se aplicé contra Fusarium solani (FS) realizando la medicion del diametro de los halos de

inhibicion luego de 48 h. de incubacién (Tabla 5.2).

Cic1-1 ciIc1-2 CIC1-3 CIc1-4 CIC1-5 CIC1-6 CIC1-7 CIC1-8 CIC1-9 CIC1-10 CIC1-11 CIC1-12
0 0.3 0.1 0.1 0 0.2 2.15 1.55 1.15 2 1.05 1.65

Cic2-1 CIc2-2 CIC2-3 CIC2-4 CIC2-5 CIC2-6 CIC2-7 CIC2-8 CIC2-9 CiC2-10 Cic2-11 CiC2-12
0 0 o o 0 0 0.1 o o 0.1 o o

Tabla 5.2: Valores de diametro de inhibicién evaluado contra FS.
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Del analisis de los resultados obtenidos para la serie de compuestos protegidos se observa
que, en todos los casos, los diametros de inhibicién frente a Fusarium solani fueron nulos
o cercanos a cero. En el patron de sustitucién 1,4 de los compuestos protegidos, CIC1-1 a
CIC1-6 presentaron unicamente halos de inhibicién minimos, con didmetros que no
superaron los 0,3 cm. Estos valores, ademas de ser muy reducidos, no evidencian una
tendencia clara que permita atribuirles un efecto antifungico intrinseco relevante dentro
de esta subfamilia. La situacién fue aun mas marcada en el patron de sustitucion 1,7 de
los compuestos protegidos (compuestos CIC2-1 a CIC2-6), donde la totalidad de los
ensayos arrojé un valor de 0 cm, lo que indica una ausencia completa de actividad bajo las
condiciones experimentales empleadas. En contraste, los resultados obtenidos para los
compuestos desprotegidos mostraron una diferencia significativa entre ambos patrones

de sustitucion en términos de diametro de inhibicién.

En conjunto, estos resultados permiten establecer que la proteccién de los nitrégenos del
ciclen en ambas series de compuestos conduce a una drastica disminucién, e incluso
anulacién, de la actividad biolégica. Esto sugiere que los fragmentos enmascarados
durante el proceso de proteccién cumplen un rol esencial en la interaccién con el blanco
bioldgico, probablemente a través de la formacion de enlaces de hidrégeno, interacciones
polares o la generacion de una conformacidon mas favorable para la unién. La pérdida de
estas interacciones criticas explicaria la ausencia de halos de inhibicién significativos en

los compuestos protegidos.

Por lo tanto, puede concluirse que la proteccién quimica de los grupos activos limita
severamente la capacidad antifungica de la biblioteca, resaltando la importancia de la
desproteccién como condicién indispensable para la manifestacion de la actividad

observada en los compuestos analogos libres.

Aunque el halo de inhibicién observado para ninguno de los compuestos fue
significativamente amplio, ciertas observaciones sugieren direcciones prometedoras para
investigaciones adicionales. Se notd que sélo los compuestos desprotegidos con un
patron de sustitucion 1,4 demostraron cierta actividad, mientras que aquellos con
sustitucion 1,7 no lo hicieron. Este hallazgo apunta hacia la importancia del patrén de

sustitucion en la actividad antifungica de los compuestos evaluados.

Este fendmeno podria indicar la existencia de un mecanismo de accién especifico
asociado con los compuestos 1,4-disustituidos, lo que justificaria una investigacion mas
detallada sobre su modo de accidon. Ademas, este resultado sugiere la posibilidad de
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realizar modificaciones estructurales especificas para mejorar la actividad antifungica. La
busqueda de compuestos con patrones de sustituciéon 1,4 mas activos podria ser una
estrategia prometedora para optimizar la actividad antifiungica de la biblioteca de
compuestos evaluados. Aunque no es el objetivo de esta Tesis, estos hallazgos resaltan la
importancia de comprender la relacién entre la estructura quimicay la actividad biolégica,
y subrayan la necesidad de explorar a fondo el potencial terapéutico de los compuestos

con sustitucién 1,4 en aplicaciones antifungicas.

Para los compuestos que manifestaron halos de inhibicion significativos en la
bioautografia, se llevd a cabo la determinacién del valor de la MIC contra Fusarium solani
(FS), Fusarium tucumaniae (FT) y Fusarium graminearum (FG), empleando el mismo
protocolo experimental utilizado en secciones previas. Los resultados obtenidos de estos
analisis revelaron que el compuesto mas activo de esta serie, compuesto CIC1-9 (Figura
5.27), presenta una actividad selectiva contra FG, evidenciada por un valor de MIC de 40,6
uM, en contraste con las concentraciones observadas para las otras cepas evaluadas, que

fueron el doble o hasta cuatro veces mayores.

CIC1-9
MIC FS: 162,3 uM
MIC FT: 81,1 uM
MIC FG: 40,6 uM

Figura 5.27: MICs de CIC1-9.

Si bien esos valores no son particularmente llamativos comparado con los antifungicos
comerciales empleados como control, Pyraclostrobin (MIC FG: 1,0 uM) y Carbendazim
(MIC FG: 8,2 uM), es un puntapié inicial para intentar mejorar sus propiedades como

potencial agente contra patdgenos fungicos especifico.

Ensayos antiproliferativos

Con el fin de detectar posibles compuestos tdxicos, se realizé un ensayo in vitro para
evaluar su capacidad como inhibidores de la proliferacion celular. Para ello, se trataron
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cultivos de distintas lineas celulares con todos los compuestos a una concentracion final
de 50 uM durante 72 h., con el fin de detectar de manera rapida y cualitativa su

citotoxicidad (Tabla 5.3).

cici-1 cic1-2 CIC1-3 CICi-4 CIC1-5 CIC1-6 CIC1-7 CIC1-8 CIC1-9 CIC1-10CIC1-11CIC1-12

CRFK
Vero
A549

cic2-1 CIC2-2 CIC2-3 CIC2-4 CIC2-5 CIC2-6 Cic2-7 CICc2-8 CIC2-9 CIC2-10CIC2-11CIC2-12

CRFK si si si si si si
Vero si si si si si
A549 si si si si si

Tabla 5.3: Resultados cualitativos de la actividad citotdxica en distintas lineas celulares.

Del analisis preliminar de la Tabla 5.3 se desprende que, en términos generales, los
compuestos citotéxicos correspondieron a los desprotegidos, en particular aquellos con

el patrén de sustitucion 1,7, con excepcion del compuesto CIC2-10.

Una vez identificados rdpidamente los compuestos activos mediante el screening, se
procedid a su caracterizacion mediante la determinacién de la concentracién inhibitoria
50 (IC4,), definida como la concentracidon necesaria para alcanzar un 50% de inhibicion del
efecto antiproliferativo. Para ello, se evalué la inhibicidén en distintas lineas celulares a
diferentes concentraciones, ajustando los datos obtenidos mediante un modelo

matematico adecuado.

Los compuestos mas activos, CIC2-7, CIC2-8 y CIC2-9, mostraron valores de IC,, de
aproximadamente 10 uM, 50 uM y 50 uM, respectivamente. Estos valores resultan
comparables—e incluso superiores en el caso de CIC2-7—allC,,de 37 uMregistrado para
el 5-fluorouracilo, farmaco citotoxico de uso clinico evaluado en condiciones

experimentales equivalentes (Figura 5.28).
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Figura 5.28: ICso para distintas lineas celulares de CIC2-7, CIC2-8 y CIC2-9.

Analizando los resultados obtenidos de los ICsy, se puede notar que CIC2-7 presenta
valores similares para las tres lineas celulares estudiadas, a diferencia de CIC2-9, que
mostré una selectividad para las células Huh-7. Otra observacion interesante que se
desprende de la observacién de las estructuras es que tanto la identidad y posicién del
sustituyente aromatico, como la existencia de un espaciador de tipo metileno entre el
carbonilo de la amida y el anillo parecen tener un efecto directo en su actividad

antiproliferativa.
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Los valores de IC,, obtenidos para los compuestos CIC2-7, CIC2-8 y CIC2-9 revelan
diferencias significativas en su perfil antiproliferativo. CIC2-7 mostré una actividad
consistente en las tres lineas celulares evaluadas, lo que sugiere un efecto citotdxico
generalizado. En cambio, CIC2-9 presenté una marcada selectividad hacia las células
Huh-7, mientras que en A549 y Calu-3 los valores fueron considerablemente mas altos.
CIC2-8 mostro una actividad intermedia, con valores mas elevados y menos uniformes

entre lineas.

Aunque la diversidad estructural de los compuestos obtenidos no permite establecer
relaciones concluyentes entre estructura y actividad, es posible extraer algunas
observaciones preliminares. Las diferencias en la actividad antiproliferativa parecen estar
vinculadas a caracteristicas estructurales especificas: tanto la identidad y posicién del
sustituyente aromatico como la presencia de un espaciador tipo metileno entre el
carbonilo de la amida y el anillo podrian influir directamente en el perfil bioactivo de los

compuestos.
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CAPITULO 6: Discusion General

La Sintesis Organica como Productora de Propiedades: El Paradigma de

Hammond y el Propdsito de la Sintesis

George S. Hammond, uno de los pioneros de la quimica organica fisica y célebre por la
enunciacion del postulado que lleva su nombre, planteaba ya en 1968 una visiéon que
trasciende la practica cotidiana del laboratorio para interrogar el propoésito fundamental
de ladisciplina: “the most fundamental and lasting objective of synthesis is not production
of new compounds, but production of properties”. Esta afirmacion, realizada en un
momento en que la sintesis organica se consolidaba como disciplina, expresaba una
perspectiva madura sobre el objetivo quimico. Desde este punto de vista, la sintesis no es
un fin en simismo, sino un medio para un objetivo superior: la capacidad de transformar la
materia en sistemas con propiedades inéditas, expandiendo deliberadamente los

horizontes de lo que la propia naturaleza ha generado a través de la evolucién.

En la misma linea, puede decirse que el verdadero propdsito de la Sintesis Organica,
especialmente en su aplicacion a la quimica medicinal y la biologia quimica, va mas alla
de lamera obtencidn de nuevas sustancias. Elfoco principalradica en las propiedades que
emergen como resultado de una arquitectura molecular especifica. De entre todas estas
propiedades, una de las mas significativas por sus implicancias, pero también de las mas
desafiantes de descubriry racionalizar, es el efecto que estas nuevas entidades quimicas
pueden ejercer sobre los complejos sistemas bioldgicos. Aungue el arte de la sintesis ha
avanzado de forma considerable y hoy en dia se dispone de un arsenal de herramientas
conceptuales y tecnoldgicas para producir una gama casi ilimitada de nuevas moléculas,
la ciencia todavia se encuentra en etapas iniciales para comprender y, sobre todo, para
predecir como la presencia de una estructura novedosa incidira en la intrincada red de

interacciones que define a un organismo vivo.

Marco de Analisis para las Bibliotecas de la Presente Tesis: El Paisaje Quimico

Interno

Bajo esta perspectiva, los resultados de la presente Tesis deben ser analizados no en
términos de la mera cantidad de compuestos obtenidos, sino de las propiedades

colectivas que lograron expresarse como consecuencia de cada decision de disefio. Cada
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biblioteca generada —lasfamilias PIP1, PIP2y CIC—representa, en esencia, una hipétesis
materializada sobre cémo la reorganizacién de fragmentos estructurales especificos,
ensamblados mediante una légica sintética definida, puede dar lugar a conjuntos de

moléculas con una firma fisicoquimicay funcional particular.

Con este objetivo, se vuelve necesario realizar un analisis comparativo que contraste las
tres bibliotecas generadas en este trabajo con la coleccion desarrollada por nuestro grupo
en 2012, de la cual derivan conceptualmente los compuestos de esta Tesis. La inclusion
de esa serie inicial en el analisis es metodolégicamente crucial, ya que funciona como un
punto de referencia o una linea de base. Permite evaluar en qué medida las estrategias de
disefio posteriores —la incorporacion del heterociclo de piperazina, la decoracién con
fragmentos terpénicos de alta complejidad, o la construccion de un andamio
macrociclico— fueron modulando la diversidad estructural y fisicoquimica. Este enfoque
comparativo nos permitira dilucidar si todas las colecciones comparten un espacio

quimico comun o si, por el contrario, cada estrategia logré explorar un nicho diferenciado.

Para abordar esta cuestion de manera cuantitativa, se aplicaron las técnicas de analisis
multivariado que fueron introducidas y justificadas en capitulos anteriores. El primer
abordaje, de naturaleza exploratoria, consistié en un analisis de componentes principales
(PCA). Como se discutié previamente, esta técnica no supervisada resulta especialmente
adecuada como paso inicial, ya que permite explorar la distribucion global de las cuatro
bibliotecas en el espacio definido por los descriptores moleculares, revelando las
tendencias de varianza intrinsecas y los patrones de agrupamiento naturales sin imponer

ninguna clasificacion a priori.
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PCA: PIP1 « PIP2 « CIC » B2012
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Figura 6.1: Proyeccion bidimensional de PCA de las familias de pPNs sintetizadas en esta Tesis y la coleccion

sintetizada en 2012 por nuestro grupo.

Como se muestra en la Figura 6.1, la proyeccién de las cuatro bibliotecas de compuestos
(PIP1, PIP2, CIC y los acil lipopeptoides descriptos en 2012y etiquetados como la serie de
referencia B2012) sobre el espacio definido por las dos primeras componentes principales
(PCs) revela un panorama de considerable solapamiento. Las nubes de puntos
correspondientes a cada familia no forman agrupamientos nitidos y separados, sino que
se superponen extensamente. Este resultado inicial sugiere que todas las bibliotecas
comparten un nucleo de propiedades fisicoquimicas comunes, lo cual es coherente con
elhecho de que todas se derivan de una estrategia sintética analoga, basada enreacciones

multicomponente.

Sin embargo, una inspeccién mas detallada de la distribucidn advierte matices relevantes.
Se observa que la coleccidn PIP2 (mostrada en azul) presenta una dispersion

significativamente mas amplia que las demds y se desplaza hacia valores negativos de la
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primera componente principal (PC1). Recordando el analisis de cargas presentado en el
Capitulo 2, la PC1 esta fuertemente influenciada por descriptores de polaridad (como la
superficie polar relativa y la proporcion de heteroatomos) en oposicién a la lipofilicidad
(cLogP). El desplazamiento de la familia PIP2 hacia esta region del espacio es una
consecuencia directa de su disefio, donde se incorporaron deliberadamente fragmentos
terpénicos y policiclicos de alta complejidad y riqueza en carbono sp®, como la estructura
rigida del acido giberélico o los derivados del alcanfor. Este comportamiento sugiere que,
aunque globalmente las bibliotecas comparten un origen comun, la estrategia de disefio
aplicada en PIP2 fue exitosa en introducir una variabilidad estructural y fisicoquimica
adicional, expandiendo la exploracién hacia unaregién del espacio de propiedades que las

otras colecciones no cubren con la misma extension.

Sibien el PCA es util para visualizar la varianza global, su naturaleza no supervisada limita
su capacidad para resolver clusteres que se solapan. Para profundizar en las diferencias
sistematicas entre las colecciones, se aplicé un analisis discriminante lineal (LDA). El
resultado, presentado en la Figura 6.2, es inequivoco y notorio: en el plano definido por las
dos primeras funciones discriminantes (LDA1 y LDA2), las cuatro bibliotecas se proyectan

en dominios claramente diferenciados, con una segregacion practicamente perfecta.

Esta separacion tan marcada refleja que, aunque globalmente los compuestos convergen
en un mismo espacio quimico, cada biblioteca exhibe una "firma" estructural distintiva.
Las decisiones de disefio tomadas en cada capitulo —la eleccién del heterociclo central
(piperazina vs. ciclen), el grado de funcionalizacidn, la presencia de motivos terpénicos o
la imposicidon de una topologia macrociclica— introducen patrones sistematicos en los
descriptores moleculares, que el LDA es capaz de amplificar para construir direcciones de

maxima discriminacion.

242



LDA multiclase: PIP1 « PIP2 « CIC = B2012

LDAZ
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Figura 6.2: Proyeccion bidimensional de LDA de las familias de pPNs sintetizadas en esta Tesis y la coleccion

sintetizada en 2012 por nuestro grupo.

El andlisis de la contribucion de cada descriptor a estas funciones permite interpretar la
naturaleza quimica segun cada uno de los ejes de separacion. En el caso de la
interpretacion del eje discriminante LDA1 se puede notar que este eje separa a las
bibliotecas principalmente seglin un gradiente de topologiay composicién heteroatdémica.
Hacia los valores positivos de LDA1 se ubican los compuestos caracterizados por la
presencia de anillos grandes, un alto numero de nitrégenos basicos y una mayor
solubilidad acuosa relativa. Estos rasgos definen a la familia CIC, construida sobre el
andamio macrociclico del ciclen. En el extremo opuesto, con valores negativos, se sitlan
las moléculas con mayor flexibilidad conformacional (mas enlaces rotables), una mayor
densidad de grupos amiday oxigeno, y una superficie polar relativa mas elevada, perfilque
describe a la perfeccion a la serie lineal B2012. Las dos bibliotecas basadas en piperazina

(PIP1y PIP2) ocupan, ldgicamente, posiciones intermedias.
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En cuanto a lainterpretacion del eje discriminante LDA2 se puede ver que este segundo eje
refleja una tension entre la complejidad tridimensional y la flexibilidad. Los valores
positivos de LDA2 estan fuertemente asociados a descriptores de rigidez y saturacion,
como el numero de cierres de anillo, la presencia de carbonos puenteados y una elevada
fracciéon de carbonos sps. Estos rasgos son la firma inconfundible de la colecciéon PIP2,
donde se incorporaron bloques terpénicos inherentemente tridimensionales. En
contraste, los valores negativos corresponden a descriptores asociados con arquitecturas
mas abiertas y flexibles, lo que describe bien a los derivados de CIC y, en menor medida, a
los de la serie B2012. PIP1 vuelve a ocupar una posicién intermedia, sin rasgos tan

marcados hacia ninguno de los polos.

En conjunto, la proyeccién LDA muestra con una nitidez inequivoca que cada biblioteca
posee una firma estructural propiay reconocible: los derivados de ciclen CIC destacan por
su macrociclo con alto contenido de nitrégenos, PIP2 por su caracter policiclico y rico en
oxigenos, y laserie de 2012 por su flexibilidad y abundancia de amidas. Este andlisis valida
la eficacia de las estrategias de disefio implementadas, demostrando que modificaciones
racionales en la seleccidn de fragmentos y andamios conducen a familias de compuestos

con perfiles de propiedades sistematicamente distintos y controlados.

ElPaisaje Quimico Externo: Posicionamiento de los pPNs en el Contexto Global

Una vez establecido que cada una de las bibliotecas sintetizadas en esta Tesis posee una
firma estructural propiay distinguible, surge de manera natural la necesidad de revisitar la
hipdtesis central que las engloba: si estos compuestos pueden ser considerados, de
manera rigurosa, como pseudo productos naturales (pPNs). En principio, esta cuestion no
puede resolverse de forma concluyente Unicamente a partir de la comparacién interna
entre ellas. Definir el caracter "pseudo natural" requiere, por necesidad, un contraste con
colecciones de referencia externas que sirvan como arquetipos de los universos "natural”

y "sintético".

En particular, se recurri6 a dos universos complementarios, seleccionados para
representar los polos de este espectro. Porun lado, se utilizdé, como anteriormente, la base
de datos de productos naturales PN-T, recopilada y curada como parte de esta Tesis a
partir de la base COCONUT, la cual funciona como nuestro estandar de oro para el
"espacio quimico natural". Por otro lado, se seleccioné una biblioteca de moléculas

sintéticas comerciales de la empresa Enamine (Hit Locator Library-200), disefiada
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especificamente para campanas de screening de alta densidad. Esta ultima representa el
"espacio sintético convencional”, un universo de moléculas a menudo optimizado para la
accesibilidad sintética a gran escala y el cumplimiento de reglas fisicoquimicas simples.
El analisis mediante PCA de nuestras bibliotecas en el contexto de cada uno de estos dos
espacios de referencia permitiria evaluar si su distribucién respalda el criterio conceptual
que define a un pPN: una molécula que emula las propiedades de los productos naturales
(PNs) mientras se aleja de las caracteristicas tipicas de los compuestos sintéticos de

cribado.

Como se ilustra en la Figura 6.3, cuando se proyectaron las bibliotecas sintetizadas sobre
el espacio PCA entrenado exclusivamente con PNs, se observd un resultado de
fundamental importancia: los pPNs sintetizados a lo largo de esta Tesis (en rojo) no se
situan en regiones periféricas ni externas al espacio definido por los metabolitos naturales
(en verde), sino que se localizan de manera inequivoca en su interior. Si bien es cierto que
forman un conjunto mas compacto y restringido en comparacion con la vasta dispersion
de los PNs, un resultado esperable dada la inmensa diversidad estructural generada por
millones de afios de evolucidon frente a una coleccidn de disefio limitado, sus
distribuciones se solapan de manera significativa con las de la referencia en
practicamente todas las PCs. Esta afinidad en el espacio de propiedades globales refuerza
la idea de que las moléculas disefiadas, a pesar de su origen puramente sintético,
conservan caracteristicas fisicoquimicas y topoldgicas (como rangos de peso molecular,
polaridad, flexibilidad y tridimensionalidad) que son consistentes con las de los PNs. Esta
coincidencia constituye un criterio esencial y una primera validacién experimental para

que puedan ser considerados como pPNs.
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Figura 6.3: Pair plot de los PNs (verde) y los pPNs sintetizados en esta Tesis (rojo).

Por el contrario, cuando se realizé el mismo analisis proyectando los pPNs sobre la base
de datos de compuestos sintéticos de Enamine (Figura 6.4), el panorama fue
marcadamente diferente. En este caso, los pPNs (en rojo) no se superponen de manera
homogénea con la densa nube de moléculas comerciales (en amarillo). En su lugar,
tienden a proyectarse en regiones laterales del espacio PCA, a menudo en zonas de baja
densidad poblacional. Aunque algunos compuestos se ubican cerca del dominio central,
la mayoria aparece sistematicamente desplazada. Este comportamiento indica que, en
términos de propiedades globales, los pPNs sintetizados no reproducen el perfil tipico de
una biblioteca de screening comercial. Ocupan un dominio diferenciado que los distancia
del "espacio sintético convencional”, el cual estd a menudo dominado por estructuras mas

planas, menos complejas y con una distribucién de heteroatomos diferente.
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Figura 6.4: Pair plot de los compuestos sintéticos de la base de datos de Enamine (amarillo) y los pPNs

sintetizados en esta Tesis (rojo).

Alcomparar los graficos de cada PCA, no solo se advierte que los pPNs ocupan posiciones
relativas distintas con respecto a las bibliotecas de referencia, sino que ademas parecen
distribuirse en unaregion mas amplia del espacio definido por los compuestos de Enamine

que la que alcanzan dentro del espacio definido por los PNs.

Para evaluar cuantitativamente esta diferencia, se calculd el volumen ocupado por cada
familia mediante un elipsoide robusto (MCD, 99 %) en las cinco dimensiones definidas por
las primeras cinco PCs. Esta aproximacién consiste en ajustar una forma elipsoidal que
abarque el 99 % de los puntos de cada conjunto, considerando la correlaciéon entre

variables y minimizando la influencia de valores extremos aislados.

Los resultados muestran que, en el espacio de los PNs, los pPNs representan

aproximadamente el 10 % del volumen (4339.9 vs. 459.8 unidades), mientras que en el
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espacio de Enamine alcanzan cerca del 24 % (33834.7 vs. 8063.5 unidades). Estos datos
confirman que los pPNs exploran un subconjunto relativamente restringido del espacio
quimico de los PNs, pero logran cubrir de manera mas amplia una fraccion significativa del

espacio definido por la biblioteca de compuestos sintéticos comerciales.

Estos resultados duales, afinidad con el espacio natural y disimilitud con el espacio de
compuestos sintéticos, plantean la necesidad de examinar a los tres conjuntos en un
mismo escenario comparativo. Para ello, se aplicé un analisis discriminante lineal
multiclase, una técnica supervisada ideal para visualizar las relaciones entre clases
predefinidas. El resultado, mostrado en la Figura 6.5, refuerza la interpretaciéon de los

analisis PCA previos de una manera mas nitida.
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Figura 6.5: Proyeccion bidimensional de LDA de los PNs (verde), las moléculas sintéticas Enamine (amarillo) y

las familias de pPNs sintetizadas en esta Tesis (rojo).
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En este espacio, los PNs (verde) y los sintéticos (amarillo) ocupan dominios
mayoritariamente distintos, aunque con una zona de solapamiento. De manera crucial, los
pPNs (rojo) se proyectan en una zona intermedia, precisamente en la interfaz entre ambos
grupos. Su distribucién compacta sugiere que constituyen un conjunto coherente que no
puede asimilarse de manera simple a ninguna de las dos colecciones de referencia. Mas
bien, configuran una regidn propia, un "tercer espacio” situado en la frontera entre los dos

universos.

El resultado del LDA introduce, en realidad, una aparente "tensién conceptual" que
conviene considerar con cuidado. Si la definicion de un pPN se basa en compartir
propiedades con los PNs, podria parecer contradictorio que unatécnica supervisada como
el LDA los proyecte como una clase que se separa de ellos. A primera vista, esto podria
interpretarse como un indicio de que los pPNs no ocupan exactamente el mismo espacio
quimico que los PNs, lo que llevaria a cuestionar la medida en que sostienen la afinidad

que se propone en su definicion.

Otra lectura posible del analisis LDA, sin embargo, es que la separacion observada no
implica necesariamente una desvinculacidon del espacio natural, sino que sugiere la
existencia de un patrén estructuralinterno suficientemente consistente como para que los
pPNs sintetizados en esta Tesis sean reconocidos por el modelo como un grupo
diferenciado, aunque no necesariamente separado. En este sentido, su posicién en el
espacio discriminante podria reflejar su doble herencia: por un lado, la huella de los PNs
que los inspiran (que explica su proximidad al cluster verde) y, por otro, la impronta
indeleble de la logica sintética que les dio origen (el uso recurrente de la reaccion de Ugi

Splity de andamios especificos), que explica su coherencia interna como grupo.

Para profundizar en esta cuestion y poner a prueba esta interpretacion, se decidid
incorporar al analisis un conjunto de referencia externo de pPNs. Para ello, se recopilé de
la literatura la estructura de 431 compuestos reportados por el grupo de investigacion de
Herbert Waldmann bajo la denominacion explicita de pPNs. Aqui conviene hacer una
aclaracion metodoldgica importante: estos compuestos son considerados pPNs en gran
medida porque asi lo define el propio autor que acuné el concepto, mas que por haber sido
validados sistematicamente contra un criterio objetivo de "naturalidad". En consecuencia,
analizarlos en el mismo espacio multiclase (Figura 6.6) no solo aporta un punto de

comparacion con la bibliografia mas relevante del campo, sino que también permite
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evaluar si la separacion observada en el LDA constituye un rasgo comun y definitorio de

esta categoria de moléculas tal como ha sido utilizada en la practica.
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Figura 6.6: Proyeccidn bidimensional de LDA de los PNs (verde), las moléculas sintéticas Enamine (amarillo) y

las familias de pPNs sintetizadas por Waldmann (violeta).

El resultado de este analisis es particularmente revelador. Como se puede observar en la
Figura 6.6, la coleccion de pPNs de Waldmann (en violeta) se proyecta precisamente en la
misma region intermedia que los compuestos sintetizados en esta Tesis (en rojo en la
Figura 6.5). El hecho de que dos colecciones de pPNs, generadas de manera
independiente, con estrategias sintéticas y bloques de construccion diferentes, converjan
enelmismo "tercer espacio” en lainterfaz entre lo naturaly lo sintético, refuerza de manera

contundente la interpretacion alternativa. Lejos de invalidar el concepto de pPN, la
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separacion observada en el LDA podria entenderse como parte de su definicidon practica:
se trata de moléculas que guardan una semejanza global con los PNs, pero que al mismo
tiempo revelan, bajo un analisis supervisado y mas detallado, una identidad propia que las
distingue de los extremos representados por los metabolitos especializados y las

bibliotecas sintéticas convencionales.

Hacia una Definicién Cuantitativa y Unificada del Concepto de pPN

En el Capitulo 2 de esta Tesis se planted que una definicidon robusta de pPN debia anclarse
no solo en consideraciones cualitativas, como la reorganizacion de fragmentos naturales
en arquitecturas nuevas, sino también en un criterio cuantitativo. En ese contexto, se
propuso que un compuesto puede ser considerado un pPN si cumple simultdaneamente

dos condiciones:

1. Afinidad Global: Conserva propiedades fisicoquimicas y topolégicas globales
comparables a las de los productos naturales.
2. Diferenciacion por Fragmentos: Exhibe un patrén de subestructuras (fragmentos)

que difiere del que domina en los metabolitos evolutivos.

Los analisis de PCAya validaron la primera condicién. Con esta légica en mente, se retoma
ahora el analisis del NP-likeness score, una métrica desarrollada por Ertly colaboradores’
que, como se discutié en el Capitulo 2, se ha convertido en el estandar para evaluar el
grado de semejanza de una molécula con el universo natural a nivel de fragmentos,

permitiendo asi poner a prueba la segunda condicion.

Lacomparacion de las distribuciones de este score para las cuatro colecciones (Figura 6.7)

revela un panorama perfectamente coherente con esta hipétesis dual.
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Figura 6.7: Distribucion sobre el eje discriminante LD1 de los PNs (verde), las moléculas sintéticas Enamine
(amarillo), las familias de pPNs sintetizadas por Waldmann (violeta) y las familias de pPNs sintetizadas en

esta Tesis (rojo).

Los PNs (curvaverde) se concentran, como era de esperar, en valores claramente positivos
de NP-likeness, con un maximo bien definido que refleja la alta frecuencia de fragmentos
estructurales validados por la evolucion. En contraste, los compuestos sintéticos
comerciales de Enamine (curva amarilla) se agrupan de forma compacta en la zona
negativa, con un pico agudo alrededor de -1, lo que da cuenta de un patrén de fragmentos

poco comun en metabolitos especializados.

Entre ambos extremos se ubican, de manera inequivoca, los pPNs. Tanto los sintetizados
en esta Tesis (curva roja) como los reportados por Waldmann (curva violeta) se agrupan en
valores préximos a cero, con distribuciones mas estrechas que las de los conjuntos de
referencia. Si bien no alcanzan las zonas de alta "naturalidad" donde predominan los PNs,
tampoco se confunden con el perfil marcadamente "no natural" de los sintéticos. Lo que
resulta mas notable y confirmatorio es que ambas colecciones de pPNs, desarrolladas de
manera independiente, muestran un comportamiento casi idéntico: sus curvas estan

practicamente superpuestas.

Estos resultados pueden leerse como una confirmacidon cuantitativa de la naturaleza

intermediay dualde los pPNs. Porun lado, conservan un nucleo de semejanza con los PNs,
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suficiente para no caer en el dominio tipicamente sintético a nivel de fragmentos. Por otro,
la recombinacidn de estos fragmentos en arquitecturas novedosas y a través de ldégicas
sintéticas especificas los distingue de los metabolitos canénicos. En este equilibrio se
reconoce la doble condicién que se discutid en el Capitulo 2: afinidad global con los PNsy

diferenciacion a nivel de fragmentos.

Conviene, sin embargo, subrayar un aspecto metodoldgico: el NP-likeness score es una
meétrica relativa, calculada a partir de frecuencias de fragmentos entrenadas en bases de
datos especificas, y por lo tanto los valores absolutos pueden variar segun el conjunto
utilizado. No obstante, lo relevante no es tanto el valor numérico en si mismo, sino la
comparacion relativa de las distribuciones. Bajo esa mirada, el patrén reproducido de
forma consistente por los pPNs de esta Tesisy los de la literatura de referencia (Waldmann)
refuerza laidea de que esta categoria de compuestos adquiere coherenciay una identidad
propia precisamente al ocupar ese espacio intermedio, reconocible y cuantificable en la

interfaz entre lo naturaly lo sintético.

Implicancias Metodoldgicas y Posicionamiento de la Estrategia de la Tesis

Una vez caracterizadas las bibliotecas sintetizadas en esta Tesis en términos de su
distribucién estructural y su afinidad relativa con los universos natural y sintético, resulta
pertinente ampliar la discusidon hacia un plano mas metodolégico. En particular, interesa
considerar como se vincula el enfoque adoptado en este trabajo con las distintas
estrategias que se utilizan actualmente para la blisqueda de compuestos bioactivos. Para
ello, conviene tomar en cuenta tres dimensiones que, si bien suelen analizarse por
separado, estan profundamente entrelazadas y definen en su conjunto cualquier campana
de descubrimiento: la fuente de los compuestos que se seleccionan o disefan, el tipo de
ensayo empleado paraevaluar su efecto bioldgico, y el grado de conocimiento que se tiene

sobre el blanco molecular.

Lo que sigue no pretende ser una clasificacidon exhaustiva ni una taxonomia cerrada, sino
mas bien una visién global que permita situar, en términos comparativos, las diferentes
combinaciones posibles entre estos tres factores. Esta perspectiva integradora busca dar
un contexto mas amplio a la estrategia desarrollada en esta Tesis, y al mismo tiempo abrir
el andlisis hacia los criterios que guian, explicita o implicitamente, las decisiones

experimentales en la busqueda de nuevas entidades bioactivas.
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Desde una perspectiva historica, la evoluciéon de la farmacologia ha transitado entre dos
paradigmas principales. Recién con el desarrollo de la biologia molecular, la cristalografia
de rayos Xy, mas recientemente, la protedmica estructural y la inteligencia artificial, fue
posible acceder ala estructura tridimensional de miles de macromoléculas. Estos avances
habilitaron un cambio de paradigma, permitiendo disefiar compuestos en funcién de un
blanco conocido. Esta evolucion permite contrastar dos formas complementarias de
pensar la relacién entre quimicay biologia: una que parte de la moléculay busca el efecto,
y otra que parte del blanco y busca el modulador. En lo que sigue se analizan ambas

estrategias.

La mayoria de los compuestos bioactivos descubiertos hasta fines del siglo XX, incluyendo
hitos como la penicilina o los primeros agentes quimioterapéuticos, fueron identificados
sin contar con informacion previa sobre su blanco molecular especifico.? El abordaje
predominante consistia en observar el efecto global, el fenotipo, que ciertas sustancias
producian sobre un organismo, un tejido o un cultivo celular, y recién en etapas
posteriores, a menudo afos después, intentar dilucidar su mecanismo de accidn a nivel

molecular.

Este enfoque, conocido como cribado o screening fenotipico, constituyé durante décadas
elmétodo estandar para el descubrimiento de farmacos, siendo particularmente fructifero
en el caso de los antibidticos, antitumorales e inmunosupresores derivados de PNs. Es
importante subrayar que la falta de conocimiento sobre los blancos moleculares no era
una limitacidon metodolégica autoimpuesta, sino una consecuencia natural del estado del
conocimiento bioldgico de la época. La pregunta fundamental no era ";Qué molécula se
une a esta enzima?", sino ";Qué extracto o compuesto detiene el crecimiento de esta

bacteria?".

La Légica del Enfoque "Molécula-Primero"”

En el contexto donde no se dispone de un blanco molecular definido, el punto de partida
es necesariamente la molécula misma. Se parte de una coleccién de compuestos y se
busca determinar si alguno de ellos produce un efecto bioldgico observable en un sistema
relevante. Esta logica, que hereda su estructura del enfoque fenotipico tradicional,
desplaza el foco desde la biologia molecular hacia la quimica: no se pregunta a qué blanco
puede dirigirse un compuesto previamente disefiado, sino qué compuestos inducen un

cambio fenotipico de interés, y solo a partir de ahi se investiga el porqué.
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Esta estrategia es especialmente poderosa cuando se desconoce el mecanismo biolégico
subyacente a una patologia, cuando el fendmeno de interés es complejo o multifactorial
(implicando multiples vias de sefalizacion), o cuando se busca deliberadamente escapar
a los modelos convencionales de interaccidon blanco-ligando para descubrir nuevos
modos de accidn. Lejos de ser una aproximacion desinformada o "a ciegas", el screening
fenotipico permite captar efectos sistémicos, revelar actividades inesperadas y descubrir
compuestos que actuan a través de mecanismos novedosos, que nunca habrian sido

identificados mediante un enfoque dirigido a un Unico blanco preseleccionado.®*

En estos casos, el tipo de ensayo empleado no apunta a validar una interaccién molecular
especifica, sino a detectar una respuesta funcional. Los puntos finales o end-points de
estos ensayos son variados y dependen del sistema bioldgico en estudio: inhibicion del
crecimiento celular, alteraciones morfolégicas observables por microscopia, cambios en
la expresién de un gen reportero, actividad antimicrobiana, toxicidad selectiva, induccién
de apoptosis, entre otros. Si alguna molécula de la coleccidon muestra un comportamiento
diferenciado y reproducible, puede ser seleccionada como un "hit" para su posterior
investigacion. En esa etapa, su mecanismo de accién puede ser explorado mediante

ensayos dirigidos o utilizando herramientas de deconvolucion del blanco.®

En este enfoque, por tanto, el blanco molecular no esta ausente, sino latente: no forma
parte deldisefio inicial de la campafa, pero puede emerger como consecuencia del efecto

fenotipico observado, conectando asi el efecto con su causa molecular.

