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1. RESUMEN

A partir del 13 de marzo del 2020 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha declarado el
inicio de la pandemia por el nuevo Coronavirus (SARS- COV-2). Este virus pertenece a la
familia Coronaviridae, siendo un virus de genoma ARN, envuelto, de polaridad positiva del
género Betacoronavirus distribuido en aves, seres humanos y otros mamiferos. Actualmente hay
confirmados mas de 500 millones de casos y méas de 6 millones de muertes desde su inicio. Esto
ha significado un problema de salud publica global generando la primera pandemia del siglo
XXI. Dicha pandemia ha agilizado los esfuerzos desde la ciencia en la busqueda de herramientas
para un control efectivo de la infeccidn, el cual ha estado focalizado en el desarrollo de vacunas
y/o disefio o reposicionamiento de farmacos antivirales. Actualmente favipiravir esta aprobado
para el tratamiento del virus Influenza y ha mostrado resultados alentadores en cuanto a la
capacidad antiviral en estudios clinicos contra SARS- COV-2. Favipiravir es un profarmaco que
actia como un analogo de nucleétido de guanina y su respectiva fosforribosilacion genera el
metabolito de favipiravir-ribofuranosil-5B-trifosfato (favipiravir-RTP) que es el principio activo
capaz de bloquear la replicacion de ARN del virus. No obstante, la eficiencia antiviral del
favipiravir esta limitada por una desfavorable farmacocinética y su baja tasa de conversion al
metabolito activo. En orden de contrarrestar estas problematicas, en el presente trabajo se
plante6é el disefio y sintesis quimica de nuevos analogos de favipiravir basados en la
funcionalizacion quimica. Modificaciones a nivel del grupo hidroxilo para obtener un
profarmaco con una mayor lipofilia, y a nivel de posicion seis del anillo de piracina. Entonces, el
objetivo central de este trabajo fue identificar una funcionalidad quimica que permita obtener un
sistema que mantenga o mejore la actividad antiviral in vitro respecto al favipiravir utilizando un
modelo de coronavirus. A los derivados de favipiravir se les determind la concentracion
citotoxica 50% (CCsp) en dos lineas celulares (HRT-18 y HEp-2) y ensayos antivirales para
determinar la concentracion inhibitoria 50% (Clsg) en dos modelos de Coronavirus (CovBo-
cepa mebus y h-coronavirus 229E). Se encontrd derivados con actividad antiviral en el mismo
rango de la del favipiravir, identificando que el derivado acetilado es un interesante candidato
con una baja toxicidad contra las dos lineas celulares y con una significativa actividad antiviral,
siendo incluso superior a la actividad activiral del favipiravir contra ambos modelos de
coronavirus.



2. INTRODUCCION

2.1 Antecedentes
En diciembre de 2019 fue informado a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) un brote de

neumonia por coronavirus en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China. En los siguientes
meses, se descubri6 que éste nuevo coronavirus era altamente contagioso y se propagd
rapidamente en un lapso corto de tiempo. La enfermedad causada por este virus fue denominada
COVID-19 y el 13 de marzo de 2020 fue declarada pandemia por la OMS. Esto se debid a que el
nimero de casos y muertes relacionados por COVID-19 aumentd exponencialmente fuera de
China y se extendio por varios paises desde fines de marzo de 2020 (Elfiky., 2020).
Posteriormente, se identificd que el agente infeccioso causante de esta enfermedad era el virus
SARS-CoV-2. Este pertenece a la familia Coronaviridae, siendo un virus de genoma ARN
envuelto del género Betacoronavirus distribuido en aves, seres humanos y otros mamiferos
(Cascella., et al., 2020)

En este caso, el foco de infeccion generado en el mercado de Wuhan proporciond la evidencia de
algun vinculo entre la transmision de un animal a un ser humano (Zhou & Yang., 2020). Para
SARS-CoV-2 en principio se ha propuesto la existencia de una especie animal como reservorio
intermediario entre murciélagos y humanos. Estudios genomicos han demostrado la existencia
de gran similitud de secuencias entre coronavirus que infectan murciélagos y este nuevo
coronavirus que origind la pandemia. Asimismo, estudios posteriores mostraron que los
coronavirus que infectan a los pangolines de la especie Manis javanica poseen una gran
similitud de secuencia en su genoma con el coronavirus responsable de la pandemia. Algunos
estudios sugieren a esta especie como reservorio intermediario pero ain no esta claro el origen
de este nuevo virus (Zhou., et al., 2020).

A partir del episodio generado en el mercado de Wuhan, se observé un aumento considerable en
el numero de infectados fuera del foco inicial sugiriendo una transmision directa entre las
personas. La sintomatologia méas frecuente de esta enfermedad presenta gran similitud con la
gripe tradicional causada por el virus influenza. Entre los sintomas mas habituales se destaca la
presencia de fiebre, tos, dolores musculares y pérdida del gusto/olfato. Otros sintomas menos

frecuentes pueden incluir dolor de garganta, cefalea, mareos, etc. Al tratarse de una patologia



respiratoria casos mas complejos pueden llegar a desarrollar complicaciones respiratorias y
requerir de atencion médica especializada (Cascella., et al., 2020).

Al 31 de marzo del 2020 se habian registrado 60.816 casos nuevos y 3.638 muertes por
coronavirus en todo el mundo. Esta tendencia siguid creciendo ain mas hasta llegar a duplicar el
nimero de muertes por dia y los casos diarios se cuadruplicaron entre abril y mayo del 2020.
Para diciembre del 2020, los casos nuevos eran alrededor de 650.000 y las muertes diarias
alcanzaron valores de 7.000 y 16.000 entre diciembre del 2020 y enero del 2021 (Figura 1). Este
fue uno de los momentos mas criticos de la pandemia. En el periodo comprendido entre finales
de abril y julio del 2021, las muertes y casos diarios comienzan a bajar notoriamente,
registrandose alrededor de 300.000 casos diarios y 6.000 defunciones. El pico maximo de la
pandemia se alcanzo entre finales de diciembre del 2021 y enero de 2022. Para el 26 de enero de
2022 se habian detectado 3.655.114 casos diarios y las defunciones estaban en el entorno de
10.000 diarias. En abril de 2022, la OMS tiene registrado un total de 533.816.957 millones de
casos y de 6.309.633 muertes acumulados en el mundo, habiendo el mayor nimero de casos por
habitantes (10.000 por cada 100.000) en Norte-América, toda Europa, Australia y gran parte de
Sur-América (Figura 2) (OMS., 2022).
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Figura 1. Mapa de distribucion de casos totales en DICIEMBRE de 2020. (Figura tomada de
www.dsn.gob.es).
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Figura 2. Distribucion de casos totalesen ABRIL 2022 (Figura tomada de www.dsn.gob.es).

En Uruguay, se registro una tendencia méas lenta en relacion al aumento de nimero de casos
diarios y muertes. En junio-julio del 2020 ocurrio el primer pico de la pandemia, registrandose
alrededor de 230 casos diarios en un total de 1.243 casos y 35 fallecidos desde el inicio de la
pandemia (Coronavirus uy, 2020). Para fines de marzo del 2021, los casos comenzaron a
aumentar considerablemente registrandose alrededor de 1500 casos positivos diarios hasta llegar
a 3500 casos diarios para fines del mes de junio de ese mismo afio. El 30 de junio se registraron
15.268 casos activos, los fallecidos hasta ese momento eran 5.593 en todo el territorio nacional
(aplicacion CoronavirusUY, 2021, Ministerio de Salud Publica, Uruguay). El pico maximo de la
pandemia en Uruguay se alcanzé entre finales de diciembre de 2021 y febrero de 2022. El 1 de
febrero de 2022 se habian registrado 11.472 casos nuevos en total de 66.523 casos activos
totales. EI numero de fallecidos totales hasta abril 2022) ha sido de 6.513 y el nimero de
personas afectadas por la enfermedad que se recuperaron ha quedado en 606.842.

Actualmente, el nimero de muertes por coronavirus en el mundo se encuentra en su punto mas
bajo en comparacion con los momentos criticos de la pandemia, mientras que los casos se
mantienen en alrededor de 500.000 casos diarios y los casos totales estan por encima de 500

millones en todo el mundo (Figura 2).


http://www.dsn.gob.es/

2.2 Descripcién del virus de familia Coronaviridae

2.2.1 Caracteristicas generales

Los coronavirus son virus de ARN de polaridad positiva, monocatenario, envueltos que
pertenecen a la familia Coronaviridae. Ellos fueron identificados y descritos en 1960 y se
pueden dividir en 4 subgrupos: alfa, beta, delta y gamma. EI nombre de esta familia es atribuido
a la presencia de estructuras del tipo corona que presentan en su superficie. Estos son virus de
origen zoon6tico que han emergido en las poblaciones humanas durante las dos Gltimas décadas.
Principalmente, se caracterizan por causar infecciones del tracto respiratorio, que se transmiten
via aérea, por el contacto entre personas. Esto tiene como consecuencia una alta tasa de
morbilidad y mortalidad que es causada por progresion del sindrome de dificultad respiratoria
aguda (Totura & Bavari., 2019). La estructura de los coronavirus es generalmente esférica de
entre 120- 150 nm de diametro (Vassilara., et al., 2018). Dentro de la familia Coronaviridae se
encuentran dos tipos de coronavirus altamente patdgenos; coronavirus del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV) y el coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-
CoV) (Totura & Bavari., 2019). Actualmente, se conocen siete tipos relacionadas con sindromes
respiratorios humanos, de las cuales cuatro se reconocen como endémicas; Human Coronavirus
229E (HCoV-229E), Human coronavirus NL63 (HCoV-NL63), HCoV-0C43 y HCoV-HKU.
Por otro lado, las tres restantes; SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 causan sindromes
respiratorios severos (Benavides., et al., 2020). La tasa de mortalidad en el caso de SARS-CoV
fue del 10% y en el caso de MERS-CoV del 37 % (Ena & Wenzel., 2020).

Durante estos afios desde el inicio de la pandemia, la OMS ha hecho con mayor énfasis un
seguimiento de las nuevas variantes de SARS-CoV-2 que han aparecido. Se clasifican en tres
grupos; variantes preocupantes, variantes de interés y variantes bajo vigilancia. Para la
asignacion de una variante al grupo de variantes preocupantes tiene que cumplir los siguientes
criterios: aumento significativo de la transmisibilidad, o aumento de la virulencia, o disminucion
de las medidas sociales y/o salud publica, las vacunas y tratamientos. Dentro de este grupo se
encuentran las variantes delta y omicron. Estas variantes han sido las que han generado las

mayores olas de contagios (OMS, 2022).