Las fuentes de compuestos que se utilizan en estos casos son diversas, pero comparten
un rasgo comun: deben permitir una exploracién amplia y estructuralmente rica del

espacio quimico.

e Productos naturales (PNs): Constituyen la fuente histérica por excelencia. Su
inmensa diversidad estructural y el hecho de haber sido seleccionados por la
evolucion para interactuar con sistemas bioldgicos les confiere una alta
probabilidad de contener compuestos bioactivos.®

e Bibliotecas sintéticas: El uso de bibliotecas sintéticas en ensayos fenotipicos es
relativamente comun en contextos industriales o plataformas de alto rendimiento,
pero implica un costo elevado y una considerable complejidad experimental, tanto
en términos logisticos como analiticos.” No obstante, se ha demostrado que el
rendimiento y la accesibilidad de estas campafas pueden mejorar
significativamente cuando las bibliotecas se enriquecen racionalmente antes del

255



ensayo, ya sea mediante filtros de diversidad estructural o analisis
computacionales previos que prioricen compuestos con mayor probabilidad de
éxito.® Esta estrategia no sélo reduce la carga experimental, sino que también
aumenta la relevancia bioldgica de los compuestos seleccionados.

e Farmacos conocidos (reposicionamiento): Consiste en evaluar farmacos ya
aprobados en nuevos ensayos fenotipicos para descubrir nuevas aplicaciones
terapéuticas, una estrategia que aprovecha sus perfiles de seguridad ya

conocidos.®
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Figura 6.8: Representacion de la metodologia aplicada en el paradigma “Molécula-Primero”.

El Paradigma Moderno: El Enfoque Dirigido al Blanco o "Blanco-Primero"

En contraste con la estrategia exploratoria centrada en las moléculas, el desarrollo de
métodos para determinar y modelar la estructura de blancos moleculares especificos ha
habilitado una via alternativa: partir de un objetivo biolégico claramente definido y buscar
odisefar compuestos capaces de interactuar selectivamente con él. Esta légica de disefio
dirigido al blanco (target-based) permite aplicar herramientas computacionales y
experimentales con un nivel de especificidad mucho mayor y se ha convertido en uno de
los pilares del descubrimiento racional de farmacos en las ultimas décadas. A diferencia
delenfoque fenotipico, aquila hipdtesis esta definida desde el inicio: se espera que ciertos
compuestos puedan modular la funcidon de una proteina, una enzima o un receptor

particular, ya sea mediante inhibicién, activacién o desplazamiento competitivo.

Este conocimiento previo del blanco molecular permite emplear un arsenal de técnicas de
alta precisidon. Por un lado, se utilizan ensayos bioquimicos especificos, como ensayos
enzimaticos que miden la inhibicion de una catalisis, ensayos de unién que cuantifican la
afinidad de un ligando, o ensayos celulares que utilizan sistemas reporteros para medir la
activaciéon de una via de sefalizacién concreta. Por otro lado, y de manera crucial, se

aplican estrategias in silico.” El docking molecular, por ejemplo, simula
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computacionalmente la union de miles o millones de compuestos a un sitio activo para
predecir su afinidad.” Los modelos farmacoféricos definen las caracteristicas espaciales
y electrénicas necesarias para la interaccion, permitiendo filtrar bases de datos en busca
de moléculas que cumplan dichos requisitos.'*'® Estas herramientas hacen posible
evaluar virtualmente bibliotecas completas antes del ensayo experimental, priorizando un
numero reducido de compuestos con alta probabilidad de ser activos y reduciendo asi
significativamente la carga de trabajo y los costos. En este contexto, la disponibilidad de
datos estructurales de alta resolucién (obtenidos por cristalografia de rayos X, RMN o crio-
microscopia electronica) resulta clave, ya que permite modelar con precision la

interaccién entre el blanco y sus posibles ligandos.™

Las fuentes de compuestos utilizadas en estas estrategias incluyen tanto bibliotecas
sintéticas comerciales, que pueden testearse directamente in vitro o descargarse en
formato virtual para el cribado in silico,”™ como también farmacos ya conocidos, que se
reevalian frente a nuevos blancos en campafias de reposicionamiento racional.®'®
Ademas, existe una creciente tendencia a disefar bibliotecas de novo, generadas
especificamente para adaptarse a las caracteristicas del blanco mediante combinatoria
estructural o algoritmos de inteligencia artificial.”'® En todos estos casos, el conocimiento
del blanco no solo orienta el disefio y la seleccidn, sino que estructura el proceso de

descubrimiento entero: desde la hipétesis inicial hasta la validacién funcional.
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Figura 6.9: Representacion de la metodologia aplicada en el paradigma “Blanco-Primero”.

El Enfoque de la Tesis: Una Estrategia Hibrida de Disefio Racionaly Validacion Fenotipica

En este panorama metodoldgico, la estrategia desarrollada en esta Tesis puede
entenderse como una forma intermedia y deliberada que combina elementos de ambos
enfoques. Por un lado, parte del disefio racional de una biblioteca de compuestos —los
pPNs— construida mediante criterios estructurales inspirados en PNs, con el objetivo

explicito de explorar regiones poco pobladas del espacio quimico. Esta eleccion, aunque
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no se apoya en un blanco molecular unico y definido, tampoco responde a una légica

puramente exploratoria o aleatoria.

En cambio, se funda en la idea de que ciertas arquitecturas moleculares, por su
composicion de fragmentos, su topologia o su complejidad tridimensional, poseen un
potencial bioactivo implicito que puede ser priorizado computacionalmente antes de su
sintesis y validacidon experimental. Asi, aunque no se parte de un objetivo bioldgico
concreto, la selecciéon y el filtrado de los compuestos se realizan bajo hipdtesis
estructurales coherentes, como se detallé en los Capitulos 3 y 4. Este enfoque se aleja
tanto del screening empirico de bibliotecas masivas como del disefo estrictamente
dirigido a un blanco, y propone en cambio una via alternativa basada en la exploracién
estructurada del espacio quimico. En ese sentido, los resultados de esta Tesis no solo
aportan una nueva coleccion de moléculas, sino que también ilustran una forma posible
de navegar el espacio entre la sintesis exploratoria y la busqueda puramente racional de

propiedades.

El enfoque adoptado en esta Tesis, basado en el disefio racional de bibliotecas
combinatorias sin una diana molecular especifica, presenta una serie de ventajas claras,

pero también algunas limitaciones que conviene explicitar.

Entre los aspectos positivos, destaca en primer lugar la posibilidad de orientar la
diversidad estructural desde etapas tempranas. Al elegir fragmentos y arquitecturas que
favorecen la presencia de propiedades deseables (como la tridimensionalidad o la
anfipaticidad), se puede explorar de manera inteligente el espacio quimico sin depender
de un blanco puntual. Esta libertad permite investigar zonas poco transitadas del espacio
quimico, alejadas tanto de los PNs candnicos como de los compuestos sintéticos
comerciales, lo que incrementa la probabilidad de encontrar perfiles bioactivos
novedosos. Ademas, el uso de herramientas computacionales para caracterizar yfiltrar los
compuestos, como los descriptores moleculares, el analisis multivariado y las métricas de
semejanza natural, aporta un criterio racional de priorizacion, que reduce la arbitrariedad
del cribado fenotipico tradicional. Finalmente, esta combinacion de disefio deliberado y
validacion abierta mantiene una flexibilidad funcional importante, ya que los compuestos
resultantes pueden interactuar con diferentes blancos o rutas bioldgicas, abriendo el

camino a descubrimientos inesperados o0 a compuestos con actividad multitarget.

Sin embargo, este enfoque también presenta desafios. La ausencia de un blanco definido
impide aplicar estrategias de optimizaciéon especificas, como los ciclos de disefo-
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Enfoque “Molécula-Primero"

Enfoque "Blanco-Primero"

retroalimentacion basados en la estructura de un complejo ligando-proteina, lo que puede
dificultar el refinamiento racional posterior a un hallazgo inicial. Ademas, en caso de
observarse actividad bioldgica, la elucidacién del mecanismo de accién puede ser mas
complejayrequiere herramientas adicionales de deconvolucién del blanco. Finalmente, la
eficacia de esta estrategia depende en buena medida de la calidad de los criterios
computacionales de filtrado, ya que una priorizacion mal calibrada podria llevar a
seleccionar compuestos que, si bien interesantes desde el punto de vista estructural, no

resulten relevantes desde una perspectiva funcional.
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Figura 6.10: Representacion de la metodologia hibrida aplicada en esta Tesis.

Conclusiones y perspectivas futuras

La hipétesis central que impulsé este trabajo de Tesis fue que una coleccidn pequeha de
pPNs, disefiada de manera racional y correctamente posicionada en el espacio quimico,
puede tener una alta relevancia biolégica y funcionar como una fuente prolifica de
compuestos activos. Los hallazgos experimentales obtenidos en los ensayos fenotipicos

respaldan sélidamente esa posibilidad.

Del total de los 72 compuestos unicos disenados y sintetizados en las familias PIP1, PIP2
y CIC, 20 mostraron algun grado de actividad bioldgica en los ensayos celulares realizados.
Para este recuento se incluyeron también aquellos compuestos con actividad moderada o
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baja, dado que, incluso en ausencia de la identificacion del blanco molecular, es posible
iniciar una exploracién preliminar de la relacidn estructura-actividad mediante la sintesis
de derivados. Esto representa una tasa de éxito (hit rate) del 28%, valor sustancialmente
superior al que suele observarse en campanas tradicionales de screening fenotipico de

alta densidad de bibliotecas comerciales, donde las tasas de éxito raravez superan el 1%."°

Este resultado no es una mera curiosidad estadistica; es la manifestacion cuantitativa del
concepto de relevancia bioldgica discutido en el Capitulo 1. Mientras que las bibliotecas
comerciales masivas exploran el espacio quimico de manera extensa, pero a menudo
superficial, la estrategia de diseio de pPNs parece enriquecer la coleccidon con
compuestos que poseen una mayor probabilidad intrinseca de interactuar con sistemas
biolégicos. Al construir moléculas a partir de fragmentos previamente seleccionados y
validados por la evolucion, y al ensamblarlos en arquitecturas con complejidad
tridimensional y una distribucién de heteroatomos que imitan la de los PNs (como lo
demostro el analisis quimioinformatico), se obtiene una biblioteca de tamano reducido,
pero con un alto potencial en su relevancia biolégica. Los resultados mas destacados se

resumen en la Tabla 6.1.

Compuesto Familia Actividad Primaria Especie/Linea Celular Valor (uM) Referencia

PIP1-13 PIP1 Antiviral ZIKV IC;p=12.3 Cap.3

Antiviral SARS-CoV-2 IC;,=9.3 Cap.3
PIP1-18 PIP1 Antiproliferativa Caco-2 IC;,=2.5 Cap.3
PIP2-14 PIP2 Antifungica F. graminearum MIC =11.5 Cap. 4
PIP2-17 PIP2 Antifungica F. graminearum MIC =24.2 Cap. 4
CiC2-7 CiC Antiproliferativa A549 IC;,=10 Cap.5

Tabla 6.1: Resumen de los compuestos con actividad bioldgica significativa identificados en esta Tesis.

De esta manera se observa que los resultados presentados en esta Tesis permiten
vislumbrar el potencial de los pPNs como un paradigma central en el disefio de novo de
bibliotecas pequenas, pero altamente relevantes desde el punto de vista bioldgico. A partir

de la reorganizaciéon combinatoria de fragmentos naturales, se obtuvieron compuestos
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con arquitecturas inéditas, no accesibles por rutas biosintéticas conocidas, y capaces de

modular procesos celulares complejos en ensayos fenotipicos.

Esta aproximacién, que conjuga la inspiracién en el proceso de seleccién natural con la
exploracion deliberada de espacios quimicos poco transitados, propone una via
alternativay eficiente para la identificacion de nuevas estructuras bioactivas, que se situa
estratégicamente entre los dos grandes paradigmas del descubrimiento de farmacos. No
es un cribado masivo y ateérico, ni tampoco un disefio rigidamente enfocado en un unico

blanco. Es una exploracién racional del espacio quimico biolégicamente relevante.

En este sentido, los pPNs no solo representan una categoria conceptual novedosa, cuya
identidad ha sido validada quimioinformaticamente en este trabajo, sino también una
promesa concreta para el descubrimiento de compuestos con mecanismos de accidn
inesperados. La diversidad de actividades encontradas —antifungica, antiproliferativa,
antiviral— a partir de un conjunto tan reducido de moléculas es un testimonio de la

fertilidad de este "tercer espacio" quimico que habitan.

Por lo tanto, el desafio, hacia adelante, consiste en capitalizar los hallazgos de este trabajo
y proyectarlos hacia nuevos horizontes de investigacién. La identificaciéon de 20
compuestos activos no es el final del camino, sino el comienzo. Las perspectivas futuras
pueden delinearse en varias direcciones estratégicas, que van desde la quimica medicinal

clasica hasta la biologia quimicay la ciencia de datos.
Las futuras lineas de trabajo que se desprenden de esta Tesis incluyen:

e Optimizacion de Compuestos Lideres: Los compuestos mas prometedores, como
el antiviral PIP1-13 o el antiproliferativo PIP1-18, deben ser considerados como
puntos de partida para programas de quimica medicinal. Sera pertinente iniciar
estudios de Relacion Estructura-Actividad (SAR) para identificar los farmacoéforos
clave y optimizar su potenciay propiedades farmacocinéticas.

e Elucidaciéon de Mecanismos de Accién: Para los compuestos con perfiles mas
interesantes, es crucial iniciar estudios de deconvolucién del blanco molecular.
Técnicas como la protedmica quimica podrian permitir la identificacién de las
dianas celulares responsables de la actividad observada.

e Expansién de la Plataforma Sintética: La metodologia validada en esta Tesis puede

ser expandida. Se podria ampliar el repertorio de fragmentos naturales y explorar
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el uso de otras reacciones multicomponente para generar nuevas topologias
moleculares.

e Integracién con Modelado Predictivo: El conjunto de datos generado puede ser
utilizado para entrenar modelos de aprendizaje automatico (Machine Learning) que
aprendan las reglas que relacionan la estructura de un pPN con su actividad

bioldgica, para guiar el diseno de futuras bibliotecas de manera mas precisa.

En conclusion, esta Tesis ha establecido un marco conceptual y experimental robusto para
el diseno, sintesis y validacion de pPNs, demostrando que esta estrategia es una fuente
fértil de nuevas moléculas bioactivas y abriendo multiples avenidas para la investigacion

futura en la excitante frontera entre la quimica sintética, la biologia y la ciencia de datos.
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CAPITULO 7: Seccion Experimental

Sintesis y caracterizacion de compuestos organicos

Consideraciones sintéticas generales y métodos de elucidacion estructural

Todos los reactivos y solventes fueron adquiridos de proveedores comerciales y
empleados sin purificaciones adicionales, con la excepcion de hexano, ciclohexano, éter
de petréleo y acetato de etilo (AcOEt) que siempre se destilaron previo a su uso y de
tetrahidrofuranoy diclorometano (CH,Cl,) que se destilaron cuando resulté necesario. Los
analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) se efectuaron empleando placas de
silica gel 60 F254 (Merck) soportadas sobre aluminio (0,2 mm de espesor) empleando
distintos sistemas de solventes, y visualizando las sefales ya sea bajo luz UV (254 o 366
nm) o bien con reveladores quimicos como acido fosfomolibdico, acido sulfurico, reactivo
de Dragendorff y verde de bromocresol. Para las columnas cromatograficas se empled
como fase estacionaria silica gel 60 (230 — 400 mesh, Merck) y los solventes de desarrollo
que se indican en cada caso. Los puntos de fusidn se determinaron con un equipo Fisher-

Johns.

Se adquirieron espectros de RMN 'H y '*C en diversos solventes (CDCls;, CD;0D, DMSO-ds)
y se los suplementd con experimentos bidimensionales tales como COSY (correlation
spectroscopy), HSQC-DEPT (multiplicity-edited heteronuclear single quantum coherence
— distortionless enhancement by polarization transfer), HMBC (heteronuclear multiple
bond correlation) y NOESY (nuclear Overhauser effect correlation spectroscopy) para

permitir la asignacion de las sefales.

Los espectros de RMN 200 MHz a 25 °C fueron registrados a 200,13 MHz para 'H con un
espectrometro Bruker AC 200. Los espectros de RMN 300 MHz a 25 °C fueron registrados
a 300,18 MHz para 'H con un espectrometro Bruker Fourier con una sonda con gradiente Z
de 5 mm. Los espectros de RMN 500 MHz a temperatura variable (25 °C — 80 °C) fueron
registrados a 500,13 MHz para 'H con un espectrémetro Bruker Avance |1 500 equipado con
una sonda BBFO+. Los espectros de RMN fueron procesados empleando el software
MestReNova. Los desplazamientos quimicos (§) se informan en ppm relativos al
tetrametilsilano (TMS) como estandar interno, y las constantes de acoplamiento (J) se
expresan en Hz. Los patrones de particién de sefiales se abrevian de la siguiente manera:

singulete (s), doblete (d), triplete (t), cuarteto (c), multiplete (m), doble doblete (dd), doble
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triplete (dt), doble doble doblete (ddd), singulete ancho (sa), doblete ancho (da) y triplete

ancho (ta).

Se obtuvieron espectros de masa de alta resolucién por ionizacion de electrospray (HR-
ESI) en modos positivo y negativo empleando un espectrémetro Bruker micrOTOF-Q Il o
bien un espectrometro Bruker MaXis UHR-QTOF 4 GHz. Se utilizaron temperaturas de
desolvatacién de 200 °C y voltajes de 4,0-4,5 kV en modo positivo y 3,0-4,0 kV en modo

negativo.

Los reactivosy solventes se nombraron seglin sus denominaciones comerciales, mientras
que los compuestos sintetizados se nombraron cuando resulté relevante segun

nomenclatura [UPAC utilizando el software ChemDraw.

Técnicas sintéticas experimentales y caracterizacion de los compuestos

obtenidos en el Capitulo 3

Metodologia para la sintesis de los bloques AM

Sintesis de AM-1

H
NH N O
S O
(0]
etilendiamina AM-1

A una solucién de etilendiamina (EDA) (20,0 mmol, 1,34 mL) en CH,CL, (15mL)a0°C se le
afadié una solucidon de dicarbonato de di-terc-butilo (anhidrido Boc) (2,00 mmol, 0,46 mL)
en CH,CL, (10 mL) gota a gota a lo largo de 2 h. La mezcla se calentd hasta 25 °C y se agito
durante 14 h. La reaccion se concentrd y se disolvié en NaHCOj; (ss). El crudo se extrajo
con CHCl, tres veces y NaCl (ss) y se sec6 sobre Na,SO,anhidro, se filtré y se evapord a
sequedad. Se obtuvo el producto AM-1 como un aceite de color amarillo. Rendimiento:

99%.

RMN "H (200 MHz, CDCLs) 5 (ppm): 4.94 (sa, 1H), 3.22 - 3.16 (m, 2H), 2.80 (t, ) = 5.8 Hz, 2H),
1.45 (s, 9H).

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?
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Metodologia para la sintesis de los bloques IS

Metodologia general para la sintesis de formamidas:* Una mezcla de anhidrido acético (0,5

mol) y acido férmico (0,75 mol) se agit6é a 60 °C durante 3 h. Esta mezcla se afiadio gota a
gota a una solucién de la respectiva amina (0,025 mol) y trietilamina (6 eq) en 100 mL de
THF y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 48 h. Se controld por
CCD hasta desaparicion total de la amina de partida. La solucion se diluyé con AcOEt, se
lavo sucesivamente con NaHCO; (ss) y NaCl (ss), se seco sobre Na,SO,anhidro, sefiltroy

se evapord a sequedad. La formamida obtenida se utilizé sin purificacién adicional.

Sintesis de I1S-9

-0
N-O o N
= — A
H N
HoN H
3-amino-5-metilisoxasol 1IS-9

El compuesto IS-9 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 3-amino-5-metilisoxasol. El producto se aislé como un aceite de

color amarillo. Rendimiento: 67%.

"H RMN (300 MHz, CDCl;) 3 (ppm): rotdmero mayoritario: 8.40 (s, 1H), 6.70 (s, 1H), 5.53 (s,
3H), 3.70 (s, 5H), 2.39 (s, 4H); rotamero minoritario: 9.69 (s, 2H), 8.80 (d, J = 11.0 Hz, 1H),
5.91 (s, 1H), 2.28 (s, 2H).

3C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): rotdmero mayoritario: 169, 164, 159, 96, 94, 13.
rotdamero minoritario: 170, 162, 157, 97, 93, 12.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?

Sintesis de IS-13

N
N\ 0 | N
| _— )J\ =
H,N H N
3-aminoquinolina 1IS-1

El compuesto IS-1 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 3-aminoquinolina. El producto se aislé como un sélido gris claro.

Rendimiento: 92%.

269



"H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 10.63 (sa, 1H), 8.80y 8.93 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 8.47 (s,
1H), 7.93 (sa, 1H), 7.78 (sa, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.47 (s, 1H).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) & (ppm): 158.6, 161.0, 142.7, 142.4, 130.2, 126.9, 126.1, 125.8,
125.2,120.9, 118.3.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.*

Metodologia general para la sintesis de los isonitrilos:>® Se prepard una solucion de la

formamida (3,99 mmol) en CH,Cl, (20 mL), se anadio trietilamina (2,5 eq) y la mezcla se
enfrié sobre hielo. Luego, se afiadié gota a gota una solucion de POCl; (1,2 eq) en CH,.CL,
(10 mL) durante 30 min en una atmdésfera de argdn y se dejé que la reaccidén prosiguiera a
0 °C durante 30 min y luego a temperatura ambiente durante 4 h. mas con agitacién
continua. El crudo de reaccion se concentrd a presion reducida, y el producto se purificé
mediante cromatografia en columna de gel de silice (éter de petréleo y trietilamina al 1%).

Elisonitrilo se aisld por evaporacion.

LD — S
HJ\” = CN@
1S-1 1S-13

El compuesto IS-13 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida IS-1. El producto se aislé como un sélido amarillo

palido. Rendimiento: 93%.

H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8.89 (d, J = 2.3, 1H), 8.18 - 8.14 (m, 2H), 7.85 - 7.80 (m,
2H), 7.68 - 7.64 (m, TH).

13C RMN (100 MHz, CDCL) 8 (ppm): 169.1, 147.52, 147.46, 133.1, 131.7, 130.1, 128.8,
128.2, 127.1.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.’

Sintesis de IS-14

3,4-dimetoxifenetilamina 1S-2
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El compuesto IS-2 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 3,4-dimetoxifenetilamina. El producto se aislé como un aceite de

color amarillo. Rendimiento: 86%.

H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8.15 (s)y 7.96 (d, J = 12 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
6.76 — 6.67 (m, 2H), 5.49 (sa, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.57 y 3.46 (q, J = 6.6 Hz, 2H),
2.80y2.76(t, ) = 7.0 Hz, 2H).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) & (ppm): 164.5, 161.2, 149.1, 147.8, 131.1, 120.7, 112.0, 111.5,
56.0, 55.9, 43.3, 39.4, 37.4, 35.2.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®

i /\/@O\ — ) : 40\7
H)J\N o~ : SNo t
H
IS-2 1IS-14

El compuesto I1S-14 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida 1S-2. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 42%.

"H RMN (300 MHz, CDCLly) 3 (ppm): 6.82 (H-5, d, J = 7.93 Hz, 1H), 6.77 (H-2, d, J = 2.00 Hz,
1H), 6.74 (H-6, dd, J = 7.9y 1.91 Hz, 1H), 3.87 (H-8, s, 3H), 3.86 (H-7, s, 3H), 3.57 (H-10, t, J
=7.02 Hz, 2H), 2.91 (H-9, t, ] = 6.90 Hz, 2H).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) & (ppm): 156.7, 156.6 y 156.5 (C-11), 149.1 (C-3), 148.3 (C-4),
129.3(C-1), 120.8 (C-6), 112.0 (C-2), 111.5 (C-5), 56.0 (C-7), 56.0 (C-8), 43.4, 43.3 y 43.2 (C-
10), 35.4 (C-9).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C11H14NO> 192.1019, encontrado 192.1051.

Procedimiento general para la sintesis de ésteres: Se disolvié 1 g de acido en 30 mL de

metanol, y bajo agitacién a temperatura ambiente, se agregd 1,1 eq de SOCL, lentamente.
Se controlé por CCD hasta desaparicion total del acido de partida. Se evaporé a presion
reducida para evaporar el metanol. El producto precipitado se redisolvié en AcOEt, se lavd
con agua, se sec6 sobre Na,SO, anhidro, se filtré y se evapord a sequedad. El éster

obtenido se utilizé sin purificacion adicional.
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Sintesis de IS-15

O,N O2N

acido p-nitrocinamico 1S-10

El compuesto IS-10 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de ésteres
a partir de acido p-nitrocinamico. El producto se aisld6 como un sélido amairillo.

Rendimiento: 100%.

H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.23 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.72 - 7.65 (m, 3H), 6.55 (d, J =
16.1 Hz, 1H), 4.30 (s, 3H).

SC RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 166.2, 148.1, 141.6, 139.1, 128.4, 123.9, 121.8, 52.1.
Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.’

Procedimiento general para la reduccién de grupo NO, aromatico:*® A una solucién de

compuesto nitrado (5,0 mmol), cloruro de amonio (5,0 eq) en metanol (20 mL), agua (10
mL) y AcOEt (20 mL) se le anadio hierro en polvo (3,0 eq). La mezcla se calenté a reflujo
suave durante la noche. La mezcla de reaccidn se filtré a través de celite y se extrajo con
CH.Cl,. La fase organica combinada se secé sobre Na,SO,anhidro, se filtré y se evaporé a

sequedad.

O,N H,N
I1S-10 1S-11

Elcompuesto IS-11 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la reduccién de grupo
NO, aromatico a partir de 1S-10. El producto se aislé como un sélido de color amarillo

palido. Rendimiento: 97%.

H RMN (300 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 7.60 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.64 (d,
J=8.6 Hz, 2H), 6.24 (d, ) = 15.9 Hz, 1H), 3.96 (sa, 2H), 3.78 (s, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) & (ppm): 168.1, 148.8, 145.1, 129.9, 124.6, 114.8, 113.2, 51.4.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.!!
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HoN
1S-11 IS-3

El compuesto IS-3 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de IS-11. El producto se aislé como un aceite de color amarillo.

Rendimiento: 94%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.78 y 8.40 (H-11, d, J = 11.3, 1.7 Hz, 1H), 8.25 (H-9, d, J
=11.3Hz, 1H), 7.64y 7.64 (H-4, d, ) = 16.1, 16.0 Hz, 1H), 7.59y 7.52 (H-6, d, J = 8.6, 8.6 Hz,
2H), 7.49y 7.10 (H-7, d, ) = 8.6, 8.6 Hz, 2H), 6.38 y 6.37 (H-3, d, ) = 16.1, 15.9 Hz, 1H), 3.80 y
3.80 (H-1, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 167.7y 167.5 (C-2), 162.0y 159.1 (C-10), 144.1y 143.7
(C-4),138.8y138.6 (C-8), 131.4y 130.9 (C-5), 129.8y 129.2 (C-6), 120.1y 118.5 (C-7), 117.5
y117.2 (C-3),51.9y 51.9 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C411H12NO3; 206.0812, encontrado 206.0843.

IS-10 IS-15

El compuesto IS-15 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida I1S-10. El producto se aislé como un sdélido amarillo (P.f.:

125 °C). Rendimiento: 88%.

H RMN (300 MHz, CDCls) 3 (ppm): 7.64 (H-4, d, ] = 16.0 Hz, 1H), 7.54 (H-6, d, J = 8.5 Hz, 2H),
7.39 (H-7, d, ) = 8.4 Hz, 2H), 6.45 (H-3, d, J = 16.0 Hz, 1H), 3.81 (H-1, s, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 166.9 (C-2), 166.2 (C-9), 142.7 (C-4), 135.6 (C-5), 129.1
(C-6), 127.1 (C-7), 120.3 (C-3), 114.3 (C-8), 52.1 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C11H1(NO, 188.0706, encontrado 188.0671.
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Sintesis de IS-16

OH — » oM
H,N H,N ©
0 0

acido m-aminobenzoico 1S-49

El compuesto I1S-49 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de ésteres
a partir de acido m-aminobenzoico. El producto se aislé como un sélido blanco.

Rendimiento: 100%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7.38 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.32 (s, 1H), 7.16 (t, ] = 7.7 Hz,
1H), 6.82-6.79 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.59 (sa, 2H).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) & (ppm): 167.5, 146.9, 131.0, 129.2, 119.5, 119.3, 115.7, 52.0.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.!?

oM —_— oM
N e A e

0 0
1S-49 I1S-4

El compuesto IS-4 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 1S-49. El producto se aislé como un sélido amarillo. Rendimiento:

96%.

'H RMN (300 MHz, CDCLls) & (ppm): 8.79 (d, J = 11.2 Hz, 0.45H), 8.61 (sa, 0.41H), 8.45 (s,
0.59H), 8.15 — 8.09 (m, 0.62H), 8.02 — 7.95 (m, 0.69H), 7.93 (sa, 0.50H), 7.90 — 7.85 (m,
0.58H), 7.85-7.78 (m, 1H), 7.49 - 7.39 (m, 1H), 7.34 — 7.30 (m, 0.45H), 3.95 (d, J = 10.0 Hz,
3H).

13C RMN (100 MHz, CDCLly) & (ppm): 166.7, 166.3, 162.4, 159.3, 137.2, 137.1, 131.8, 130.9,

129.9,129.3, 126.2,125.8, 124.6, 122.9, 120.7, 119.4, 52.5, 52.4.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®

O

)J\ OMe

M
H N CN OMe
H

1S-4 1S-16
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El compuesto IS-16 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida IS-4. El producto se aislé como un liquido amairillo.

Rendimiento: 87%.

H RMN (300 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 8.09 — 8.07 (m, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.51-7.49 (m, 1H), 3.95 (s, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCLly) & (ppm): 165.6, 165.2, 131.8, 131.8, 130.4, 130.3, 129.7, 127.5,
52.6.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.*

Sintesis de IS-17

H,N © H,N ©

acido p-aminofenilacético I1S-50

2

El compuesto IS-50 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de ésteres
a partir de acido p-aminofenilacético. El producto se aislé como un sdlido blanco.

Rendimiento: 99%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) 3 (ppm): 7.06 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.64 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.67 (s,
3H), 3.51 (s, 2H), 1.26 (sa, 2H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 155.4, 145.4, 130.1, 123.9, 115.3, 51.9, 40.3.

Los datos espectroscoépicos coincidieron con los informados en literatura.

orr— A | 1
Y (@]
H2N o e ”
I1S-50 IS-5

El compuesto IS-5 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 1S-50. El producto se aislé como un liquido amarillo. Rendimiento:

89%.
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H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.63y 8.26 (H-10, d, J = 11.4, 1.8 Hz, 1H), 8.94y 8.08 (H-
8,d,J=11.6,10.9Hz, 1H), 7.46y 7.24 (H-6, d, ) = 8.5, 8.3 Hz, 2H), 7.19y 7.03 (H-5, d, J = 8.5,
8.3 Hz, 2H), 3.68'y 3.67 (H-1, s, 3H), 3.60y 3.58 (H-3, s, 2H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 172.3y 172.1 (C-2), 163.2y 159.5 (C-9), 136.2 y 135.9

(C-7), 131.1y 130.3 (C-4), 130.7 y 129.9 (C-5), 120.3 y 119.0 (C-6), 52.2'y 52.2 (C-1), 40.6 y
40.4 (C-3).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C1o0H12NO3 194.0812, encontrado 194.0824.

IS-5 1S-17

El compuesto IS-17 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida IS-5. El producto se aislé como un liquido amairillo.

Rendimiento: 55%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 7.37-7.28 (H-5y H-6, m, 4H), 3.70 (H-1, s, 2H), 3.64 (H-
3,s, 2H).

13C RMN (100 MHz, CDCly) 3 (ppm): 171.2 (C-2), 164.4 (C-8), 135.7 (C-4), 130.5 (C-5), 126.7
(C-6), 118.8 (C-7), 52.4 (C-1), 40.8 (C-3).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*"] C10H1oNO, 176.0706, encontrado 176.0778.

Sintesis de IS-18

OH ’ OMe
H,N H,N

O O

L-leucina 1S-51

El compuesto IS-51 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de ésteres

a partir de L-leucina. El producto se aislé como un liquido incoloro. Rendimiento: 100%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 3.64 (s, 3H), 3.41 (dd, J = 4.8 Hz, 1H), 1.74-1.66 (m, 1H),
1.66 (sa, 2H), 1.52 - 1.46 (m, 1H), 1.38 - 1.32 (m, 1H), 0.87 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.85 (d, ) = 6.6
Hz, 3H).
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13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 176.9, 52.6, 51.7, 43.9, 24.6, 22.8, 21.7.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®®

0}

OM oM
aacpone A L owe

o} o]
1S-51 I1S-6

El compuesto IS-6 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de I1S-51. El producto se aislé como un sélido amarillo. Rendimiento:

85%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 8.10 (s, 1H), 4.46 (m, 1H), 3.47 (s, 3H), 2.0 (s, 1H), 1.80
~1.74(m, 3H), 1.06 (d, J = 8.0 Hz, 6H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 170.8, 162.4, 51.6, 48.2, 40.3, 22.8, 22.4.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®

0]
H)]\N OMe — N OMe
H 0 5
I1S-6 1S-18

El compuesto IS-18 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida I1S-6. El producto se aislé como un liquido amarillo.

Rendimiento: 70%.

"H RMN (300 MHz, CDCLs) 5 (ppm): 4.29 (dd, J = 10.1, 4.8 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H), 1.87 (m, 2H),
1.70 (m, 1H), 0.99 (t, ) = 6.6 Hz, 6H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 167.7, 160.1, 55.1, 53.3, 41.3, 24.8, 22.6, 20.9.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.!’
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Sintesis de IS-19
H,N H,N
| |
HO o NH MeOo” Yo NH

L-triptofano 1S-52

El compuesto IS-52 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de ésteres

a partir de L-triptofano. El producto se aislé como un sélido marrén. Rendimiento: 99%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8.35 (s, 1H), 7.61 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 7.19 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.12 (t, ) = 7.6 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 3.84 (dd, J = 7.6,
4.8 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.28 (dd, J = 14.4, 4.8 Hz, 1H), 3.05 (dd, J = 14.4, 8.0 Hz, 1H), 1.64
(s, 2H).

'*C RMN (100 MHz, CDCLy) 5 (ppm): 175.8, 136.3, 127.5, 123.0, 122.2, 119.5, 118.8, 111.3,
111.0, 55.0, 52.1, 30.8.

Los datos espectroscépicos coincidieron con los informados en literatura.

H
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El compuesto IS-7 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 1S-52. El producto se aislé como un liquido incoloro. Rendimiento:

88%.

"H RMN (300 MHz, CDCLly) 3 (ppm): 8.35 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.56 (dt, J = 7.9, 0.9 Hz, 1H),
7.36 (dt, ) =8.1,0.9 Hz, 1H), 7.24 - 7.19 (m, 1H), 7.14 (ddd, J = 8.0, 7.0, 1.1 Hz, 1H), 6.99 (d,
J=2.4Hz, 1H), 6.24 (d, ) = 8.0 Hz, 1H), 5.09 - 4.99 (m, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.36 (dd, ) = 5.4, 3.3
Hz, 2H).

13C RMN (100 MHz, CDCLls) & (ppm): 170.9, 159.8, 135.0, 126.4, 121.9, 121.3, 118.6, 117.4,
110.3, 108.3, 59.4, 51.4, 50.5, 26.4.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®
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El compuesto IS-19 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida IS-7. El producto se aislé como un liquido amarillo.

Rendimiento: 76%.

H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.20 (s, 1H), 7.58 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 8.0 Hz,
1H), 7.25 - 7.20 (m, 2H), 7.16 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 7.9, 4.7 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H),
3.48 (dd, ) = 14.7, 4.7 Hz, 1H), 3.36 (dd, J = 14.7, 7.9 Hz, 1H).

13C RMN (125 MHz, CDCLly) & (ppm): 167.0, 160.0, 136.0, 126.6, 123.7, 122.3, 119.7, 118.0,
111.4, 108.4, 57.4, 53.3, 29.4.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.'®

Sintesis de I1S-20

NH
HZN\/\/\)J\O/\

caprolactama 1S-12

Se sigui6 la metodologia descripta por Menezes et. al. ¥ La caprolactamay NaOH (1,2 eq)
se disolvieron en etanol dentro de un tubo de presién de paredes gruesas, el cual fue
sellado. Lamezcla se agité a 120 °C durante 12 h. Después de enfriar el tubo a temperatura
ambiente, la mezcla se disolvié con etanoly se traté gota a gota con cloruro de tionilo (1,2
eq) a 0 °C con agitacion vigorosa. Luego de 30 min, la suspensidon se evapord hasta
sequedad bajo presion reducida. El producto precipitado se redisolvio en AcOEt, se lavd
con NaHCOs, se secd sobre Na,SO,anhidro, se filtrd y se evapord a sequedad. El producto
obtenido se utilizé sin purificacién adicional. El éster 1S-12 se obtuvo como sélido blanco.

Rendimiento: 55%.

H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.10 (s, 2H), 4.06 (g, ) = 7.1, Hz,2H), 3.60 (s, 2H), 2.98 (s,
2H), 2.27 (t, ) = 7.3 Hz, 2H), 1.82=1.72 (m, 2H), 1.66 - 1.56 (m, 2H), 1.44 - 1.34 (m, 2H), 1.23
~1.15 (m, 3H).
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13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 173.6, 60.3, 39.8, 33.9, 27.1, 25.9, 24.2, 14.1.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?

1S-12 1S-8

El compuesto IS-8 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 1S-12. El producto se aislé como un liquido incoloro. Rendimiento:

90%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.14y 8.00 (H-11, d, J = 11.96, 2.18 Hz, 1H), 6.42y 5.83
(H-9, sa, 1H), 4.10 (H-2, q, ) = 7.14 Hz, 2H), 3.29y 3.20 (H-8, q, ) = 6.75 Hz, 2H), 2.29 (H-4, t,
J=7.38 Hz, 2H), 1.63 (H-5, p, J = 7.45 Hz, 2H), 1.53 (H-7, p, J = 7.25 Hz, 2H), 1.35 (H-6, p, ) =
7.42 Hz, 2H), 1.23 (H-1, t,) = 7.16 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 173.8y 173.6 (C-3), 165.3y 161.5 (C-10), 60.5 y 60.4 (C-
2),41.9y 38.0 (C-8), 34.2y 34.1 (C-4), 30.9y 29.2 (C-7), 26.3y 25.9 (C-6), 24.5 y 24.4 (C-5),
20.9y 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] CgH1sNO3 188.1281, encontrado 188.1194.
H H\/\/\)OJ\ —_— i
\ﬂ/ o™ CN\/\/\)J\O/\

0
1S-8 1S-20

El compuesto IS-20 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida I1S-8. El producto se aislé como un liquido amairillo.

Rendimiento: 67%.

H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 4.12 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.40 - 3.37 (m, 2H), 2.31 (t, J =
7.4 Hz, 2H), 1.73 - 1.60 (m, 4H), 1.50 — 1.44 (m, 2H), 1.25 (t, ) = 7.2 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 173.4, 156.0 — 155.9 (m), 60.5, 41.5 — 41.4 (m), 34.0,
28.9,25.9, 24.1, 14.3.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?!
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Metodologia para la sintesis de los bloques U

Metodologia general para la reaccion de Ugi: El formaldehido (1 eq) y la amina (1 eq) se

disolvieron en 5 mL de metanoly se agitaron durante 15 min a temperatura ambiente. Se
anadié el acido (0,7 - 1,0 mmol, 1 eq) y el isonitrilo correspondiente (1 eq). La reaccidn se
mantuvo a temperatura ambiente hasta la desapariciéon del material de partida
(normalmente 5 - 7 dias). El solvente se evapord a presion reduciday el residuo se recogio
en AcOEty se lavé con NaOH (5% acuoso). Los productos crudos se purificaron mediante

cromatografia en columna de gel de silice (gradiente de hexano/AcOEt).

Sintesis de U-1

15 17 20"

El compuesto U-1 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para reacciones de Ugi
usando acido sdrbico, 3,4-dimetoxifenetilamina y el isonitrilo 1S-20. El producto se aislo

como un aceite viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 67%.

'H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 7.19 (H-4, m, 1H), 6.74 (H-13’, sa, 1H), 6.71 (H-5’, m
1H), 6.67 (H-4’, m, 1H), 6.63 (H-8’, s, 1H), 6.10 (H-3, m, 1H), 6.09 (H-2, m, 1H), 5.99 (H-5, d,
J=14.63Hz, 1H), 4.05 (H-20’, q, ) = 7.10 Hz, 2H), 3.93 (H-11", s, 2H), 3.82 (H-10’, s, 3H), 3.80
(H-9’, s, 3H), 3.62 (H-1’, t, J = 7.21 Hz, 2H), 3.16 (H-14’, g, J = 6.61 Hz, 2H), 2.80 (H-2’, 1, J =
6.64 Hz, 2H), 2.22 (H-18, t, ) = 7.08 Hz, 2H), 1.81 (H-1, d, J = 5.06 Hz, 3H), 1.56 (H-17", p, ) =
7.50 Hz, 2H), 1.44 (H-15, p, J = 7.47 Hz, 2H), 1.27 (H-16’, p, ) = 7.13 Hz, 2H), 1.19 (H-21’, 1, J
=7.11 Hz, 3H).

3C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 173.3 (C-19°), 169.3 (C-12’), 167.6 (C-6), 148.9 (C-7’),
147.8 (C-6’), 143.8 (C-4), 138.5 (C-2), 130.2 (C-3’), 129.8 (C-3), 120.7 (C-4’), 116.9 (C-5),
111.9 (C-8’), 111.3 (C-5’), 60.0 (C-207), 55.7 (C-9’y C-10°), 51.6 (C-11), 51.1 (C-1’), 39.0 (C-
14%), 34.9 (C-2’), 33.9 (C-187), 28.9 (C-15’), 26.1 (C-16), 24.3 (C-17’), 18.5 (C-1), 14.1 (C-
21°).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CzsH3sN2Os 475.2803, encontrado 475.2853.

281



Sintesis de U-2
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El compuesto U-2 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para reacciones de Ugi
usando acido laurico, furfurilaminay elisonitrilo 1S-20. El producto se aislé como un aceite

viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 73%.

'H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 7.36 (H-5, d, J = 1.7 Hz, 1H), 6.34 — 6.29 (H-4’, m, 1H),
6.30 (H-8’, 1, ) = 3.4 Hz, 1H), 6.26 (H-3’, d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.53 (H-1’, s, 2H), 4.10 (H-15’, q, J
= 7.2 Hz, 2H), 3.94 (H-6’, s, 2H), 3.15 (H-9’, q, J = 6.7 Hz, 2H), 2.53 (H-11, , J = 7.6 Hz, 2H),
2.26 (H-13’, t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.65 (H-10, g, J = 7.9 Hz, 2H), 1.59 (H-12’, g, J = 7.6 Hz, 2H),
1.48 - 1.37 (H-10’y H-11°, m, 4H), 1.36 - 1.19 (H-2 a H-9 y H-16’, m, 18H), 0.86 (H-1, t, ) =
6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 174.4 (C-12), 173.7 (C-14’), 169.2 (C-7’), 149.5 (C-27),
143.0 (C-5’), 110.6 (C-4’), 109.0 (C-3’), 60.4 (C-15’), 50.5 (C-6’), 46.0 (C-1°), 39.2 (C-9’), 34.2
(C-13), 33.1(C-11), 32.0 (C-3), 29.86-29.31 (C-4 a C-9), 29.2 (C-10°), 26.4 (C-11’), 25.2 (C-
10), 24.6 (C-12’), 22.8 (C-2), 14.4 (C-16), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C,;H47N,0Os 479.3479, encontrado 479.3475.

Sintesis de U-3
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El compuesto U-3 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para reacciones de Ugi
usando acido palmitico, 4-metoxibencilamina e isocianoacetato de etilo. El producto se

aislé como un aceite viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 65%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 7.09 (H-3°, d, J = 8.25 Hz, 2H), 6.87 (H-4’, d, J = 8.72 Hz,
2H), 6.79 (H-9’, m, 1H), 4.58 (H-1’, s, 2H), 4.19 (H-12’, q, ) = 7.16 Hz, 2H), 3.98 (H-7’, s, 2H),
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3.96 (H-10, d, ) = 7.25 Hz, 2H), 3.79 (H-6", s, 3H), 2.44 (H-15, 1, ) = 7.66 Hz, 2H), 1.66 (H-14,
m, 2H), 1.27 (H-13",t,J = 7.15 Hz, 3H), 1.24 - 1.28 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.87 (H-1,t, ) =6.74
Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 174.8 (C-16), 169.7 (C-8’), 169.5 (C-11°), 159.4 (C-5’),
130.0(C-2), 128.1 (C-3), 114.5 (C-4’), 61.5 (C-12’), 55.4 (C-6°), 51.9 (C-1°), 49.7 (C-7’), 41.3
(C-10%), 33.2 (C-15), 32.0 (C-3), 29.8 - 29.5 (C-4 a C-13), 25.4 (C-14), 22.8 (C-2), 14.3 (C-13’),
14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3,Hs1N2Os 519.3792, encontrado 519.3841.
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U-3'

El compuesto U-3’ se aislé como subproducto en la sintesis del compuesto U-3 siguiendo
el procedimiento general para reacciones de Ugi usando acido palmitico, 4-
metoxibencilamina e isocianoacetato de etilo. Se obtuvo el producto Passerini como un

aceite viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 19%.

H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 6.66 (H-3’, sa, 1H), 4.60 (H-1’, s, 2H), 4.23 (H-6", q, J =
7.13 Hz, 2H), 4.07 (H-4’, d, J = 5.07 Hz, 2H), 2.42 (H-15, t, J = 7.53 Hz, 2H), 1.65 (H-14, m,
2H), 1.29 (H-7°,t, ) = 7.21 Hz, 3H), 1.24 - 1.28 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.87 (H-1, t, ) = 6.57 Hz,
3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 172.4 (C-16), 169.6 (C-5’), 167.4 (C-2’), 62.8 (C-17), 61.9
(C-6’), 41.1 (C-4’), 34.1 (C-15), 32.0 (C-3), 30.4 — 28.9 (C-4 a C-16 y C-7°),24.9 (C-14), 22.8
(C-2), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C,,H42NOs 400.3057, encontrado 400.3151.
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Sintesis de U-4

El compuesto U-4 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para reacciones de Ugi
usando acido palmitico, triptamina e isocianoacetato de etilo. El producto se aislé como

un aceite viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 67%.

'H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 8.28 (H-5’, m, 1H), 7.56 (H-8’, d, J = 7.86 Hz, 1H), 7.36
(H-11°,d, J=8.11 Hz, 1H), 7.20 (H-10’, t, ) = 7.65 Hz, 1H), 7.13 (H-9’, t, ) = 7.43 Hz, 1H), 6.99
(H-4’y H-14’, m, 2H), 6.99 (H-14’, sa, 1H), 4.18 (H-17’, q, ) = 7.16 Hz, 2H), 4.07 (H-12", s,
2H), 3.99 (H-15’, d, J = 5.44 Hz, 2H), 3.69 (H-1’, 1, ) = 7.31 Hz, 2H), 3.05 (H-2", t, ) = 7.24 Hz,
2H), 2.16 (H-15, t, ) = 7.52 Hz, 2H), 1.50 (H-14, p, J = 7.57 Hz, 2H), 1.14- 1.29 (H-2 aH-13y
H-18’, m, 26H), 0.88 (H-1, t, J = 6.84 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 174.9 (C-16), 170.1 (C-13), 169.7 (C-16’), 136.4 (C-6"),
127.2 (C-7°), 122.6 (C-4’), 122.4 (C-10°), 119.8 (C-9’), 118.3 (C-8’), 111.9 (C-3’), 111.5 (C-
11%), 61.5 (C-17), 51.0 (C-127), 50.3 (C-1°), 41.4 (C-15’), 32.8 (C-15), 32.1 (C-"), 29.9 - 29.3
(C-4 aC-13y C-18’), 25.3 (C-14), 24.8 (C-2’), 22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] Cs;Hs2N30,4 542.3952, encontrado 542.3925.

Sintesis de U-5
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El compuesto U-5 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para reacciones de Ugi
usando acido palmitico, AM-1 y el isonitrilo 1S-20. El producto se aislé como un aceite
viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 71%.
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"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 6.43 (H-9’, sa, 1H), 5.48 (H-3’, sa, 1H), 4.11 (H-16’,q, ) =
7.16 Hz, 2H), 3.85 (H-7’, s, 2H), 3.49 (H-1’, t, ) = 5.90 Hz, 2H), 3.29 (H-2’, dt, ] =6.49 y 5.48
Hz, 2H), 3.22 (H-10’, g, J = 6.62 Hz, 2H), 2.35 (H-15, t, ) = 7.63 Hz, 2H), 2.28 (H-14’, t, ) = 7.44
Hz, 2H), 1.78 (H-14y H-13’, m, 4H), 1.62 (H-11’ y H-12’, m, 4H), 1.55-1.20 (H-2 a H-13, m,
24H), 1.42 (H-6, s, 9H), 0.87 (H-1, t, J = 6.80 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 173.7 (C-16), 156.2 (C-15°), 79.6 (C-5’), 60.4 (C-16"),
51.5(C-7’), 49.8 (C-1°), 39.5 (C-10°), 39.1 (C-2’), 34.2 (C-14’), 32.9 (C-15), 32.1 (C-3), 30— 29
(C-4aC-13),28.5(C-6’), 28.5 (C-11°), 26.5 (C-12’), 25.3 (C-14), 24.5 (C-13’), 22.8 (C-2), 14.4
(C-17’), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] Cs3HesN3Os 598.4790, encontrado 598.4779.

Sintesis de U-6

El compuesto U-6 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para reacciones de Ugi
usando acido linoleico, 4-metoxifenetilamina e isocianoacetato de etilo. El producto se

aislé como un aceite viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 82%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.05 (H-4’, d, J = 8.56 Hz, 2H), 6.95 (H-10’, t, ) = 5.51 Hz,
1H), 6.82 (H-5’, d, J = 8.59 Hz, 2H), 5.36 (H-7 y H-9, m, 2H), 5.32 (H-6 y H-10, m, 2H), 4.16
(H-13", q,J = 7.16 Hz, 2H), 4.00 (H-8’, s, 2H), 3.97 (H-11’, d, J = 5.50 Hz, 2H), 3.76 (H-7’, s,
3H), 3.56 (H-1, ,) = 7.39 Hz, 2H), 2.81 (H-2’, t, ] = 7.32 Hz, 2H), 2.75 (H-8, t, ] = 6.77 Hz, 2H),
2.24 (H-17,1,) =7.51 Hz, 2H), 2.03 (H-5y H-11, q, ) = 6.77 Hz, 4H), 1.54 (H-16, p, ) = 7.58 Hz,
2H), 1.23-1.37 (H-2 a H-4 y H-12 a H-15, m, 14H), 1.24 (H-14’, 1, J = 7.13 Hz, 3H), 0.87 (H-
1,t,)=6.87 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 174.5 (C-18), 169.8 (C-9°), 169.6 (C-12’), 158.6 (C-6"),
130.3 (C-6), 130.1 (C-10), 129.9 (C-3’), 129.8 (C-4’), 128.1 (C-9), 128.0 (C-7), 114.2 (C-5’),
61.4 (C-13’), 55.3 (C-7), 51.4 (C-1°), 50.7 (C-8’), 41.3 (C-11°), 34.2 (C-2’), 32.7 (C-17), 31.6

285



(C-3), 29.7 - 29.3 (C-4 y C-12 a C-15), 27.3 (C-5), 27.3 (C-11), 25.7 (C-8), 25.2 (C-16), 22.6
(C-2), 14.2 (C-14), 14.1 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C33Hs3sN2.Os 557.3949, encontrado 557.3956.

Sintesis de U-7
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El compuesto U-7 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para reacciones de Ugi
usando acido linoleico, AM-1 e isocianoacetato de etilo. El producto se aisl6 como un

aceite viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 64%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 7.13 (H-9, 1, J = 5.8 Hz, 1H), 5.98 (H-3’, t, ) = 6.1 Hz, 1H),
4.18 (H-12°, q, ) = 7.1 Hz, 2H), 4.00 - 3.93 (H-7’y H-10°, m, 4H), 3.54 (H-1°, t, ) = 4.0 Hz, 2H),
3.25(H-2’,q, ) =5.7 Hz, 2H), 2.35 (H-15, t, ) = 7.2 Hz, 2H), 1.59 (H-14, p, J = 7.6 Hz, 2H), 1.41
(H-6", s, 9H), 1.33-1.20 (H-2 a H-13y H-13’, m, 27H), 0.86 (H-1, 1, J = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 175.5 (C-16), 170.8 (C-11°), 170.2 (C-8’), 156.5 (C-4’),
79.3 (C-5’), 61.7 (C-127), 52.0 (C-7’), 50.2 (C-1°), 41.2 (C-107), 39.1 (C-2’), 33.0 (C-15), 32.0
(C-3),29.8 - 29.5 (C-4 a C-13), 28.5 (C-6’), 25.3 (C-14), 22.8 (C-2), 14.2 (C-1y C-13").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CoHssN3Os 542.4164, encontrado 542.4153.

Metodologia para la sintesis de los bloques PIP1

Procedimiento general para la hidrdlisis del éster y obtencién de los derivados Uac: Se

prepard una solucidon que contenia 1,0 mmol del éster en 5 mL de metanol y luego se
agregaron 2,0 mmol de K;CO; a temperatura ambiente. El progreso de la reaccion se siguio
mediante CCD. Al finalizar, la solucién se acidificé con una soluciéon de HCl al 5% hasta
que el pH alcanzé 2, lo que dio como resultado la precipitacion del acido correspondiente.

El acido obtenido se utilizé sin purificacion adicional.

Procedimiento general para Ugi Split (Técnica A): Las reacciones se llevaron a cabo en las

mismas condiciones que la reaccion de Ugi descrita anteriormente, con piperazina como
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componente amina. Los productos crudos se purificaron mediante cromatografia en

columna de gel de silice (gradiente de metanol/AcOEt con la adicidn de trietilamina al 1%).

Procedimiento general para Ugi Split (Técnica B: generacién del isonitrilo in situ):?? Se

prepard una solucién de la formamida (0,1 mmol) en CH,CLl, (5 mL), se afiadié trietilamina
(2,5 eq) y la mezcla se enfrié sobre hielo. Se afiadié gota a gota una solucidn de trifosgeno
(0,4 eq) en CH.CL; (5 mL) a la mezcla en agitacion durante 30 min. La mezcla de reaccién
se agitd a-10 °C durante 30 min mas. Paralelamente se preparé una solucion de la amina
(1,05 eq) y formaldehido (1,1 eq) en 5 mL de metanol y se dejé agitar 15 min, y después se
anadié el acido (1,05 eq). Luego, se anadio la solucidn resultante junto con otros 5 mL de
MeOH a la mezcla de reaccidn de isonitrilo formada in situ en bafo de hielo. La reaccion se
mantuvo a temperatura ambiente hasta la desaparicion del material de partida
(normalmente 5 - 7 dias). El solvente se evapord a presion reducida. Los productos crudos
se purificaron mediante cromatografia en columna de gel de silice (gradiente de

metanol/AcOEt con la adicidon de trietilamina al 1%).

Sintesis de PIP1-1y PIP1-22
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El compuesto PIP1-1 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-1y el isonitrilo 1S-18. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 80%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.38 (H-5”, d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.23 (H-4, dd, J = 14.7, 9.5
Hz, 1H), 6.78 (H-7’, d, ) = 8.0 Hz, 1H), 6.73 (H-13, t, ) = 5.6 Hz, 1H), 6.68 (H-8, d, J = 9.1 Hz,
1H), 6.65 (H-4", s, 1H), 6.13 (H-3, m, 1H), 6.11 (H-2, d, J = 3.8 Hz, 1H), 6.01 (H-5, d, J = 14.7
Hz, 1H), 4.64 (H-6”, td, ) = 9.0, 4.8 Hz, 1H), 3.95 (H-11, s, 2H), 3.85 (H-9’, s, 3H), 3.83 (H-
10, s, 3H), 3.72 (H-8”, s, 3H), 3.64 (H-1’, 1, J = 7.5 Hz, 2H), 3.59 - 3.39 (H-1”, m, 4H), 3.20
(H-14’, q, ) = 6.8, 6.0 Hz, 2H), 3.08 (H-3”a, d, J = 16.1 Hz, 1H), 2.99 (H-3"b, d, J = 16.2 Hz,
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1H), 2.82 (H-2’, t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.68 — 2.41 (H-2”, m, 4H), 2.28 (H-18", t, J = 7.7 Hz, 2H),
1.84 (H-1,d,J = 5.2 Hz, 3H), 1.71-1.20 (H-15°, H-16°, H-17, H-9” y H-10”, m, 9H), 0.95 (H-
11”,d,J = 2.0 Hz, 3H), 0.93 (H-12”, d, J = 2.2 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 173.6 (C-7”), 171.5 (C-19°), 169.7 (C-4”), 169.7 (C-127),
168.0 (C-6), 149.3 (C-5), 148.1 (C-6’), 144.3 (C-4), 139.0 (C-2), 130.3 (C-3’), 130.1 (C-3),
120.9 (C-8’), 117.0 (C-5), 112.1 (C-7’), 111.6 (C-4’), 61.4 (C-3”), 56.1 (C-9’), 56.0 (C-10),
53.6 (C-2”a), 53.3 (C-2"’b), 52.4 (C-8"), 52.2 (C-11°), 51.4 (C-1’), 50.2 (C-6"), 45.6 (C-1”),
41.6 (C-9”), 39.3 (C-14’), 35.2 (C-2’), 33.1 (C-18"), 29.3 (C-15’), 26.7 (C-16"), 25.1 (C-10"),
24.8 (C-17’),23.0 (C-11”), 21.9 (C-12"), 18.8 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3;HssNsOg 700.4285, encontrado 700.4310.

PIP1-22

El compuesto PIP1-22 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrdlisis del
éster a partir del producto Ugi Split PIP1-1. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 78%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.62 (H-5”, d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.20 (H-4, dd, J = 14.7, 9.6
Hz, 1H), 6.90 (H-13’, t,J = 5.0 Hz, 1H), 6.78 (H-7’, d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.69 (H-8’, d, J = 8.4 Hz,
1H), 6.66 (H-4’, s, 1H), 6.18 - 6.05 (H-2 y H-3, m, 2H), 6.01 (H-5, d, J = 14.6 Hz, 1H), 4.06 (H-
6”,t,)=7.2 Hz, 1H), 3.96 (H-11", s, 2H), 3.85 (H-9’, s, 3H), 3.83 (H-10’, s, 3H), 3.64 (H-1’, t,
J=7.4Hz, 2H), 3.51 (H-1”, m, 4H), 3.18 (H-14’, t, ) = 6.7 Hz, 2H), 3.08 (H-3"a, d, J = 15.6 Hz,
1H), 2.98 (H-3”b, d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.83 (H-2’, 1, J = 7.4 Hz, 2H), 2.49 (H-2”, m, 4H), 2.26
(H-18",t,) = 7.4 Hz, 2H), 1.83 (H-1, d, ) = 5.6 Hz, 3H), 1.63 - 1.52 (H-9” y H-10”, m, 3H), 1.47
(H-15’, m, 2H), 1.36 = 1.19 (H-16’ y H-17", m, 4H), 0.90 (H-11”, d, J = 5.4 Hz, 3H), 0.86 (H-
12”,d,J=5.7 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCL) 3 (ppm): 179.0 (C-7”), 171.7 (C-19°), 171.0 (C-4”), 169.6 (C-12’),
168.0 (C-6), 149.3 (C-5’), 148.1 (C-6), 144.1 (C-4), 138.9 (C-2), 130.5 (C-3’), 130.2 (C-3),
121.0 (C-8’), 117.2 (C-5), 112.2 (C-4’), 111.6 (C-7’), 61.2 (C-3”), 56.1 (C-9’), 56.1 (C-10?),

54.1(C-6"), 53.6 (C-2”), 51.8 (C-11°), 51.4 (C-1°), 45.5 (C-1”), 41.1 (C-9”), 39.4 (C-14’), 35.2
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(C-2’), 33.1 (C-18’), 29.8 (C-17’), 29.4 (C-15’), 26.8 (C-16’), 24.9 (C-10""), 23.6 (C-11"), 21.7
(C-12”), 18.8 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3sHssNsOg 686.4129, encontrado 686.4124.

Sintesis de PIP1-2

XX 6 N 19° N
1 3 5 16' 18
. N
an
&
. PIP1-2

El compuesto PIP1-2 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-1y el isonitrilo 1S-16. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 66%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs)  (ppm): 9.08 (H-5”, s, 1H), 8.01 (H-9”, d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.99 (H-
7”,s, 1H), 7.79 (H-11”,d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.42 (H-10”, t, ) = 7.9 Hz, 1H), 7.20 (H-4, 1, ) = 7.8
Hz, 1H), 6.78 (H-4’, s, 1H), 6.74 (H-8’, d, ) = 6.8 Hz, 1H), 6.72 (H-13’, t, ) = 6.2 Hz, 1H), 6.67
(H-7’,d, ) = 6.8 Hz, 1H), 6.11 (H-3, t, ) = 7.9 Hz, 1H), 6.02 (H-5, d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.89 (H-2,
m, 1H), 3.92 (H-13”, s, 3H), 3.86 (H-9’, s, 3H), 3.84 (H-10", s, 3H), 3.71 (H-1""a, m, 2H), 3.64
(H-1’,t,)=6.7 Hz, 2H), 3.54 (H-1"’b, m, 2H), 3.28 (H-11, s, 2H), 3.25 (H-14’, m, 2H), 3.18 (H-
3", s, 2H), 2.90 (H-2’, t,) = 6.7 Hz, 2H), 2.60 (H-2"", 1, ) = 5.0 Hz, 4H), 2.30 (H-18’, t, J = 8.3 Hz,
2H), 1.84 (H-1, d, J = 5.2 Hz, 3H), 1.62 (H-17°, m, 2H), 1.50 (H-15’, m, 2H), 1.34 (H-16’, m,
2H).

13C RMN (125 MHz, CDCLy) & (ppm): 171.5 (C-19’), 170.2 (C-12’), 168.0 (C-4”), 168.0 (C-6),
166.8 (C-12”), 149.3 (C-5), 144.3 (C-6’), 139.1 (C-4), 138.5 (C-6”), 137.7 (C-2), 131.1 (C-3"),
130.1(C-8), 129.5 (C-10”), 129.2 (C-3), 125.6 (C-11”), 124.2 (C-9”’), 121.0 (C-8"), 120.4 (C-
7”), 117.1 (C-5), 112.2 (C-7’), 111.6 (C-4’), 62.1 (C-3”), 58.6 (C-11°), 56.1 (C-10’), 56.0 (C-
9%), 53.8 (C-2"a), 53.4 (C-2”’b), 52.4 (C-13”), 51.4 (C-1°), 46.0 (C-1""a), 43.6 (C-14’), 41.7 (C-
17°b), 35.2 (C-2’), 33.1 (C-18’), 29.4 (C-15’), 26.7 (C-16’), 24.8 (C-17’), 18.8 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C3sHs2NsOg 706.3810, encontrado 706.3806.
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Sintesis de PIP1-3
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El compuesto PIP1-3 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del
éster, seguido de la técnica B del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-1y la formamida 1S-9. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 72%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.19 (H-4, td, J = 10.4, 9.8, 5.1 Hz, 1H), 6.85 (H-13", t, ) =
5.5 Hz, 1H), 6.77 (H-7’, d, ) = 7.9 Hz, 1H), 6.73 - 6.63 (H-4’y H-8’, m, 2H), 6.56 (H-5”, s, 1H),
6.17 - 6.05 (H-2 y H-3, m, 2H), 6.00 (H-5, d, J = 14.5 Hz, 1H), 3.96 (H-11’, s, 2H), 3.84 (H-9’,
s, 3H), 3.82 (H-10’, s, 3H), 3.67 - 3.60 (H-1’y H-3”, m, 4H), 3.49 - 3.38 (H-1”a, m, 2H), 3.17
(H-14’y H-1"b, m, 4H), 2.96 — 2.88 (H-2”’b, m, 2H), 2.85 — 2.78 (H-2’ y H-2"’b, m, 4H), 2.20
(H-18",t,) = 7.8 Hz, 2H), 1.95 (H-9”, s, 3H), 1.82 (H-1, dd, J = 5.5, 2.2 Hz, 3H), 1.54 (H-17", p,
J=7.0Hz, 2H), 1.49-1.41 (H-15’, m, 2H), 1.33 - 1.24 (H-16’, m, 2H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 178.7 (C-19°), 177.2 (C-8"), 169.6 (C-12’), 168.4 (C-4”),
168.0 (C-6), 149.2 (C-5’), 148.0 (C-6’), 145.1 (C-6"), 144.3 (C-4), 139.0 (C-2), 130.4 (C-3’),
130.1 (C-3), 120.9 (C-8’), 117.0 (C-5), 112.2 (C-4’), 111.6 (C-7’), 101.9 (C-7""), 61.3 (C-3”),
56.1 (C-10’), 56.0 (C-9’), 52.8 (C-2"a), 51.8 (C-11°), 51.3 (C-1°), 48.6 (C-2"’b), 42.3 (C-1"a),
41.8 (C-1b), 39.4 (C-14’), 35.5 (C-18’), 35.1 (C-2’), 29.1 (C-15’), 26.6 (C-16’), 25.1 (C-17’),
22.7 (C-9”"), 18.8 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3sH1sNeO7 653.3657, encontrado 653.3649.

Sintesis de PIP1-4
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El compuesto PIP1-4 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-2 y el isonitrilo 1S-18. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 53%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 7.39 (H-5", d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.36 (H-5’, d, J = 1.7 Hz,
1H), 6.34 (H-8’,d, J =6.0 Hz, 1H), 6.32 (H-4’, dd, J = 3.3, 1.8 Hz, 1H), 6.26 (H-3’, d, ) =3.2 Hz,
1H), 4.65 (H-6”, td, J = 9.1, 4.8 Hz, 1H), 4.53 (H-1", s, 2H), 3.94 (H-6’, s, 2H), 3.72 (H-12”, s,
3H), 3.62 - 3.43 (H-1"’, m, 4H), 3.18 (H-9’, dt, J = 13.4, 6.9 Hz, 2H), 3.09 (H-3”a, d, ) = 16.17
Hz, 1H), 3.00 (H-3"b, d, J = 16.24 Hz, 1H), 2.67 — 2.56 (H-2"a, m, 2H), 2.53 (H-11,t, ) = 7.6
Hz, 2H), 2.46 (H-2”’b, m, 2H), 2.29 (H-13’, 1, J = 7.4 Hz, 2H), 1.72 - 1.52 (H-10, H-10’, H-7"y
H-8”, m, 8H), 1.45 (H-11’, p, ) = 7.2 Hz, 2H), 1.38 - 1.19 (H-2 a H-9, m, 16H), 0.95 (H-10”, d,
J=2.2 Hz, 2H), 0.94 (H-9”, d, J = 2.3 Hz, 2H), 0.86 (H-1, 1, J = 6.8 Hz, 2H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 174.4 (C-12), 173.6 (C-117), 171.5 (C-14’), 169.7 (C-4”),
169.2 (C-7’), 149.6 (C-2’), 143.0 (C-5’), 110.6 (C-4’), 109.0 (C-3), 61.4 (C-3”), 53.6 (C-2"a),
53.3 (C-2”’b), 52.4 (C-12”), 50.4 (C-6’), 50.2 (C-6""), 46.0 (C-1°), 45.6 (C-1"a), 45.6 (C-1""h),
41.6 (C-7”), 39.2 (C-9’), 33.1 (C-13’), 33.1 (C-11), 32.0 (C-3), 29.92 - 29.04 (C-4 a C-9 y C-
10%),26.7 (C-11°),25.2 (C-8"), 25.2 (C-10), 24.8 (C-12’), 23.0 (C-9”), 22.8 (C-2), 22.0 (C-10"),
14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3sHssNsO7 704.4962, encontrado 704.4946.

Sintesis de PIP1-5
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El compuesto PIP1-5 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del

éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-2 y 2-isociano-2-metilpropano. El producto se aisl6 como un aceite

viscoso de color amarillo palido. Rendimiento: 71%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) 5 (ppm): 7.36 (H-5’, dd, J = 1.9, 0.7 Hz, 1H), 6.89 (H-5”, s, 1H),
6.32 (H-4’, dd, J = 3.2, 1.9 Hz, 1H), 6.29 (H-8’, m, 1H), 6.25 (H-3’, d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.53 (H-
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1’,'s,2H), 3.94 (H-6’, s, 2H), 3.67 —3.55 (H-1"’a, m, 2H), 3.48 — 3.44 (H-1"’b, m, 2H), 3.16 (H-
9’,q,)=7.1Hz, 2H), 2.91 (H-3”, s, 2H), 2.53 (H-11, ,) = 7.6 Hz, 2H), 2.48 (H-2”, m, 4H), 2.29
(H-13",t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.72 - 1.56 (H-10 y H-12’, m, 4H), 1.45 (H-10’, p, J = 6.7 Hz, 2H),
1.35(H-7”,'s, 9H), 1.34-1.18 (H-2 a H-9 y H-11’, m, 18H), 0.86 (H-1, t, J = 7.0 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLy) & (ppm): 174.4 (C-12), 171.5 (C-14’), 169.2 (C-7’), 168.7 (C-4”),
149.6 (C-2’), 143.0 (C-5’), 110.6 (C-4’), 109.0 (C-3’), 62.3 (C-3”"), 53.6 (C-2a”"), 53.2 (C-2"’b),
50.7 (C-6”), 50.4 (C-6’), 46.0 (C-1°), 45.7 (C-1""a), 41.7 (C-1"’b), 39.2 (C-9’), 33.1 (C-11), 33.1
(C-13),32.0(C-3),29.9-29.1 (C-4a C-9yC-10’),28.9(C-7"), 26.7 (C-11°), 25.2 (C-10), 24.7
(C-12), 22.8 (C-2), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CssHe2NsOs 632.4751, encontrado 632.4746.