2.2.2 Estructura

El material genético del virus se encuentra asociado a proteinas que conforman la
nucleoocépside. Por fuera esta rodeado por una envoltura lipidica derivada del reticulo
endoplasmico rugoso y de las membranas de Golgi de las células que infecta. En la estructura

del virus existen un grupo de proteinas esenciales incluyendo:

Glicoproteina de espiga (S): Esta proteina es fundamental en los primeros pasos del ciclo de
infeccion del virus, siendo responsable del reconocimiento y fusion entre la membrana viral y la
celular. Se le atribuye el nombre a la familia por esta proteina saliente de la superficie de la
envoltura que le da el aspecto de corona (Figura 3) (Wedrowska., et al., 2020). Esta proteina
cuenta con dos subunidades funcionales, S1 y S2. La subunidad S1 es la que permite la union al
receptor celular ACE Il a través de sus residuos aminoacidicos (lisina y fenilalanina) del
dominio RBD. Ademas, presenta un dominio N- terminal y otro C- terminal. La subunidad S2 es
la responsable de la fusion entre las membranas viral y celular gracias a que en su estructura
cuenta con un dominio de péptido de fusion. Asimismo, cuenta con un dominio transmembrana.
S2 forma el tallo de la glicoproteina de espiga (S) (Wedrowska., et al., 2020).

Proteinas de envoltura pequeia (E): Es la proteina mas pequefia de las proteinas estructurales
presentando 76 aminoacidos. Presenta 3 dominios, un N-terminal, otro C- terminal y por Gltimo
uno transmembrana. Este ultimo actia como canal idnico siendo importante para el ensamblaje y
liberacion de los viriones (Hassan., et al., 2020).

Proteinas de membrana/matriz (M): Proteina méas abundante en la estructura y es la que le da
el aspecto caracteristico al virién. Presenta 3 dominios transmembranales. Uno de estos
dominios puede ser glicosilado y esto afecta el tropismo celular y la capacidad de producir
interferon. En las ultimas etapas del ciclo de infeccion ayuda a estabilizar a la proteina N
(Satarker & Nampoothiri., 2020).

Proteinas de la nucleocapside (N): Estan conformadas por dos dominios separados: C- terminal
y N- terminal. Se unen al ARN viral por diferentes mecanismos proporcionandole estabilidad
(Chang., et al., 2014)
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ARN polimerasa (RdRp): Es la enzima escencial para la replicacion y transcripcion viral, se
encuentra codificada en el genoma viral. El sitio activo de la enzima esta conformado por 13
residuos aminoacidicos (Helmy., et al., 2020).

Proteasas: En su genoma el virus codifica para varios tipos de proteasas tales como Mpro
(proteasa principal), PLpro (similar a papaina), CLpro (similar a quimiotripsina) y CTSB, CTSL
(catepsina B y L endosomal/lisosomal) estas se encuentran en el extremo 5° de su ORF y
constituyen al grupo de proteinas no estructurales junto con la ARN polimersa. Las proteasas
son escenciales para generar a las proteinas efectoras funcionales luego de la transcripcion
(Helmy et al., 2020) Ademas, el virus codifica para una una enzima helicasa/ trifosfatasa y la
enzima exoribonucleasa responsables de reparar errores que puedan surgir en el proceso de
replicacion (Espin Sanchez., 2021).

(espicula)
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Figura 3. Micrografia electrénica y diagrama de la estructura de un virién de la familia
Coronaviridae tipico (Tomada de Niaid/Planet Pix via Zuma Press/ Cordon Press)

2.2.3 Ciclo de multiplicacion

Los virus son parasitos intracelulares obligatorios por lo que necesitan de la maquinaria celular
para realizar la replicacion viral. EI SARS-CoV-2 no es la excepcion, introduce su material
genético dentro de la célula y utiliza la maquinaria celular para producir multiples copias de si.

El ciclo de multiplicacion viral ocurre en los pasos que se detallan a continuacion.
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2.2.3.1 Adsorcién y penetracion

El primer paso es la entrada del virus a la célula mediante la interaccion entre los receptores de
la membrana celular con el dominio terminal S1-CTD de la proteina S que se encuentra en la
capside. El blanco principal para la entrada de este virus es el receptor de la enzima convertidora
de la angiotensina Il (ACE2) que se encuentra mayoritariamente en las células del pulmén
(Gordon., et al., 2020). La unién entre el dominio terminal S1-CTD de la proteina S, el receptor
ACE 11 y otros factores celulares (como la serina proteasa de superficie celular TMPRSS2)
genera un cambio conformacional en la proteina S. Esto permite su entrada ya sea a nivel de la
membrana celular o via endosomal. Esto ultimo se debe a la presencia de las cisteinas proteasas
catepsina B y L endosomal/lisosomal (CTSB, CTSL) (Hoffmann., et al., 2020).

2.2.3.2 Expresidn de genes virales y sintesis de ARN
Después de la entrada, la liberacion y el desprendimiento del ARN viral entrante ocurre la

replicacion del gen replicasa que dara lugar a proteinas no estructurales, genes estructurales y
accesorios. Luego el gen replicasa se somete a la traduccion inmediata de sus dos grandes
marcos de lectura abiertos, ORFla y ORF1b (V kovski., et al., 2021)

La maquinaria de traduccion del huésped es secuestrada para la traduccion de las poliproteinas
virales esenciales codificadas en el gen replicasa. Dichas poliproteinas (ppla y pplab) se dividen
en 16 proteinas efectoras no estructurales, y a su vez mediante otros factores permiten la
formacion del complejo de replicacion junto con la ARN polimerasa dependiente de ARN. De
este modo el genoma de ARN polaridad positiva del virus se utiliza como plantilla para producir

la cadena de polaridad negativa y generar nuevos ARNm virales (Fehr& Perlman., 2015).

2.2.3.3 Ensamblaje y egreso
Las proteinas estructurales traducidas se trasladan a las membranas del reticulo endoplasmico

(RE). La proteina N se une al genoma viral, mientras que la proteina M se adhiere a la
membrana del RE. Luego el ARNm recién sintetizado se junta con las proteinas que conforman
la nucleocapside para formar la particula viral. Dichas particulas transitan a través del
compartimento intermedio del RE al Golgi, donde la interaccion con el ARN gendmico recién
producido y encapsulado da como resultado la gemacion en la luz de los compartimentos

vesiculares secretores. En este proceso, una parte de la membrana de la célula hospedera se

12



transforma en la envoltura viral de las particulas en reciente formacion. Finalmente, los viriones

son secretados por la célula infectada por exocitosis (V'kovski., et al., 2021).

2.3 Estrateqias para combatir las infecciones virales

Para combatir las infecciones virales existen, en general, tres modos: prevencion mediante
medidas de intervencién no farmacoldgica (barbijos, distanciamiento), la aplicacién de vacunas
o el tratamiento farmacolégico mediante la utilizacion de tres grandes grupos de herramientas;
farmacos con actividad antiviral, anticuerpos monoclonales y suero hiperinmune y farmacos para
el tratamiento sintomatico.

Las vacunas, sin duda, son la forma mas eficaz para controlar la propagacion de la infeccién
viral en una poblacion, pero no siempre se encuentran disponibles para todos los virus. Dentro
de las opciones para el tratamiento con anticuerpos monoclonales estan las anti proteinas S y
suero hiperinmune (derivado de personas convalencientes que cursaron la enfermedad). Estos
han mostrado efectos beneficos en conjunto con la administracion de vacunas. La ventaja del
tratamiento con el suero hiperinmune es que dado que este contiene variantes de anticuerpos
contra diferentes epitopos de la proteina S, su actividad antiviral no es afectada por mutaciones
puntuales a diferencia de los anticuerpos monoclonales anti S, que estan disefiados contra una
variante antigénica determinada (Kantor., et al., 2021). Sin embargo, recientemente un estudio
del hospital Methodist de Houston (EE.UU) publico una serie de 25 casos graves de COVID-19
luego de la administracion de suero hiperinmune desde el inicio de su aprobacion para uso de
emergencia (Salazar., et al., 2020).

En el caso de los farmacos para el tratamiento sintomatico se encuentran los antiinflamatorios
como dexametasona, anticuerpo anti interleucina 6 (IL-6). Para la dexametasona ain no esta
clara su efectividad, incluso parece no ser conveniente su administracion en etapas tempranas de
la infeccidén por SARS-CoV-2 (Rubio., et al., 2021). En cuanto a la utilizacién de inhibidores de
la IL-6 para el tratamiento de SARS-CoV-2 parece tener buenos resultados para los casos graves
de esta infeccidn viral pero su uso prolongado puede generar efectos adversos en la salud de los
pacientes. Un gran porcentaje de estos pacientes tratados con corticoides padecieron dolores en
las articulaciones y anomalias en la médula 6sea (Liu., et al., 2020).

En el campo de los farmacos con accion antiviral se encuentran Molnupiravir Paxlovid,

Remdesivir, Ribavirina y Favipiravir los cuales se desarrollaran posteriormente. Por altimo, es
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importante mencionar que los farmacos antivirales proporcionan un papel secundario de
proteccion a corto plazo o terapéutico una vez que se ha establecido la infeccién viral. La ventaja

de los antivirales es que se pueden reducir los tiempos del curso de las infecciones virales.

2.3.1 Vacunas aprobadas

El desarrollo y aprobacion de vacunas, por lo general, es un proceso largo que toma entre 5 a 10
afios. Durante la actual pandemia estos tiempos han tenido que acortarse para poder dar
respuesta a una emergencia de salud publica. Existen diferentes estrategias para el desarrollo de
vacunas; vacunas Vvirales, vacunas basadas en proteinas recombinantes, vacunas en base a &cidos

nucleicos, vacunas en base a vectores virales, etc (Ibafiez-Guelfenbein., et al ., 2021).

2.3.1.1 Vacunas virales clasicas

En estas vacunas se utiliza como plataforma el virus mismo de manera atenuada o inactivada.
Las vacunas atenuadas requieren de sucesivos pasajes en lineas celulares in vitro, hasta acumular
mutaciones que disminuyen la capacidad de desarrollar la enfermedad, pero no asi la replicacion
viral. Mientras que la estrategia para el desarrollo de vacunas inactivadas, se basa en el uso de
agentes quimicos para obtener una particula viral no infecciosa. Esta pierde su capacidad de
replicarse. De esta forma, se genera la respuesta inmune ya que la particula conserva su
estructura pero no se produce la enfermedad (Ledn-Lara & Otero- Mendoza., 2020).
Actualmente en este grupo se encuentra Coronavac (virus inactivado) desarrollada por Sinovac
(China) aprobada el 21 de junio de 2021 para su uso de emergencia presentando una eficacia del
51% contra la infeccion sintomatica por el SARS-CoV-2 y una efectividad del 100% para
prevenir casos graves y hospitalizaciones luego de los 14 dias de la segunda dosis (Mallapaty.,
2021)

2.3.1.2 Vacunas basadas en proteinas recombinantes

En estas vacunas utiliza como plataforma un sistema procariota o eucariota de produccion de
proteinas virales individualesque forman parte de la estructura del virus. Durante la
administracion de esta vacuna, la proteina es reconocida como extrafia por el sistema inmune del

huésped y genera anticuerpos naturales contra el virus. En particular, para el desarrollo de estas
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vacunas contra SARS- CoV- 2 se utilizo la secuencia de la proteina S de la capside (Mallapaty.,
2021).

Un ejemplo con esta metodologia es la vacuna Novavax (Nuvaxovid) aprobada por la FDA para
su uso de emergencia el 20 de diciembre de 2021. En los ensayos en fase 11l se comprob6 una
efectividad del 90 % tanto para casos leves, moderados y graves (Sacks., et al., 2021).

2.3.1.3 Vacunas en base a 4cidos nucleicos

En estas vacunas se utiliza como plataforma el material genético del virus. En este caso, como
estamos frente a un virus con genoma ARN se utiliza la secuencia del ARNm de la proteina S
de la céapside viral. Este ARNm se transcribe y traduce utilizando la maquinaria celular del
huésped produciendo la proteina S al egresar de la célula produce la respuesta inmune. (Sterin-
Prync., 2020). La vacuna de Pfizer-BioNTech ha sido aprobada el 31 de diciembre del 2020 por
la OMS para su uso de emergencia y presenta una efectividad del 95% contra la infeccién
sintomatica por SARS-CoV-2 (Polack., et al., 2020).

La vacuna de Moderna contra COVID-19 fue aprobada el 30 de abril de 2021 por la FDA con
una efectividad del 94,1% luego de los 14 dias de la primera dosis teniendo en cuenta la cepa
original (Baden., et al., 2020).

2.3.1.4 Vacunas en base a vectores virales

En estas vacunas los vectores virales son utilizados como vehiculos para introducir el material
genético del agente infeccioso. Por otra parte, los vectores virales pueden ser disefiados con virus
replicantes o no replicantes. En este tipo de vacunas se utilizan como plataformas adenovirus
que se modifican genéticamente de manera que no pueden replicarse. En este caso, se generan
constructos con la secuencia de la proteina S de SARS-CoV-2 y se la incorpora en el genoma del
adenovirus (Sterin-Prync., 2020)

La vacuna Oxford/AstraZeneca (ChAdOx1-S [recombinante]) fue aprobada por la FDA para su
uso de emergencia el 16 de febrero de 2021, presentando una efectividad del 76% luego de 15
dias de la segunda dosis. La vacuna Ad26.CoV2.S de Janssen aprobada el 12 de marzo de 2021
presenta una efectividad del 85,4% para casos graves Yy del 93% para prevenir hospitalizaciones,

28 dias posteriores a la inoculacion (Borobia., et al., 2021).
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2.3.2 Antivirales de reposicionamiento

Un antiviral es aquel compuesto cuyo blanco es una macromolécula que puede encontrarse tanto
en la celula huésped o en el virus y, tiene un papel fundamental en el ciclo de replicacién viral
(Roner., et al., 2007). El indice de selectividad es usado como una herramienta para establecer la
relacion entre la actividad antiviral y el efecto citotdxico en la celula. Compuestos con indices de
selectividad mayores a 10 presentan mayor actividad antiviral in vitro (Indrayanto., et al., 2021).
Los antivirales se pueden clasificar segiin su mecanismo de accion. Pueden actuar inhibiendo o
neutralizando la entrada del virus, blogueando las enzimas fundamentales implicadas en la
replicacion viral, ensamblaje del viridn y/o egreso de la célula infectada. Asimismo, se pueden
clasificar segun su estructura como: analogos de receptores o moléculas que interfieren en el
reconocimiento del receptor celular, andlogos de nucledsidos, inhibidores de proteasas,
inhibidores de integrasas, etc (Li., et al., 2021).

2.3.2.1 Tratamiento antiviral para SARS-COV- 2

Los coronavirus presentan una alta tasa de mutacion en su genoma, situacion que se vuelve

problematica cuando se generan nuevas cepas emergentes que dificultan la respuesta al
tratamiento antiviral. Es crucial la basqueda constante de nuevos farmacos que puedan ser
eficaces para el control de la infeccion de estas cepas emergentes.

En marzo 2020, se identificaron centenares de trabajos describiendo moléculas con potencia
antiviral, la mayoria de estos con un abordaje tedrico-computacional y de reposicionamiento de
farmacos (Elfiky., 2020) & (Zhou., et al., 2020)

En cuanto a los estudios clinicos de reposicionamiento, se identificaron mas de 24 ensayos
clinicos relacionados con mas de 20 medicamentos, como inmunoglobulina humana,
interferones, cloroquina/ hidroxicloroquina, arbidol, remdesivir, favipiravir, lopinavir, ritonavir,
oseltamivir, metilprednisolona, bevacizumab y medicina tradicional china (Figuras 4, 5y 6)
(Harrison., 2020)

Aunque el reposicionamiento de medicamentos tiene algunas limitaciones, el reposicionamiento
de los ensayos clinicos (especialmente en relacion con las fases |) puede representar una
estrategia atractiva porque facilita el descubrimiento de nuevas clases de medicamentos. Esto
tiene un menor costo y permite el descubrimiento de agentes potenciales para llevar al mercado.

Es importante mencionar que esta estrategia es una importante ventaja respecto al
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descubrimiento de un farmaco especifico, que generlamente, requiere de un largo proceso entre

10 a 15 afios para el desarrollo racional desde primera etapas. Por tanto, resulta en una

alternativa inmediata para abordar la probleméatica (Keykavous & Tiwari., 2020).

Tabla 1. Resumen de los farmacos mas utilizados en estudios clinicos para la COVID19.
(Lythgoe., & Middleton., 2020).

Farmaco Dosis Administracion | Duracion del tratamiento
114 . Inhalacion de
IFN-o 5 millon U o dosis No mas de 10 dias
equivalente cada 12 hs vapor
Lopinavir/ .
-p _ Un comprimido de 200 mg/ Oral No més de 10 dias
ritonavir 50 mg cada 12 hs
Un comprimido de 500 mg
Ribavirina ada 8 0 12 hs en combinacién Intravenosa No mas de 10 dias
con IFN-a o lopinavir.
Cloroquina Un comprimido de 300 mg Oral No mas de 10 dias
cada 12 hs
Arbidol Un comprimido de 200 mg Oral No maés de 10 dias

cada 8 hs
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2.3.2.1.1 Inhibidores de proteasas

Un inhibidor de proteasa es un compuesto que bloquea a la proteasa, que es una enzima esencial
del virus responsable de catalizar la hidrélisis de enlaces peptidicos de otras proteinas. Para
SARS- CoV-2, se ha propuesto el uso de Lopinavir/ritonavir (LPV/RTV) y darunavir como
inhibidores de proteasas (Figura 4). Lopinavir/ritonavires un farmaco antirretroviral
ampliamente usado para controlar la infeccidn por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH).
El tratamiento con LPV/RTV en pacientes con coronavirus, no logré demostrar una disminucion
en la carga viral luego de su administracion (400 mg/cada 12 hs via oral por 14 dias) comparado
con el tratamiento control (Jean& Hsueh., 2020). Por otro lado, darunavir presenta un buen perfil
antiviral in vitro pero debido a su farmacocinética y resultados desfavorables en estudios
clinicos. El Instituto Nacional de Salud (NIH) de EE. UU no recomienda su uso contra el

COVID-19, al menos en forma de monoterapia farmacoldgica (Jean & Hsueh., 2020)
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Figura 4. Estructura de antivirales inhibidores de proteasas

2.3.2.1.2 Farmacos inmunomoduladores

En este apartado se encuentran cloroquina, hidroxicloroquina y azitromicina (Figura 5). La
cloroquina/hidroxicloroquina es un farmaco antipaludico que ha sido eficaz para tratar las
infecciones por el nuevo coronavirus (aprobado para el tratamiento de malaria y enfermedades
autoinmune). Este farmaco no permite el ingreso del virus mediante la union al receptor celular o
alterando su estructura, ya que presenta mayor afinidad por este receptor que la proteina S viral.

La hidroxicloroquina tiene potencial para combatir la tormenta de citoquinas que se producen en
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los casos graves y reducir los tiempos de infeccion. Mientras que la cloroquina tiene la
propiedad de aumentar el PH endosomal, desbloqueando una una de las vias de entrada del
virus. Se ha descubierto que la hidroxicloroquina presenta una Clso menor que la cloroquina
siendo 0,72 y 5,47 uM respectivamente (Jean & Hsueh., 2020). Es importante mecionar que la
cloroquina presenta propiedad antiinflamatoria y se recomienda para potenciar sus efecto
combinar con otras moléculas como antibidticos. EI 28 de marzo de 2020 se aprob6 el uso de
emergencia de hidroxicloroquina con una dosis de 200 mg dos veces al dia por 5 dias. La
azitromicina es un antibidtico perteneciente al grupo de los macrolidos usado para diferentes
tipos de infecciones bacterianas. Se ha visto que la combinacion de este antibiotico (500 mg el
primer dia, 250 mg del dia 2-5) + hidroxicloroquina reduce significativamente la carga viral.
Posteriormente, se demostré que esta combinacion aumenta el riesgo mortalidad por problemas
cardiovasculares y el Instituto Nacional de Salud (NIH) de Estados Unidos no aconsejo su uso
(Jean & Hsueh., 2020).
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Figura 5. Estructura de los farmacos inmunomoduladores.

2.3.2.1.3 Inhibidores de la transcripcion

Dentro de este grupo destacan el remdesivir, ribavirina y favipiravir (Figura 6). EI remdesivir es
un farmaco antiviral usado para tratar la infeccion por el virus Ebola (Keykavous & Tiwari.,
2020). Es un inhibidor de la transcripcién que pertenece al grupo andlogo de nucledtidos. Este
inhibe a la  ARN polimerasa dependiente de ARN e induce la terminacion temprana del ARN
viral. Ademas, es un profarmaco, es decir, deben ser modificados metab6licamente para actuar
como inhibidores del ARN polimerasa del virus (Frediansyah., et al., 2021). En julio del 2020

este farmaco fue aprobado para su uso de emergencia contra SARS-CoV-2 en pacientes graves

19



mayores de 12 afios. Remdesivir presenta una Clsy de 0.07-5.00 pM in vitro y mostr6 en los
estudios clinicos una reduccion de la carga viral a lo largo del tiempo con respecto a los
individuos no tratados. Este farmaco se administra via intravenosa con una dosis de 200 mg al
primer dia y luego 100 mg por 9 dias. Actualmente hay méas de 7 estudios clinicos en curso con
este farmaco ya que ha demostrado ser el mas prometedor para el tratamiento de este nuevo
coronavirus (Frediansyah., et al., 2021).