Sintesis de PIP1-6 y PIP-23
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El compuesto PIP1-6 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-3 y el isonitrilo I1S-17. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 80%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs)  (ppm): 8.86 (H-5”, s, 1H), 7.51 (H-7”, d, ) = 8.5 Hz, 2H), 7.25 (H-
8”,d, ) =8.6 Hz, 2H), 7.09 (H-3’, d, ) = 8.6 Hz, 2H), 6.97 (H-9’, 1, ) = 4.3 Hz, 1H), 6.87 (H-4’, d,
J = 8.6 Hz, 2H), 4.59 (H-1’, s, 2H), 4.03 (H-10’, d, J = 4.2 Hz, 2H), 4.01 (H-7", s, 2H), 3.80 (H-
6’,'s, 3H), 3.71 (H-17a, q, ) = 4.8 Hz, 2H), 3.68 (H-12”, s, 3H), 3.60 (H-10", s, 2H), 3.48 (H-
17b, dd, J = 6.6, 3.6 Hz, 2H), 3.17 (H-3", s, 2H), 2.62 (H-2”, dt, ) = 9.8, 5.1 Hz, 4H), 2.46 (H-
15,1, =7.6 Hz, 2H), 1.69 (H-14, p, J = 7.7 Hz, 2H), 1.36 - 1.22 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.87 (H-
1,t,)= 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLly) & (ppm): 174.5 (C-1°), 172.1 (C-11”), 169.1 (C-11), 167.5 (C-8"),
166.4 (C-4”), 159.4 (C-5’), 136.4 (C-6"), 130.2 (C-2’), 130.1 (C-8’), 128.1 (C-3’), 127.9 (C-
9”),119.8(C-7’), 114.5(C-4’), 62.1 (C-3”), 55.4 (C-6’), 53.3 (C-2”"), 53.1 (C-2”), 52.2 (C-12”),
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51.9(C-17), 49.4 (C-7’), 44.5(C-1"), 42.2 (C-1"), 41.1 (C-10’), 40.7 (C-10""), 33.2 (C-15), 32.0
(C-3), 30-29.4 (C-4 a C-13), 25.4 (C-14), 22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C43HssNsO7 764.4962, encontrado 764.4958.

Metodologia general para la sintesis de amidas a partir de los aductos Ugi Split: Se preparé

una mezcla del éster (0,1 mmol) en una solucién saturada de NH; en metanol (1 mL) para

dar la amida respectiva, que se purifico mediante filtracion.

2 4 6 8 10 12 14 7 H 1" 8"

El compuesto PIP1-23 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
amidas a partir del producto Ugi Split PIP1-6. El producto se aislé como un sélido blanco

(P.f.: 195 °C). Rendimiento: 67%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.89 (H-5”, s, 1H), 7.56 (H-7", d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.27 (H-
8”,d,)=7.6Hz, 2H), 7.09 (H-3’, d, ) = 8.2 Hz, 2H), 6.97 (H-9’, , ) = 3.3 Hz, 1H), 6.88 (H-4’, d,
J = 8.3 Hz, 2H), 5.37 (H-12”, sa, 2H), 4.59 (H-1’, s, 2H), 4.04 (H-10’, d, J = 4.2 Hz, 2H), 4.01
(H-7’, s, 2H), 3.80 (H-6", s, 3H), 3.72 (H-1"a, m, 2H), 3.57 (H-10”, s, 1H), 3.49 (H-1"’b, m,
2H), 3.19 (H-3", s, 2H), 2.64 (H-2”, t, ) = 6.3 Hz, 4H), 2.47 (H-15, 1, ) = 7.7 Hz, 2H), 1.69 (H-
14,q,) =7.4Hz, 2H), 1.35-1.21 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.88 (H-1, t, ) = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 174.6 (C-16), 173.2 (C-11""), 169.1 (C-8’), 167.6 (C-4”),
166.4 (C-11°), 159.4 (C-5), 136.7 (C-6”), 131.1 (C-9”), 130.3 (C-8""), 128.1 (C-3’), 127.9 (C-
2), 120.3 (C-7"), 114.5 (C-4’), 62.1 (C-3”), 55.5 (C-6’), 53.4 (C-2"a), 53.2 (C-2’b), 52.0 (C-
1°), 49.4 (C-7’), 44.5 (C-1"a), 42.8 (C-10”), 42.2 (C-1"’b), 41.2 (C-10’), 33.3 (C-15), 32.1 (C-
3), 30.03-29.21 (C-4 a C-13), 25.4 (C-14), 22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C42HesNeOs 749.4966, encontrado 749.4935.
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Sintesis de PIP1-7
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El compuesto PIP1-7 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-3 y el isonitrilo 1S-14. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 57%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 9.01 (H-5", s, 1H), 7.64 (H-10”, d, J = 15.99 Hz, 1H), 7.60
(H-7”, d, ) = 8.64 Hz, 2H), 7.50 (H-8", d, J = 8.60 Hz, 2H), 7.09 (H-3, d, J = 8.55 Hz, 2H), 6.98
(H-9’,t,) = 4.26 Hz, 1H), 6.87 (H-4’, d, ) = 8.69 Hz, 2H), 6.37 (H-11”", d, J = 15.99 Hz, 1H), 4.58
(H-1°, s, 2H), 4.03 (H-10’, d, J = 3.95 Hz, 2H), 4.00 (H-7’, s, 2H), 3.79 (H-6’y H-13", s, 6H),
3.72 (H-1"a, m, 2H), 3.49 (H-1"’b, m, 2H), 3.19 (H-3”, s, 2H), 2.63 (H-2”", m, 4H), 2.46 (H-15,
t,) =7.62 Hz, 2H), 1.69 (H-14, p, J = 7.50 Hz, 2H), 1.32 - 1.22 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.87 (H-
1,t,)=6.88 Hz, 3H).

3C RMN (125 MHz, CDCLy) & (ppm): 174.6 (C-16), 169.4 (C-4""), 169.1 (C-11°), 166.3 (C-8"),
159.4 (C-5’), 149.4(C-11"’), 148.0 (C-12”), 131.3 (C-8”), 128.1 (C-3’), 127.9 (C-2’), 120.8 (C-
9”), 114.5 (C-4’), 112.0 (C-13”), 111.4 (C-10”), 61.6 (C-3"), 56.2 (C-14”), 56.1 (C-15"), 55.5
(C-6’), 53.3 (C-2"’a), 53.1 (C-2"’b), 51.9 (C-1°), 49.4 (C-10’), 44.4 (C-17a), 42.1 (C-1"’b), 41.1
(C-7°), 40.0 (C-6”), 35.3 (C-7""), 33.3 (C-15), 32.1 (C-3), 30.0 - 29.4 (C-4 a C-13), 25.4 (C-14),
22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4H70Ns07 780.5275, encontrado 780.5289.

Sintesis de PIP1-8
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El compuesto PIP1-8 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-3 y el isonitrilo I1S-15. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 57%.

"H RMN (500 MHz, CDCLly) & (ppm): 9.01 (H-5", s, 1H), 7.64 (H-10”, d, ) = 15.99 Hz, 1H), 7.60
(H-7”,d, ) = 8.64 Hz, 2H), 7.50 (H-8", d, J = 8.60 Hz, 2H), 7.09 (H-3, d, J = 8.55 Hz, 2H), 6.98
(H-9’,t,) = 4.26 Hz, 1H), 6.87 (H-4’, d, ) = 8.69 Hz, 2H), 6.37 (H-11”", d, J = 15.99 Hz, 1H), 4.58
(H-1°, s, 2H), 4.03 (H-10’, d, J = 3.95 Hz, 2H), 4.00 (H-7’, s, 2H), 3.79 (H-6’y H-13", s, 6H),
3.72 (H-1"a, m, 2H), 3.49 (H-1”’b, m, 2H), 3.19 (H-3”, s, 2H), 2.63 (H-2”, m, 4H), 2.46 (H-15,
t,) = 7.62 Hz, 2H), 1.69 (H-14, p, J = 7.50 Hz, 2H), 1.32 - 1.22 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.87 (H-
1,t,)=6.88 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 174.6 (C-1), 169.1 (C-8’), 167.7 (C-4"), 167.6 (C-12”),
166.4 (C-11’), 159.4 (C-57), 144.1 (C-10”), 139.2 (C-6"), 131.3 (C-2’), 130.6 (C-9”"), 129.2 (C-
8”), 128.1(C-3’), 119.6 (C-7”), 117.0 (C-11”), 114.5 (C-4’), 62.1 (C-3"), 55.4 (C-6’), 53.3 (C-
2”a), 53.2 (C-2""b), 51.9 (C-1), 51.8 (C-13”), 49.4 (C-7’), 44.5 (C-1"’a), 42.1 (C-1"’b), 41.1 (C-
10%), 33.2 (C-15), 32.0 (C-3), 29.98 - 29.21 (C-4 a C-13), 25.4 (C-14), 22.8 (C-2), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C44HesNsO; 776.4957, encontrado 776.4949.

Sintesis de PIP1-9 y PIP1-24

2 4 6 8 10 12

El compuesto PIP1-9 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrélisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-4 y el isonitrilo 1S-19. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 58%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.62 (H-10”, sa, 1H), 8.24 (H-5’, sa, 1H), 7.54 (H-10’ y H-

15”,t,) = 7.7 Hz, 2H), 7.47 (H-5”, d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.36 (H-7’ y H-12”, dd, J = 8.2, 4.5 Hz,
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2H), 7.19 (H-8’y H-13”, dt, ) = 12.7, 7.6 Hz, 2H), 7.11 (H-9’y H-14”, dt, ) = 15.1, 7.3 Hz, 2H),
7.05 (H-14’,t, ) = 4.9 Hz, 1H), 6.99 (H-4’ y H-9”, d, ) = 6.0 Hz, 2H), 4.93 (H-6”, dd, J = 8.6, 5.2
Hz, 1H), 4.06 (H-12’, s, 2H), 3.88 (H-15’, d, J = 10.9 Hz, 2H), 3.76 (H-18", s, 3H), 3.69 (H-1’,
t,) = 7.2 Hz, 2H), 3.34 (H-7”, qd, J = 14.9, 5.7 Hz, 2H), 3.20 (H-1”, m, 4H), 3.04 (H-2’, t, ) =
7.2 Hz, 2H), 2.92 (H-3", s, 2H), 2.84 (H-2”, td, ) = 17.4, 16.9, 11.4 Hz, 4H), 2.18 (H-15, t, ) =
7.9 Hz, 2H), 1.51 (H-14, dt, J = 13.9, 7.4 Hz, 2H), 1.33-1.12 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.88 (H-1,
t,)=6.7 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 174.7 (C-16), 172.5 (C-17"), 169.8 (C-4”), 169.4 (C-13"),
166.4 (C-16°), 136.4 (C-11), 136.3 (C-6), 127.8 (C-16"), 127.1 (C-11), 122.8 (C-9”), 122.6
(C-4’), 122.5 (C-13”), 122.5 (C-8’), 119.9 (C-14”), 119.8 (C-9’), 118.6 (C-15""), 118.3 (C-10?),
111.9 (C-3’), 111.6 (C-7’), 111.6 (C-12"), 109.8 (C-8""), 61.0 (C-3""), 52.6 (C-18”), 52.4 (C-
6”), 50.5 (C-127), 50.2 (C-1°), 44.1 (C-2""), 41.9 (C-1”), 41.1 (C-15), 32.8 (C-15), 32.1 (C-3),
29.9-29.2 (C-3a C-13), 27.2 (C-7”), 25.3 (C-14), 24.9 (C-2’), 22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4sH70N;0s 840.5388, encontrado 840.5390.

2 4 6 8 10 12

El compuesto PIP1-24 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrdlisis del
éster a partir del producto Ugi Split PIP1-9. El producto se aislé como un sélido blanco (P.f.:

193 °C). Rendimiento: 80%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.58 (H-10", sa, 1H), 8.20 (H-5’, sa, 1H), 7.66 (H-15", d,
J=7.8Hz, 1H), 7.55 (H-8, d, ) = 7.7 Hz, 1H), 7.53 (H-5”, d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.37 (H-11’ y H-
12”,d, ) = 8.1 Hz, 2H), 7.20 (H-10’ y H-13", q, ) = 7.3 Hz, 2H), 7.16 = 7.11 (H-9’ y H-14”", m,
2H), 7.11 (H-9”, d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.06 — 7.03 (H-14’, m, 1H), 7.01 (H-4’, d, J = 2.2 Hz, 1H),
6.17 (H-18"a, sa, 1H), 5.53 (H-18"b, sa, 1H), 4.81 (H-6”, q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.06 (H-12’, s,
2H), 3.90 (H-15’, d, J = 5.7 Hz, 2H), 3.70 (H-1, t, ) = 7.4 Hz, 2H), 3.67 - 3.61 (H-1"’a, m, 2H),
3.38 - 3.26 (H-7”, m, 2H), 3.26 - 3.21 (H-1"’b, m, 2H), 3.04 (H-2’, t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.01 -
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2.84 (H-3”, m, 2H), 2.84-2.80 (H-2”, m, 4H), 2.18 (H-15, t, ) = 7.8 Hz, 2H), 1.51 (H-14, p, J =
7.5 Hz, 2H), 1.32 - 1.13 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.88 (H-1, t, ] = 6.7 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 174.7 (C-16), 173.6 (C-17"), 170.2 (C-4”), 169.4 (C-13"),
166.3 (C-16), 136.4 (C-6’y C-11""), 127.6 (C-11’y C-16”), 123.3 (C-9”’), 122.6 (C-8’y C-13"),
122.5 (C-4’), 120.0 (C-14”), 119.9 (C-9’), 118.8 (C-15”), 118.3 (C-10”), 112.0 (C-3"), 111.6
(C-7’y C-12”), 110.3 (C-8”), 61.2 (C-3""), 52.8 (C-6"), 50.6 (C-12’), 50.2 (C-1°), 44.1 (C-2”),
41.8(C-1""), 41.2 (C-15’), 32.8 (C-15), 32.2-29.1 (C-2 a C-13), 27.3 (C-7”), 25.3 (C-14), 24.9
(C-2’), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4;HesNsOs 825.5385, encontrado 825.5289.

Sintesis de PIP1-10y PIP1-18
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El compuesto PIP1-10 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-5y el isonitrilo 1S-14. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 71%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.05 (H-5”, t, J = 5.7 Hz, 1H), 6.79 (H-12”, d, J = 8.2 Hz,
1H), 6.74-6.69 (H-9” y H-13”, m, 2H), 6.62 (H-9’, t, ] = 5.8 Hz, 1H), 5.63-5.55 (H-3’, m, 1H),
3.85 (H-7’, s, 2H), 3.84 (H-14” y H-15”, s, 6H), 3.54 (H-6", q, J = 6.8 Hz, 2H), 3.51 — 3.44 (H-
1’y H-1"a, m, 4H), 3.35-3.24 (H-2’y H-1"’b, m, 4H), 3.22 (H-10’, q, ) = 7.0, 6.6 Hz, 2H), 2.96
(H-3”,'s, 2H), 2.78 (H-7”, t, ) = 6.9 Hz, 2H), 2.40 - 2.35 (H-2”’, m, 4H), 2.33 (H-15, t, ) = 7.4
Hz, 2H), 2.26 (H-14’, t, ) = 7.3 Hz, 2H), 1.59 (H-14y H-13’, p, J = 7.5 Hz, 4H), 1.51 (H-11, p, J
=7.2 Hz, 2H), 1.40 (H-6’, s, 9H), 1.30 - 1.18 (H-2 a H-13y H-12’, m, 26H), 0.85 (H-1, t, ) = 6.8
Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 5 (ppm): 174.8 (C-16), 171.4 (C-15’), 169.8 (C-8’), 169.6 (C-4”),
156.2 (C-4), 149.2 (C-10"), 147.9 (C-11”), 131.3 (C-8""), 120.8 (C-13"), 111.9(C-9”), 111.4
(C-12”),79.5(C-5%), 61.5 (C-3"), 56.1 (C-14""), 56.0 (C-15"), 53.6 (C-2""a), 53.2 (C-2"’b), 51.3
(C-7°), 49.8 (C-1°), 45.5 (C-1""a), 41.6 (C-1”’b), 39.9 (C-6""), 39.3 (C-107), 39.0 (C-2’), 35.2 (C-
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7”), 33.0 (C-14’), 32.9 (C-15), 32.0 (C-3), 29.8 - 29.4 (C-4 a C-13), 29.2 (C-11’), 28.5 (C-6"),
26.6 (C-127), 25.3 (C-14), 24.6 (C-13’), 22.8 (C-2), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+Na*] C4;Hs2NsOsNa 881.6092, encontrado 881.6085.

Metodologia general para la hidrélisis del Boc?® de los aductos Ugi Split: Se prepard una

solucion que contenia el compuesto N-Boc (0,1 mmol) en una mezcla 1:1 de acido
trifluoroacético y CH,Cl, (1 mL), y se agité durante 2 h. para generar la amina libre
correspondiente. El producto se purificé mediante cromatografia en columna de gel de

silice usando un gradiente de AcOEt/MeOH con la adicion de 1% de trietilamina.
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El compuesto PIP1-18 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
N-Boc a partir del producto Ugi Split PIP1-10. El producto se aislé como un aceite viscoso

de color amairillo palido. Rendimiento: 67%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 7.05 (H-5", d, J = 4.4 Hz, 1H), 6.82 (H-6’, sa, 1H), 6.79
(H-12”,d,)=8.65Hz, 1H), 6.75-6.70 (H-9” y H-13”, m, 2H), 3.87 (H-4’, s, 2H), 3.87 (H-14",
s, 3H), 3.85 (H-15", s, 3H), 3.66 (H-1, t, ) = 6.2 Hz, 2H), 3.54 (H-6"", q, J = 6.2 Hz, 2H), 3.52 -
3.47 (H-17a, m, 2H), 3.33 (H-1”’b, sa, 2H), 3.26 = 3.19 (H-7’, m, 2H), 2.98 (H-3", s, 2H), 2.83
~2.76 (H-2’y H-7”, m, 4H), 2.43 - 2.31 (H-15y H-2”, m, 6H), 2.28 (H-11, t, J = 7.3 Hz, 2H),
1.67-1.53 (H-14, H-8’y H-10’, m, 6H), 1.32 - 1.19 (H-2 a H-13 y H-9’, m, 26H), 0.88 (H-1, t,
J=7.1Hz, 3H).

3C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 174.4 (C-16), 171.2 (C-4"), 170.8 (C-12’), 168.5 (C-5’),
149.2 (C-10”), 147.9 (C-11”), 131.3 (C-8”), 120.8 (C-13”), 112.0 (C-9”), 111.9 (C-12"), 60.6
(C-3”), 57.6 (C-4’), 56.0 (C-14”), 55.9 (C-15"), 53.6 (C-2"a), 53.2 (C-2"’b), 48.8 (C-1°), 45.5
(C-1"a), 45.4 (C-7’), 41.6 (C-1"’b), 40.6 (C-2’), 39.1 (C-6"), 35.2 (C-7"), 33.0 (C-11’), 32.9 (C-
15), 32.0 (C-3), 29.8 — 29.4 (C-4 a C-13), 29.2 (C-8’), 28.5 (C-6’), 26.6 (C-12’), 25.3 (C-14),
24.6 (C-13’),22.8 (C-2), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C4,H;sN¢Os 759.5748, encontrado 759.5742.

298



Sintesis de PIP1-11y PIP1-19
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El compuesto PIP1-11 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-5y el isonitrilo I1S-17. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 55%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.96 (H-5”, s, 1H), 7.53 (H-7”, d, ) = 8.2 Hz, 2H), 7.26 (H-
8”,d, ) =8.9 Hz, 2H), 6.53 (H-9, t, ) = 6.1 Hz, 1H), 5.55 (H-3’, t, ) = 6.3 Hz, 1H), 3.87 (H-7’, s,
2H), 3.73 (H-1"a, m, 2H), 3.69 (H-12”, s, 3H), 3.61 (H-10", s, 2H), 3.54 (H-1”’b, m, 2H), 3.50
(H-1’, 1, J = 5.6 Hz, 2H), 3.30 (H-2’, dt, J = 12.0, 5.8 Hz, 2H), 3.25 (H-10’, dt, J = 14.7, 8.3 Hz,
2H), 3.17 (H-3”, s, 2H), 2.65 - 2.56 (H-2”’, m, 4H), 2.38 - 2.30 (H-15y H-14’, m, 4H), 1.63 (H-
14y H-13’, m, 4H), 1.54 (H-11’, p, J = 7.3 Hz, 2H), 1.43 (H-6", s, 9H), 1.37 (H-12’, p, ) = 7.4
Hz, 2H), 1.33 - 1.22 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.88 (H-1, , ) = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 174.8 (C-16), 172.1 (C-11”), 171.5 (C-15’), 169.8 (C-8"),
167.7 (C-4”), 156.2 (C-4’), 136.5 (C-6""), 130.2 (C-9”), 130.1 (C-8”), 119.8 (C-7""), 79.6 (C-
5%), 62.1 (C-3”), 53.7 (C-2"a), 53.4 (C-2"’b), 52.2 (C-12”), 51.4 (C-7’), 49.8 (C-1’), 45.6 (C-
17a), 41.7 (C-17’b), 40.7 (C-10"), 39.4 (C-10’), 39.1 (C-2’), 33.0 (C-15), 33.0 (C-14’), 32.1 (C-
3), 30.1-29.4 (C-4 a C-13), 29.2 (C-11°), 28.5 (C-6’), 26.6 (C-12’), 25.4 (C-13"), 24.6 (C-14),
22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4sH7sNeOs 843.5954, encontrado 843.5927.
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El compuesto PIP1-19 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
N-Boc a partir del producto Ugi Split PIP1-11. El producto se aislé como un aceite viscoso

de color amairillo palido. Rendimiento: 76%.
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"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.95 (H-5”, s, 1H), 7.52 (H-7”, d, ) = 8.5 Hz, 2H), 7.25 (H-
8”,d,)=8.3Hz, 2H), 6.45-6.41 (H-9’, m, 1H), 3.87 (H-4’, s, 2H), 3.75-3.69 (H-1""a, m, 2H),
3.69 (H-12”, s, 3H), 3.60 (H-10”, s, 2H), 3.56 — 3.52 (H-1"’b, m, 2H), 3.44 (H-1’, t, ) = 5.5 Hz,
2H), 3.25 (H-7’, q, ) = 6.56 Hz, 2H), 3.17 (H-3", s, 2H), 2.91 - 2.87 (H-2’, m, 2H), 2.63 - 2.57
(H-2”, m, 4H), 2.38 = 2.31 (H-15y H-11’, m, 4H), 1.69 — 1.62 (H-14 y H-10’, m, 4H), 1.53 (H-
8’,p,J=7.1Hz, 2H), 1.37 (H-9’, p, ) = 8.1 Hz, 2H), 1.32 - 1.20 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.88 (H-
1,t,)=6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 174.4 (C-16), 172.5 (C-11”), 171.6 (C-12’), 170.8 (C-5’),
169.5 (C-4), 135.9 (C-6”), 130.3 (C-8"), 129.2 (C-9”"), 120.0 (C-7”), 62.1 (C-3”), 53.6 (C-
2”a), 53.5 (C-2”’b), 52.2 (C-12”"), 51.1 (C-4’), 48.6 (C-1), 46.1 (C-1"a), 45.2 (C-2’), 41.8 (C-
1”’b), 40.7 (C-10”), 39.4 (C-7’), 34.1 (C-15), 33.0 (C-11°), 32.1 (C-3), 30.1-29.4 (C-4 a C-13),
29.2 (C-8’), 26.6 (C-9), 25.4 (C-10°), 24.6 (C-14), 22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C41H71N¢Oes 743.5435, encontrado 743.5393.

Sintesis de PIP1-12 y PIP1-25

PIP1-12

El compuesto PIP1-12 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-6 e isocianoacetato de etilo. El producto se aislé como un aceite viscoso

de color amairillo palido. Rendimiento: 84%.

'H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 7.48 (H-10’, t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.05 (H-5”, m, 1H), 7.05
(H-4’, d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.82 (H-5, d, J = 8.6 Hz, 2H), 5.43 - 5.27 (H-6, H-7, H-9 y H-10, m,
4H), 4.20 (H-8”, g, J = 7.1 Hz, 2H), 4.06 (H-11’, d, J = 5.6 Hz, 2H), 4.02 (H-6", d, J = 4.4 Hz,
2H), 4.00 (H-8’, s, 2H), 3.77 (H-7’, s, 3H), 3.66 (H-1"a, t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.56 (H-1’, 1, )= 7.4
Hz, 2H), 3.44 (H-1"b, 1, ) = 4.9 Hz, 2H), 3.07 (H-3", s, 2H), 2.80 (H-2’, t, ) = 7.3 Hz, 2H), 2.75
(H-8,t,) = 6.8 Hz, 2H), 2.56 (H-2”, dt, J = 10.3, 5.0 Hz, 4H), 2.20 (H-17, t, ) = 7.7 Hz, 2H), 2.03
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(H-5yH-11, q, ) = 7.2 Hz, 4H), 1.59 (H-16, dt, ) = 14.7, 8.2 Hz, 2H), 1.37 - 1.20 (H-2 a H-4, H-
12 aH-15, m, 14H), 1.28 (H-9”, 1, J = 7.1 Hz, 3H), 0.87 (H-1, t, J = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 174.3 (C-18), 170.0 (C-4”), 169.9 (C-7""), 169.3 (C-9"),
166.3 (C-12’), 158.6 (C-6’), 130.9 (C-3’), 130.3 (C-6), 130.2 (C-10), 129.8 (C-4’), 128.1 (C-7),
128.0 (C-9), 114.3 (C-5’), 61.7 (C-8”), 61.3 (C-3"), 55.4 (C-7’), 53.2 (C-2""a), 53.0 (C-2"’b),
51.3 (C-8’), 50.3 (C-1°), 44.5 (C-6”), 42.1 (C-1""a), 41.2 (C-1"’b), 40.9 (C-11’), 34.4 (C-17),
32.8 (C-2’), 31.6 (C-3), 29.8 - 29.2 (C-4y C-12 a C-15), 27.3 (C-11), 27.3 (C-5), 25.7 (C-8),
25.2 (C-16), 22.7 (C-2), 14.3 (C-9”), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C41HesNsO; 740.4962, encontrado 740.4969.

El compuesto PIP1-25 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrdlisis del
éster a partir del producto Ugi Split PIP1-12. El producto se aislé como un sélido blanco

(P.f.: 113 °C). Rendimiento: 83%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 7.72 (H-10’, t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.56 (H-8”’, m, 2H), 7.13
(H-5”, m, 1H), 7.08 (H-4’, d, ) = 8.5 Hz, 2H), 6.86 (H-5’, d, ) = 8.7 Hz, 2H), 5.45 - 5.29 (H-6, H-
7,H-9y H-10, m, 4H), 4.08 (H-11’, d, J = 6.3 Hz, 2H), 4.06 (H-8", s, 2H), 3.95 (H-6", d, J = 5.7
Hz, 2H), 3.81 (H-7, s, 3H), 3.72 - 3.65 (H-1”, m, 4H), 3.59 (H-1’, t, ) = 7.4 Hz, 2H), 3.11 (H-
3”,q,)=7.3Hz, OH), 2.89 (H-2’, t, ) = 7.3 Hz, 2H), 2.86 - 2.78 (H-2”’, m, 4H), 2.57 (H-8, t, ) =
6.8 Hz, 2H), 2.36 (H-17,t,) = 7.7 Hz, 2H), 2.22 (H-5y H-11, q, J = 7.2 Hz, 4H), 1.64 (H-16, m,
2H), 1.34-1.16 (H-2 a H-4 y H-12 a H-15, m, 14H), 0.90 (H-1, t, J = 6.7 Hz, 7H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 174.4 (C-18), 173.3 (C-7”), 170.9 (C-4"), 168.7 (C-9"),
165.9 (C-12’), 157.8 (C-6’), 131.0 (C-3’), 130.3 (C-6), 130.2 (C-10), 129.8 (C-4’), 128.0 (C-7),
128.0 (C-9), 113.8 (C-5), 61.1 (C-3"), 55.2 (C-7’), 52.7 (C-2"a), 52.5 (C-2"’b), 50.8 (C-8’),
49.9 (C-1°), 45.0 (C-6"), 43.0 (C-1”a), 42.4 (C-1b), 41.1 (C-11°), 34.5 (C-17), 33.0 (C-2),
31.8 (C-3), 29.8-29.2 (C-4y C-12 a C-15), 27.3 (C-11), 27.3 (C-5), 25.7 (C-8), 25.2 (C-16),
22.7 (C-2), 14.3 (C-1).
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HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C39HesNeOes 711.4809, encontrado 711.4858.

Sintesis de PIP1-13

El compuesto PIP1-13 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-6 y el isonitrilo I1S-15. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 58%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9.00 (H-5”, s, 1H), 7.64 (H-10’, d, J = 16.2 Hz, 1H), 7.59
(H-7”,d, J=8.6 Hz, 2H), 7.50 (H-8”, d, ] = 8.5 Hz, 2H), 7.09 (H-10°, m, 1H), 7.06 (H-4’, d, J =
8.4 Hz, 2H), 6.83 (H-5°, d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.37 (H-11”’, d, ) = 16.0 Hz, 1H), 5.42 - 5.25 (H-6,
H-7, H-9y H-10, m, 4H), 4.04 (H-11’, d, ) = 4.4 Hz, 2H), 4.01 (H-8’, s, 2H), 3.79 (H-7’, s, 3H),
3.78 (H-13”, s, 3H), 3.70 (H-1’a, d, J =6.0 Hz, 2H), 3.57 (H-1°, t, ) =7.5 Hz, 2H), 3.48 (H-1"’b,
t,)J=5.8 Hz, 2H), 3.18 (H-3", s, 2H), 2.81 (H-2’, t,) = 7.4 Hz, 2H), 2.76 (H-8, t, ] = 6.8 Hz, 2H),
2.62 (H-2, dt,J=11.0, 4.9 Hz, 4H), 2.20 (H-17,t,)=7.6 Hz, 2H), 2.04 (H-5y H-11,q,J=7.1
Hz, 4H), 1.58 (H-16, p, J = 7.6 Hz, 2H), 1.41 -1.19 (H-2 a H-4 y H-12 a H-15, m, 14H), 0.88
(H-1,t,)=6.8 Hz, 3H).

8C RMN (125 MHz, CDCls) 6 (ppm): 174.3 (C-18), 169.3 (C-9’), 167.6 (C-4"’), 167.6 (C-12”),
166.4(C-12’),158.6 (C-6’), 144.1 (C-10""), 139.2 (C-6"’), 131.3 (C-3’), 130.6 (C-9”’), 130.4 (C-
10), 130.2 (C-6), 129.8 (C-4’), 129.2 (C-8”), 128.1 (C-9), 128.0 (C-7), 119.6 (C-7"),117.0 (C-
11”), 114.3 (C-5°), 62.1 (C-3”), 55.4 (C-7’), 53.3 (C-2""), 563.1 (C-2”’), 51.8 (C-13""), 51.3 (C-
1’), 50.4 (C-8’), 44.5 (C-1”), 42.1 (C-1"), 41.2(C-11’) 34.4 (C-2’), 32.8 (C-17), 32.0-28.6 (C-
3,C-4yC-12aC-15),27.3 (C-11), 27.3 (C-5), 25.7 (C-8), 25.3 (C-16), 22.7 (C-2), 14.2 (C-1).
HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C47HesNsO7 814.5119, encontrado 814.5127.
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Sintesis de PIP1-14

2 4 6 7 9 10 12 14 16

El compuesto PIP1-14 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-6 y el isonitrilo 1S-19. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 57%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 8.46 (H-10”, sa, 1H), 7.54 (H-15”, d, ) = 7.9 Hz, 1H), 7.47
(H-5”,d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.36 (H-12”, d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.18 (H-13", 1, ) = 7.6 Hz, 1H), 7.10
(H-14”,t,)= 7.5 Hz, 1H), 7.06 (H-4’, d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.00 (H-10’, t, J = 4.8 Hz, 1H), 6.99 (H-
9”,d,)=2.3Hz, 1H), 6.84 (H-5’, d, ) = 8.4 Hz, 2H), 5.44 - 5.29 (H-6, H-7, H-9 y H-10, m, 4H),
4.93 (H-6”, dt, ) = 8.3, 5.6 Hz, 1H), 4.01 (H-8’, s, 2H), 3.91 (H-11’, d, J = 4.4 Hz, 2H), 3.78 (H-
7’,'s, 3H), 3.76 (H-18”, s, 3H), 3.57 (H-1°, t, ) = 7.3 Hz, 2H), 3.35 (H-7”, qd, J = 14.9, 5.8 Hz,
2H), 3.26 - 3.14 (H-1"a, m, 2H), 2.93 (H-3”, s, 2H), 2.91 - 2.83 (H-1"b, m, 2H), 2.81 (H-2’, t,
J=7.3Hz, 2H), 2.77 (H-8, t, ) = 6.9 Hz, 2H), 2.49 - 2.25 (H-2”, m, 4H), 2.21 (H-17,t,) = 7.6
Hz, 2H), 2.11 - 1.93 (H-5y H-11, m, 4H), 1.64 - 1.53 (H-16, m, 2H), 1.41-1.14 (H-2 a H-4y
H-12 a H-15, m, 14H), 0.88 (H-1, t, ] = 6.7 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 5 (ppm): 174.4 (C-18), 172.5 (C-17""), 169.7 (C-4”), 169.2 (C-9’),
166.3 (C-12’), 158.7 (C-6"), 136.3 (C-11"), 130.4 (C-6), 130.2 (C-10), 129.9 (C-3’), 129.9 (C-
4’), 128.2 (C-9), 128.0 (C-7), 127.9 (C-16"), 122.8 (C-9”), 122.6 (C-13"), 119.9 (C-14"),
118.6 (C-15”), 114.4 (C-5%), 111.6 (C-12"), 109.9 (C-8"), 61.1 (C-3"), 55.4 (C-7’), 52.7 (C-
2”a), 52.6 (C-2’’b), 52.6 (C-18"), 52.5 (C-6"), 51.4 (C-1’), 50.3 (C-8’), 44.1 (C-1"a), 41.9 (C-
17°b), 41.1 (C-11’), 34.4 (C-2’), 32.8 (C-17), 31.7 (C-3), 30.3-28.9 (C-4y C-12 a C-15), 27.4
(C-11), 27.3 (C-5), 27.2 (C-7”), 25.8 (C-8), 25.3 (C-16), 22.7 (C-2), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C4H71NsO7 855.5384, encontrado 855.5342.
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Sintesis de PIP1-15

10"

1"

El compuesto PIP1-15 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-6 y el isonitrilo 1S-13. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 46%.