Por su parte, la ribavirina se ha usado frente a infecciones del virus de la hepatitis C y el virus
respiratorio sincitial (VRS). Actila como anélogo de la guanosina incorporandose al ARN viral y
deteniendo su transcripcion (Ramirez-Olivencia., et al., 2019). Se ha probado su eficacia in vitro
en tejidos celulares y se han iniciado estudios clinicos pero aun no se han publicado los
resultados para el tratamiento de COVID-19 (Gémez Tejeda., et al., 2020).

Finalmente, favipiravir es un farmaco ampliamente usado para tratar infecciones virales de
diferentes tipos de virus ARN, aprobado en 2014 para el tratamiento de Influenza en Japon.
Ademéas se ha probado su eficacia in vitro frente a Flavivirus, Arenavirus, Bunyavirus,
Alphavirus y coronavirus, emergiendo como un potencial antiviral contra COVID-19 con
resultados a nivel clinico positivos. Mayores detalles relativos a su mecanismo de accion, perfil
como antiviral, farmacocinética, biodisponibilidad y otros aspectos de caracter quimico son

descritos en la siguiente seccion.
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Figura 6. Estructura de inhibidores de la transcripcion.
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2.4 Favipiravir
Es una  3-hidroxi-2-piracinacarboxamida  (nombre  IUPAC:  6-flGor-3-hidroxi-2-

piracinacarboxamida) que presenta un dtomo de fllor en la posicion 6 del anillo (Figura 7).
También es denominado bajo el codigo T-705 y se distribuye comercialmente con el nombre de
Avigan. EI farmaco fue desarrollado sintéticamente por Toyama Chemicals y se descubrid por
cribado fenotipicoutilizando un ensayo de reduccion de placa frente al virus de la influenza de
una coleccién de compuestos de la compafia (Joshi & Parkar., 2021). En la industria, el
desarrollo de este farmaco estuvo a cargo de FUJIFILM y MediVector (Joshi& Parkar., 2021).
En 2014 en Japon, fue aprobado para el tratamiento de infecciones por el virus de la influenza
pandémica reemergentes. Su forma de administracién es por via oral, como profarmaco y su
peso molecular es de 157,10 g/mol. Presenta un amplio espectro de actividad, debido a que la
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) existe en varios tipos de virus de ARN (Joshi&
Parkar., 2021).
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Figura 7. Estructura, numeracion y funcionalidades en la molécula de favipiravir.

2.4.1 Mecanismo de accion

Favipiravir es un profarmaco y actia como un analogo de nucleotido de purina, guanina en este
caso, compitiendo con los nucleétidos de guanina durante la replicacion viral, convirtiendo al
favipiravir en el metabolito de favipiravir-ribofuranosil-5B-trifosfato (favipiravir-RTP) mediante
fosforribosilacion intracelular (Figura 8). Este metabolito del favipiravir es el principio activo.
Favipiravir presenta varios metabolitos intermedios dependientes de fosforilacion, derivados de
ribofuranosil-5B-monofosfato (RMP) y ribofuranosil-5B-difosfato (RDP), hasta llegar a su
forma activa RTP (Huchting., et al., 2019). Los principales mecanismos mediante los cuales este
farmaco inhibe la replicacion viral se basan en que este actia como sustrato de la ARN
polimerasa dependiente de ARN. La enzima lo incorpora a la cadena sintetizada, ya que lo

confunde con guanina y asi interfiere en la sintesis de proteinas virales. La hebra de ARN viral
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no se puede seguir extendiendo y se generan proteinas truncas con pérdida de funcion (Agrawal.
U., etal., 2020) & (Joshi& Parkar., 2021).
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Figura 8. Mecanismo de accion del Favipiravir a partir del tautomero ceto del favipiravir.
(Agrawal., et al., 2020)

2.4.2 Usos terapéuticos

Favipiravir es un farmaco antiviral de amplio espectro, siendo utilizado para el tratamiento de
infecciones incluyendo influenza, ebola, la fiebre amarilla, el chikungunya, norovirus y
enterovirus (Ghasemnejad-Berenji., & Pashapour., 2021). Actualmente, se reposiciond su uso
para tratar infeccion de este nuevo coronavirus en Japén y China, ya que estudios preliminares
demostraron que este farmaco reducia la replicacion viral. Para 2020, fue aprobado para su uso
en Rusia (Ozliisen., et al., 2021).

Se estudio la citotoxicidad in vitro en la linea celular Vero E6 y se obtuvo que su CCsg en células
no infectadas fue mayor a 400 pM mientras que su Cls fue de 61,88 pM para células infectadas
con SARS-CoV-2. Derivando de este estudio una selectividad para este compuesto mayor a 6

(Ghasemnejad-Berenji., & Pashapour., 2021).
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2.4.3 Estudios clinicos

Actualmente, hay al menos 7 estudios clinicos en humanos en curso con favipiravir como
candidato antiviral en varios paises como India, Japon, China y Egipto. Los estudios clinicos
GETAFIX, FLARE, COVERAGE y VIRCO se centran en la eficacia de los medicamentos en
las primeras etapas del tratamiento por COVID-19. COVERAGE se centra especialmente en
pacientes de edades avanzadas. Las dosis probadas estan en el rango de 1600-2200 mg para el
primer dia de administracion y 600-800 mg para los restantes dias del tratamiento. La duracién
del tratamiento varia segin cada estudio clinico y esta en el rango de 7 a 14 dias totales de
tratamiento En la mayoria de estos estudios clinicos se prueba favipiravir en combinacién con
otras moléculas como la hidroxicloroquina, tocilizumab, interferon beta 1b. Ademas se incluyen
diferentes tratamientos control como el uso de umifenovir, darunavir, lopinavir/ritonavir, etc.
(Srinivasan & Rao., 2021).

El estudio de Chen et al informé que el tratamiento con favipiravir no tuvo mejoras
significativas al cabo del dia 7, en comparacion con el control de umifenovir realizado en China.
Por otro lado Zhao et al. informo una diferencia significativa en la disminucion de la lesion
pulmonar al dia 14 entre el grupo en combinacion con favipiravir y el que no, siendo mayor para
este Ultimo. Otros estudios encontraron que favipiravir mostro efectos de tratamiento
significativamente mejores en COVID-19 en términos de progresion de la enfermedad y
eliminacion viral, en comparacion con el tratamiento control. También se han registardo
resultados moderadamente positivos para pacientes en las etapas tempranas de la enfermedad asi
como sobre personas mayores de 60 en estudios independientes (Srinivasan & Rao., 2021).

Si bien algunos estudios clinicos han arrojado resultados benéficos para la utilizacion de
favipiravir en combinacion con otras moléculas, mas investigaciones son requeridas desde
experimentos en fase preclinicas y clinicas para determinar el potencial real de este farmaco
como antiviral (Ghasemnejad-Berenji & Pashapour., 2021). Otros aspectos a tener en cuenta
sobre su uso es obtener la dosis adecuada, el momento de administracion y los tiempos de

tratamiento.
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2.4.4 Farmacocinética y biodisponibilidad

La farmacocinética es uno de los puntos criticos del favipiravir. Primeramente, el fa&rmaco en
humanos alcanza una concentracion maxima (Cmax) media de 51.5 pg/mL luego de la primera
administracion de la dosis (dia 1: 3200 mg; dia 2-5: 1200 mg). Esto se logra después de 2
primeras horas de administracion y posteriormente, comienza a decrecer rapidamente con un
tiempo de vida media de 2.5-5-5 horas (Madelain., et al., 2016). Datos obtenidos de 66 pacientes
mostrd un notable decrecimiento del favipiravir sobre el dia 4 con una concentracién maxima de
25.9 pg/mL comparado a las concentraciones al dia 2 de 46.1 pg/mL y del dia 1 de 51.5 pg/mL
(Nguyen., et al., 2017). Més investigaciones farmacocinéticas del favipiravir en primates
mostraron un comportamiento no lineal en el tiempo para un rango de dosis con una continua
declinacion en plasma después de los 7 dias de administracion (Madelain., et al., 2017). Otras
investigaciones han estudiado la dindmica de la biodistribucion en modelos murinos utilizando
favipiravir marcado con radiois6topos de *8F mediante escaneo dindmico de emision positrénico
y conteo gamma. Del estudio se encontrd una rapida acumulacion del favipiravir marcado
después de administracion intravenosa en higado, rifiones e intestino. Interesantemente para
animales pretratados con favipiravir, se encontrd un decrecimiento de concentracion de
favipiravir en plasma por alrededor del 25-50% y un incremento de 2 a 5 veces en higado,
estomago, cerebro y tejido muscular. (Bocan., et al., 2019). Es importante mencionar que
favipiravir es modificado metabolicamente en higado por la enzima aldehido oxidasa (AO) para
mejorar su hidrosolubilidad, y parcialmente modificado por xantina oxidasa, generando un
metabolito inerte T-705M1 excretado por rifiones bajo la forma hidroxilada (Madelain., et al.,
2016) & (Joshi & Parkar., 2021). Todas estas evidencias permiten explicar el decrecimiento en
la concentracién en plasma y, esto obliga a que altas dosis del favipiravir sean administradas
para lograr un efecto terapeutico 6ptimo.

Respecto a la administracion en pacientes, el régimen de administracion oral de favipiravir se
encuentra en 3200 mg para el dia 1 (1600 mg cada 12 horas), seguido por 600 mg dos veces al
dia sobre dias 2-5 (Wang., et al., 2020). Altas dosis de 1800 mg (2 veces por dia) han sido
reportada para experimentaciones de fase clinica Il. Estas dosis garantizan una éptimo efecto
terapéutico con un 54 % de acumulacién en proteinas plasmaticas en humanos (Du & Chen.,
2020).
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En definitiva, la facil metabolizacion del favipiravir por la reacciones a nivel del grupo
hidroxilo, que favorece el mecanismo de eliminacidn y excrecion, sugieren que la proteccion de
ese grupo hidroxilo puede ser de gran importancia para el disefio de nuevos sistemas terapéuticos
basados en favipiravir O-protegidos con grupos labiles para favorecer sus propiedades

farmacocinéticas y eludir la formacion de metabolitos inactivos.

2.4.5 Importancia del tautomerismo
Uno de los Gltimos aspectos a describir del favipiravir es el tautomerismo de la molécula y su

potencial rol en la actividad bioldgica del sistema. El tautomerismo es un mecanismo mediante
el cual una determinada molécula puede adquirir dos formas diferenciadas por la posicion de un
grupo funcional y la posicion del doble enlace, y ellas coexisten a través un equilibrio quimico
(McNaught & Wilkinson., 1997). En el equilibrio tautomérico un grupo o atomo migra a otra
posicion del sistema tal como se muestra a continuacion:

A—X—-Y=Z <> X=Y—Z—A
Para el caso del favipiravir, este se encuentra bajo dos formas tautoméricas: (i) forma endlica y

(i) forma cetonica (Figura 9).
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Figura 9. Equilibrio tautomérico entre la forma endlica y cetonica del favipiravir.