'H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 9.19 (H-5", s, 1H), 8.80 (H-14”, d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.76
(H-7”,d, ) = 2.8 Hz, 1H), 8.06 (H-9”, d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.82 (H-12”, d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.65
(H-10”,t,) = 7.6 Hz, 1H), 7.55 (H-11”,t,) = 7.5 Hz, 1H), 7.11 (H-10’, t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.07
(H-4’,d,) =8.4 Hz, 2H), 6.84 (H-5, d, ) = 8.4 Hz, 2H), 5.35 (H-6, H-7, H-9y H-10, tdd, J = 18.1,
11.0, 7.2 Hz, 4H), 4.07 (H-11’, d, J = 4.4 Hz, 2H), 4.02 (H-8’, s, 2H), 3.78 (H-7’, s, 3H), 3.74
(H-17a, d, J = 15.9 Hz, 2H), 3.58 (H-1’, 1, ) = 7.5 Hz, 2H), 3.54 (H-1"’b, t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.27
(H-3”, s, 2H), 2.82 (H-2’, t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.77 (H-8, t, ) = 6.9 Hz, 2H), 2.68 (H-2”, dt, J =
11.9, 5.1 Hz, 4H), 2.22 (H-17,t,J = 7.7 Hz, 2H), 2.22 (H-5 y H-11, m, 4H), 1.61 (H-16, m, 2H),
1.40-1.17 (H-2 a H-4y H-12 a H-15, m, 14H), 0.88 (H-1, t, J = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLy) 3 (ppm): 174.4 (C-18), 169.4 (C-9’), 168.3 (C-4”), 166.4 (C-127),
158.7 (C-3’), 145.5 (C-8"), 143.7 (C-7”’), 131.0 (C-3’), 130.9 (C-6""), 130.4 (C-10), 130.2 (C-
6), 129.9 (C-4’), 129.2 (C-9”"), 128.6 (C-10”), 128.3 (C-13"), 128.2 (C-9), 128.0 (C-7), 127.9
(C-127), 127.6 (C-11”), 123.9 (C-14”), 114.4 (C-5’), 62.1 (C-3"), 55.4 (C-7’), 53.4 (C-2"a),
53.3 (C-2”’b), 51.4 (C-1°), 50.4 (C-8’), 44.5 (C-1"a), 42.1 (C-1"’b), 41.2 (C-11°), 34.4 (C-2’),
32.9 (C-17), 31.7 (C-3), 29.8 (C-4), 29.6 (C-14), 29.5 (C-15), 29.5 (C-13), 29.3 (C-12), 27.4
(C-5), 27.3 (C-11), 25.8 (C-8), 25.3 (C-16), 22.7 (C-2), 14.2 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4sHssNeOs 781.5016, encontrado 781.5008.
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Sintesis de PIP1-16 y PIP1-20
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El compuesto PIP1-16 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-7 y el isonitrilo 1S-13. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 76%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 9.21 (H-5", s, 1H), 8.80 (H-14”, d, J = 2.7 Hz, 1H), 8.77
(H-7”,d, )= 2.6 Hz, 1H), 8.05 (H-12”, d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.82 (H-9”, dd, J = 8.2, 1.5 Hz, 1H),
7.64 (H-11”,ddd, J=8.4, 6.8, 1.4 Hz, 1H), 7.55 (H-10”, ddd, ) = 8.1, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 7.13 (H-
9’,t,)=4.8 Hz, 1H), 6.21 (H-3’, 1, ) = 6.1 Hz, 1H), 4.10 (H-10, d, J = 4.8 Hz, 2H), 3.99 (H-7’, s,
2H), 3.75 (H-1’, t, ) = 2.9 Hz, 2H), 3.54 (H-1”, dt, J = 7.0, 3.6 Hz, 4H), 3.28 (H-3", s, 2H), 3.28
~3.21 (H-2’, m, 2H), 2.68 (H-2”, dt, J = 11.9, 4.9 Hz, 4H), 2.37 (H-15, t, ) = 7.7 Hz, 2H), 1.61
(H-14, p, ) = 7.3 Hz, 2H), 1.42 (H-6, s, 5H), 1.33 - 1.19 (H-2 a H-13, m, 14H), 0.87 (H-1, t,) =
6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 5 (ppm): 175.2 (C-16), 170.3 (C-8’), 168.4 (C-4”), 166.8 (C-117),
156.5 (C-4’), 145.4 (C-8”), 143.8 (C-7""), 130.9 (C-6""), 129.1 (C-12"), 128.6 (C-11""), 128.3
(C-13"), 127.9 (C-9”), 127.5 (C-10”), 123.9 (C-14”), 79.3 (C-5’), 62.1 (C-3”), 53.4 (C-2"a),
53.2 (C-2”’b), 51.7 (C-7’), 50.2 (C-1"a), 44.5 (C-1’b), 42.2 (C-1’), 41.0 (C-10’), 39.1 (C-27),
33.0(C-15), 32.1 (C-3), 30.6-29.2 (C-4 a C-13), 28.6 (C-6’), 25.3 (C-14), 22.8 (C-2), 14.3 (C-
1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C4,HssN;Os 766.5231, encontrado 766.5234.
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El compuesto PIP1-20 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
N-Boc a partir del producto Ugi Split PIP1-16. El producto se aislé como un aceite viscoso

de color amairillo palido. Rendimiento: 65%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9.25 (H-5", s, 1H), 8.87 — 8.74 (H-7” a H-14”, m, 2H),
8.05 (H-12”, d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.83 (H-9”, d, J = 5.9 Hz, 1H), 7.65 (H-11"", sa, 1H), 7.55 (H-
10”, sa, 1H), 7.20 (H-6", s, 1H), 4.15 (H-'4", s, 2H), 4.10 (H-7’, d, J = 7.1 Hz, 2H), 3.75 - 3.71
(H-1’, m, 2H), 3.63 - 3.52 (H-1”, m, 4H), 3.43 - 3.36 (H-2’, m, 2H), 3.30 (H-3”, s, 2H), 2.77 -
2.58 (H-2”, m, 4H), 2.32 (H-15, d, J = 7.5 Hz, 2H), 1.72 - 1.54 (H-14, m, 2H), 1.35 - 1.19 (H-2
aH-13,m, 24H), 0.88 (H-1, t, ) = 5.6 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 175.0 (C-16), 171.8 (C-5°), 171.0 (C-8’), 168.2 (C-4"),
145.7 (C-8”"), 144.0 (C-7”), 129.1 (C-12”"), 129.0 (C-6""), 128.4 (C-11"), 128.2 (C-13”), 127.8
(C-9”), 127.4 (C-10”), 123.7 (C-14”), 62.0 (C-3”), 53.3 (C-2"a), 53.1 (C-2”’b), 48.8 (C-4’),
44.5 (C-17a), 44.5 (C-1"b), 43.4 (C-2’), 42.1 (C-1°), 40.9 (C-7’), 33.3 (C-15"), 32.3-29.0 (C-
2aC-13),25.2 (C-14”), 14.1 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3;HsoN;O, 666.4701, encontrado 666.4769.

Sintesis de PIP1-17 y PIP1-21
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El compuesto PIP1-17 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
éster, seguido de la técnica A del procedimiento general para reacciones de Ugi Split
usando el éster U-7 y el isonitrilo I1S-16. El producto se aislé como un aceite viscoso de

color amarillo palido. Rendimiento: 76%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.99 (H-5”, s, 1H), 8.02 (H-9”, d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.97 (H-
7”,s, 1H), 7.80 (H-11”, d, ) = 7.9 Hz, 1H), 7.43 (H-10”", t, ) = 7.9 Hz, 1H), 7.07 (H-9’, t, ) = 5.0
Hz, 1H), 6.22 (H-3’, t,J = 6.1 Hz, 1H), 4.09 (H-10’, d, J = 4.8 Hz, 2H), 3.98 (H-7’, s, 2H), 3.92
(H-13", s, 3H), 3.76 - 3.70 (H-1”a, m, 2H), 3.53 (H-1’y H-1"b, dt, J = 10.8, 5.0 Hz, 4H), 3.29
~3.23 (H-2’, m, 2H), 3.20 (H-3”, s, 2H), 2.64 (H-2”, dt, J = 11.9, 5.0 Hz, 4H), 2.37 (H-15, t, ) =
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7.7 Hz, 2H), 1.62 (H-14, p, ) = 7.2 Hz, 2H), 1.43 (H-6", 5, 9H), 1.32 - 1.22 (H-2 a H-13, s, 24H),
0.87 (H-1, t,J = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 175.2 (C-16), 170.2 (C-8°), 167.7 (C-4”), 166.8 (C-12”),
166.7 (C-11°), 156.5 (C-4’), 137.6 (C-6"), 131.1 (C-8"), 129.5 (C-10”), 125.6 (C-11"), 124.2
(C-9”), 120.4 (C-7""), 79.3 (C-5’), 62.1 (C-3”), 53.4 (C-2"a), 53.2 (C-2”’b), 52.5 (C-13"), 51.7
(C-7’),50.2 (C-1°), 44.5 (C-17’a), 42.2 (C-1”’b), 41.0 (C-10’), 39.1 (C-2’), 33.0 (C-15), 32.1 (C-
3), 30.2-29.2 (C-4 a C-13), 28.6 (C-6’), 25.3 (C-14), 22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+Na*] C41HssNsOsNa 795.4996, encontrado 795.4999.
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El compuesto PIP1-21 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis del
N-Boc a partir del producto Ugi Split PIP1-17. El producto se aislé como un aceite viscoso

de color amairillo palido. Rendimiento: 72%.

"H RMN (500 MHz, CDCLly) & (ppm): 9.74 (H-3’, sa, 2H), 9.15 (H-5"", s, 1H), 8.07 - 7.92 (H-7”
y H-9”, m, 2H), 7.80 (H-11”, d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.42 (H-10”, t,) = 7.8 Hz, 1H), 7.22 (H-6", t, J
=4.9Hz, 1H), 4.09 (H-7’,d, ) = 4.9 Hz, 2H), 3.98 (H-4’, s, 2H), 3.92 (H-13", s, 3H), 3.78 - 3.71
(H-1"a, m, 2H), 3.57 - 3.50 (H-1"’b, m, 2H), 3.28 (H-3”, s, 2H), 3.28 - 3.22 (H-2’, m, 2H), 2.88
(H-1’,1,J = 5.1 Hz, 2H), 2.77 - 2.67 (H-2”, m, 4H), 2.37 (H-15, t, ) = 7.7 Hz, 2H), 1.61 (H-14,
p,) =6.72 Hz, 2H), 1.31 - 1.21 (H-2 a H-13, m, 24H), 0.87 (H-1, t, ) = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 175.2 (C-16), 170.1 (C-5°), 167.2 (C-4”), 166.8 (C-8’),
162.7 (C-12”), 137.7 (C-6), 131.1 (C-8""), 129.5 (C-10”), 125.7 (C-11”), 124.2 (C-9”"), 120.5
(C-7”), 61.9 (C-3”), 53.2 (C-2"a), 53.1 (C-2"b), 52.4 (C-13”), 51.6 (C-4’), 49.4 (C-1°), 44.3
(C-17a), 43.5 (C-2’), 41.9 (C-1"b), 41.0 (C-7’), 33.0 (C-15), 32.1 (C-3), 30.0 - 28.4 (C-4 a C-
13), 25.3 (C-14), 22.8 (C-2), 14.3 (C-1).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3sHs1NsOs 673.4653, encontrado 673.4635.
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Técnicas sintéticas experimentales y caracterizacion de los compuestos

obtenidos en el Capitulo 4

Metodologia para la sintesis de los bloques AC

Sintesis de AC-2

O~ 7/ O~_/
\/ \S\ \/ \S\
O
acido (+)-camfor AC-1

10-sulfénico

Se anadi6 gota a gota cloruro de tionilo (4 eq) con agitacién vigorosa a acido (+)-camfor-10-
sulfénico (1 eq). Lamezcla resultante se agité a reflujo durante 30 min, luego se dejo enfriar
y se vertid sobre hielo. La suspensidn se repartid entre Et,O y agua, y la fase acuosa se
extrajo con Et,0, se seco sobre MgSO, anhidro y el solvente se evaporod a presion reducida.

Se obtuvo el producto AC-1 como un sélido blanco. Rendimiento: 96%.

H RMN (300 MHz, CDCLls) 8 (ppm): 4.30 (d, J = 14.7 Hz, 1H), 3.72 (d, J = 14.7, 1H), 2.49 - 2.40
(m, 2H), 2.17 = 2.12 (t, J = 4.6 Hz, 1H), 2.12 - 2.05 (m, 1H), 1.99 (d, J = 18.8 Hz, 1H), 1.80 -
1.73 (m, 1H), 1.51 = 1.42 (m, 1H), 1.13 (s, 3H), 0.92 (s, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 212.9, 64.3,59.8, 48.3, 42.9, 42.4, 27.0, 25.4,19.9, 19.8.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?

Cl
_ Oy \—/ @)
\/ SN
OH

O
AC-1 AC-2

Se anadié con agitacién, una solucién de AC-1 (1 eq) en MeCN a una suspensién que
consistia en Na,COs, KMnO, (2,2 eq), H.O y MeCN. La mezcla resultante se agitdé durante
30 min a temperatura ambiente y luego se calenté a 70 °Cy se agitd durante 1 horamas. La
mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente y luego se anadid gota a gota una solucion
compuesta por H,SO, 3My Na,SO; 2M a una velocidad lo suficientemente lenta para evitar
la formacién excesiva de espuma. Se anadié mas H,SO, 3M hasta que la solucién se volvid
verde claro. La mezcla se extrajo con Et,Oy las fases organicas combinadas se lavaron con
NaCl (ss), se secaron sobre MgSO, anhidroy el solvente se evaporé a presion reducida. Se

obtuvo el producto AC-2 como un sélido blanco. Rendimiento: 94%.
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"H RMN (300 MHz, CDCLs) 5 (ppm): 9.99 (s, sa, 1H), 2.62 - 2.55 (m, 1H), 2.44 - 2.37 (m, 1H),
2.16 - 2.06 (m, 2H), 2.02 (d, J = 18.8 Hz, 1H), 1.83 - 1.76 (m, 1H), 1.48 - 1.42 (m, 1H), 1.19
(s, 3H), 1.11 (s, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) & (ppm): 213.3, 174.7, 67.0, 49.9, 44.2, 43.7, 27.1, 26.8, 20.9,
19.9.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?*

Sintesis de AC-5

: g e
~_O 0

& — 4 A
alcanfor AC-3 AC-4

A una solucién de alcanfor (1 g, 6,57 mmol) en 50 mL de CH,Cl, a 0 °C, se agregaron 20 mL
de una mezcla 7:1 de anhidrido trifluoroacético / peréxido de hidrégeno 30% (ac). Luego de
3 h. se agregd NaHSO; (ss) y se extrajo con AcOEt. La mezcla se purificé mediante
cromatografia en gel de silice usando mezclas de CH,Cl,:AcOEt como eluyente. Se obtuvo

el producto AC-3 como un sélido blanco. Rendimiento: 65%.

H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 2.89 (dd, J = 9.2, 17.9 Hz, 1H), 2.59 (dd, J = 2.3, 10.6 Hz,
1H), 2.35 (d, J = 17.4 Hz, 1H), 2.17 - 2.05 (m, 1H), 1.92 — 1.70 (m, 1H), 1.47 - 1.33 (m, 2H),
1.30 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 0.90 (s, 3H).

SC RMN (125MHz, CDCl;) 5 (ppm): 177.4,98.9, 45.3, 43.0, 38.5, 37.9, 30.2, 23.9, 21.9, 18.7.
Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?®
Se obtuvo el producto AC-4 como un sdlido blanco. Rendimiento: 19%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 4.47 (m, 1H), 4.10 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 2.17 — 2.05 (m,
2H), 1.92-1.70 (m, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 0.97 (s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) & (ppm): 175.3, 74.2, 44.6, 36.7, 36.2, 27.0, 24.7,22.5, 20.0, 14.3.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®
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AC-3 AC-5

La lactona AC-3 se saponificé en 5 mL de NaOH 5% agitando a 70 °C durante 3 h. La mezcla
de reaccidn se enfridé atemperatura ambiente y se acidificd mediante la adicidn gota a gota
de H,SO,20% hasta que se alcanzé un pH de aproximadamente 4-5. La solucidn resultante
se extrajo 3 veces con 10 mL de AcOEt, se sec6 sobre Na,SO, anhidro y el solvente se
evaporo a presion reducida. Se obtuvo el producto AC-5 como un sélido blanco (P.f.: 123

°C). Rendimiento: 90%.

Sintesis de AC-7

)\/\)\/\OH —_— )\/\)\/\Br

geraniol AC-6

Se disolvid geraniol (1 eq) en CH,CL. A esta solucién se le anadieron trifenilfosfina (1 eq) y
tetrabromuro de carbono (1,2 eq). La reaccién se agitdé durante 2,5 h. a temperatura
ambiente. Después de eliminar el solvente, se afnadié hexano al residuo y se formé un
precipitado blanco. La suspension se centrifugd y el sobrenadante transparente se
concentro. Elresiduo resultante se recogié con hexanoy se repitié el proceso. Después de
3 ciclos adicionales de precipitacion/centrifugacion, se obtuvo producto AC-6 como un

liguido incoloro que se usé directamente en el siguiente paso. Rendimiento: 79%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 5.53 (t, J = 8.26 Hz, 1H), 5.07 (m, 1H), 4.03 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 2.15-2.03 (m, 4H), 1.73(d, J = 1.2 Hz, 3H), 1.68 (s, 3H), 1.60 (s, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 143.7, 132.1, 123.7, 120.8, 39.7, 29.7, 26.4, 25.8, 17.8,
16.1.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?®

Q 0
(0]
- OH 17 16 _0 2 0H
3 1
HO )\/\)\/\Br - w\o 0 4
0 15 13 1 9 5
~ 0\7

acido siringico AC-6 AC-7
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A partir de acido siringico se obtuvo 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoato de metilo mediante
reaccion con cloruro de tionilo en MeOH. Luego se disolvidé el éster (1 eq) en acetona
anhidra, y a esta solucidn se anadieron K,CO3; anhidro (1,3 eq) y AC-6 (1,1 eq). La mezcla
resultante se agité a 60 °C durante 2 h., luego se afadié NaOH 2N y la mezcla de reaccion
se agité a 90 °C durante 3 h. mas. Una vez que llegd a temperatura ambiente, la solucién
se diluyd con H,O y se extrajo dos veces con Et,0. La fase acuosa se acidificé a pH 2 con
HCL 10% y se extrajo con Et,O. Después la fase organica se seco sobre MgSO, anhidroy el
solvente se evapord a presion reducida. La mezcla se purificé mediante cromatografia en
gel de silice usando hexano:AcOEt (6:4) como eluyente. Se obtuvo el producto AC-7 como

un solido blanco (P.f.: 141 °C). Rendimiento: 79%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 7.36 (H-4, s, 2H), 5.54 (H-9, tdqg, ) = 7.2, 5.9, 1.3 Hz, 1H),
5.06 (H-13, tdd, J = 6.7, 2.8, 1.3 Hz, 1H), 4.64 (H-8, d, ) = 6.6 Hz, 2H), 3.91 (H-7, s, 6H), 2.11
~1.89 (H-11y H-12, m, 4H), 1.72 - 1.62 (H-15y H-16, m, 6H), 1.59 (H-17, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 171.6 (C-2), 153.6 (C-5), 142.3 (C-6), 141.9 (C-10), 131.8
(C-14), 124.2 (C-3), 124.1 (C-13), 120.0 (C-9), 107.4 (C-4), 69.6 (C-8), 56.3 (C-7), 39.7 (C-
11), 26.5 (C-12), 25.8 (C-15), 17.8 (C-17), 16.5 (C-16).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C19H,,05 335.1853, encontrado 335.1848.

Sintesis de AC-8

O,

/IOH o o) O/EOH
N Jo — K
Cl N
Lg L.
acido 3-metilbutanoilo
(R)-tiazolidin-4-carboxilico AC-8

Se disolvié acido (R)-tiazolidin-4-carboxilico (200,00 mg, 1,50 mmol) en piridina (6 mL). La
solucion resultante se enfrié a 0 °C en un bafo de hielo. Bajo agitacién, se anadié gota a
gota cloruro de 3-metilbutanoilo (199,20 mg, 1,65 mmol, 1,10 eq). Una vez finalizada la
adicion, se retird el bano de hielo y la mezcla de reaccidn se dejo agitando a temperatura
ambiente durante la noche. Posteriormente, se agregd aguay se extrajo con CH,Cl,. Lafase
organica se sec6 sobre Na,SO, anhidro, se filtré y el solvente se evaporé a presion

reducida. Se obtuvo el producto AC-8 como un aceite incoloro. Rendimiento: 69%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 11.50 (sa, 1H), 5.30 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 3.35 — 3.20 (m,
2H), 3.05 - 2.95 (m, 2H), 2.35 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 2.20 (m, 1H), 0.98 (d, J = 6.5 Hz, 6H).
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13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 174.0, 173.5, 65.5, 48.8, 43.8, 30.8, 25.8, 22.5.

Los datos espectroscépicos coincidieron con los informados en literatura.

Sintesis de AC-10

1"
(o) O o 10
H,N 3
\ 2 H 8 14
O @) 6 @)
1
acido furoico 1S-49 AC-9

Se prepard una solucioén de acido furoico (0,1 g, 0,9 moles), DCC (1,05 eq) y DMAP (1,5 eq)
en CH.Cl,y se dej6 agitando 1 h. atemperatura ambiente. Luego se agregd lentamente una
solucion de 1S-49 (1,1 eq) preparado previamente en CH.CL,y TEA (1,1 eq). Se dejé agitando
24 h. a temperatura ambiente. Se filtrd, se lavé con HCL (5%), NaHCOs (ss), se secé con
Na,SO, anhidro y se evaporod el solvente a presiéon reducida. El crudo se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice (gradiente de hexano/AcOEt). Se obtuvo el

producto AC-9 como un sélido blanco (P.f.: 155-157 °C). Rendimiento: 71%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.18 (H-6, s, 1H), 8.16 (H-8, t, ) = 1.9 Hz, 1H), 8.05 (H-12,
ddd, J=8.1,2.3, 1.1 Hz, 1H), 7.82 (H-10, ddd, ) = 7.8, 1.6, 1.1 Hz, 1H), 7.53 (H-1, dd, ) = 1.8,
0.8 Hz, 1H), 7.45 (H-11, t, ) = 7.9 Hz, 1H), 7.27 (H-3, dd, J = 3.5, 0.9 Hz, 1H), 6.58 (H-2, dd, J
=3.5,1.8 Hz, 1H), 3.93 (H-14, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 166.8 (C-13), 156.3 (C-5), 147.7 (C-4), 144.5 (C-1), 137.7
(C-7), 131.2 (C-9), 129.5 (C-11), 125.7 (C-12), 124.5 (C-10), 120.9 (C-8), 115.8 (C-3), 112.9
(C-2), 52.4 (C-14).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*"] C13H12NO,246.0761, encontrado 246.0808.

O O
@)J\N OMe @)J\N OH
\ o H 0} \ O H 0}

AC-9 AC-10

El compuesto AC-10 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis de
ésteres descripto previamente en el Capitulo 3 a partir de AC-9. El producto se aislé como

un aceite incoloro. Rendimiento: 100%.
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Sintesis de AC-14

14
: /U\ /\}%N 13 15
/ AN O\
(6]

8 AC-11

9
El compuesto AC-11 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
descripta previamente en el Capitulo 3 usando acido benzoico, formaldehido, el isonitrilo
IS-30 y 2,2-dietoxietilamina. El producto se aislé como un aceite de color amarillo palido.

Rendimiento: 69%.

H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 9.17 (H-12, s, 1H), 8.13 = 7.32 (H-1 a H-3, H-14 y H-15,
m, 9H), 4.58 (H-7, 1, J = 5.0 Hz, 1H), 4.05 (H-10, s, 2H), 3.90 (H-18, s, 3H), 3.56 — 3.45 (H-6 y
H-8, m, 6H), 1.18 — 1.07 (H-9, m, 6H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 173.9 (C-5), 167.7 (C-11), 166.7 (C-17), 138.63 - 120.17
(C-1aC-4yC-13 aC-16), 100.9 (C-7), 63.8 (C-8), 53.9 (C-10), 53.4 (C-6), 52.2 (C-18), 15.2
(C-9).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C,3H2sN20 429.2020, encontrado 429.2017.

(0]
3 6
4 7.0
5 2
N//\\Tj; 5 N,/“\Tj; .,
\@‘/ %N 1 1 Q&N 10 12
8 8
EtO OH \©4\'H5/O\ \©3\1H"/O\

10 16 15

AC-11 AC-12 o AC-13 O

Se siguio la metodologia descripta por Zhang et. al.?’” El aducto Ugi AC-11 se disolvié en 4
mL de acetonitrilo y se afiadieron 0,2 mL de acido metanosulfénico. La mezcla resultante
se agitd a temperatura ambiente durante 12 h. La reaccion se diluyé con CH,CL y se
inactivé con NaHCO; (ss) a 0-5 °C. La solucion resultante se extrajo con CH,CL, y el
solvente se evapord a presion reducida. La mezcla se purificé mediante cromatografia en

gel de silice usando hexano:AcOEt como eluyente.
Se obtuvo el producto AC-12 como un aceite de color amarillo. Rendimiento: 2%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.04 — 7.37 (H-1 a H-3, H-12 y H-13, m, 9H), 5.30 - 5.26
(H-8, m, 1H), 4.12 (H-6, q, ) = 7.1 Hz, 2H), 3.92 (H-16, s, 3H), 3.71 - 3.64 (H-9, m, 2H).
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13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 170.5 (C-5), 167.6 (C-7), 166.4 (C-15), 139.5 - 120.5 (C-
1aC-4yC-11aC-14), 80.4 (C-8), 53.3 (C-16), 51.4 (C-6), 46.7 (C-9).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C1sH1sN2,Os 355.1288, encontrado 355.1298.

Se obtuvo el producto AC-13 como un aceite de color amarillo. Rendimiento: 98%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) d (ppm): 8.02 — 7.40 (H-1 a H-3, H-11 y H-12, m, 9H), 6.22 (H-8,
sa, 1H), 5.81 (H-9, sa, 1H), 4.64 (H-6, sa, 2H), 3.90 (H-15, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 171.5 (C-5), 168.9 (C-14), 162.8 (C-7), 139.8 — 126.0 (C-
1aC-4yC-10aC-13), 113.5 (C-9), 112.7 (C-8), 52.5 (C-15), 47.4 (C-6).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C19H17;N,0, 337.1183, encontrado 337.1169.

. o

o
AC-13  § AC-14  §

OH

El compuesto AC-14 se obtuvo siguiendo el procedimiento general para la hidrdlisis de
ésteres descripto previamente en el Capitulo 3 a partir de AC-13. Elproducto se aislé como

un aceite de color amarillo. Rendimiento: 89%.

Metodologia para la sintesis de los bloques IS

Sintesis de I1S-30

O (0]

/©)‘\OH - . /©)J\0Me
H,N H,N

acido p-aminobenzoico 1S-53

2

El compuesto IS-53 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de ésteres
a partir de acido p-aminobenzoico. El producto se aislé como un aceite de color amarillo.

Rendimiento: 100%.

H RMN (300 MHz, CDCLls) & (ppm): 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.64 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.31 (s,
3H), 4.22 - 4.07 (sa, 2H).
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13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 166.9, 150.8, 131.7, 120.3, 113.9, 60.5.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?®

o) (0]

OMe —» o] OMe

J

H,N H N
IS-53 1S-21

El compuesto IS-21 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 1S-563. El producto se aislé como un aceite de color amarillo.

Rendimiento: 81%.

"H RMN (300 MHz, CDCLs) 8 (ppm): 8.85 (s, 1H), 8.42 (rotdmero mayoritario, s, 0.52H), 8.08
(rotamero minoritario, sa, 0.49H), 8.01 (d, J=11.2 Hz, 2H), 7.64 (d, ) =8.4 Hz, 1H), 7.15(d, )
=8.4Hz, 1H), 4.39-4,33 (m, 3H).

3C RMN (100 MHz, CDCl;) d (ppm): rotamero mayoritario 166.1, 159.3, 141.0, 130.8, 126.3,
119.0, 61.0, 14.3; rotAmero minoritario 165.9, 162.1, 140.9, 131.4, 126.8, 117.1, 61.1.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?

0 o)

~
0 o , o

X

H N CN
1S-21 1S-30

~

El compuesto IS-30 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida I1S-21. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 81%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 8.09 (dt, J = 8.5, 2.0 Hz, 2H), 7.45 (dq, ) = 8.5, 2.0 Hz, 2H),
4.40 (s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLy) & (ppm): 167.3, 165.4, 131.7, 131.2, 130.1, 123.8, 62.0.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.3°
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Sintesis de 1S-31

H,N
, /\©\ o H)J\N
(o] H
Cl

1S-22

p-clorobencilamina

El compuesto I1S-22 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de p-clorobencilamina. El producto se aislé como un sélido blanco.

Rendimiento: 75%.

"H RMN (300 MHz, CDCLl;) d (ppm): rotamero mayoritario: 8.13 (s, 1H), 7.28 - 7.16 (m, 2H),
7.16 - 7.06 (m, 2H), 6.34 (s, 1H), 4.32 (d, J = 6.0 Hz, 2H); rotdmero minoritario: 8.03 (d, J =
11.9Hz, 1H), 7.28 -7.16 (m, 2H), 7.16 - 7.06 (m, 2H), 4.28 (d, ) = 6.5 Hz, 2H).

3C RMN (100 MHz, CDCl;) & (ppm): rotdamero mayoritario: 161.3, 136.3, 133.5,129.1, 128.9,
41.5; rotdmero minoritario: 164.8, 136.1, 133.9, 128.4, 45.1.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.3!

1S-22 1S-31

El compuesto IS-31 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida 1S-22. El producto se aislé6 como un aceite incoloro.

Rendimiento: 75%.

"H RMN (300 MHz, CDCLs) 5 (ppm): 7.38 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 4.62 (s,
2H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 158.4, 134.6, 130.9, 129.3, 128.1, 45.1.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?
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Sintesis de 1S-32
OM
o™ — 2 o
H,N H N

p-metoxianilina 1IS-23

El compuesto I1S-23 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de p-metoxianilina. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 86%.

H RMN (300 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.47 (s, 0.5H), 8.46 —8.21 (m, 1H), 7.79 (s, 0.5H), 7.42
(d, ) =8.9 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 13.7, 8.9 Hz, 2H), 3.76 (d, J = 6.9 Hz,
3H).

13C RMN (100 MHz, CDCLy) & (ppm): 163.2, 159.1, 157.6, 156.7, 130.0, 129.6, 121.8, 121.5,
114.9, 114.2, 55.5, 55.4.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.??

0 OMe OMe
1 — 17
H CN

N
H
IS-23 IS-32

El compuesto IS-32 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida 1S-23. El producto se aislé como un aceite incoloro.

Rendimiento: 86%.

"H RMN (300 MHz, CDCLs) 5 (ppm): 7.61 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.87 (s,
3H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 163.1, 134.2, 119.4, 115.0, 104.3, 55.7.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.3*
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Sintesis de 1S-33
N N
o
H,N H

N
H
p-nitroanilina I1IS-24

El compuesto I1S-24 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de p-nitroanilina. El producto se aislé6 como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 88%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) d (ppm): (trans/cis= 25/75) 10.80 (s, 1H, cis), 10.69 (d, J = 10.3
Hz, 1H, trans), 9.04 (d, J=10.1 Hz, 1H, trans), 8.39 (s, 1H, cis), 8.21 (d, J = 8.9 Hz, 2H, trans,
2H, cis), 7.80 (d, J =8.9 Hz, 2H, cis), 7.40 (d, J = 8.7 Hz, 2H, trans).

13C RMN (100 MHz, CDCLy) & (ppm): 163.2, 161.0, 144.7, 142.9, 125.9, 125.5, 119.4, 118.4,
117.0.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®

H N CN
1S-24 1S-33

El compuesto IS-33 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida 1S-24. El producto se aislé6 como un aceite incoloro.

Rendimiento: 53%.
"H RMN (300 MHz, CDCl;) d (ppm): 8.39 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 8.8 Hz, 2H).
3C RMN (100 MHz, CDCls) 8 (ppm): 150.3, 133.7, 124.5, 118.6, 116.9.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.3

Sintesis de 1S-34

(e}
butilamina 1IS-25
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El compuesto IS-25 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de butilamina. El producto se aislé como un aceite de color amairillo.

Rendimiento: 79%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8.18 (s, 0.83H), 8.04 (d, J = 12.0 Hz, 0.17H), 3.32 (q, ) =
6.7 Hz, 1.66H), 3.23 (q, J = 6.7 Hz, 0.34H), 1.59 - 1.46 (m, 2H), 1.44 - 1.27 (m, 2H), 0.94 (t, )
= 7.2 Hz, 3H).

3C RMN (100 MHz, CDCl;) & (ppm): 161.30, 37.18, 31.52, 19.91, 13.79.
Los datos espectroscépicos coincidieron con los informados en literatura.
o]
HJ\H/\/\ T NN
IS-25 1S-34
El compuesto IS-34 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de

isonitrilos a partir de la formamida 1S-25. El producto se aislé como un aceite incoloro.

Rendimiento: 67%.

H RMN (300 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 2.99 (t, ) = 5.8 Hz, 2H), 1.78 (p, J = 5.8 Hz, 2H), 1.46 (qt, J
=6.7, 5.8 Hz, 2H), 0.85 (t, J = 6.7 Hz, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 155.75, 41.43, 30.50, 20.79, 13.76.

Los datos espectroscépicos coincidieron con los informados en literatura.

Sintesis de I1S-35

NN .
H
octilamina 1IS-26

El compuesto I1S-26 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de octilamina. El producto se aislé como un aceite de color amarillo.

Rendimiento: 79%.
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"H RMN (300 MHz, CDCLls) & (ppm): (mezcla de rotameros trans/cis: 27/73) 8.14 (s, 0.73H),
8.02(d,J=12.0Hz,0.27H),5.70 (s, 1H), 3.29-3.17 (m, 2H), 1.53-1.23 (m, 12H), 0.88-0.85
(m, 3H).

3C RMN (100 MHz, CDCls) d (ppm): (mezcla de rotameros) 164.7, 161.3, 41.9, 38.3, 31.9,
31.8, 31.4, 29.6, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 27.0, 26.0, 22.7, 22.6, 14.2.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.*

. NN
H)J\N/\/\/\/\ CN
1IS-26 1IS-35

El compuesto IS-35 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida 1S-26. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 79%.

"H RMN (300 MHz, CDCLy) & (ppm): 3.36 (tt, J = 6.8, 1.9 Hz, 2H), 1.66 (m, 2H), 1.42 (m, 2H),
1.29-1.25 (m, 12H), 0.87 (t, ) = 7.1 Hz, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCLls) & (ppm): 155.6, 41.7, 32.0, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 28.8, 26.4, 22.8,
14.2.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.?

Sintesis de 1S-36

HN NN — HJ\N/\/\/\/\/\/\
H

dodecilamina I1IS-27

El compuesto IS-27 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de dodecilamina. El producto se aisl6 como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 98%.

H RMN (300 MHz, CDCLs) & (ppm): 8.04 (s, 1H), 6.66 (s, 1H), 3.23 —3.06 (m, 2H), 1.43 (t, ) =
7.1 Hz, 2H), 1.19 (d, J = 14.6 Hz, 18H), 0.79 (t, J = 6.6 Hz, 3H).

C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 161.5, 38.2,31.9, 29.6, 29.6, 29.6, 29.5, 29.5, 29.4, 29.3,
29.2,26.9,22.6,14.1
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Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®

(0]
0 NV N NN
HJ\N/\/\/\/\/\/\ CN
H

IS-27 IS-36

El compuesto IS-36 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida I1S-27. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 98%.

H RMN (300 MHz, CDCLs) & (ppm): 8.04 (s, 1H), 6.66 (s, 1H), 3.23 —3.06 (m, 2H), 1.43 (t, ) =
7.1 Hz, 2H), 1.19 (d, J = 14.6 Hz, 18H), 0.79 (t, ) = 6.6 Hz, 3H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 161.5, 38.2, 31.9, 29.6, 29.6, 29.6, 29.5, 29.5, 29.4, 29.3,
29.2,26.9,22.6, 14.1.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®

Sintesis de I1S-37

79y
7 A N__H
A vy T Y
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furfurilamina 1IS-28

El compuesto IS-28 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de furfurilamina. El producto se aislé como un aceite de color amarillo.

Rendimiento: 98%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) d (ppm): 8.18 (rotdamero mayoritario, s, 0.86), 8.14 (rotdmero
minoritario, d, J=11.9 Hz, 0.14H), 7.38 — 7.36 (rotamero minoritario, m, 0.14H), 7.36 - 7.31
(rotamero mayoritario, m, 0.86H), 6.33 - 6.30 (m, 1.00H), 6.24 — 6.21 (m, 1.08H), 4.45

(rotamero mayoritario, d,J=5.7 Hz, 1.72H), 4.35 (rotdmero minoritario, d, ) =6.3 Hz, 0.28H).

SC RMN (100 MHz, CDCls) 3 (ppm): rotdamero mayoritario 161.0, 150.7, 142.4,110.6, 107.8,
35.1, rotdAmero minoritario 164.7, 150.8, 142.9, 110.6, 107.6, 38.9.

Los datos espectroscoépicos coincidieron con los informados en literatura.
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El compuesto IS-37 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida 1S-28. El producto se aislé como un aceite incoloro.

Rendimiento: 41%.

"H RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7.42 (s, 1H, CH aromatico), 6.37 (s, 2H, 2 CH aromatico),
4.59 (s, 2H, CH2).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 158.0, 145.6, 143.4, 110.8, 109.1, 38.9.

Los datos espectroscépicos coincidieron con los informados en literatura.

Sintesis de 1S-38

HoN

p-aminoacetofenona 1S-29

El compuesto I1S-29 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de p-aminoacetofenona. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 98%.

H RMN (300 MHz, CDCls) & (ppm): 8.87 (d, J = 11.2 Hz, 0.39H), 8.62 (d, J = 11.2 Hz, 0.37H),
8.44 (d, J = 1.7 Hz, 0.58H), 7.98-7.93 (m, 2.56H), 7.68-7.65 (m, 1.20H), 7.17 (dt, J = 9.3, 2.3
Hz, 0.81H), 2.59 (s, 1.24H), 2.58 (s, 1.76H)

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm):

Los datos espectroscoépicos coincidieron con los informados en literatura.

H
H._N CN
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1S-29 1S-38

322



El compuesto IS-38 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida 1S-29. El producto se aislé como un aceite incoloro.

Rendimiento: 82%.
"H RMN (300 MHz, CDCl;) d (ppm): 8.15-7.97 (m, 2H), 7.87 - 7.66 (m, 2H), 2.65 (s, 3H)
3C RMN (100 MHz, CDCls) 8 (ppm): 196.7, 140.0, 132.7, 128.8, 118.1, 116.6, 26.9.

Los datos espectroscépicos coincidieron con los informados en literatura.
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(-)-mentol 1S-39

Sintesis de 1S-42

Una solucién de (-)-mentol (1,0 g) y NEt; (2 eq) en CH,Cl, se agité a temperatura ambiente
durante 30 min. Luego se enfrié a 0 °C con un bafo de hielo, después de lo cual se anadié
gota a gota cloruro de metanosulfonilo (MsCl) (1,5 eq) disuelto en CH,Cl, durante un lapso
de 20 min. Una vez completada la adicion, se retir6 el bano de hielo y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 2 h. La reaccién se detuvo con NH,Cl (ss) y se separé lafase
organica. La fase acuosa se extrajo con CH,Cl,.. Después la fase organica se secd sobre
MgSO, anhidro y el solvente se elimind mediante evaporacion a presion reducida. La
mezcla se purificé mediante cromatografia en gel de silice usando hexano:AcOEt (5:1)
como eluyente. Se obtuvo el producto 1S-39 como un aceite de color amarillo palido.

Rendimiento: 95%.

H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 4.55 (dt, J = 15.5, 5.0 Hz, 1H), 3.01 (s, 3H), 2.28 — 2.24
(m, 1H), 2.10 — 2.04 (m, 1H), 1.75 = 1.67 (m, 2H), 1.53 — 1.39 (m, 2H), 1.31 = 1.24 (m, 2H),
1.10-1.05 (m, 1H), 0.94 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 0.84 (d, J = 7.0 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs)  (ppm): 83.2, 47.3, 42.1, 39.0, 33.7, 31.5, 25.7, 23.0, 21.7, 20.7,
15.6.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.3”38
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1S-39 1S-40

Se prepard una solucion de 1S-39 (1 eq) y NaN; (3 eq) en DMF y se agitd a 80 °C durante 48
h. Se anadié H,O y CH,Cl,, la mezcla se extrajo y la fase acuosa se lavé con CH,Cl,. Las
fases organicas se secaron sobre MgSO, anhidro, se filtraron y el solvente se eliminé por
evaporacion a presién reducida. La mezcla se purificé mediante cromatografia en gel de
silice usando hexano:AcOEt (9:1) como eluyente. Se obtuvo el producto 1S-40 como un

aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 63%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 3.97 (s, 1H), 1.99-2.02 (m, 1H), 1.62 - 1.74 (m, 4H), 1.48
~1.53 (m, 1H), 1.15-1.25 (m, 2H), 0.93 (d, J = 7 Hz, 4H), 0.89 (d, J = 6 Hz, 6H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 60.7, 47.5, 39.1, 35.0, 29.6, 26.7, 25.0, 22.3, 21.0, 20.8.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.3®
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1S-40 1S-41

Se prepard una solucion de 1S-40 (1 eq) y paladio sobre carbén (Pd/C) en una mezcla de
CHCL:/MeOH (1:2) y se agité a temperatura ambiente durante 48 h. bajo una atmdsfera de
hidrégeno, mantenida mediante un globo lleno de H, a presién atmosférica. Finalizada la
reaccion, la mezcla se filtr6 sobre tierra de diatomeas, se lavd con metanolde 3 a 4 veces
y el solvente se eliminé por evaporacién de presiéon reducida. Se obtuvo el producto 1S-41

como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 91%.

H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 3.07 (bs, 2H), 1.68 — 1.60 (m, 2H), 1.57 — 1.52 (m, 2H),
1.51-1.35 (m, 2H), 1.23 - 1.19 (m, 2H), 1.02 - 0.99 (m, 2H), 0.86 — 0.79 (m, 3H), 0.77 (d, ) =
7.1 Hz, 6H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 52.0, 49.0, 43.1, 33.7, 31.2, 29.9, 24.3, 22.6, 15.6.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®®
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1S-41 1S-54

El compuesto IS-54 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 1S-41. El producto se aislé como un sélido en forma de agujas

blancas. Rendimiento: 77%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): (8.15, s), 8.06 (d, J = 12Hz, 1H), (6.02, sa), 5.67 (sa, 1H),
(4.43, m), 3.82 (M, 1H), 1.90 - 1,71 (m, 3H), 1.52 - 1.18 (m, 2H), 1.09 - 0.85 (m, 13H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): (164.2), 160.6, (49.4), (46.2), 46.0, 44.9, (42.5), 40.0,
34.6, (34.4), 29.4, (28.7), 26.7, (26.2), 25.2, (24.7), 22.1, 20.9, 20.6, (20.4).

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®®
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1S-54 1S-42

El compuesto I1S-42 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de 1S-54. El producto se aisl6 como un aceite de color amarillo.

Rendimiento: 77%.

H RMN (300 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 4.00 (s, 1H), 1.98 (dd, J = 13.7, 2.3 Hz, 1H), 1.81-1.72
(m, 3H), 1.57 (m, 1H), 1.30 (dq, J = 2.9, 12.6 Hz, 1H), 1.08 (m, 1H), 0.94 - 0.81 (m, 11H).

13C RMN (100 MHz, CDCLls) & (ppm): 155.4, 53.4, 46.2, 39.6, 34.2,29.5, 26.1, 24.6, 21.6, 20.6,
20.2.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.®
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Sintesis de 1S-44

NH,

alcanfor 1IS-43

Se agrega alcanfor (1.0 eq) a una solucion acuosa de clorhidrato de hidroxilamina (1.5 eq)
y acetato de sodio (2.0 eq). La mezcla se calienta a reflujo y se agrega metanol hasta
disolver el alcanfor. Se mantiene en agitaciéon durante 24 h. Tras completarse la reaccion,
la mezcla se enfria, lo que provoca la precipitacion de la oxima de alcanfor como un sélido
blanco. El sélido se aisla por filtracion, se lava con agua fria para eliminar las sales
residuales y se seca. El producto se aislé como un aceite de color amarillo. Seguido, se
prepara el catalizador de Niquel Raney en un baldén. Para ello, se afiade lentamente la
aleacion de niquel-aluminio a una solucién acuosa fria de NaOH. Se afiade la oxima de
alcanfor. La suspensién se calienta y se agita vigorosamente durante 4 h. Finalizada la
reaccion, la mezcla se enfria y el catalizador de niquel se separa por filtracion. La amina

(IS-43) se aisla del filtrado acuoso, mediante extraccion con AcOEt. Rendimiento: 79%.

H RMN (300 MHz, CDCLls) & (ppm): 2.91 (t, J = 3.9 Hz, 1H, CH-NH,), 1.85-1.60 (m, 3H), 1.45
(s, 2H, NH,), 1.35 - 1.21 (m, 2H), 1.05 (s, 3H, CHj), 1.03 = 0.95 (m, 2H), 0.90 (s, 3H, CH,),
0.86 (s, 3H, CH,).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 57.1, 49.3, 47.0, 45.4, 36.6, 30.1, 27.2, 20.6, 20.2, 12.0.

Los datos espectroscoépicos coincidieron con los informados en literatura.
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IS-43 IS-55
El compuesto IS-55 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de

formamidas a partir de 1S-43. El producto se aisld6 como aceite de color amarillo.

Rendimiento: 87%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 5 (ppm): 8.12 (s, 1H, CHO), 5.75 (br d, 1H, NH), 3.93 (m, 1H, CH-
NH), 1.90 - 1.60 (m, 4H), 1.45 - 1.30 (m, 2H), 1.15-1.05 (m, 1H), 0.93 (s, 3H, CHy), 0.89 (s,
3H, CH,), 0.87 (s, 3H, CH,).
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13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 161.1, 53.6,49.0, 47.1, 45.1, 36.3, 33.6, 27.1, 20.2, 19.9,
11.7.

Los datos espectroscépicos coincidieron con los informados en literatura.
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El compuesto 1S-44 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de 1S-55. El producto se aisl6 como un aceite de color amarillo.

Rendimiento: 68%.

"H RMN (300 MHz, CDCls) 8 (ppm): 3.65 (m, 1H, CH-NC), 1.95-1.65 (m, 4H), 1.50 - 1.35 (m,
2H),1.25-1.10 (m, 1H), 1.01 (s, 3H, CH,), 0.93 (s, 3H, CHj,), 0.88 (s, 3H, CHj,).

13C RMN (100 MHz, CDCLls) & (ppm): 156.5, 58.9, 48.7, 46.8, 44.9, 36.0, 33.1, 26.8, 20.0, 19.8,
11.4.

Los datos espectroscépicos coincidieron con los informados en literatura.

Sintesis de 1S-48
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acido p-nitrocinamico 1S-45

La mezcla de acido p-nitrocinamico (2,46 g, 0,02 moles) y cloruro de tionilo (20 mL) se
sometio areflujo durante 2 h. Después de eliminar el exceso de cloruro de tionilo mediante
evaporacion a presiéon reducida, se afadié piridina (20 mL) a la mezcla. Después se anadio
3-aminoquinolina (3,18 g, 0,025 moles) a la mezcla anterior en un bafio de agua helada, la
mezcla de reaccidn se agitd en este bano durante 30 min y luego a temperatura ambiente
durante 24 h. Cuando se afadié agua (200 mL) a la mezcla de reaccién a 0 °C precipit6 el
compuesto de acoplamiento. El producto 1S-45 se obtuvo como un sélido amarillo palido

(P.f.: 286-288 °C). Rendimiento: 78%.

"H RMN (500 MHz, DMSO) 5 (ppm): 10.97 (H-8, sa, 1H), 9.07 (H-10, sa, 1H), 8.89 (H-17, sa,

1H), 8.30 (H-2, d, J = 8.8 Hz, 2H), 8.01 (H-12, d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.94 (H-3, d, J = 8.9 Hz, 2H),
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7.82 (H-15,d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.67 (H-13, ddd, ) = 8.4, 6.8, 1.5 Hz, 1H), 7.59 (H-14,t,)=7.5
Hz, 1H), 7.41-7.33 (H-5, m, 1H), 7.11 (H-6, d, J = 15.3 Hz, 1H).

3C RMN (125 MHz, DMSO) & (ppm): 163.9 (C-7), 149.7 (C-1), 148.0 (C-11), 144.6 (C-5),
141.2 (C-4), 138.8 (C-10), 133.0 (C-9), 129.4 (C-16), 129.1 (C-3), 128.8 (C-13), 128.2 (C-12),
127.4 (C-14), 125.9 (C-15), 124.3 (C-2), 122.7 (C-6), 118.9 (C-17).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C1gH14N303 320.1030, encontrado 320.1036.

/©/\)J\N ™ /©/\)J\N ™
H H
O5N HoN

1S-45 1IS-46

Elcompuesto IS-46 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la reduccién de grupo
NO, aromatico a partir de I1S-45. El producto se aisl6 como un aceite de color amarillo.

Rendimiento: 98%.
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1S-46 1S-47

El compuesto I1S-47 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de la amina 1S-46. El producto se aislé como un sélido amarillo (P.f.:
314-316 °C). Su caracterizacién por RMN no pudo realizarse debido a la nula solubilidad en

los solventes deuterados disponibles en el laboratorio. Rendimiento: 69%.

1S-47 1S-48

El compuesto I1S-48 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de laformamida 1S-47. El producto se aislé como un sdélido amarillo (P.f.:

280-290 °C). Rendimiento: 69%.
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"H RMN (500 MHz, DMSO) & (ppm): 10.90 (H-9, sa, 1H), 9.11 (H-11, sa, 1H), 8.87 (H-18, sa,
1H), 8.02 (H-13, d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.84 (H-16, d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.66 (H-14, ddd, J = 8.4,
6.8, 1.5 Hz, 1H), 7.63 (H-15, t, ) = 7.5 Hz, 1H), 7.51 (H-6, d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.45 (H-3,d, ) =
7.6 Hz, 2H), 6.99 (H-7, d, J = 15.3 Hz, 1H), 6.89 (H-4, dd, J = 7.6, 0.7 Hz, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO) & (ppm): 166.0 (C-1), 165.0 (C-8), 145.0 (C-12), 143.4 (C-6),
140.1 (C-5), 139.8 (C-11), 133.0 (C-10), 129.9 (C-17), 129.1 (C-14), 128.6 (C-13), 128.0 (C-
4),127.1 (C-15), 126.1 (C-16), 126.0 (C-3), 123.5 (C-2), 121.7 (C-7), 118.8 (C-18).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C1sH14N30 300.1131, encontrado 300.1093.

Metodologia para la sintesis de los bloques PIP2

Sintesis de PIP2-1
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El compuesto PIP2-1 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido giberélico e isocianoacetato de etilo. El producto se aislé como un

sdlido blanco (P.f.: 232 °C). Rendimiento: 55%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 5 (ppm): 7.45 (H-5’, t, ) = 5.8 Hz, 1H), 6.25 (H-7, dd, = 9.3, 1.0 Hz,
1H), 5.88 (H-6, dd, J = 9.3, 3.6 Hz, 1H), 5.20 (H-20a, dd, J = 3.3, 1.7 Hz, 1H), 4.92 (H-20b, t, J
= 2.0 Hz, 1H), 4.06 (H-6’a, d, ) = 17.9 Hz, 1H), 4.02 (H-5, dd, J = 3.6, 1.0 Hz, 1H), 3.92 (H-6’b,
d,)=17.9Hz, 1H), 3.71 (H-8, s, 3H), 3.69 (H-3, s, 1H), 3.61-3.52 (H-1’a, m, 2H), 3.50 - 3.42
(H-1’b, m, 2H), 3.41 (H-3’, s, 2H), 3.19 (H-2, d, J = 10.2 Hz, 1H), 2.91 - 2.81 (H-2’, m, 4H),
2.67-1.61 (H-9 a H-11, H-14, H-18, H-19y H-21,m, 11H), 1.22 (H-17, s, 3H).

3G RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 179.9 (C-16), 172.3 (C-1), 172.2 (C-7’), 170.5 (C-4’),
157.1 (C-13), 133.3 (C-6), 132.1 (C-7’), 107.3 (C-20), 91.1 (C-8), 78.1 (C-12), 69.8 (C-5), 59.3
(C-3’), 54.0 -42.7 (C-2 a C-4, C-9, C-14, C-15, C-21, C-1’, C-2’y C-8’), 41.1 (C-6), 38.3 (C-
11), 17.1 (C-10), 14.4 (C-17).
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HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CsH3sN30s 544.2653, encontrado 544.2624.

Sintesis de PIP2-2
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El compuesto PIP2-2 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido giberélico y el isonitrilo 1S-20. El producto se aislé como un aceite

incoloro. Rendimiento: 71%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) 5 (ppm): 6.88 (H-5’, t,J = 5.8 Hz, 1H), 6.25 (H-7, d, J = 9.3 Hz, 1H),
5.88 (H-6, dd, J = 9.3, 3.6 Hz, 1H), 5.21 (H-20a, d, J = 2.4 Hz, 1H), 4.91 (H-20b, d, J = 2.4 Hz,
1H), 4.08 (H-12’, g, J=7.1 Hz, 2H), 4.01 (H-5, d, ) = 3.6 Hz, 1H), 3.69 (H-3’, s, 2H), 3.66 - 3.62
(H-3, m, 1H), 3.44 - 3.12 (H-2, H-1’y H-6’, m, 7H), 2.90 - 2.82 (H-2’, m, 4H), 2.63 (H-18, sa,
1H), 2.49 (H-14a, d, J = 10.5 Hz, 1H), 2.27 (H-10’, t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.23 - 1.46 (H-9 a H-11,
H-14b, H-21, H-7’y H-9’, m, 12H), 1.32 (H-8’, tdd, J = 15.5, 10.1, 7.0 Hz, 2H), 1.22 (H-13", 1,
J=7.2 Hz, 3H), 1.20 (H-17, s, 3H).

3C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 179.9 (C-16), 174.3 (C-11°), 171.6 (C-1), 171.5 (C-4"),
157.1 (C-13), 133.3 (C-6), 132.1 (C-7), 107.3 (C-20), 91.2 (C-8), 78.1 (C-12), 69.9 (C-5), 60.7
(C-12),59.3 (C-3%), 54.3-38.1 (C-2 aC-4, C-9, C-11, C-14, C-15, C-1’, C-2’y C-6’), 34.0 (C-
10%), 29.0 (C-7’), 26.4 (C-8°), 24.4 (C-9’), 17.1 (C-10), 14.4 (C-13’), 14.2 (C-17).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] Cs3H1sN30s 614.3436, encontrado 614.3453.
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Sintesis de PIP2-3

PIP2-3

El compuesto PIP2-3 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido giberélico y el isonitrilo 1S-20. El producto se aislé como un sélido

blanco (P.f.: 235 °C). Rendimiento: 66%.

"H RMN (500 MHz, DMSO) & (ppm): 8.60 (H-5’, t,J = 5.9 Hz, 1H), 7.38 (H-8’, d, J = 8.5 Hz, 2H),
7.28 (H-9, d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.34 (H-7, d, ) = 9.2 Hz, 1H), 5.79 (H-6, dd, J = 9.3, 3.6 Hz, 1H),
5.52 (H-18, d, J = 6.7 Hz, 1H), 5.07 (H-20a, sa, 1H), 4.81 (H-19, s, 1H), 4.78 (H-20b, sa, 1H),
4.36 (H-6’a, dd, J = 15.2, 6.4 Hz, 1H), 4.19 (H-6’b, dd, J = 15.2, 5.4 Hz, 1H), 4.10 (H-3,d, ) =
5.3 Hz, 2H), 3.89 - 3.82 (H-5, m, 1H), 3.73 - 3.62 (H-1’a, m, 2H), 3.57 - 3.45 (H-1’b, m, 2H),
3.18 (H-2,d, J = 5.2 Hz, 1H), 3.14 (H-3’a, d, J = 10.2 Hz, 1H), 2.91 - 2.81 (H-2’, m, 4H), 2.60
(H-3’b, d, ) =10.2 Hz, 1H), 2.11 - 1.56 (H-9 a H-11, H-14 y H-21, m, 9H), 1.04 (H-17, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, DMSO) & (ppm): 179.1 (C-16), 174.6 (C-1), 170.8 (C-4’), 157.9 (C-13),
138.6 (C-7’), 133.3 (C-6), 131.5 (C-7), 131.3 (C-10’), 129.2 (C-9’), 128.2 (C-8’), 105.5 (C-20),
90.9 (C-8), 76.8 (C-12), 68.6 (C-5), 58.9 (C-3’), 53.4 - 38.4 (C-2 a C-4, C-9, C-11, C-14, C-15,
C-21y C-6’), 16.6 (C-10), 14.4 (C-17).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C3;H3sCIN3;O¢ 596.2522, encontrado 596.2517.

Sintesis de PIP2-4
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El compuesto PIP2-4 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido giberélicoy elisonitrilo 1S-19. El producto se aislé como un aceite de

color amarillo. Rendimiento: 49%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.61 (H-10’, s, 1H), 7.66 (H-5’, d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.55 (H-
15°, ddt, J = 7.2, 1.1, 0.5 Hz, 1H), 7.39 (H-12’, ddd, J = 7.7, 1.1, 0.5 Hz, 1H), 7.18 (H-13’, td, J
=7.6, 1.1 Hz, 1H), 7.11 (H-14’, td, ) = 7.4, 1.1 Hz, 1H), 7.02 (H-9’, sa, 1H), 6.22 (H-7, d, J =
10.5 Hz, 1H), 5.88 (H-6, dd, J = 10.5, 5.8 Hz, 1H), 5.13 (H-20a, sa, 1H), 5.03 - 4.95 (H-6’, m,
1H), 4.93 (H-20b, sa, 1H), 4.10 — 4.03 (H-5, m, 1H), 3.70 (H-18’, s, 3H), 3.67 -3.61 (H-3, m,
1H), 3.49 - 3.35 (H-7’, m, 2H), 3.31 - 3.18 (H-2y H-1’, m, 5H), 3.11 - 2.98 (H-3’, m, 2H), 2.88
~2.77 (H-2’, m, 4H), 2.40 - 1.52 (H-9 a H-11, H-14y H-21, m, 8H), 1.35 (H-17, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 179.3 (C-16), 172.9 (C-17’), 171.8 (C-1), 170.0 (C-4"),
156.5 (C-13), 136.4 (C-11°), 133.6 (C-6), 131.9 (C-7), 128.1 (C-16’), 123.9 (C-9’), 122.4 (C-
13%), 119.5 (C-14’), 118.3 (C-15’), 111.4 (C-12’), 110.0 (C-8’), 107.6 (C-20), 91.6 (C-8), 78.3
(C-12), 70.6 (C-5), 60.6 (C-3’), 56.2 - 37.7 (C-2 a C-4, C-9, C-11, C-14, C-15, C-21, C-1’, C-
2’y C-18),27.8 (C-7°), 17.5 (C-10), 14.0 (C-17).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3;H4sN4Os 673.3232, encontrado 673.3326.

Sintesis de PIP2-5
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El compuesto PIP2-5 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido abscisico y ciclohexilisociano. El producto se aislé como un aceite

de color amarillo. Rendimiento: 75%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 6.95 (H-5, d, J = 15.8 Hz, 1H), 6.91 (H-5’, d, J = 8.9 Hz,
1H), 5.96 (H-4, d, ) = 15.8 Hz, 1H), 5.93 - 5.86 (H-2, H-8 y H-13, m, 3H), 3.84-3.74 (H-6’, m,
1H), 3.74-3.60 (H-1’a, m, 2H), 3.59 - 3.43 (H-1’b, m, 2H), 3.00 (H-3’, s, 2H), 2.61 — 2.45 (H-
2’, m, 4H), 2.42 (H-10a, d, J = 17.2 Hz, 1H), 2.27 (H-10b, d, J = 17.2 Hz, 1H), 1.93 (H-12, s,
3H), 1.88 (H-14, s, 3H), 1.73 - 1.12 (H-7’ a H-9’, m, 10H), 1.08 (H-16, s, 3H), 0.99 (H-15, s,
3H).
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13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 198.0 (C-9), 168.5 (C-4’), 166.4 (C-1), 163.1 (C-7), 141.4
(C-3), 134.0 (C-4), 128.4 (C-5), 126.9 (C-8), 121.6 (C-2), 79.6 (C-6), 61.6 (C-3’), 58.2 (C-6"),
53.6 (C-2’a), 53.2 (C-2’b), 49.9 (C-10), 47.6 (C-1’a), 46.5 (C-1’b), 41.6 (C-11), 33.2 (C-7’),
25.6 (C-9’), 24.8 (C-8’), 24.5 (C-15), 23.2 (C-16), 20.4 (C-12), 19.2 (C-14).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C»;H4:N3;04472.3170, encontrado 472.3088.

Sintesis de PIP2-6
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El compuesto PIP2-6 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido abscisico y el isonitrilo 1S-15. El producto se aislé como un sdlido

blanco (P.f.: 198 °C). Rendimiento: 68%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9.11 (H-5, s, 1H), 8.04 (H-4, d, J = 16.1 Hz, 1H), 7.65 (H-
10’,d,J = 15.9 Hz, 1H), 7.62 - 7.46 (H-7’y H-8’, m, 4H), 7.24 (H-13, s, 1H), 6.38 (H-11°,d, J =
15.9 Hz, 1H), 6.17 (H-5, d, J = 16.2 Hz, 1H), 5.93 (H-8, sa, 1H), 5.77 (H-2, sa, 1H), 3.80 (H-
13", s, 3H), 3.76 - 3.69 (H-1°, m, 4H), 3.22 (H-3’, s, 2H), 2.79 - 2.69 (H-2’, m, 4H), 2.50 (H-
10a, d, J = 17.2 Hz, 1H), 2.32 (H-10b, d, J = 17.2 Hz, 1H), 2.04 (H-12, s, 3H), 1.93 (H-14, s,
3H), 1.11 (H-16, s, 3H), 1.02 (H-15, s, 3H).

3G RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 198.3 (C-9), 168.0 (C-4), 167.2 (C-12’), 166.5 (C-1),
163.2 (C-7), 144.1 (C-10°), 141.7 (C-3), 138.5 (C-6’), 136.2 (C-5), 130.8 (C-9’), 129.1 (C-8’),
128.0 (C-4), 127.0 (C-8), 120.9 (C-2), 119.8 (C-7’), 116.9 (C-11°), 79.8 (C-6), 61.9 (C-3’), 53.4
(C-2’a), 53.2 (C-2’b), 51.7 (C-13"), 50.0 (C-10), 44.5 (C-1’a), 44.0 (C-1°b), 41.9 (C-11), 24.3
(C-15), 23.1 (C-16), 21.3 (C-12), 18.9 (C-14).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C31H1N30s 550.2912, encontrado 550.2959.
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Sintesis de PIP2-7

PIP2-7

El compuesto PIP2-7 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido abscisicoy elisonitrilo 1S-37. El producto se aislé como un aceite de

color amarillo. Rendimiento: 71%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.38 — 7.32 (H-5’ y H-10’, m, 2H), 6.95 (H-5, d, J = 15.8
Hz, 1H), 6.32 (H-9’, dd, J=3.2, 1.9 Hz, 1H), 6.21 (H-8, d, ) = 3.2 Hz, 1H), 5.96 (H-4, d, = 15.8
Hz, 1H), 5.88 (H-2y H-8, dd, J = 2.9, 1.5 Hz, 2H), 4.47 (H-6’, d, ) = 5.8 Hz, 2H), 4.10 (H-13, q,
J=7.1Hz, 1H), 3.73-3.58 (H-1’a, m, 2H), 3.47 (H-1’b, m, 2H), 3.06 (H-3’, s, 2H), 2.66 — 2.62
(m, 1H), 2.62 - 2.41 (H-10y H-2’, m, 6H), 1.93 (H-12, s, 3H), 1.88 (H-14, s, 3H), 1.08 (H-16,
s, 3H), 0.98 (H-15, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 197.8 (C-9), 166.3 (C-1), 162.9 (C-7), 151.3 (C-7°), 142.2
(C-3),142.2 (C-10°),133.9(C-5), 128.3 (C-4), 127.1 (C-8), 121.5 (C-2), 110.5 (C-9°), 107.3 (C-
8%),79.5 (C-6), 61.4 (C-3’), 53.5 (C-2’a), 53.5 (C-2’b), 49.8 (C-10), 46.4 (C-1’ay C-1’b), 41.5
(C-11), 36.0 (C-6), 24.4 (C-15), 23.1 (C-16), 20.3 (C-12), 19.1 (C-14).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2sH3sN3:0s 470.2677, encontrado 469.2683.

Sintesis de PIP2-8

PIP2-8

El compuesto PIP2-8 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido abscisicoy el isonitrilo 1S-38. El producto se aislé como un aceite de

color amarillo. Rendimiento: 69%.
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"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9.21 (H-5, s, 1H), 7.98 (H-8’, d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.68 (H-
7’,d, ) =8.9 Hz, 2H), 7.28 (H-13, s, 1H), 6.97 (H-5, d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.40 (H-4, d, ) = 15.7
Hz, 1H), 6.11 - 5.86 (H-2y H-8, m, 2H), 4.13 (H-1, m, 4H), 3.23 (H-3’, s, 2H), 2.69 - 2.63 (H-
2’, m, 4H), 2.60 (H-11", s, 3H), 2.50 - 2.25 (H-10, m, 2H), 2.06 (H-12, s, 3H), 1.93 (H-14, s,
3H), 1.13 (H-16, s, 3H), 1.03 (H-15, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 197.9 (C-9), 197.0 (C-10°), 168.2 (C-4’), 166.5 (C-1),
163.0 (C-7), 142.9 (C-3), 141.7 (C-5), 141.7 (C-6’), 134.1 (C-9’), 133.6 (C-4’), 129.9 (C-8’),
127.0 (C-8), 121.6 (C-2), 118.9 (C-7’), 79.7 (C-6), 62.1 (C-3’), 53.8 (C-2’a), 53.3 (C-2’b), 49.9
(C-10), 46.5 (C-1°), 41.6 (C-11), 26.6 (C-11°), 24.5 (C-15), 23.2 (C-16), 20.4 (C-12), 19.2 (C-
14).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C2H3sN30s 508.2811, encontrado 508.2816.

Sintesis de PIP2-9

El compuesto PIP2-9 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-2 y el isonitrilo 1S-18. El producto se aisl6 como un aceite

incoloro. Rendimiento: 47%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 7.43 - 7.29 (H-5’, m, 1H), 4.88 (H-6’, dg, J = 16.8, 7.1 Hz,
1H), 3.77 - 3.64 (H-1’a, m, 2H), 3.69 (H-8’, s, 3H), 3.55 - 3.40 (H-1’b, m, 2H), 3.39-3.19 (m,
11H), 2.71 - 2.53 (H-2’, m, 2H), 2.50 — 1.38 (H-4 a H-7, H-9’ y H-10’, m, 10H), 1.13 (H-10, s,
3H), 1.04 (H-9’, s, 12H), 0.95 (H-11’, d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.87 (H-12’, d, J = 6.7 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 210.2 (C-3), 175.5 (C-7°), 175.1 (C-1), 173.8 (C-4’), 69.6
(C-2), 63.4 (C-3’), 56.3 (C-6’), 53.1 (C-2’a), 53.0 (C-2’b), 52.5 (C-8"), 51.9 (C-8), 44.0 (C-1’a),
43.7 (C-1°b), 43.3 (C-5), 39.2 (C-4), 38.4 (C-9’), 27.7 (C-7), 25.4 (C-6), 25.0 (C-10°), 23.0 (C-
12%),22.8 (C-11°), 21.5 (C-10), 21.0 (C-9).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C,3H3sN3;0s 436.2806, encontrado 436.2719.
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Sintesis de PIP2-10
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El compuesto PIP2-10 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Splita partirdel acido AC-2y elisonitrilo 1S-48. El producto se aisléd como un sélido amarillo

palido (P.f.: 197 °C). Rendimiento: 32%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9.91 (H-5’, s, 1H), 8.90 (H-13’ y H-22’, sa, 2H), 8.80 (H-
15°,d, ) =2.6 Hz, 1H), 8.05 (H-17, d, ) = 8.2 Hz, 1H), 7.85 (H-20’, d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.78 (H-
10’, d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.69 (H-7’, d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.64 (H-18’, ddd, J = 8.4, 6.8, 1.4 Hz,
1H), 7.59 - 7.53 (H-8’ y H-19’, m, 3H), 6.56 (H-11°, d, J = 15.4 Hz, 1H), 3.73 - 3.64 (H-1’a, m,
2H), 3.54 - 3.47 (H-1’b, m, 2H), 3.24 (H-3", s, 2H), 3.02 - 2.89 (H-2’, m, 4H), 2.65 — 2.55 (H-
4, m, 2H), 2.27 - 2.18 (H-5, m, 1H), 2.18 - 1.46 (H-6 y H-7, m, 4H), 1.36 (H-10, s, 3H), 1.05
(H-9, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 218.1 (C-3), 174.4 (C-1), 167.8 (C-4’), 164.0 (C-12’),
145.1 (C-16’), 144.1 (C-15), 143.0 (C-10’), 139.9 (C-6’), 131.8 (C-14’), 130.3 (C-21"), 129.2
(C-19), 129.1 (C-8’), 128.5 (C-187), 128.1 (C-17’), 127.5 (C-20°), 126.2 (C-9°), 124.1 (C-22’),
120.4 (C-7’), 118.8 (C-117), 65.0 (C-2), 62.0 (C-3’), 52.7 (C-2’), 50.9 (C-8), 45.4 (C-1’a), 45.1
(C-1’b), 43.9 (C-5), 43.4 (C-4), 29.3 (C-7), 28.1 (C-6), 21.3 (C-10), 20.6 (C-9).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] Cs4H3sNsO, 580.2918, encontrado 580.2949.

Sintesis de PIP2-11

PIP2-11

El compuesto PIP2-11 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Splita partir del acido AC-2y elisonitrilo 1S-30. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 49%.
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"H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 8.86 (H-5’, sa, 1H), 8.09 (H-7’, d, J = 8.79 Hz, 2H), 7.75
(H-8’, d, ) = 8.74 Hz, 2H), 4.21 (H-11’, s, 3H), 3.70 - 3.62 (H-1’a, m, 2H), 3.48 — 3.40 (H-1’b,
m, 2H), 3.07 (H-3’, s, 2H), 2.83 — 2.71 (H-2’, m, 4H), 2.64 - 2.55 (H-4’a, m, 1H), 2.47 - 2.37
(H-4’b, m, 1H), 2.18 - 2.00 (H-5 y H-7, m, 3H), 1.80 (H-7’a, ddd, J = 14.0, 9.3, 4.7 Hz, 1H),
1.46 (H-7’b, ddd, J = 12.7, 9.4, 4.1 Hz, 1H), 1.21 (H-9, s, 3H), 1.11 (H-8", s, 3H).

3C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 215.0 (C-3), 173.2 (C-1), 166.5 (C-10°), 166.0 (C-4’),
141.6(C-6), 131.3 (C-8’), 126.7 (C-9°), 118.8 (C-7’), 66.8 (C-2), 61.5 (C-11°), 61.0 (C-3’), 53.1
(C-2’a), 52.7 (C-2’b), 46.7 (C-8’), 44.9 (C-1’a), 44.6 (C-1°b), 43.7 (C-5), 43.1 (C-4), 27.7 (C-
7), 27.1 (C-6), 20.8 (C-10), 20.0 (C-9).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C,4H3:N30s 442.2336, encontrado 442.2311.

Sintesis de PIP2-12
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PIP2-12

El compuesto PIP2-12 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Splita partir del acido AC-2y elisonitrilo 1S-35. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 56%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 7.70 (H-5’, sa, 1H), 3.60 - 3.40 (H-1°, m, 4H), 3.48 (H-3’a,
d, ) =15.6 Hz, 1H), 3.34 (H-3’b, d, J = 15.6 Hz, 1H), 3.20 - 3.13 (H-6’, m, 2H), 2.61 - 2.47 (H-
4y H-2’, m, 6H), 2.37 - 1.60 (H-5 a H-7, m, 5H), 1.48 (H-7’, m, 2H), 1.33-1.23 (H-8’ a H-12”,
m, 10H), 1.22 (H-10, s, 3H), 1.17 (H-9, s, 3H), 0.86 (H-13’, , J = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 210.7 (C-3), 175.0 (C-1), 173.7 (C-4’), 70.1 (C-2), 63.3
(C-3’), 53.1 (C-2’), 51.7 (C-8), 44.9 (C-1°), 43.9 (C-5), 43.5 (C-4), 32.4—-22.4 (C-6, C-7 y C-7’
aC-13’),21.5(C-9), 21.4 (C-10), 14.2 (C-13").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C,4H42N303 420.3221, encontrado 420.3313.
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Sintesis de PIP2-13

PIP2-13

El compuesto PIP2-13 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido nicotinico y el isonitrilo 1S-42. El producto se aislé como un sélido

amarillo palido (P.f.: 152-154 °C). Rendimiento: 69%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.66 (H-4, dd, J = 4.9, 1.7 Hz, 1H), 8.65 (H-3, dd, J = 2.2,
0.9 Hz, 1H), 7.75 (H-6, dt, J = 7.8, 1.9 Hz, 1H), 7.36 (H-5, ddd, J = 7.8, 4.9, 0.9 Hz, 1H), 7.24
(H-5’, sa, 1H), 4.31 (H-6, ddd, J = 13.2, 8.0, 4.9 Hz, 1H), 3.89 - 3.72 (H-1’a, m, 2H), 3.58 —
3.38 (H-1’b, m, 2H), 3.08 (H-3’a, d, J = 16.2 Hz, 1H), 3.03 (H-3’b, d, J = 16.2 Hz, 1H), 2.69 —
2.43 (H-2’, m, 4H), 1.91-0.97 (H-6’ a H-12’, m, 9H), 0.95 - 0.79 (H-13’ a H-15’, m, 12H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 168.3 (C-4’), 168.0 (C-1), 151.1 (C-4), 148.0 (C-3), 135.2
(C-6), 131.4 (C-2), 123.7 (C-5), 61.7 (C-3’), 53.6 (C-2’a), 53.3 (C-2’b), 48.1 (C-1’a), 46.4 (C-
7), 45.7 (C-6’), 42.6 (C-1’b), 40.2 (C-11°), 34.8 (C-9’), 30.1 (C-10’), 27.4 (C-7’), 25.9 (C-8"),
22.4(C-15’),21.2 (C-14’), 20.8 (C-13").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2,H3sN4,0, 387.2755, encontrado 387.2844.