El tautomerismo es un concepto de gran importancia para la interpretacion de diversos procesos
biologicos. Por ejemplo, el residuo de histidina se encuentra habitualmente en los sitios activos
de las enzimas debido a que la tentativa localizacion del protdn entre los dos nitrogenos del
anillo de imidazol favorece el tautomerismo que puede tener relevancia para completar pasos
cataliticos. También la forma ceto-amino de la nlcleo-bases del ADN juegan un rol relevante en
la formacion del par de bases de Watson-Crick (Singh., et al., 2015). Este concepto ha sido
ampliamente empleado para el disefio de agentes terapéuticos anticAncer y antivirales.

(Katritzky., et al., 2010). Muchos de ellos son basados en inducir una mutagenesis letal, donde el
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nucledsido mutagénico al incorporarse en el genoma viral promueve una cierta tasa de mutacion
en la cadena de ARN viral que frena la replicacion.

Respecto al favipiravir, algunos pocos estudios tedricos deducen que la forma endlica es la mas
estable termodinamicamente que la forma cetdnica (Yasir., & Hanoon., 2020) & (Assis., et al.,
2021). Una comparativa del favipiravir con su andlogo no halogenado, sustituido por hidrégeno
en la posicién 6, y sus andlogos halogenados, reflejo que el halégeno tiene una influencia en el
equilibrio tautomérico y este favorece el tautdbmero ceto en el siguiente orden: 6H > 61 > Br =
6Cl > 6F. (Umar., 2020). Recientemente, en paralelo a esta investigacion, nuestro grupo
confirm6 mediante un estudio en solucion y en estado sdlido el mencionado orden, encontrando
que el derivado no halogenado se encuentra casi en un 100 % bajo la forma cet6nica en solucion
acuosa, los derivados halogenados de cloro, bromo e iodo se encuentra bajo un mayor equilibrio,
mientras el derivado fluorado (favipiravir) se encuentra mayoritariamente bajo la forma endlica.
Aungue no existen evidencias sobre la relacion entre la actividad antiviral de este tipo de 3-
hidroxi-2-piracinacarboxamida con el tautomerismo, es posible considerar que la forma
tautomérica ceto puede favorecer la ruta de la N-ribosalizacion de la 3-hidroxi-2-
piracinacarboxamida al metabolito activo de favipiravir-RTP (Figura 8).

Muy recientemente, se encontré que el derivado no halogenado que tiene preferencia por la
forma ceto en solucidn, llamado como T-1105, presentd una actividad antiviral in vitro
comparable al favipiravir contra virus de influenza MDCK, A549, Vero y HEK293T, pero con
un punto muy a favor que fue la deteccion de un alto porcentaje del metabolito activo de T-
1105-RTP (Umar., 2020). La formacion de los metabolitos de RTP tanto de T-705 como de T-
1105 pasa previamente por la formacion de sus correspondientes metabolitos de RMP y RDP,
siendo el paso limitante la conversion del antiviral a su forma de RMP (Huchting., et al., 2019).
En un estudio particular se vio que cuando se incuba el metabolito activo T-705-RTP a altas
concentraciones frente al virus Influenza ocurre la terminacién de la transcipcion. Mientras que
cuando esta presente a concentraciones bajas este metabolito genera particulas virales no
infecciosas (Huchting., et al., 2018). Esta reactividad relativa del derivado no fluorado, T-1105,
respecto al favipiravir sugiere que el tautomerismo puede jugar un rol importante en la
reactividad de estas piracinas hacia la N-ribosalizacion, siendo la forma tautomérica, que es la
mas conveniente para este mecanismo. Todos estos indicios tedricos y experimentales sobre

tautomerismo y estos ultimos hallazgos de evaluacion antiviral para el derivado no halogenado
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representan un estimulo para la preparacion y evaluacion contra especies de coronavirus de
analogos del favipiravir halogenados y no halogenados, que puedan ser méas activos que el

favipiravir por su tendencia a favorecer el tautomero ceto.

2.5 Importancia de la lipofilicidad para el disefio de agentes terapéuticos

El descubrimiento y disefio de farmacos consiste en la identificacion y caracterizacion de nuevas
moléculas con actividad biol6gica in vitro e in vivo frente a una patologia determinada. Este es
un proceso largo, entre 12 a 15 afios, hasta llegar al mercado farmacéutico y por ultimo, a los
pacientes. Solo un 10 % del total de las nuevas moléculas que se proponen llegan a culminar
todo el proceso. Ademas, para que un farmaco tenga éxito se necesita que este llegue al sitio
especifico donde ejerce su accion y para ello debe atravesar varias membranas bioldgicas. Las
propiedades de solubilidad, la estabilidad, la permeabilidad son de los primeros pasos para el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. En este sentido, el concepto de lipofilia es un
factor importante para el disefio de agentes terapéuticos. La lipofilia se define como una
propiedad fisicoquimica que presentan las moléculas que tienen afinidad por los lipidos. La
lipofilia determina la absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad de un
compuesto en el organismo (ADMET). Existen ciertas limitaciones en cuanto a la lipofilia,
donde valores altos promueven una mayor probabilidad de presentar promiscuidad con el
receptor y suelen ser una limitante para ensayo in vivo debido a su pobre solubilidad en solucion
acuosa. Por otra parte, una baja lipofilicidad genera inconvenientes propiedades de ADMET
debido a su baja permeabilidad a traves de la membrana celular (Arnott., & Planey., 2012). &
(Schnider., 2021). En ese sentido, las reglas de Lipinski establecen criterios moleculares que
permiten disefiar un sistema ajustado a una farmacocinética conveninte y, estos criterios que
debe cumplir la molécula para proveer ADMET convenientes destacan: (i) nimero de enlace de
hidrogeno donantes inferior a 5; (ii) nimero de enlace de hidrogeno aceptores menores a 10; (iii)
una masa molecular inferior a 500 Dalton; (iv) coeficiente de particion (Log P) octanol-agua
menor a 5. Aunque este criterio no nos confirma si una molécula sera activa, si representa un
buen criterio para tener un sistema con propiedades ADMET apropiadas y el aspecto crucial es,
que no se deben presentar mas de dos incumplimientos de este postulado (Arnott., & ., 2012).

Favipiravir es un compuesto antiviral con baja permeabilidad celular, una de motivos es que sus

donantes y aceptores de enlaces de hidrogeno tienen potencial para formar cristales. Se sabe que
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los farmacos amorfos suelen tener mayor solubilidad en comparacion con las formas cristalinas.
En estudios experimentales in vitro se han obtenido nuevas formulaciones de favipiravir que han
mejorado la permeabilidad del compuesto y para ello se han utilizado una sal y tres cocristales;
FPV-piperazine (FPV-PP), teofilina (FPV-TP), FPV-sacarina (FPV-SAC) y FPV-5-
fluorouracilo (FPV-5FU) respectivamente. Estos son utilizados para mejorar las propiedades
fisicoquimicas de los principios activos de los farmacos. (Wang., et al., 2021)

La relativa solubilidad de favipiravir en solucion acuosa asi como la facilidad de este sistema a
generar metabolitos inactivos facilmente excretables, que afecta la concentracion efectiva del
farmaco en el organismo, sugieren que grupos lipofilicos y removibles pueden ser incorporados
mediante funcionalizacion quimica sobre el grupo hidroxilo del favipiravir en orden de eludir
estos mecanismo de eliminacion y poder generar propiedades ADMET mas convenientes.
Entre los grupos lipofilicos y removibles ampliamente utilizados para el disefios de agentes
terapéuticos se destacan el grupo acetilo (CH3;COO-), carbamato (-RN-COO-), metil (CHs-),
butoxy-carbonil (BOC), benzoloxy, triflato (CF3-SO,-), entre otros grupos (Figura 10) (EI-
Dakdouki., & Erhardt., 2012) & (Ghosh., & Brindisi., 2015). Estos sustituyentes incrementan la
lipofilicidad de los precursores y actian como profarmacos que puede presentar un mejor
biodisponibilidad, mejorar el transporte y puede liberar el principio activo no protegido

progresivamente via hidrolisis u otro tipo de mecanismo de clevaje.
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acido acetilsalicilico

OH

paracetamol

Figura 10. Ejemplo de grupos removibles de carbamato (A) y acetilo (B) en farmacos

conocidos.

2.6 Funcionalizacién quimica con grupos removibles

Un grupo removible se define de acuerdo a la ITUPAC, como un 4&tomo o sustituyente que se
remueve durante una reaccion en un paso simple (Gold Book: leaving group., IUPAC., 2009).
Entre los grupos removibles mas comunes en la quimica destacan: acetilo (CH3;COO-), triflato
(CF3COO0-), carbamato (RO-CO-N(R),), tosilato (p-toluen-sulfonato), bencilo (Ce¢HsCHy-),
metilo (CHgs-), sililo [(CHz3)3Si-], benzoilo (ArCOO-), metanosulfonate (CH3SO,-). Para la
presente investigacion se trabajaron con 5 grupos removibles, dos de ellos de facil remocién bajo
condiciones suaves tales como el acetilo y triflato, otros dos de mayor rigidez tales como bencilo
y metanosulfonato y uno de moderada remocién tal como el sililo. EI grupo acetilo es de amplio
uso no solo como grupo protector en procesos quimicos sino para el disefio de agentes

terapéuticos con la idea de eludir algin mecanismo de metabolizacion o aumentar la lipofilicidad
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del sistema de interés (Wuts., et al., 2012). Para la incorporacién de un grupo removible es
necesario considederar la estrategia para formar la funcionalidad y, en segundo lugar evaluar su
remocion.

En relacion al grupo acetilo, este se incorpora a grupos hidroxilos de sistemas tipo fenoles con
buenos rendimientos (~ 90%) mediante el uso de cloruro de acilo 6 anhidrido acético como
agente acilante a temperatura ambiente con cortos tiempos (menores a 1 hora) y con el uso de
una base. Catalizadores especializados son necesarios para la acetilacion de phenols impedidos
estéricamente. EI grupo acetilo es facilmente removido bajo condiciones suaves con bases
débiles en solucién acuosa a temperatura ambiente en tiempos cortos, obteniendo el derivado
desprotegido en altos porcentajes de rendimiento. Alternativamente el empleo de acidos de
Bronsted O acidos de Lewis son comunmente wusados para la desacetilacion.
Por su parte, el triflato fendlico es generalmente formado en presencia de base y anhidrido
triflico a temperatura ambiente sobre un solvente organico (DMF, THF 6 CH,Cl,). Este puede
ser clevado con el uso de base fuerte 6 moderada en solvente organico con rendimientos de 70-
90%. Otro tipo de sulfonato tal como el metilsulfonato es un grupo estable, inclusive bajo
condiciones extremas de temperatura, tiempo y bases fuertes. Generalmente, se obtienen de la
reaccion del grupo hidroxilo del fenol con cloruro de metanosulfonico en presencia de base en
un solvente organico. El grupo protector es removido bajo calentamiento con el uso de base
fuerte como NaOH u otras condiciones mas suaves pero con uso de bases mas fuertes como
LDA (Litio diisopropilamida), LHMDS (litio bis(trimetilsililamide) o TMSOK
(trimetilsilanolato de potassium)/CH3;CN. La funcionalizacién de fenoles con grupo sililo es
realizada con el uso de cloruro de trimetilsilano con el uso de base como piridina a 30-35 °C con
rendimientos satisfactorios. Este se puede remover en un reflujo en solucién metanol acuoso.
También el uso de i6n flurouro, &cidos débiles o bases débiles. Finalmente, la funcionalizacion
con grupo bencilo resulta en un grupo rigido ante la desproteccion. En general, bencil-eter es
preparado de un fenol tratado con un haluro de bencilo en presencia de base. La reaccion es
susceptible a efectos estéricos. La remocion del grupo bencilo de la naturaleza del anillo de
bencilo, siendo grupos donadores aquellos que favorecen el proceso de desproteccion mientras
grupo electron-atractores contrariamente decrecen la eficiencia en la desproteccion. Para la
desproteccion algunas condiciones especiales son requeridas: (i) uso de acido de Lewis tale

como BF;-Et,0 en combinacidén con EtSH a temperatura ambiente, (ii) &cido trifluoroacético en
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presencia de CF;OSO,F y PhSCH3 a 0 © C por 30 minutos. Bencilo conectado a fenoles con
grupos ester o amido orto- respecto al hidroxilo son desprotegidos méas rapidamente que nos

meta y mucho méas que los para-sustituidos.

2.7 Justificacion

Por todo lo descrito anteriormente, el favipiravir representa un agente antiviral muy importante
para reposicionamiento, por su baja toxicidad, relativa alta solubilidad en solucién acuosa y por
su alta selectividad como inhibidor de la ARN polimerasa, una enzima clave en la replicacion
del coronavirus. Diversas investigaciones a nivel preclinico e inclusive clinicos indican el
potencial de este antiviral contra diversas enfermedades virales provocadas por virus ARN
incluyendo el COVID19. Sin embargo, la eficiencia terapéutica del favipiravir se encuentra bajo
cuestionamiento y nuevas investigaciones son requeridas para su mejoramiento. La falta de
eficacia de este antiviral puede estar determinada al menos por dos factores tales como lo son:
(i) su desfavorable farmacocinética que compromete su efectiva acumulacion en plasma y
favorece su facil eliminacion y excrecion por su alta acumulacion en higado y rifiones y (ii) su
menor relativa reactividad para formar el metabolito activo de T-705-RTP comparada al
derivado no fluorado, lo cual compromete su eficacia terapéutica. Ambos factores pueden
explicar las altas dosis que son requeridas de favipiravir para promover un efecto terapéutico
optimo.

Para abordar estos dos aspectos, en la presente investigacion se planted el disefio, sintesis
quimica y evaluacion antiviral in vitro contra dos modelos de coronavirus de nuevos analogos de
favipiravir funcionalizados a nivel del grupo hidroxilo con grupos lipofilicos removibles (acetilo,
triflato, metanosulfonico, bencilo y trimetilsilano) (Figura 11A) vy otros derivados
funcionalizados en la posicion 6 del anillo de piracina con sustituyentes de halégenos (Cl, Br, )
e hidrogeno (Figura 11B). La primera funcionalizacién busca mejorar la lipofilicidad del
favipiravir y de favorecer la acumulacion del farmaco en membrana, que es crucial para la
fosforribosilacion. Mientras el segundo grupo de derivados buscan un mejoramiento de la
eficacia del favipiravir mediante la modulacién del tautomerismo hacia la forma cetonica que es
tentativamente preferida para la fosforribosilacion. La forma ceto en solucion es favorecida de

acuerdo a la sustitucién en posicion 6 del anillo de piracina en el siguiente orden: 6H>> 6-1> 6-
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Br > 6-Cl > 6-F. La incorporacion de estos hal6genos por el flior es esperado que también
incremente la lipofilicidad del sistema, siendo otro punto a favor.

El presente estudio es completamente novedoso ya que los derivados O-funcioalizados son
completamente nuevos y no existen reportes de los derivados halogenados 1b-d contra
coronavirus. Hasta el momento solo hay estudios in vitro para el derivado no halogenado (T-
1105) pero basados en el virus Influenza. Estudios tedricos de dinamica molecular sobre ARN
polimerasa del SARS-CoV-2 han mostrado que los derivados halogenados 1b-d e hidrogenado
1e presentan una interaccion en el sitio activo de dicha ARN polimersa comparable al favipiravir
con una disposicion espacial similar (Umar., 2020).

Con estos antecedentes, se plante6 mejorar la eficacia del favipiravir in vitro en dos modelos de
Coronavirus a partir de una investigacién sobre el rol del haldgeno, partiendo de una
comparacion con sus derivados halogenados y no halogenados. Asimismo, se propone evaluar
como puede influir el aumento de la actividad antiviral acompafiado de un aumento de la
lipofilicidad por la incorporacion de grupos removibles de diferente labilidad tales como los
grupos acetilo, triflato, metanosulfonico y bencilo. Con esto Gltimo no solo podemos ver la

importancia relativa del grupo hidroxilo sino también el equilibrio tautomérico.
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Figura 11. Compuestos disefiados para abordar el posible rol del tautomerismo (A) y la
lipofilicidad (B).
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Concretamente esta investigacion busca responder las siguientes preguntas:

¢Tiene el favipiravir y sus derivados funcionalizados actividad antiviral in vitro en dos modelos
de Coronavirus?

¢Es posible mejorar la eficacia del favipiravir con el incremento de lipofilicidad incorporando
grupos removibles con diferente labilidad?

¢Es posible mejorar la eficacia del favipiravir con la modulacién del tautomerismo hacia
tautdbmero ceto mediante funcionalizacion quimica en posicion 6 del anillo de piracina con
hal6genos e hidrogeno?

¢Cual seré el rol del halégeno y demés funcionalizaciones (hidroxilo, acetamido) en la actividad

antiviral del favipiravir en un modelo de Coronavirus?
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO
- El Favipiravir presenta actividad antiviral in vitro frente a un modelo de Coronavirus.
- El aumento de la lipofilia en la molécula de favipiravir aumenta la penetracion de
membranas biol6gicas con el concomitante aumento de la actividad antiviral.
- Derivado no halogenado presenta una actividad comparable al favipiravir contra virus de
influenza con una mayor capacidad de formar el metabolito activo de RTP.
- Derivados halogenados (6-Cl, 6-Br y 6-1), andlogos de favipiravir sustituidos en la posicién
6 del anillo de piracina, presentan una inhibicion comparable al favipiravir de estudios in
silico utilizando la ARN polimerasa como blanco
- El tautomerismo hacia la forma cet6nica es favorecido de acuerdo a la sustitucion en la

posicion 6 del anillo de piracina en el siguiente orden: 6H>> 6-I> 6-Br > 6-C1 > 6-F.

4. OBJETIVOS
Identificar una funcionalidad quimica que permita obtener un sistema que no altere o mejoré
la actividad antiviral in vitro respecto al favipiravir en un modelo de Coronavirus.
4.1 Especificos
- Sintetizar y caracterizar los derivados de favipiravir funcionalizado con grupos
removible a nivel del grupo hidroxilo
- Sintetizar y caracterizar los derivados de favipiravir funcionalizado con halégenos en
la posicidn seis
- Evaluar la citotoxcidad in vitro de favipiravir y sus derivados funcionalizados en dos
lineas celulares de mamiferos
- Evaluar la actividad antiviral in vitro de favipiravir y sus derivados funcionalizados
contra dos modelos virales de la familia Coronaviriade
- Evaluar si la actividad antiviral puede ser mejorada con la incorporacion de grupos
labiles
- Identificar el rol de las diferentes funcionalidades (flior, hidroxilo y amido) en la
actividad antiviral del favipiravir
- Identificar un profarmaco potencial agente activo de baja toxicidad y buena actividad

antiviral.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Aspectos Quimicos

5.1.1 Generalidades

Para llevar a cabo la sintesis y caracterizacion de los compuestos organicos presentados en este

trabajo, se dispuso de los siguientes materiales y equipos:

e Material de vidrio presente en el Laboratorio de Quimica Organica Medicinal, Instituto

de Quimica Biolo6gica, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.

Evaporacién de solventes a presion reducida (puntos de ebullicion bajos y medios). La
destilacion de solventes tales como CH,Cl,, CHCI3;, n-hexano y acetato de etilo fueron
realizados en un rotaevaporador marca BUCHI, modelo R-114, conectado a un bafio de
calentamiento marca BUCHI, modelo B-180, y a una bomba de vacio de marca Welch.
Puntos de fusion: los puntos de fusion fueron medidos en un fusiometro marca Fisher-
John con un termémetro de 300 °C (1), y no estan corregidos.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN): los espectros de *H-RMN, **C-RMN, *F-RMN,
'H/*H-COSY, HMC-HMBC y 'H/**C-HSQC fueron realizados en un espectrémetro
marca BRUKER Avance DPX-400 (400 MHz para los experimentos de *H-RMN; 100
MHz para *C-RMN), tomados en solventes deuterados como CDCl; y DMSO-d.

El avance de las reacciones y la pureza de los productos obtenidos se controlaron por
cromatografia en capa fina con fase estacionaria silica-gel (Kieselgel 60 F254) de la
firma Merck y disolventes adecuados como fase movil. Los métodos empleados para
revelar las placas de TLC fueron: exposicién a luz ultravioleta y exposicion a vapores de

iodo.

Los siguientes reactivos fueron empleados sin previo tratamiento: Acido clorhidrico (35%),4cido

sulfurico (95%), acido fosférico (80 %), acetato de cerio (1), persulfato de potasio (K,S,0s),

yoduro de potasio (KI), trietilamina, piridina, bromuro de 4-nitrobencilo y cloruro de acilo

(Merck); hidréxido de sodio; fosfato de potasio tribasico, anhidrido triflico (anhidrido
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trifluorometanosulfénico), anhidrido acético, cloruro de metanosulfonilo, azida de trimetilsililo,
cloruro de bencilo y &cido trifluoroacético (Sigma-Aldrich Co); 2-amino malondiamida y glioxal
40%, 6-fltor-3-hidroxi-2-piracincarboxamida (favipiravir), 6-cloro-3-hidroxi-2-
piracincarboxamida (PharmaChemm).