Sintesis de PIP2-14

PIP2-14

El compuesto PIP2-14 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido 3-indolacético y el isonitrilo 1S-42. El producto se aislé como un

aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 75%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 8.15 (H-5, sa, 1H), 7.62 (H-10, dd, J = 7.9, 0.9 Hz, 1H),
7.38 (H-7,dd, J = 8.2, 0.9 Hz, 1H), 7.29 (H-5’, sa, 1H), 7.22 (H-8, ddd, ) = 8.2, 7.0, 1.2 Hz, 1H),
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7.14 (H-9, ddd, J = 8.0, 7.0, 1.0 Hz, 1H), 7.11 (H-4, d, J = 2.4 Hz, 1H), 4.34 — 4.28 (H-6’, m,
1H), 3.86 (H-2, s, 2H), 3.71 - 3.64 (H-1’a, m, 2H), 3.51 (H-1’b, t, ) = 5.0 Hz, 2H), 2.99 (H-3’a,
d,) =16.2 Hz, 1H), 2.94 (H-3’b, d, J = 16.3 Hz, 1H), 2.49 (H-2’a, t, ) = 5.1 Hz, 2H), 2.34 (H-2’b,
t,)=5.1 Hz, 2H), 1.90 - 1.01 (H-7’ a H-12’, m, 9H), 0.99 - 0.84 (H-13’ a H-15", m, 9H).

3C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 170.1 (C-1), 168.5 (C-4’), 136.2 (C-6), 127.0 (C-11),
122.4 (C-8), 122.2 (C-4), 119.8 (C-9), 118.7 (C-10), 111.3 (C-7), 109.3 (C-3), 61.6 (C-3’), 53.5
(C-2’a), 53.2 (C-2’b), 46.3 (C-1"a), 45.6 (C-6’), 41.9 (C-1°b), 40.1 (C-117), 34.7 (C-9’), 31.4 (C-
2),29.9 (C-107), 27.2 (C-7), 25.8 (C-8’), 22.2 (C-157), 21.1 (C-13"), 20.7 (C-14").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CxsH3sN4O, 439.3068, encontrado 439.2997.

Sintesis de PIP2-15

PIP2-15

El compuesto PIP2-15 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-10 y el isonitrilo 1S-42. El producto se aislé como un aceite de

color amarillo palido. Rendimiento: 61%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.32 (H-8, sa, 1H), 7.81 (H-3, t,J = 1.9 Hz, 1H), 7.61 (H-
5,ddd, J = 8.2, 2.2, 1.0 Hz, 1H), 7.51 (H-13, dd, J = 1.8, 0.8 Hz, 1H), 7.39 (H-6, t, ) = 7.9 Hz,
1H), 7.33 (H-5’, d, J = 9.3 Hz, 1H), 7.24 (H-11, dd, J = 3.5, 0.8 Hz, 1H), 7.17 (H-7, dt, ) = 7.7,
1.2 Hz, 1H), 6.55 (H-12, dd, J = 3.5, 1.8 Hz, 1H), 4.31 (H-6", dq, J = 9.7, 3.3 Hz, 1H), 3.84 -
3.71 (H-1’a, m, 2H), 3.58 - 3.48 (H-1’b, m, 2H), 3.07 (H-3’a, d, J = 16.2 Hz, 1H), 3.03 (H-3’b,
d,J=16.2 Hz, 1H), 2.67 - 2.49 (H-2’, m, 4H), 1.92 - 0.90 (H-7’ a H-12’, m, 9H), 0.90 - 0.85
(H-13’ aH-15", m, 9H).

3C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 170.0 (C-4’), 168.6 (C-9), 156.4 (C-1), 147.6 (C-10),
144.6 (C-13), 137.7 (C-4), 136.4 (C-2), 129.6 (C-6), 123.2 (C-5), 121.4 (C-7), 118.8 (C-3),
115.7 (C-11), 112.8 (C-12), 61.7 (C-3’), 53.7 (C-2’a), 53.3 (C-2’b), 48.0 (C-1’a), 46.4 (C-7’),
45.7 (C-6’), 42.5 (C-1’b), 40.2 (C-11°), 34.8 (C-9”), 30.1 (C-10°), 27.3 (C-12’), 25.9 (C-8’), 22.3
(C-15%), 21.2 (C-13’), 20.8 (C-14").
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HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CxsH3sN4O,4 495.2966, encontrado 495.3043.

Sintesis de PIP2-16
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El compuesto PIP2-16 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-14 y el isonitrilo 1S-42. El producto se aislé como un aceite de

color marrén. Rendimiento: 43%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.83 — 7.43 (H-3, H-4 y H-12 a H-14, m, 9H), 7.32 (H-5’,
d, ) = 8.6 Hz, 1H), 6.30 (H-9, sa, 1H), 5.97 (H-8, sa, 1H), 4.69 (H-7, s, 2H), 4.35 - 4.25 (H-6’,
m, 1H), 3.74 - 3.66 (H-1’a, m, 2H), 3.56 —3.48 (H-1’b, m, 2H), 3.17 - 3.04 (H-3’, m, 2H), 2.69
—2.55 (H-2’, m, 4H), 1.92 - 0.98 (H-7’ a H-12’, m, 9H), 0.91 - 0.83 (H-13’ a H-15’, m, 12H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 170.3 (C-4’), 168.6 (C-10), 163.0 (C-6), 158.0 (C-1),
140.9 - 124.2 (C-2 a C-5y C-11 a C-14), 113.9 (C-8), 113.0 (C-9), 61.4 (C-3’), 53.0 (C-2’a),
52.7 (C-2’b), 48.2 (C-1’a), 47.2 (C-7), 46.3 (C-7’), 46.0 (C-6’), 43.0 (C-1’b), 39.9 (C-11°), 34.3
(C-9°), 30.1 (C-10’), 27.5 (C-12’), 25.5 (C-8’), 22.1 (C-15), 21.0 (C-13’), 20.9 (C-14").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] Cs4H14NsO, 586.3388, encontrado 586.3384.

Sintesis de PIP2-17
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PIP2-17

El compuesto PIP2-17 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-7 y t-butilisociano. El producto se aislé como un aceite incoloro.

Rendimiento: 78%.
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"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 6.88 (H-5, s, 1H), 6.60 (H-3, s, 2H), 5.55 (H-9, t, ) = 7.4
Hz, 1H), 5.08 (H-13, t, J = 6.9 Hz, 1H), 4.54 (H-8, d, J = 7.1 Hz, 2H), 3.85 (H-6, s, 6H), 3.78 -
3.70 (H-1’a, m, 2H), 3.61-3.51 (H-1’b, m, 2H), 3.23 (H-3, s, 2H), 2.63 - 2.46 (H-2’, m, 4H),
2.11-1.99 (H-11y H-12, m, 4H), 1.67 (H-16, s, 3H), 1.66 (H-15, s, 3H), 1.59 (H-17, s, 3H),
1.36 (H-7’, s, 9H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 170.5 (C-4’), 168.6 (C-1), 153.9 (C-4), 141.7 (C-5), 138.3
(C-10), 131.8 (C-14), 130.7 (C-2), 124.1 (C-13), 120.1 (C-9), 104.4 (C-3), 69.7 (C-8), 59.5 (C-
3%), 56.3 (C-6y C-7), 53.2 (C-2’a), 53.1 (C-2’b), 50.8 (C-6’), 39.8 (C-11), 39.2 (C-1’a), 37.5 (C-
1°b), 28.9 (C-7’), 26.6 (C-12), 25.8 (C-15), 17.8 (C-17), 16.5 (C-16).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] Cx9H1sN305s 516.3432, encontrado 516.3367.

Sintesis de PIP2-18
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PIP2-18

El compuesto PIP2-18 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-7 y el isonitrilo 1S-15. El producto se aisl6 como un aceite

incoloro. Rendimiento: 71%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 9.06 (H-5, s, 1H), 7.69 - 7.48 (H-7’, H-8’y H-10’, m, 5H),
6.62 (H-3, s, 2H), 6.37 (H-11°, d, J = 15.9 Hz, 1H), 5.55 (H-9, t, J = 7.3 Hz, 1H), 5.08 (H-13, 1, J
=6.2 Hz, 1H), 4.54 (H-8, d, J = 7.1 Hz, 2H), 3.86 (H-6 y H-7, s, 6H), 3.80 (H-13, s, 3H), 3.77 -
3.63 (H-1°, m, 4H), 3.20 (H-3", s, 2H), 2.73 - 2.59 (H-2’, m, 4H), 2.11-1.93 (H-11 y H-12, m,
4H), 1.67 (H-16, s, 3H), 1.66 (H-15, s, 3H), 1.59 (H-17, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 170.5 (C-1), 167.8 (C-4’), 167.6 (C-12’), 153.9 (C-4),
144.1 (C-10), 143.1 (C-5), 141.8 (C-10), 139.2 (C-6"), 131.4 (C-14), 130.6 (C-9’), 130.6 (C-
2), 129.2 (C-8’), 124.1 (C-13), 120.1 (C-9), 119.6 (C-7°), 117.0 (C-11°), 104.5 (C-3), 69.7 (C-
8), 62.2 (C-3"), 56.4 (C-6 y C-7), 53.7 (C-2’a), 53.4 (C-2’b), 51.8 (C-13"), 39.8 (C-11), 39.2 (C-
1°a), 37.5 (C-1°b), 26.6 (C-12), 25.8 (C-15), 17.8 (C-17), 16.5 (C-16).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C3sHsN3:0O7 620.3330, encontrado 620.3367.
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Sintesis de PIP2-19
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PIP2-19

El compuesto PIP2-19 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-7 y el isonitrilo 1S-32. El producto se aisl6 como un aceite

incoloro. Rendimiento: 59%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls)  (ppm): 8.81 (H-5, s, 1H), 7.46 (H-7’, d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.87 (H-
8’,d,)=9.0 Hz, 2H), 6.62 (H-3, d, J = 0.9 Hz, 2H), 5.55 (H-9, t, ) = 6.8 Hz, 1H), 5.08 (H-13, 1, J
=5.4Hz, 1H), 4.54 (H-8, d, ) = 7.1 Hz, 2H), 3.86 (H-6 y H-7, s, 6H), 3.79 (H-10’, s, 3H), 3.69 -
3.61 (H-1’a, m, 2H), 3.56 - 3.48 (H-1’b, m, 2H), 3.18 (H-3, s, 2H), 2.71 - 2.61 (H-2’, m, 4H),
2.10-1.94 (H-11y H-12, m, 4H), 1.67 (H-16, s, 3H), 1.66 (H-15, s, 3H), 1.59 (H-17, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 170.5 (C-1), 167.4 (C-4’), 156.7 (C-9’), 153.9 (C-4), 141.8
(C-5), 138.4 (C-10), 131.8 (C-14), 130.6 (C-6’), 130.6 (C-2), 124.1 (C-13), 121.4 (C-7’), 120.1
(C-9), 114.4 (C-8’), 104.5 (C-3), 69.7 (C-8), 62.1 (C-3’), 56.4 (C-6 y C-7), 55.6 (C-10’), 53.8
(C-2’a), 53.7 (C-2’b), 39.8 (C-11), 39.2 (C-1’a), 37.5 (C-1’b), 26.6 (C-12), 25.8 (C-15), 17.8
(C-17), 16.5 (C-16).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3;H14N30¢ 566.3225, encontrado 566.3173.

Sintesis de PIP2-20
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PIP2-20

El compuesto PIP2-20 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Splita partir del acido AC-7 y elisonitrilo 1S-32. El producto se aislé como un sélido amarillo
(P.f.: 178-180 °C). Rendimiento: 67%.
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"H RMN (500 MHz, CDCls)  (ppm): 9.32 (H-5, s, 1H), 8.24 (H-8’, d, J = 8.9 Hz, 2H), 7.75 (H-
7’,d,)=9.1 Hz, 2H), 6.62 (H-3, s, 2H), 5.56 (H-9, , J = 7.1 Hz, 1H), 5.11 - 5.07 (H-13, m, 1H),
4.55 (H-8, d, ) = 7.0 Hz, 2H), 3.86 (H-6 y H-7, s, 6H), 3.79 - 3.70 (H-1’a, m, 2H), 3.56 — 3.46
(H-1’b, m, 2H), 3.26 (H-3’, s, 2H), 2.85-2.61 (H-2’, m, 4H), 2.10 - 1.95 (H-11y H-12, m, 4H),
1.67 (H-16, s, 3H), 1.66 (H-15, s, 3H), 1.59 (H-17, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 170.4 (C-1), 168.9 (C-4’), 153.8 (C-4), 145.1 (C-9’), 144.1
(C-6’), 141.8 (C-5), 138.3 (C-10), 131.6 (C-14), 130.6 (C-2), 125.1 (C-8’), 124.0 (C-13), 120.2
(C-9),117.0 (C-7), 104.9 (C-3), 69.6 (C-8), 60.5 (C-3’), 56.3 (C-6 y C-7), 53.1 (C-2’a), 52.5 (C-
2’b), 43.2 (C-1’a), 42.4 (C-1’b), 39.6 (C-11), 26.8 (C-12), 25.8 (C-15), 17.9 (C-17), 16.5 (C-
16).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C31H41N4O7 581.2970, encontrado 581.2977.

Sintesis de PIP2-21
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El compuesto PIP2-21 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-5y IS-34. El producto se aisléo como un sélido blanco (P.f.: 130-
132 °C). Rendimiento: 47%.

"H RMN (500 MHz, CDCLly) & (ppm): 6.92 (H-5, t, ) = 4.9 Hz, 1H), 3.70 - 3.61 (H-1’a, m, 2H),
3.53-3.43 (H-1’b, m, 2H), 3.08 - 3.01 (H-6’, m, 2H), 2.97 (H-3’, s, 2H), 2.70 - 2.58 (H-2’, m,
4H), 2.44 - 1.27 (H-2 a H-5, H-7’ y H-8’, m, 11H), 1.17 (H-8, s, 3H), 1.11 (H-11, s, 3H), 1.03
(H-10, s, 3H), 0.84 (H-9’, t, ) = 6.7 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) & (ppm): 172.0 (C-1), 168.9 (C-4’), 79.9 (C-6), 59.9 (C-3’), 52.9
(C-2’a), 52.6 (C-2’b), 45.7 (C-1’a), 43.8 (C-1’b), 42.0 (C-7), 41.3-26.1 (C-2 a C-5, C-6’y C-
7%), 25.3 (C-8), 24.8 (C-10), 22.9 (C-11), 19.6 (C-8), 14.2 (C-9’).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CxH3sN3:03 368.2908, encontrado 368.2866.
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Sintesis de PIP2-22
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El compuesto PIP2-22 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Splita partir del acido AC-5y elisonitrilo IS-17. El producto se aislé como un aceite de color

naranja. Rendimiento: 51%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 5 (ppm): 8.88 (H-5, s, 1H), 7.53 (H-7’, d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.26 (H-
8’,d, )= 8.0 Hz, 1H), 3.77 - 3.69 (H-1’a, m, 2H), 3.68 (H-12’, s, 3H), 3.61 (H-10", s, 2H), 3.52
~3.43 (H-1b, m, 2H), 3.19 (H-3, s, 2H), 2.71 - 2.59 (H-2’, m, 4H), 2.33 - 1.49 (H-2 a H-5, m,
7H), 1.16 (H-8, s, 3H), 1.05 (H-11, s, 3H), 1.03 (H-10, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 172.3 (C-11°), 171.9 (C-1), 166.7 (C-4’), 136.9 (C-6"),
130.1(C-8’), 129.0 (C-9’), 120.4 (C-7°), 79.9 (C-6), 62.0 (C-3’), 53.1 (C-2’a), 53.0 (C-2’b), 52.0
(C-12’), 44.6 (C-1’a), 43.4 (C-1°b), 43.1-26.9 (C-2 a C-5y C-7), 24.4 (C-8), 23.5 (C-10), 22.5
(C-11).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2sH3sN3:0s 460.2806, encontrado 460.2890.

Sintesis de PIP2-23
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PIP2-23

El compuesto PIP2-23 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-5 y el isonitrilo 1S-36. El producto se aislé como un aceite

incoloro. Rendimiento: 45%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 6.90 (H-5’, sa, 1H), 3.57 —3.49 (H-1’a, m, 2H), 3.43 - 3.33
(H-1’b, m, 2H), 3.00 (H-3’, s, 2H), 2.98 - 2.93 (H-6’, m, 2H), 2.79 - 2.68 (H-2’, m, 4H), 2.40 —
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1.44 (H-2 aH-5y H-7’, m, 9H), 1.34 - 1.22 (H-8’ a H-16", m, 18H), 1.17 (H-8, s, 3H), 1.09 (H-
11, s, 3H), 1.03 (H-10, s, 3H), 0.94 - 0.85 (H-17, m, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) & (ppm): 171.8 (C-1), 170.0 (C-4’), 79.7 (C-6), 60.2 (C-3’), 53.2
(C-2’a), 52.8 (C-2’b), 46.8 (C-1’a), 45.8 (C-1’b), 44.3 (C-6’), 43.3 - 25.5 (C-2 a C-5,C-7 y C-
7’ a C-15’), 24.5 (C-8), 23.9 (C-10), 22.4 (C-11), 22.0 (C-16), 14.1 (C-17’).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CsHs4sN303 480.4160, encontrado 480.4072.

Sintesis de PIP2-24

PIP2-24

El compuesto PIP2-24 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-5 y el isonitrilo 1S-38. El producto se aislé como un aceite

incoloro. Rendimiento: 54%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 9.21 (H-5°, s, 1H), 7.98 (H-8’, d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.68 (H-
7°,d, ) =8.8 Hz, 2H), 3.75-3.65 (H-1’a, m, 2H), 3.55-3.45 (H-1’b, m, 2H), 3.23 (H-3’, s, 2H),
2.70 - 2.60 (H-2’, m, 4H), 2.60 (H-11’, s, 3H), 2.35 (H-2, t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.90 - 1.50 (H-3,
H-4, H-5, H-8,y H-9, m, 9H), 1.15 (H-11, s, 3H), 1.05 (H-10, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 197.0 (C-10°), 173.5 (C-1), 168.2 (C-4’), 141.7 (C-6"),
134.1(C-9’), 129.9 (C-8’), 118.9 (C-7’), 78.5 (C-6), 62.1 (C-3’), 53.5 (C-2’a), 53.1 (C-2’b), 45.5
(C-7), 45.0 (C-1"a), 43.8 (C-1’b), 42.1 (C-5), 38.4 (C-3), 35.2 (C-2), 28.8 (C-8), 28.1 (C-11),
26.6 (C-11°), 25.9 (C-10), 24.5 (C-4).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C24H3sN3:0,4 430.2706, encontrado 430.2721.
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Sintesis de PIP2-25

PIP2-25

El compuesto PIP2-25 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido 3,4-metilendioxicinamico y el isonitrilo 1S-44. El producto se aisld

como un aceite incoloro. Rendimiento: 62%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 7.55 (H-3, d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.05 (H-5, d, J = 1.5 Hz, 1H),
7.00 (H-5, d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.90 (H-9, dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 6.80 (H-8, d, J = 8.0 Hz, 1H),
6.25 (H-2, d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.00 (H-10, s, 2H), 3.90 (H-6’, m, 1H), 3.70 - 3.60 (H-1’a, m,
2H), 3.55 - 3.45 (H-1’b, m, 2H), 3.05 (H-3, s, 2H), 2.60 - 2.50 (H-2’, m, 4H), 2.10 - 1.20 (H-
9’, H-10°, H-11°, m, 7H), 0.95 (H-14’, s, 3H), 0.90 (H-13’, s, 3H), 0.85 (H-12’, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 168.0 (C-4’), 166.0 (C-1), 149.5 (C-6), 148.3 (C-7), 142.0
(C-3), 128.5 (C-4), 124.0 (C-9), 118.0 (C-2), 108.5 (C-8), 106.0 (C-5), 101.8 (C-10), 61.8 (C-
3%), 58.0 (C-6’), 53.4 (C-2’a), 53.0 (C-2’b), 47.5 (C-7’), 46.0 (C-1’a), 45.5 (C-1’b), 45.0 (C-8"),
38.0 (C-11’), 26.0 (C-10°), 25.0 (C-9°), 20.5 (C-14’), 20.1 (C-13’), 12.5 (C-12).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2sH3sN3:04 454.2706, encontrado 454.2711.

Sintesis de PIP2-26
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PIP2-26

El compuesto PIP2-26 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido levulinico y el isonitrilo 1S-44. El producto se aislé como un aceite

incoloro. Rendimiento: 71%.

H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 7.00 (H-5’, d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.90 (H-6’, m, 1H), 3.65 —
3.55 (H-1’a, m, 2H), 3.50 - 3.40 (H-1’b, m, 2H), 3.05 (H-3’, s, 2H), 2.80 (H-3, t, ) = 6.5 Hz, 2H),
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2.55-2.45 (H-2y H-2’, m, 6H), 2.15 (H-5, s, 3H), 2.10-1.20 (H-9’, H-10’, H-11’, m, 7H), 0.95
(H-14’, s, 3H), 0.90 (H-13", s, 3H), 0.85 (H-12, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 8 (ppm): 207.5 (C-4), 172.5 (C-1), 168.0 (C-4’), 61.8 (C-3’), 58.0
(C-6’), 53.4 (C-2’a), 53.0 (C-2’b), 47.5 (C-7’), 46.0 (C-1’a), 45.5 (C-1’b), 45.0 (C-8’), 38.0 (C-
3), 29.9 (C-5), 28.1 (C-2), 26.0 (C-10°), 25.0 (C-9°), 20.5 (C-14’), 20.1 (C-13), 12.5 (C-12?).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C,1H3sN3O3 378.2757, encontrado 378.2747.

Sintesis de PIP2-27
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PIP2-27

El compuesto PIP2-27 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido 2-hidroxiisobutirico y el isonitrilo 1S-44. El producto se aislé como un

aceite incoloro. Rendimiento: 78%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.02 (H-5°, d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.91 (H-6’, m, 1H), 3.68 -
3.58 (H-1’a, m, 2H), 3.52 - 3.42 (H-1’b, m, 2H), 3.07 (H-3’, s, 2H), 2.80 (H-5, sa, 1H), 2.62 -
2.52 (H-2’, m, 4H), 2.10 = 1.20 (H-9’, H-10’, H-11°, m, 7H), 1.45 (H-3 y H-4, s, 6H), 0.96 (H-
14, s, 3H), 0.91 (H-13’, s, 3H), 0.86 (H-12, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) & (ppm): 174.8 (C-1), 168.1 (C-4’), 72.5 (C-2), 61.9 (C-3’), 58.2
(C-6’), 53.5 (C-2’a), 53.1 (C-2’b), 47.6 (C-7), 46.2 (C-1’a), 45.8 (C-1’b), 45.1 (C-8’), 38.1 (C-
11°), 27.5 (C-3y C-4), 26.1 (C-10°), 25.2 (C-9’), 20.6 (C-14’), 20.2 (C-13’), 12.6 (C-12’).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CxH3sN3O3 366.2754, encontrado 366.2747.
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Sintesis de PIP2-28
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PIP2-28

El compuesto PIP2-28 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir del acido AC-8 y el isonitrilo 1S-44. El producto se aislé como un aceite

incoloro. Rendimiento: 69%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs)  (ppm): 7.05 (H-5’, d, J = 9.0 Hz, 1H), 5.25 (H-2, t, ) = 6.5 Hz, 1H),
3.92 (H-6’, m, 1H), 3.70 - 3.60 (H-1’a, m, 2H), 3.55 — 3.45 (H-1’b, m, 2H), 3.30 - 3.15 (H-4,
m, 2H), 3.08 (H-3, s, 2H), 3.00 — 2.90 (H-3, m, 2H), 2.65 - 2.55 (H-2’, m, 4H), 2.30 (H-6, d, J
= 7.0 Hz, 2H), 2.15 (H-7, m, 1H), 2.10 - 1.20 (H-9’, H-10’, H-11’, m, 7H), 0.98 (H-8 y H-9, d, J
= 6.5 Hz, 6H), 0.95 (H-14’, s, 3H), 0.90 (H-13", s, 3H), 0.85 (H-12’, s, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 173.0 (C-5), 171.5 (C-1), 168.2 (C-4’), 65.0 (C-2), 61.9
(C-3’), 58.3 (C-6’), 53.6 (C-2’a), 53.2 (C-2’b), 48.5 (C-4), 47.7 (C-7’), 46.1 (C-1’a), 45.9 (C-
1°b), 45.2 (C-8’), 43.5 (C-6), 38.2 (C-117), 30.5 (C-3), 26.2 (C-10°), 25.5 (C-7), 25.1 (C-9’), 22.5
(C-8y C-9),20.6 (C-14), 20.2 (C-13’), 12.5 (C-12).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2sH43N4O3S 497.3056, encontrado 497.3051.

Técnicas sintéticas experimentales y caracterizacion de los compuestos

obtenidos en el Capitulo 5

Metodologia para la sintesis de los bloques AM

Sintesis de AM-2
[NH HN] [NH [N:EO
NH HN NH N (@]
_/ _/
ciclen AM-2

Se seco ciclen (2 mmol) mediante destilacién azeotrépica en 50 mL de tolueno. Después

de eliminar el solvente a presién reducida, el residuo se disolvié en etanol seco (10 mL) y
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se ahadi6é oxalato de dietilo (1,1 eq). La solucidon se agité durante 48 h. a temperatura
ambiente. La mezcla se purificé mediante cromatografia en gel de silice usando CHCls—
TEA (5:1) como eluyente. Se obtuvo el producto AM-2 como un sélido blanco. Rendimiento:

96%.

H RMN (300 MHz, CDCLs) & (ppm): 4.47 (m, 1H), 4.36 (m, 1H), 4.12 (m, 1H), 3.82 (m, 1H),
3.68 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 3.59 — 3.47 (m, 4H), 3.02 - 2.87 (m, 4H), 2.70 - 2.63 (m, 4H), 2.55
(m, 2H).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 160.2, 47.6, 44.9, 47.7, 42.9.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.*

Sintesis de AM-3

Sl
T ey

ciclen AM-3

Se acidificé una solucién de ciclen (2 mmol) en una mezcla de agua (4 mL) y THF (6 mL)
hasta pH 3 con HCl... Se afiadid gota a gota una solucion de cloroformiato de bencilo (3 eq)
enTHF (10 mL) con agitacién vigorosay el pH se mantuvo en 3 mediante la adicidn continua
de NaHCO; durante 2 h. La solucién se agitd a temperatura ambiente durante 18 h.
Después de la conversién completa del sustrato (controlada por CCD, CH,Cl,/MeOH/NH;
6:3,1), la mezcla se extrajo con éter de petroleo, luego la capa acuosa se basificd con
Na,COsy se extrajo con CH,CL. El solvente se secé sobre Na,SO,anhidroy Na,COs, se filtro
y evaporé a presion reducida. Se obtuvo el producto AM-3 como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 93%.
"H RMN (300 MHz, CDCl;) d (ppm): 7.35 (m, 10H), 5.15 (s, 4H), 3.42 (sa, 8H), 2.85 (m, 8H).

13C RMN (100 MHz, CDCLs) & (ppm): 156.6, 136.6, 128.3, 127.8, 127.7, 66.9, 50., 50.6, 50.5,
50.1, 49.4, 48.9, 48.3, 48.0.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura®..

349



Metodologia para la sintesis de los bloques IS

Sintesis de IS-57

H
4-metilanilina I1S-56

El compuesto IS-56 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
formamidas a partir de 4-metilanilina. El producto se aislé6 como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 84%.

"H RMN (500 MHz, CDCl;) 3 (ppm): rotdmero mayoritario: 8.62 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 8.37 (s,
1H),7.42(d,)=8.4Hz,2H), 7.14 (dd, J=13.9, 8.1 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H); rotamero minoritario:
8.33(d, J=2.0 Hz, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.14 (dd, ) = 13.9, 8.1 Hz, 2H), 6.98 (d, J = 8.4 Hz, 1H),
2.31 (s, 3H).

BC RMN (125 MHz, CDCL;) & (ppm): rotdmero mayoritario: 163.0, 135.3, 134.2,130.3, 119.3,
20.9; rotamero minoritario: 159.2, 134.6, 134.5, 129.7, 120.2, 21.0.

Los datos espectroscopicos coincidieron con los informados en literatura.*?
O
J —
H N CN

H
1S-56 1S-57

El compuesto IS-57 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la sintesis de
isonitrilos a partir de la formamida IS-56. El producto se aislé como un aceite de color

amarillo. Rendimiento: 73%.

Los datos espectroscoépicos coincidieron con los informados en literatura.
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Metodologia para la sintesis de los bloques CIC1

Sintesis de CIC1-1y CIC1-7

CiC1-1

El compuesto CIC1-1 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido laurico, la amina AM-2y t-butilisociano. El producto se aislé como un

aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 59%.

H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 6.84 (H-15", s, 1H), 3.38 (H-13”, s, 2H), 3.54 - 2.73 (H-1
aH-8, m, 16H), 2.29 (H-2”, t, ) = 7.6 Hz, 2H), 1.60 (H-3", dq, J = 12.1, 6.0 Hz, 2H), 1.39 (H-
177, s, 9H), 1.32 - 1.17 (H-4” aH-11”, m, 16H), 0.87 (H-12", 1, ) = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCly) & (ppm): 171.7 (C-17"), 170.0 (C-14”), 160.2 (C-2’), 160.0 (C-1°),
58.2 (C-13”), 55.1 — 43.4 (C-1 a C-8 y C-16"), 34.5 (C-2""), 32.4 - 21.9 (C-3” a C-11” y C-
17”), 14.1 (C-12).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CxsHs2NsO,4 522.4014, encontrado 522.4045.

AN \
4 2 10[N HN] 4
X N A

15'

12 10 8

cic1-7

Metodologia general para la hidrélisis del grupo protector de los aductos Ugi Split 1,4-

diprotegidos*’: Se disolvi6 el aducto Ugi Split (50 mg) en agua (5 mL) y se afladié NaOH (10
M; 5 mL). La mezcla de reaccién se agitd a 90 °C durante la noche. El producto se extrajo

con CH,CL. El solvente se evaporo a presion reducida.

El compuesto CIC1-7 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,4-diprotegidos a partir de CIC1-1. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 89%.
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H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 6.80 (H-15, s, 1H), 3.31 (H-13", s, 2H), 3.45 - 2.70 (H-1
a H-10, m, 18H), 2.42 (H-2’, t, J = 7.9 Hz, 2H), 1.64 (H-3’, p, J = 7.8 Hz, 2H), 1.36 (H-17", s
9H), 1.31-1.23 (H-4’ a H-11’, m, 16H), 0.89 (H-12’, t, ) = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 172.7 (C-1°), 171.0 (C-14’), 58.1 (C-13’), 54.1 — 43.5 (C-
1,C-2, C-4,C-5,C-7 aC-10y C-16’), 35.6 - 21.9 (C-2’ a C-11), 14.1 (C-12)).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CxsHs4sNsO, 468.4272, encontrado 468.4345.

Sintesis de CIC1-2y CIC1-8
w —
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CiC1-2

El compuesto CIC1-2 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido caprilico, la amina AM-2 y ciclohexilisociano. El producto se aisld

como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 45%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 5.41 (H-11”, sa, 1H), 4.29 - 4.17 (H-12”, m, 1H), 3.45 -
2.58 (H-1 a H-8, m, 16H), 3.60 (H-9”, s, 2H), 2.19 (H-2”, 1, J = 7.9 Hz, 2H), 1.63 - 1.16 (H-3”
aH-7”yH-13" aH-15”, m, 20H), 0.89 (H-8", t, J = 6.90 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 172.0 (C-17), 170.5 (C-10”), 160.3 (C-2’), 159.9 (C-1°),
58.3 (C-9”), 52.0 - 44.3 (C-1a C-8y C-13”), 35.8-21.5 (C-3” a C-7”y C-13” a C15”), 14.1
(C-8”).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2sHisNs04 492.3544, encontrado 492.3535.

Q J@ ]
CIC1-8
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El compuesto CIC1-8 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,4-diprotegidos a partir de CIC1-2. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 81%.

H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 5.60 (H-11°, sa, 1H), 4.01 - 3.90 (H-12’, m, 1H), 3.55 (H-
9, s, 2H), 3.43 - 2.71 (H-1 a H-10, m, 20H), 2.41 (H-2’, t, J = 7.9 Hz, 2H), 1.76 - 1.21 (H-3’ a
H-7’y H-13’ a H-15’, m, 20H), 0.89 (H-8’, 1, J = 7.1 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 172.5 (C-17), 170.7 (C-10°), 58.2 (C-9°), 53.9 - 43.9 (C-1,
C-2,C-4,C-5,C-7aC-10y C-12’), 35.9-21.5 (C-3’a C-7’y C-13’ a C-15’), 14.1 (C-8’).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C,4H1sNsO, 438.3803, encontrado 438.3746.

Sintesis de CIC1-3y CIC1-9
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CIC1-3

El compuesto CIC1-3 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Splita partir de acido linoleico, la amina AM-2y elisonitrilo IS-31. El producto se aislé como

un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 61%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.50 (H-21”, a, 1H), 7.77 - 6.92 (H-24” y H-25”, m, 4H),
5.43 - 5.28 (H-9”, H-10”, H-12” y H-13", m, 4H), 4.40 (H-22”, d, J = 5.8 Hz, 2H), 3.19 (H-
19”,'s, 2H), 3.61-2.92 (H-1 a H-8, m, 16H), 2.77 (H-11”", t, ) = 6.5 Hz, 2H), 2.34 (H-2”,1,) =
7.5 Hz, 2H), 2.05 (H-8” yH-14", q, ) = 6.7 Hz, 4H), 1.69 - 1.58 (H-3”, m, 2H), 1.40 - 1.22 (H-
4” aH-7”yH-15" a H-17”, m, 14H), 0.89 (H-18”, 1, ) = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 178.5 (C-17"), 173.2 (C-20”), 164.6 (C-2’), 163.4 (C-1°),
137.6-127.6 (C-9”, C-10”, C-12”, C-13” y C-23” a C-26"), 55.3 (C-19”), 52.3-42.9 (C-1 a
C-8yC-22”),37.7-21.7 (C-2” a C-8”, C-11” y C-14” a C-17”), 14.2 (C-18”).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C3;Hs7CINsO, 670.4094, encontrado 670.4093.
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CiC1-9

El compuesto CIC1-9 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,4-diprotegidos a partir de CIC1-3. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 97%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.36 — 7.15 (H-21’, H-24’ y H-25’, m, 5H), 5.43 - 5.28 (H-
9’, H-10’, H-12’y H-13’, m, 4H), 4.41 (H-22’, d, ) = 5.6 Hz, 2H), 3.33 (H-19’, s, 2H), 3.43-2.62
(H-1aH-10yH-11"", m, 20H), 2.42 (H-2’, t, ) = 7.9 Hz, 2H), 2.09 - 1.99 (H-8’y H-14’, m, 4H),
1.71-1.19 (H-3’ aH-7’y H-15’ a H-17", m, 16H), 0.89 (H-18’, t, ) = 6.5 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) 5 (ppm): 178.7 (C-1°), 172.6 (C-207), 138.1 - 127.0 (C-9’, C-10’,
C-11°, C-12’y C-23’ a C-26’), 56.6 (C-19°), 54.1 — 42.9 (C-1, C-2, C-4, C-5,C-7 a C-10y C-
22’),35.4-22.2 (C-3’aC-7’yC15’a C-17’), 14.0 (C-18’).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3sHssCINsO, 616.4352, encontrado 616.4423.