Respecto a los solventes, Diclorometano (Merck), acetato de etilo (Drogueria Uruguaya), n-
hexano (Drogueria Uruguaya y Merck), THF (Sigma-Aldrich Co) y acetonitrilo (Merck) fueron
previamente purificados segiin un procedimiento de tratamiento y posterior destilacion de
acuerdo a técnica descrita en literatura (Vogel, A., 1956). Tolueno (Merck) y Dicloroetano
(Sigma-Aldrich Co) fue utilizado sin previa purificacion.

5.1.2 Procedimientos de sintesis

5.1.2.1 Sintesis de derivados 6-haldgenados de 3-hidroxi-2-piracincarboxamida

5.1.2.1.1 Sintesis de 3-hidroxi-2-piracincarboxamida le

0o o o) Q
M . )H(H 1) NaOH/H;PO, NG,
HoN NH,  H 2)HCI©) [/
N” NOH
1e

NH, o)

Para la preparacion del derivado 1e, se tom6 como base un procedimiento reportado con algunas
modificaciones (Nro. Patente JP 5739618B2). En un balon fondo redondo (250 mL) de dos
bocas provisto de un condensador y un embudo de adicion, se adicionaron 2-amino
malondiamida (2,00 g; 17.1 mmol; 1 equiv.) y 12 mL de buffer fosfato constituido por los
siguientes reactivos: 0.3 g de NaOH (7.5 mmol, 0.44 eq), 0.4 g de H3PO,4 85 % (4.1 mmol, 0.24
eq). Se adicion6 simultaneamente desde 2 ecualizadores, gota a gota, 0.76 g de NaOH (19 mmol,
1.1 eq) disueltos en 2 mL de H,0 y 2.64 g de glioxal 40% (45.5 mmol, 2.7 eq). Se mantuvo el
sistema bajo agitacion durante una hora a temperatura ambiente, luego se adicionan 0.5 mL de
HCI concentrado, se calenté a 80 °C y se adiciono 1.2 mL de HCI concentrado. La solucion

resultante se enfrio hasta temperatura ambiente y el sélido resultante se filtrd al vacio,
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obteniendo un sélido de color beige. Rf.: 0.2 (AcOELt). Rendimiento: (1.9 g, 80.2 %). *H-RMN
(400 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-ds): 7.80-8.30 (m, 3H); 8.71 (s, 1H); 13.36 (s, 1H). P.f.: 247-

250 °C (descomposicion).

5.1.2.1.2 Sintesis de 6-iodo-3-hidroxi-2-piracincarboxamida 1d

N Q Nal K28208
N NH, TFA, Ce(OAc);
»e - ﬁ
N OH
1e

DCE, N5, 100 oc
24 h

Para la sintesis quimica del derivado 1d, se tomé como base un procedimiento anteriormente
reportado para la yodacion de sistemas heterociclicoc andlogos tales como quinolinas,
piridonas y uracilos (Dutta., et al., 2015). En un bal6n de dos bocas equipado con
condensador y bajo atmosfera de nitrogeno, se adiciond 3-hidroxi-2-piracincarboxamida le
(0.05 g; 0.36 mmol; 1 equiv.), Nal (0,16 g, 1,08 mmol, 3 equiv.), K,S,0s (0,19 g, 0,72 mmol,
2 equiv.), TFA (0.041 g, 0.36 mmol; 1 equiv.), Ce(OAc); (0,31 g, 0,72 mmol, 2 equiv) 3 mL
de diclorometano. Se calento el sistema a 100 °C bajo agitacion por 18 horas. La reaccion se
sigue por TLC. El crudo fue purificado mediante cromatografia en columna utilizando SiO,
como fase estacionaria y una mezcla AcOEt/n-hexano (1:9) como fase mdvil y, se obtuvo un
s6lido amarillo. Rf.: 0.6 (AcOEt). Rendimiento: (0.0211 g, 22 %). *H-RMN (400 MHz, §
ppm, J Hz, DMSO-ds): 8.38 (s, 1H); 8.62 (s, 2H); 13.44 (s, 1H). P.f.: 207-209 °C.

5.1.2.2 Sintesis de derivados funcionalizados de favipiravir

5.1.2.2.1 Reaccién de 6-flior-3-hidroxi-2-piracincarboxamida con anhidrido triflico

. ? (CF3S0,),0 (2 eq.)
\[ \f‘\NHz Et;N (2 eq.) \[ ﬁ
—
N~ “OH CH2Clp, Na \[ I

0-25°C,1h

1a 2a //S/ S\
0”7 CF, ® o CFs

El procedimiento experimental fue disefiado en el presente trabajo, tomando como base

procedimiento de esterificacion de alcoholes (Sakakura., et al., 1968). En un bal6n de dos bocas
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equipado bajo atmdsfera de nitrogeno, se introdujo 6-flior-3-hidroxi-2-piracincarboxamida la
(0.100 g; 0.64 mmol; 1 equiv.) disuelto en 3 mL de diclorometano. La mezcla se enfrio a 0 °C, se
adiciono lentamente trietilamina (0.12 g; 1.27 mmol; 2 equiv.), seguido de anhidrido triflico
(0.36 g; 1.27 mmol; 2 equiv.) bajo agitacion constante. La mezcla se dejo en agitacion por 15
minutos a 0 ° C, pasado este tiempo se llevo a temperatura y se dejo bajo agitacion por 1 hora.
La reaccion se siguio por TLC. Terminada la reaccion, se evaporo el solvente por destilacion al
vacio y el crudo fue purificado mediante cromatografia en columna utilizando SiO, como fase
estacionaria y una mezcla n-hexano/AcOEt.De la reaccion, dos productos con diustinguibles Rfs
fueron obtenidos vy, diferentes proporciones n-hexano/AcOEt fueron empleadas para separar
ambos productos tal como describimos a continuacion: n-hexano/AcOEt (9:1) para aislamiento
de producto 2b y n-hexano/AcOEt (8:2) para obtener el producto 2a.
3-(trifluorometilsulfoniloxi)-6-fluoropiracin-2-carboxamida 2a: sélido blanco. Rf.: 0.8
(AcOEt). Rendimiento: (0.062 g, 33.7 %). "H-RMN (400 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-ds): 8.82-
8.84 (d, 1H, Ju.r = 8.0); 8.43 (s, 1H, NH); 8.14 (s, 1H, NH). *C-RMN (100 MHz, § ppm, J Hz,
DMSO-dg): 162.27; 158.99-156.46 (d, Jc.r = 254.0); 147.40; 136.04-135.61 (d, Jc-cr = 43.0);
136.00-135.90 (d, Jc.c.cr = 10.0); 123.20-120.06-116.86-113.67 (c). *F-RMN (500 MHz, &
ppm, J Hz, DMSO-dg): -75.97 (Car-F); -72.04 (CF3). P.f: 163-164°C (Descomposicidn).
3-(trifluorometilsulfoniloxi)-6-fluoropiracin-2-carbonitrilo 2b: aceite amarillo. Rf.. 0.9
(AcOEt). Rendimiento: (0.006 g, 3,45 %). 'H-RMN (400 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-ds): 8.49-
8.47 (d, 1H, Ju.r = 8.0). *C-RMN (100 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-d): 159.11-156.50 (d, Jc.r =
261.0); 151.08-151.11 (d, Jc-c-c-c.k = 3.0); 135.87-135.47 (d, Ju.r = 40.0); 123.19-119.99-
116.80-113.61 (c); 119.20-119.08 (d, Jc.c.c.r =12.0); 110.33 (s, CN). *F-RMN (500 MHz, &
ppm, J Hz, DMSO-dg): -75.97 (Car-F); -72.04 (CF3).
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5.1.2.2.2 Sintesis de 3-(metilsulfoniloxi)-6-fluoropiracin-2-carboxamida 2c

. Q (CH5S0,CI (1.3 eq.) 0
\[ \fJ\NHz Et;N (3.0 eq.) F\[N\f‘\NHZ
P >
N~ “OH CH,Cly, Ny N" (0] o
0-25°C, 3 h L
1a , 2c __S?
© 07> CH,

El procedimiento experimental fue disefiado en el presente trabajo, tomando como base algunos
protocolos para la metanosulfonacién de fenoles (Bonner., & McNamara., 1968) & (Sakakura.,
et al., 2007). En un bal6én de dos bocas de 25 ml bajo atmosfera de nitrdgeno, se afiadieron 6-
fluor-3-hidroxi-2-piracincarboxamida 1a (0, 100 g; 0, 64 mmol; 1 equiv.) disueltos en 2.5 ml de
diclorometano. Dicha mezcla se enfrio a 0 °C, se adicion6 bajo agitacion trietilamina (0.20 g; 1,9
mmol; 3 equiv.) lentamente, seguidamente por clorometano-sulfonico (0,10 g; 0,83 mmol; 1,3
equiv) en pequefas porciones. La mezcla se dejo en agitacion por 10 minutos y luego se llevo a
temperatura ambiente por 1 hora. La reaccion se monitore6 por TLC. Transcurrido el tiempo de
reaccion, se evaporo el solvente y el producto (2c) se purificO mediante una recristalizacion en
acetonitrilo obteniendo un solido fino de color blanco. Acetonitrilo resulté el mejor solvente de
recristalizacion comparado con THF, AcOEt y CH,CI.
3-(metilsulfoniloxi)-6-fluoropiracin-2-carboxamida 2c: Solido blanco, Rf: 0,9 (AcOEt).
Rendimiento: (0,037 g, 24,60 %). *H-RMN (400 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-ds): 8.69-8.71 (d,
1H, Ju.r = 8.0); 8.22 (s, 1H); 7.99 (s, 1H); 3.64 (s, 3H). **C-RMN (100 MHz, & ppm, J Hz,
DMSO-dg): 163.11; 158.10-155.60 (d, Jc.r = 250.0); 148.44-148.41 (d, Jc-c-cc-F = 3.0); 137.17-
137.09 (d, Je.c.cr = 8.0); 133.93-133.51 (d, Je.c.r = 42.0). *F-RMN (500 MHz, & ppm, J Hz,
DMSO-dg): -84.03. P.f: 175-176°C.
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5.1.2.2.3 Acetilacién de 6-flior-3-hidroxi-2-piracincarboxamida la

CH3COCI (2.0 eq.)
\[ fL Et;N (2.0 eq.) \[
CH,Cl,, N,
0-25°C, 4 h 2d° o)\

El procedimiento experimental fue disefiado en el presente trabajo, tomando como base

procedimiento de esterificacion de alcoholes (Bonner., & McNamara., 1968) & (Sakakura., et
al., 2007). En un balon de una boca y dispuesto de atmdsfera de nitrégeno, se afiadieron 6-fltor-
3-hidroxi-2-piracincarboxamida (0,200 g; 1,28 mmol; 1 equiv.) disueltos en 2.5 ml de
diclorometano. La mezcla se llevo a 0 °C, se adiciono trietilamina (0.25 g; 2.54 mmol; 2 equiv),
seguidamente de una solucién de cloruro de acilo (0.20 g, 2.54 mmol, 2 equiv.) disuelto en 2 ml
de diclorometano. La mezcla se dejé a 0°C por 10 minutos y posteriormente, se lleva a
temperatura ambiente. La reaccion se monitoreo por TLC. Transcurrido el tiempo de reaccion, la
mezcla de reaccion se dejo a temperatura ambiente, se evaporo el solvente y se procedio a hacer
para la mezcla resultante la cromatografia en columna utilizando SiO, como fase estacionaria y
una mezcla n-hexano/AcOEt. La cromatografia procedié con el uso de n-hexano (100%) para
remover restos de cloruro de acilo y luego n-hexano/AcOEt (95:5- 90:10) para el aislamiento del
producto diacetilado 2d.