Sintesis de CIC1-4y CIC1-10
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Cic1-4

El compuesto CIC1-4 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Splita partir de acido linoleico, la amina AM-2y elisonitrilo IS-32. El producto se aislé como

un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 53%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 7.43 (H-23”, d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.14 (H-21”, sa, 1H), 6.87
(H-24”, d, ) = 9.0 Hz, 2H), 5.44 - 5.31 (H-9”, H-10”, H-12” y H-13”, m, 4H), 3.81 (H-26", s,
3H), 3.51 (H-19”, s, 2H), 3.61 — 2.94 (H-1 a H-8, m, 16H), 2.83 - 2.75 (H-11”, m, 2H), 2.36
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(H-27,t,)=7.7 Hz, 2H), 2.07 (H-8” yH-14", q, ) = 6.7 Hz, 4H), 1.74 (H-3”, p, J = 7.7 Hz, 2H),
1.65 (H-15", p, J = 7.5 Hz, 2H), 1.43 - 1.26 (H-4” a H-7”, H-16” y H-17”, m, 12H), 0.91 (H-
18”,1,)=6.1 Hz, 2H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 179.2 (C-1”), 171.4 (C-20""), 159.4 (C-2’), 158.7 (C-1°),
156.5 (C-25”), 131.2 (C-22"), 130.5 - 127.8 (C-9”, C-10”, C-12” y C-13”), 121.9 (C-23"),
114.3 (C-24”), 58.0 (C-19”), 55.6 (C-26”), 51.7 - 43.5 (C-1 a C-8), 38.4-21.7 (C-2” a C-8”
y C-14” a C-17"), 14.2 (C-18”).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3;HssNsOs 652.4432, encontrado 652.4464.
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CiC1-10

El compuesto CIC1-10 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,4-diprotegidos a partir de CIC1-4. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 82%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 7.88 (H-23’, d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.20 (H-21’, sa, 1H), 6.97
(H-24’,d, ) = 8.5 Hz, 2H), 5.45 - 5.29 (H-9’, H-10’, H-12’ y H-13’, m, 4H), 3.80 (H-26’, s, 3H),
3.44 (H-19", s, 2H), 3.43 - 2.62 (H-1 a H-10 y H-11°, m, 20H), 2.40 (H-2’, t, ) = 7.9 Hz, 2H),
2.08 -2.00 (H-8’y H-14’, m, 4H), 1.69 - 1.20 (H-3’ a H-7’ y H-15" a H-17’, m, 16H), 0.90 (H-
18, , ) = 6.45 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 179.7 (C-1°), 170.6 (C-20°), 156.3 (C-25’), 132.2 (C-22’),
131.0-127.9 (C-9’, C-10°, C-12y C-13’), 122.1 (C-23’), 114.2 (C-24"), 58.0 (C-19’), 55.4 (C-
26’), 54.1-47.8 (C-1, C-2, C-4, C-5y C-7 a C-10), 35.8 - 21.2 (C-2’ a C-8’y C-14’ a C-17’),
14.4 (C-18).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CssHeoNsO3 598.4691, encontrado 598.4666.
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Sintesis de CIC1-5y CIC1-11
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CIC1-5

El compuesto CIC1-5 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido furoico, la amina AM-2y el isonitrilo 1S-36. El producto se aislé como

un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 57%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 7.71 (H-5"", dd, J = 1.8, 0.8 Hz, 1H), 7.68 (H-8", sa, 1H),
7.04 (H-3”, dd, J = 3.5, 0.8 Hz, 1H), 6.58 (H-4”, dd, J = 3.5, 1.8 Hz, 1H), 3.29 (H-6", s, 2H),
3.62-2.93 (H-1aH-8y H-9”, m, 18H), 1.53-1.21 (H-10” a H-19”, m, 20H), 0.89 (H-20", t,
J=6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 171.1 (C-7), 163.0 (C-1”), 159.4 (C-2’), 158.8 (C-1°),
147.9 (C-2”), 144.6 (C-5”), 116.7 (C-3”"), 111.8 (C-4”), 57.8 (C-6""), 52.3-42.5 (C-1a C-8 y
C-9”),33.6-21.2 (C-10” a C-19”), 14.1 (C-20").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2H1sNs0s 546.3650, encontrado 546.3671.
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CiC1-11

El compuesto CIC1-11 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,4-diprotegidos a partir de CIC1-5. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 79%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.72 (H-5°, t, J = 1.7 Hz, 1H), 7.08 (H-3’, dd, J = 5.3, 1.7
Hz, 1H), 6.90 (H-8’, sa, 1H), 6.56 (H-4’, dd, J = 5.3, 1.6 Hz, 1H), 3.30 (H-6’, s, 2H), 3.47 - 2.54
(H-1aH-10y H-9’, m, 20H), 1.53 - 1.46 (H-10’, m, 2H), 1.33 - 1.23 (H-11’ a H-19’, m, 18H),
0.88 (H-20’, 1, J = 6.8 Hz, 3H).
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13C RMN (125 MHz, CDCls) 3 (ppm): 171.0 (C-7°), 162.9 (C-1°), 148.0 (C-2°), 144.2 (C-5’),
117.0 (C-3’), 111.5 (C-4’), 58.1 (C-6’), 55.2 — 42.9 (C-1, C-2, C-4, C-5, C-7 a C-10 y C-9’),
33.0-21.5(C-10’ a C-19°), 14.0 (C-20").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C,;Hs0NsO3 492.3908, encontrado 492.3972.

Sintesis de CIC1-6 y CIC1-12
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CIC1-6

El compuesto CIC1-6 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido caprilico, la amina AM-2 y el isonitrilo 1S-57. El producto se aisld

como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 63%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.02 (H-11”, sa, 1H), 7.40 (H-13”, d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.11
(H-14”,d, ) = 7.9 Hz, 2H), 3.62 - 2.97 (H-1 a H-8 y H-9”, m, 18H), 2.40 (H-2”", t, J = 7.9 Hz,
2H), 2.36 (H-16”, s, 3H), 1.64 (H-3”, p, J = 7.7 Hz, 2H), 1.37 - 1.23 (H-4” aH-7"’, m, 7H), 0.88
(H-8”,t, ) = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLy) & (ppm): 173.7 (C-17"), 169.8 (C-10”), 159.3 (C-2’), 158.7 (C-1°),
135.2 (C-12”), 132.3 (C-15”), 128.8 (C-14”), 120.8 (C-13"), 57.7 (C-9”), 51.9 - 42.3 (C-1 a
C-8), 36.5-22.0 (C-2” a C-7"), 20.8 (C-16”), 14.1 (C-8").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C,;H42NsO, 500.3231, encontrado 500.3182.
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El compuesto CIC1-12 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,4-diprotegidos a partir de CIC1-6. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 87%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8.10 (H-11", s, 1H), 7.42 (H-13’, d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.15
(H-14’, d, ) = 7.9 Hz, 2H), 3.43 = 2.71 (H-1 a H-10 y H-9’, m, 20H), 2.43 (H-2’, t, ) = 7.9 Hz,
2H), 2.34 (H-16’, t, J = 0.7 Hz, 3H), 1.66 (H-3", p, J = 7.7 Hz, 2H), 1.39 - 1.20 (H-4’ a H-7, m,
8H), 0.87 (H-8’,t, ) = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 172.1 (C-17), 168.9 (C-10°), 136.6 (C-12’), 132.4 (C-15"),
129.1(C-14),120.1 (C-13’), 55.9 (C-9’), 53.73-43.79 (C-1, C-2, C-4, C-5y C-7 a C-10), 37.7
~21.8(C-2’aC-7’),20.4 (C-16’), 14.2 (C-8").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C,sH14NsO, 446.3490, encontrado 446.3445.

Metodologia para la sintesis de los bloques CIC2

Sintesis de CIC2-1y CIC2-7

El compuesto CIC2-1 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido fenilacético, la amina AM-3y el isonitrilo IS-36. El producto se aisld

como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 59%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7.71 (H-9”, sa, 1H), 7.38 = 7.21 (H-4’ a H-6’ y H-4” a H-
6”, m, 15H), 5.16 (H-2’, m, 4H), 3.82 (H-2”, s, 2H), 3.46 (H-7", s, 2H), 3.25 - 2.51 (H-1 a H-4
yH-10”, m, 18H), 1.54 - 1.45 (H-11”, m, 2H), 1.33 - 1.25 (H-12” a H-20”", m, 18H), 0.89 (H-
21”,1,) = 6.92 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 171.2 (C-8), 170.6 (C-1”), 156.5 (C-1°), 136.6 (C-3"),
135.1 (C-3”), 128.7 - 127.0 (C-4’ a C-6’ y C-4” a C-6"), 67.0 (C-2’), 57.8 (C-7”), 51.0 - 43.8
(C-1aC-4yC-10"), 40.8 (C-2”), 31.8 -22.7 (C-11” a C-20"), 14.1 (C-21”).
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HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4sHesNsOs 784.5008, encontrado 784.5013.
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Metodologia general para la hidrélisis del grupo protector de los aductos Ugi Split 1,7-

diprotegidos*!: Se disolvio el compuesto de partida (0,5 mmol) en EtOH absoluto (5 mL)y
se ahadié Pd/C (contenido de Pd 10%, 0,01 g). La mezcla se hidrogend en un aparato de
hidrogenacion Parr (20-25 psi) durante 48 h. El catalizador se separé por filtraciony el EtOH
se elimind por evaporacioén a presién reducida. El aceite resultante se disolvié en Et,Ovy la
solucion se extrajo con una solucién acuosa fria de NaOH 20%. Se secé sobre Na,SO,

anhidro y el solvente se elimind mediante evaporacion a presion reducida.

El compuesto CIC2-7 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidroélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,7-diprotegidos a partir de CIC2-1. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 90%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 7.33 - 7.22 (H-4’ a H-6’, m, 5H), 6.95 (H-9, t, ) = 4.9 Hz,
1H), 3.53 (H-2’, s, 2H), 3.43 - 3.38 (H-1, m, 4H), 3.26 (H-7’, s, 2H), 3.19-3.14 (H-10’, m, 2H),
2.90 - 2.78 (H-2, H-4 y H-5, m, 12H), 1.54 - 1.45 (H-11’, m, 2H), 1.32 - 1.24 (H-12’ a H-20’,
m, 18H), 0.89 (H-21, t, J = 7.2 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 3 (ppm): 172.8 (C-8°), 171.0 (C-1°), 134.9 (C-3’), 128.9-128.7 (C-
4’y C-5), 127.1 (C-6’), 58.0 (C-7°), 53.9 - 46.1 (C-1 a C-4), 46.0 (C-10°), 41.5 (C-2), 32.0 -
27.2 (C-11’a C-19°), 22.8 (C-20°), 14.2 (C-21").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3Hs4sNs02516.4272, encontrado 516.4349.
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Sintesis de CIC2-2 y CIC2-8

El compuesto CIC2-2 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido 2-metoxibenzoico, la amina AM-3 y el isonitrilo 1S-36. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 56%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 7.50 — 6.76 (H-4’ a H-6, H-4” a H-7” y H-11", m, 15H),
5.15 (H-2, s, 4H), 3.95-2.51 (H-1 a H-4y H-12”, m, 18H), 3.70 (H-8", s, 3H), 3.48 (H-9”, s,
2H), 1.50 - 1.36 (H-13”, m, 2H), 1.37 - 1.13 (H-14” a H-22”, m, 18H), 0.87 (H-23”, 1, ) = 7.0
Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) 8 (ppm): 171.2 (C-10”), 169.7 (C-1”), 156.1 (C-3”), 155.1 (C-17),
139.3 - 108.3 (C-3’ a C-6’, C-2”, C-4” a C-7"), 67.0 (C-2’), 58.0 (C-9”), 55.7 (C-8”), 52.7 —
43.3(C-1aC-4),35.0-21.6 (C-14” a C-22"), 14.1 (C-23”).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4sHesNsO; 800.4957, encontrado 800.4951.
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CiC2-8

El compuesto CIC2-8 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,7-diprotegidos a partir de CIC2-2. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 91%.
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"H RMN (500 MHz, CDCLls) & (ppm): 7.52 — 6.92 (H-4’ a H-7 y H-11’, m, 5H), 3.83 (H-8’, s,
3H), 3.57 - 2.77 (H-1 a H-5 y H-12°, m, 20H), 3.26 (H-9", s, 2H), 1.54 — 1.46 (H-13’, m, 2H),
1.33-1.23 (H-14’ a H-22’, m, 18H), 0.89 (H-23", t, J = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 171.2 (C-10°), 168.9 (C-1°), 159.5 - 110.0 (C-2’ a C-7’),
58.2 (C-9’), 55.8 (C-8’), 53.8 - 42.9 (C-1, C-2, C-4y C-5), 32.8 -21.9 (C-12’ a C-22’), 14.1 (C-
23").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H*] C3Hs4sNs03 532.4221, encontrado 532.4138.

Sintesis de CIC2-3 y CIC2-9

El compuesto CIC2-3 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido p-nitrobenzoico, la amina AM-3 y el isonitrilo 1S-36. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 61%.

"H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.34 — 7.95 (H-3” y H-4”, m, 4H), 7.42 - 7.16 (H-4’ a H-
6’, m, 10H), 7.11 - 7.04 (H-8”, m, 1H), 5.15 (H-2’, s, 4H), 3.87 - 2.69 (H-1 a H-4 y H-9”", m,
18H), 3.33 (H-6", s, 2H), 1.52 — 1.37 (H-10”, m, 2H), 1.30 - 1.17 (H-11” a H-19”, m, 18H),
0.87 (H-20”, 1, ) = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 171.2 (C-7"), 169.9 (C-1), 155.9 (C-1°), 149.8 - 121.6
(C-3’a C-6’y C-2” a C-5"), 67.4 (C-2’), 58.7 (C-6""), 53.3 — 42.4 (C-1 a C-4 y C-9”), 33.9 -
20.2 (C-10” a C-19”), 14.1 (C-20").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4sHs3sNeOs 815.4702, encontrado 815.4714.
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Ccic2-9

El compuesto CIC2-9 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,7-diprotegidos a partir de CIC2-3. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 87%.

H RMN (500 MHz, CDCls) 3 (ppm): 8.22 (H-3°, d, J = 8.7 Hz, 2H), 8.09 (H-4’, d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.11 - 7.04 (H-8’, m, 1H), 3.54 — 2.78 (H-1 a H-5y H-9’, m, 18H), 3.26 (H-6, s, 2H), 1.52 —
1.46 (H-10°, m, 2H), 1.33-1.24 (H-11’ a H-19°, m, 18H), 0.89 (H-20’, t, J = 6.9 Hz, 3H).

3C RMN (125 MHz, CDCL) 3 (ppm): 171.2 (C-7°), 170.1 (C-1°), 148.5 (C-5’), 142.1 (C-2’),
127.9(C-3’), 123.2 (C-4’), 58.2 (C-6’), 54.0 — 42.3 (C-1, C-2, C-4, C-5y C-9’), 34.0 - 20.3 (C-
10’ a C-19’), 14.1 (C-20°).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2sHs1NeO4 547.3966, encontrado 547.4054.

Sintesis de CIC2-4y CIC2-10
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El compuesto CIC2-4 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Splita partir de acido 3-indolacético, la amina AM-3y elisonitrilo 1S-36. El producto se aisld

como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 52%.

H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 8.99 (H-5”, s, 1H), 7.76 —6.41 (H-4’ a H-6’, H-4”, H-7" a
H-10” y H-14”, m, 16H), 5.09 (H-2’, s, 4H), 3.77 (H-2”, s, 2H), 3.93 - 2.43 (H-1 a H-4 y H-
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15”, m, 18H), 3.04 (H-12”, s, 2H), 1.50 - 1.35 (H-16", m, 2H), 1.36 - 1.13 (H-17" a H-25",
m, 18H), 0.86 (H-26", t, J = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 171.2 (C-13”), 170.4 (C-1""), 156.5 (C-1), 139.3 - 107.1
(C-3’a C-6’,C-3”, C-4” yC-6” a C-11”), 67.0 (C-2’), 57.8 (C-12"), 52.2-43.0 (C-1a C-4y
C-15"), 34.8 (C-2”), 33.2-21.9 (C-16” a C-15""), 14.1 (C-26").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4sHesNeOes 823.5117, encontrado 823.5136.
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CIC2-10

El compuesto CIC2-10 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,7-diprotegidos a partir de CIC2-4. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 89%.

H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 8.98 (H-5’, sa, 1H), 7.63 — 6.89 (H-4’, H-7’ a H-10’ y H-
14’, m, 6H), 3.80 (H-2’, s, 2H), 3.43 - 2.77 (H-1 a H-5 y H-15’, m, 16H), 3.06 (H-12, s, 2H),
1.53-1.44 (H-16’, m, 2H), 1.33-1.23 (H-17’ a H-25’, m, 18H), 0.89 (H-26, t, ] = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 171.2 (C-13), 170.5 (C-1°), 138.5 - 108.2 (C-3’, C-4’y
C-6’aC-11’), 58.2 (C-12’), 54.0 - 41.7 (C-1, C-2, C-4, C-5 y C-15’), 34.8 (C-2’), 33.0 - 21.7
(C-16’ a C-25’), 14.1 (C-26’).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] Cs;HssNeO, 555.4381, encontrado 555.4320.

Sintesis de CIC2-5y CIC2-11
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El compuesto CIC2-5 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido palmitico, laamina AM-3 e isocianoacetato de metilo. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 66%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 7.38 - 7.26 (H-4’ a H-6’ y H-19”, m, 11H), 5.16 (H-2’, s,
4H), 3.98 (H-20”, d, J = 6.1 Hz, 2H), 3.71 (H-22”, s, 3H), 3.45 - 2.90 (H-1 a H-4y H-17”, m,
18H), 2.42 (H-2”, t, ) = 7.9 Hz, 2H), 1.64 (H-3”, m, 2H), 1.33 - 1.22 (H4” a H-15”, m, 24H),
0.89 (H-16",t, ) = 6.9 Hz, 3H).

13C RMN (125 MHz, CDCLs) & (ppm): 173.3 (C-21”), 172.8 (C-1”), 170.8 (C-18”), 156.5 (C-
1°), 136.6 (C-3’), 129.3 - 127.2 (C-4’ a C-6’), 67.0 (C-2’), 57.1 (C-17"), 52.3 (C-22”), 51.4 -
45.4 (C-1a C-4), 40.9 (C-20"), 34.9 (C-2”), 31.8 (C-14”), 30.4 - 28.6 (C-4” a C-13""), 25.5 (C-
3”),22.7 (C-15”), 14.1 (C-16").

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C4sH70Ns0s 808.5219, encontrado 808.5196.

CiC2-11 *

El compuesto CIC2-11 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,7-diprotegidos a partir de CIC2-5. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 96%.

"H RMN (500 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 7.70 (H-19’, t, J = 5.9 Hz, 1H), 3.81 (H-20’, d, J = 5.4 Hz,
2H), 3.62 (H-22’, s, 3H), 3.28 (H-17", s, 3H), 3.19 - 2.68 (H-1, H-2, H-4 y H-5, m, 16H), 2.27
(H-2’,t,)=7.6 Hz, 2H), 1.59 (H-3’, p, J = 7.7 Hz, 2H), 1.33 - 1.18 (H-4’ a H-15’, m, 24H), 0.86
(H-16’, 1, J = 7.0 Hz, 6H).

13C RMN (125 MHz, CDCly) & (ppm): 176.1 (C-21°), 174.8 (C-1°), 170.8 (C-187), 60.5 (C-17’),
52.7-46.3 (C-1, C-2, C-4, C-5y C-22°), 43.4 (C-20°), 33.6 (C-2’), 32.0 (C-14’), 30.6 - 28.9 (C-
4’ a C-13’), 25.4 (C-3’), 22.8 (C-15°), 14.2 (C-16).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C2sHssNsO4 540.4483, encontrado 540.4577.
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Sintesis de CIC2-6 y CIC2-12

CIC2-6

El compuesto CIC2-6 se obtuvo siguiendo la metodologia general para reacciones de Ugi
Split a partir de acido palmitico, la amina AM-3 y el isonitrilo 1S-36. El producto se aislo

como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 47%.

"H RMN (500 MHz, CDCLs) & (ppm): 7.44 - 7.28 (H-4’ a H-6’, m, 10H), 7.11 (H-19”, sa, 1H),
5.11 (H-2, s, 4H), 3.23 - 3.14 (H-20”, m, 2H), 3.10 (H-17", s, 2H), 3.82 - 2.67 (H-1 a H-4, m,
16H), 2.51 (H-2”", , ) = 7.8 Hz, 2H), 1.64 - 1.38 (H-3” y H-21”, m, 4H), 1.36 — 1.07 (H-4” a H-
15" y H-22” a H-30”, m, 42H), 0.87 (H-16” y H-317, 1, J = 6.9 Hz, 6H).

13C RMN (125 MHz, CDCLls) 3 (ppm): 173.5 (C-17’), 170.8 (C-18”), 156.2 (C-1°), 136.4 (C-3"),
130.3-126.2 (C-4’ a C-6), 67.0 (C-2’), 58.5 (C-17"), 52.1 - 42.5 (C-1 a C-4y C-20"), 34.9
(C-2”), 32.4-22.1 (C-3” a C-15” y C-21”” a C-30”"), 14.1 (C-16” y C-31”).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] CssHeoNsOs 904.6886, encontrado 904.6869.

CiC2-12

El compuesto CIC2-12 se obtuvo siguiendo la metodologia general para la hidrélisis del
grupo protector de los aductos Ugi Split 1,7-diprotegidos a partir de CIC2-6. El producto se

aislé como un aceite de color amarillo palido. Rendimiento: 93%.

H RMN (500 MHz, CDCl;) & (ppm): 7.11 (H-19’, t, J = 4.9 Hz, 1H), 3.26 (H-17", s, 2H), 3.50 —
2.70 (H-1 a H-5y H-20’, m, 20H), 2.42 (H-2’, 1, J = 7.9 Hz, 2H), 1.79 - 1.43 (H-3’ y H-21’, m,
4H), 1.34-1.20 (H-4’ a H-15’ y H-22’ a H-30’, m, 42H), 0.97 — 0.84 (H-16’ y H-31°, m, 6H).
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3C RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm): 173.6 (C-1°), 170.9 (C-187), 58.2 (C-17’), 53.9 — 42.3 (C-
1,C-2,C-4,C-5y C-20°),36.8-20.6 (C-2’a C-15’y C-21’ a C-30°), 14.1 (C-16’), 14.1 (C-31?).

HRMS (ESI*): m/z calculado para [M+H"] C3sH;sNs0, 636.6150, encontrado 636.6097.

Analisis quimioinformatico

Preparacion de las bases de datos

Todas las bases de datos compiladas en esta Tesis consisten en archivos de texto donde
las estructuras de los compuestos se codificaron en formato SMILES. Las moléculas
sintéticas presentadas en esta Tesis se dibujaron en ChemDraw (versién 22.0.0.22) y se

convirtieron con ese mismo programa en los correspondientes cédigos SMILES.

La coleccion de productos naturales se tomé de la COCONUT (COlleCtion of Open Natural
ProdUcTs) y se depurd reteniendo Unicamente aquellas entradas con organismo de origen
reportado. El conjunto final, denominado PN-T, incluyd 180.399 compuestos, utilizados

como referencia para el espacio quimico natural.

Como contraparte sintética se empled la Enamine Hit Locator Library-200, una biblioteca
comercial de 200.000 compuestos orientada a high-throughput screening, utilizada como

referencia del espacio quimico sintético convencional.

Los conjuntos de moléculas fueron preparados en formato SMILES, eliminando duplicados
y sales. El procesamiento se realiz6 en Python, empleando pandas y numpy para

manipulacién de tablas y RDKit para la estandarizacidon de estructuras.

Calculo de los descriptores moleculares

Se calcularon 22 descriptores fisicoquimicos y topolégicos. Para ello se usaron las
funciones Chem.Descriptors y rdMolDescriptors de RDKit (version 2023.09) y el software
DataWarrior (v06.05.02), complementando propiedades bdasicas con medidas de

complejidad moleculary fragmentos funcionales.

Los descriptores calculados fueron:
e Molweight: peso molecular, suma de las masas atomicas.

e cLogS: solubilidad acuosa calculada en escala logaritmica.
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cLogP: logaritmo del coeficiente de particidén octanol/agua.
Relative PSA: superficie polar relativa.
Non-H Atoms: niumero total de atomos pesados, excluyendo hidrégenos.

sp3-Carbon Fraction: fraccidon de carbonos en hibridacién sp3 respecto al total de
carbonos.

Rings Closures: nimero de cierres de anillo presentes en la estructura.

Largest Ring Size: tamano del anillo mas grande de la molécula, expresado en
numero de atomos.

NumO_norm: niumero de atomos de oxigeno normalizado por atomos pesados.
NumN_norm: numero de atomos de nitrdgeno normalizado por atomos pesados.
NumS_norm: nimero de atomos de azufre normalizado por a&tomos pesados.

NumX_norm: numero de atomos halogenados (F, Cl, Br, ) normalizado por atomos
pesados.

Bridgeheads_norm: numero de carbonos en posiciones de puente en sistemas
policiclicos, normalizado por atomos pesados.

Spiro_norm: numero de atomos espiro compartidos por dos ciclos, normalizado
por atomos pesados.

H-Acceptors_norm: numero de aceptores de enlaces de hidrégeno (O, N con pares
libres), normalizado por atomos pesados.

H-Donors_norm: numero de donores de enlaces de hidrégeno (N-H, O-H),
normalizado por atomos pesados.

Electronegative Atoms_norm: numero de atomos electronegativos (O, N, S,
halégenos) normalizado por &tomos pesados.

Aromatic Atoms_norm: nidmero de atomos aromaticos normalizado por atomos
pesados.

Rotable Bonds_norm: proporcion de enlaces rotables respecto al total de enlaces
de la molécula.

Amides_norm: numero de grupos amida, normalizado por atomos pesados.

Basic Nitrogens_norm: numero de nitrégenos basicos (por ejemplo, aminas,
imidazoles), normalizado por 4tomos pesados.
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e Acidic Oxygens_norm: numero de oxigenos acidos (carboxilos, fenoles),
normalizado por &tomos pesados.

Construccion de bibliotecas virtuales

La enumeracién combinatoria de compuestos se realizé con el mddulo especifico de
DataWarrior (v06.05.02), que permiti6 combinar bloques de construccion definidos
siguiendo reglas preestablecidas. Las bibliotecas generadas se exportaron en formato

SMILES para su posterior analisis.

Analisis exploratorio y reduccion de dimensionalidad

El Analisis de Componentes Principales (PCA) se implementd en scikit-learn y permitié
explorar la diversidad estructural de las bibliotecas mediante la reducciéon de
dimensionalidad. La extensidon de cada coleccién en el espacio quimico se evalud
calculando el volumen ocupado, estimado a partir de elipsoides robustos ajustados
mediante el método de covarianza minima determinante (MinCovDet). Para la
representacion grafica se utilizaron matplotlib y seaborn, generando proyecciones

bidimensionales, histogramas y diagramas comparativos.

Analisis supervisado y clasificacion

Con el fin de explorar diferencias sistematicas entre conjuntos, se aplicaron técnicas
supervisadas. El Analisis Discriminante Lineal (LDA) se llevé a cabo con scikit-learn,
construyendo funciones discriminantes capaces de maximizar la separacién entre clases
predefinidas. Los modelos de Random Forest también se implementaron en scikit-learn,
utilizdndose tanto para la clasificacion como para la evaluacién de desempefio mediante

meétricas de exactitud, matrices de confusidn y validacién cruzada.

Visualizacion de agrupamientos

Como herramienta complementaria, se empled el algoritmo t-SNE (scikit-learn) para la
representacion en dos dimensiones de las relaciones de vecindad entre compuestos en

espacios de alta dimensionalidad.
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Medidas de similitud con productos naturales

La semejanza con metabolitos especializados se evalué calculando el NP-likeness score,
implementado mediante un script local en Java que procesa archivos en formato SMILES.
De este modo fue posible comparar cuantitativamente las distribuciones de distintas

colecciones con bases de productos naturales y sintéticos.

Seleccion racional de subconjuntos

La priorizacion de compuestos dentro de las bibliotecas se realizé6 considerando la
diversidad estructural. Para ello se calcularon distancias multivariadas, en particular la

distancias euclideas y de Mahalanobis, empleando las librerias scipy y numpy.

Ensayos de actividad

Ensayos antifungicos

Las cepas de hongos ensayadas Fusarium tucumaniae (FT), Fusarium graminearum (FG)
(Centro de Referencia de Micologia, Facultad de Ciencias Bioquimica y Farmacéuticas,
Universidad de Rosario N CCC220.05) y F. solani (Instituto Spegazzini, Facultad de
Ciencias Naturalesy Museo, Universidad Nacional de La Plata N LPSC868) se cultivaron en
medio de agar extracto de malta al 3% (p/v) (Oxoid Ltd, Basingstoke Hants, Inglaterra) en
placas de Petride 9 cm a 25 °C y en la oscuridad. Para obtener las esporas, se cultivaron
hongos durante 7 a 10 dias. La recoleccion se realizd suspendiendo las esporas en agua

esterilizada (con oligoelementos).*?

Para el ensayo de bioautografia directa en CCD, se marcaron puntos de siembra en una
placa de silica separados por 3 cm, y se sembroé cada compuesto en una concentracion de
50 ug/punto de siembra. La placa se sumergio en la suspension de esporas del hongo
correspondiente y se incubd a 25 °C, en la oscuridad y bajo humedad controlada. La

medicion del didmetro de los halos de inhibicién se efectud luego de 48 h. de incubacién.*

Para aquellos compuestos con actividad significativa se determiné la minima
concentracion inhibitoria mediante el método de microdilucién. Para ello los compuestos
se disolvieron en etanol a una concentracion de 1 ug/mLy se agregaron alicuotas de cada
uno en placas de 96 pocillos conteniendo 0,2 mL de caldo extracto de malta estéril al 3%

(m/v) hasta concentraciones finales en el rango de 0 a 100 uM de compuesto.
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La suspension del indculo se ajusté a 105 unidades formadoras de colonias/mL y se
agregaron 10 uL a cada pocillo, excepto a la primera fila, que solamente contenia caldo
extracto de malta como control negativo de contaminacion. La placa se incubé a 25 °C
durante 72 h. en oscuridad y con humedad controlada la minima concentracién inhibitoria
(MIC) se determiné como la concentracidon de compuesto mas baja capaz de inhibir la
germinaciéon de esporas. La maxima concentracidon usada de etanol no mostré efecto

inhibitorio. En cada caso el ensayo se realizé por duplicado.

Ensayos antiproliferativos

Se cultivaron células Vero (ATCC CCL-81), células CRFK (ATCC CCL-94)y células A549 de
pulmon humano (ATCC CCL-185) en medio minimo esencial Eagle (MEM, Gibco™ Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) suplementado con 5% de suero bovino recién
nacido inactivado por calor (NBS, Gibco™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).
Las células Vero E6 y las células CRFK se cultivaron en MEM suplementado con suero
bovino fetal inactivado al 10% (FBS, Gibco™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). Se cultivaron células Calu-3 de pulmdén humano y células Huh-7 de hepatoma
humano en D-MEM (Gibco™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)
suplementado con FBS al 10%. Las lineas celulares se cultivaron y mantuvieron a 37 °C

con una atmdsfera de CO; al 5%.

La citotoxicidad se determind inicialmente observando alteraciones en la morfologia

celular bajo un microscopio de luz invertida (Nikon Eclipse TS100).

La concentracion requerida para reducir la viabilidad celular en un 50% (CC50) se obtuvo
como se describié anteriormente (Vicente et al., 2023). Las células se sembraron a una
concentracion de 104 células/pocillo en placas de 96 pocillos y se cultivaron a 37 °C
durante 24 h. Luego, las células se trataron con compuestos por triplicado. Después de 72
h. de tratamiento, la viabilidad celular se determind utilizando el ensayo de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El control con DMSO al 1% no mostré ningun
efecto sobre la viabilidad celular. La CC50 se determindé a partir de curvas de

concentracidn-respuesta equipadas con el software GraphPad Prism 6.0.

Se sembraron células Vero a una concentracion de 104 células/pocillo en placas de 96
pocillos y se cultivaron a 37 °C durante 1 dia. Luego, las células se trataron con diversas

concentraciones de los compuestos probados por triplicado.
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Se utilizé DMSO como control. Después de 24 h. de tratamiento, la viabilidad celular se
determind utilizando 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio (MTS, CellTiter 96 Reactivo de una solucion acuosa; Promega). Se obtuvo la

concentracion requerida para reducir la viabilidad celular en un 50% (CC50).

El control con DMSO al 1% no mostré ningun efecto sobre la viabilidad celular. La
citotoxicidad también se determind utilizando células Vero confluentes que no estaban en
crecimiento después de 72 h. de tratamiento con la concentracion maxima de los

compuestos empleados.

La viabilidad celular se determiné por el método colorimétrico de MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Las células se sembraron en placas de 96 pocillos
con una densidad de 104 células/pocillo en los cuales se anadieron soluciones de
diferentes concentraciones de los compuestos a ensayar. Cada tratamiento se realizé por

triplicado.

Despuésde 72 h.deincubacién, se agregd alas células en el medio de cultivo una solucién
de MTT (5 mg/mL en agua destilada). Las placas se incubaron durante 2 h. a 37 °C. Luego
el formazan producido se solubilizé mediante la adicién de 0,2 mL de etanol y los valores
de absorbancia se midieron inmediatamente utilizando un lector de placas ELISA
(Eurogenetics MPR-A 4i) a una longitud de onda de control de 570 nm y una longitud de
onda de referencia de 630 nm. Los resultados para cada cultivo celular tratado se
normalizaron como un porcentaje de la absorbancia con respecto a los controles no
tratados. Las desviaciones estandar (DE) de los datos normalizados se calcularon a partir
de las DE de las células y los controles tratados y los valores medios de las absorbancias

correspondientes (usando datos de tres experimentos independientes) como:

Acontrol Acontrol Acélulas tratadas

2 2
Agg DE DE ¢
DE de los datos normalizados = células tratadas\/( control) + < células tratadas)

La concentracion de compuesto requerida para inhibir el crecimiento celular en un 50%
(ICs0) se determind a partir de un ajuste de los datos dosis —respuesta mediante el software

GraphPad Prism 6.0. El modelo utilizado para ajustar las curvas responde a la ecuacion:

371



100

viabilidad = 1 — 10U08(ICs0) — log(concentracién))h

La salida del programa da, por un lado, el valor de ICs, y por el otro el desvio estandar DE

del log(ICso); a partir del cual puede calcularse el DE del ICs, mediante la ecuacion:

DE IC5y = DE log(ICsq) x IC50 x 1log(10)

En todos los casos se us6 5-fluorouracilo como control positivo.

Ensayos antivirales

Se utilizaron las siguientes cepas virales: adenovirus tipo 5 (Adv-5), herpes simple tipo 1
(HSV-1) cepa KOS, herpes simple tipo 2 (HSV-2) cepa G, virus Zika (ZIKV) cepa Puerto Rico
(PRVABC59), coronavirus canino (CCV) y sindrome respiratorio agudo severo coronavirus
2 (SARS-CoV-2) cepa Wuham. Todas las cepas virales se utilizaron y propagaron con una
baja multiplicidad de infeccidén (moi). Todos los trabajos con SARS-CoV-2 infeccioso se
realizaron en Nivel de Bioseguridad 3 (ABSL-3) (UOCCB, ANLIS-Malbran, Buenos Aires,
Argentina). Vero E6 y SARS-CoV-2 fueron amablemente proporcionados por el Dr. Jorge
Quarleri (INBIRS-Buenos Aires Argentina). Las células Calu-3 fueron proporcionadas
amablemente por la Dra. Fernanda Elias (Fundacién Pablo Cassara-Buenos Aires,
Argentina). Las células CCVy CRFK fueron proporcionadas amablemente por el Dr. Carlos
Palacios (Fundacion Pablo Cassara-Buenos Aires, Argentina).

Inhibicidn viral

La actividad antiviral se realizé como se describié anteriormente. El ensayo de inhibicion
del efecto citopatico (CPE) se utilizé como prueba preliminar para evaluar la actividad
antiviral. Las células se infectaron a una moi de 0,1 y se cultivaron durante 1 h. a 37 °C.
Luego, las células se trataron con compuestos o0 no, como virus de control, por triplicado.
Después de 48-72 h., se observé el efecto citopatico (CPE) causado por el virus
examinando la morfologia celular a través de un microscopio de luzinvertida (Nikon Eclipse
TS100). Luego, los sobrenadantes se recogieron y se titularon mediante ensayo de placa, y
se determind la concentracion requerida para reducir el rendimiento del virus en un 50%

(CE50) a partir de curvas de concentracion-respuesta equipadas con el software GraphPad
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Prism 6.0. Se utilizé ribavirina como farmaco de referencia para validar el ensayo de

actividad antiviral.
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