Acetato de 3-(acetilcarbamoil)-5-fluoropiracina-2-il 2d": Solido amarillo, Rf (0,7) (AcOEt).
Rendimiento: (0.0621 g, 21 %). *H-RMN (400 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-dg): 8.14-8.12 (d, 1H,
Jur = 8.0); 7.49 (d, 2H, Ju.r = 8.0); 7.41-7.32 (m, 4H); 6.20 (s, 1H). **C-RMN (100 MHz, &
ppm, J Hz, DMSO-dg): 162.07; 155.09-155.07 (d, Je.c.c.cr = 2.0); 154.10-151.70 (d, Jeor =
240.0); 134.41; 131.03-130.62 (d, Jc.c.r = 40.0); 128.47; 127.58 (2C); 127.29; 126.82 (2C);
68.75. *F-RMN (500 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-dg): -91.74.
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5.1.2.2.4 Sintesis de 3-(benciloxi)-6-fluoropiracin-2-carboxamida

solvente,
80°C,5h

0
0
N CeHsCH,CI (7.5 eq.) Fo N NH,
| X NH, Et;N (2.0 eq.) | _
_ > NNe)
N~ “OH
1a 2

e ©

Para este procedimiento experimental, se tomé como base un procedimiento anteriormente
reportado para la N-alquilacion de hidroxipiridinas (Feng., et al., 2018). En un balon pequefio
(25 ml) equipado con condensador, se afiadieron 6-flior-3-hidroxi-2-piracincarboxamida (0, 100
g; 0, 64 mmol; 1 equiv.) disueltos en 1 ml de diclorometano. Dicha mezcla se dejé en agitacion
por 5 minutos, se adiciono trietilamina (0.12 g; 1.27 mmol; 2 equiv.) lentamente, seguidamente
por cloruro de bencilo (0,60 g; 4,7 mmol; 7.5 equiv). La mezcla se dejé en agitacion a 100 °C
por un tiempo de 5 horas. Dicha reaccion se monitoreo por TLC, encontrando similar resultados
entre 5y 24 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se evaporo el solvente y se realizaron 3
lavados con n-hexano para remover el exceso de bencilo. La mezcla resultante se prepard para
realizar una cromatografia de columna utilizando SiO, como fase estacionaria y una mezcla n-
hexano/AcOEt utilizando diferentes proporciones para separar los diferentes productos como
sigue: n-hexano (100%) para remover la porcion restante de bencilo, n-hexano/AcOEt (95:5-
90:10) para aislar residuo de la sal de trietilamin-amonio (EtsNH") y finalmente, una mezcla n-
hexano/AcOEt (8:2) para el aislamiento del producto 2e.
3-(benciloxi)-6-fluoropiracina-2-carboxamida 2e: Solido amarillo, Rf: 0,58 (AcOEt).
Rendimiento: (0,016 g, 9,4 %). "H-RMN (400 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-ds): 8.14-8.12 (d, 1H,
Jur = 8.0); 7.49 (d, 2H, Ju.r = 8.0); 7.41-7.32 (m, 4H); 6.20 (s, 1H). *C-RMN (100 MHz, &
ppm, J Hz, DMSO-de): 162.07; 155.09-155.07 (d, Jc.c-c-c-r = 2.0); 154.10-151.70 (d, Jc-r =
240.0); 134.41; 131.03-130.62 (d, Jc.c.r = 40.0); 128.47; 127.58 (2C); 127.29; 126.82 (2C);
68.75. F-RMN (500 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-dg): -91.74. P.f: 106-108°C (primera

descomposicién), 146-147°C (fusidn definitiva).
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5.1.2.2.5 Intentos de reaccién con azida de trimetilsililo

Para este procedimiento experimental se siguié un procedimiento previamente reportado de

O-trimetilsilacion de alcoholes y fenoles. (Amantini., et al., 2001).

(0]
(@)
TMSN; (2.0 eq. F N
NN, Et;N (2.0 eq.) P
_ > N CI)
N" "OH 2f S
2a

CH,Cly, N,
Temp., tiempo - | ~

En un baldn pequefio, se introdujo 6-fllor-3-hidroxi-2-piracincarboxamida disuelto en 2 mL de
solvente. Luego se adiciond lentamente la base, seguido de azida de trimetilsililo disuelto en 2
mL de solvente. La mezcla se dejo en agitacion por 15 minutos a temperatura ambiente, pasado
este tiempo se llevo a temperatura y se dejo bajo agitacién por 1 hora. La reaccién se sigui6 por
TLC y en la misma se pudo verificar ausencia en todo momento del producto deseado y

presencia notable del material de partida.
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5.2 Aspectos Bioldgicos
5.2.1 Células

Se utilizaron dos lineas celulares para la realizacion de este trabajo experimental. Para su

crecimiento en monocapa se utilizd medio de crecimiento DMEM (CAPRICORN, Scientific)
90%, suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% y penicilina/estreptomicina 1% final
(LifeTechologies). Se incuban a 37°C y atmoésfera 5% en CO,. Tanto la linea celular HRT-18
como HEp-2 se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC)

5.2.2 Citotoxicidad

Para determinar la toxicidad de los compuestos en las células se realizaron ensayos con los

compuestos en diluciones seriadas y por triplicado.

5.2.2.1 Preparacion de células

A partir de una monocapa celular crecida en placa de 6 cm® se retiré el medio de crecimiento. Se
lavé la monocapa con 2 mL de tripsina, se descartd y se afiadio nuevamente un 1 mL. Se llevo la
placa a la estufa a 37°C por 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se agrego un 1 mL de medio
de crecimiento y se procedié a hacer el recuento de células totales en Camara de Neubauer. En el
caso de HRT-18 se agregaron 50.000 células por pocillo y en HEp-2, 40.000 por pocillo, en

placa de 96 pocillos y para esto se hizo las diluciones correspondientes.

5.2.2.2 Sembrado del compuesto

A las 24 horas de incubacion se verificoconfluencia en la monocapa de células, se realizaron las
diluciones en base 2 de los compuestos a ensayar. Se parti0 de una solucidbn madre de
concentracion 50 mM. Se incubaron las células con el compuesto en su dilucion correspondiente
en medio de crecimiento entre 24 a 48 horas a 37°C con una atmoésfera de 5 % de CO,. Se
incluyeron controles de células sin tratar en cada placa (medio de crecimiento sin compuestos)
en 2% de DMSO.

43



5.2.2.3 Ensayo de bromuro de 3-(4,5 - dimetiltiazol -2-il)-2,5- difeniltetrazolio (MTT) para

evaluar citotoxicidad

Transcurridas las 24-48 hs de incubacion con los compuestos se observo la placa al microscopio
Optico para determinar la maxima concentracion no citotoxica (MCNC). Dicho término
corresponde a la méaxima concentracién del compuesto que no altera las caracteristicas
morfoldgicas de las células. Luego de ello se descartd el medio con el tratamiento, se coloc6 100
uL de medio y se afadi6 20 uL de MTT (5 mg/mL). Se realiz6 un blanco para absorbancia; con
100 pL de medio y 20 uL de MTT. La placa se coloco en la estufa a 37° C por 3 hs. Cumplido el
tiempo, se retir0 de la estufa y se observaron los cristales de formazan (N'-amino-N-
iminometanimidamida) al microscopio Optico Se agregaron 200 uL de solucion DMSO y H,0
(9:1) en cada pocillo. Se observo la formacion del gradiente de color. Se midié la absorbancia a
570 nmen un espectrofotdémetro TECAN Infinite® M1000/M1000 PRO (Laboratorio de
Enzimas Hidroliticas, Facultad de Ciencias).

Una vez que se obtuvieron las medidas de absorbancia, se calculo el promedio entre las réplicas
de cada concentracion. Luego se realizé el promedio de los controles celulares y el blanco de
absorbancia. A partir de los datos se realizo una gréafica utilizando el software Microsoft Excel
donde en el eje de las y se expreso el porcentaje (%) de viabilidad celular mientras que en el eje
de las x se expreso las concentraciones ensayadas. Este % se obtiene utilizando el promedio de
los datos de los controles celulares como el 100% de viabilidad. Del grafico se pudo obtener la
ecuacion que mejor se ajusta a los datos y de ella calcular la CCso (concentracion a la cual la

mitad de las células son viables).

5.3 Virus
Para la evaluacion del efecto antiviral se emplean dos modelos de Coronavirus. EI modelo de
Coronavirus bovino (BoCov), cepa Mebus cortesia de la Dra. Mabel Berois y el modelo de

Coronavirus humano, 229E cortesia de la Universidad de Buenos Aires-Argentina.

5.3.1 Titulacién viral

La titulacidn viral se realizé en placa de 96 pocilloscon la respectiva linea celular y crecimiento
confluente- como se describi6 en 5.2.2.1. Se realizaron diluciones seriadas en base log 10 del

virus a evaluar partiendo de una solucién madre de concentracion desconocida. Se colocaron 50
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uL de la dilucién correspondiente en cada pocillo por cuadriplicado. En los pocillos de control se
agregaron 50 uL. de DMEM (CAPRICORN, Scientific. Se llevo a la estufa por 1 h y al término
de la incubacion se retird el indculo y se agregd 200 uL. de DMEM (CAPRICORN, Scientific) 5
% SFB en cada pocillo. Se colocd la placa nuevamente en la estufa por 48-72 hs. Al término de
este tiempo se visualizo el efecto citopatico caracteristico del virus mediante microscopia optica.
A partir de esto se utilizd el método de Reed y Muench (Reed & Muench., 1938) para
determinar el titulo viral expresado en dosis infectantes de cultivos celulares 50% (DICT sp)
basandose en la siguiente ecuacion para obtener la distancia proporcional:

(% infectividad en dilucién inmediata superior a 50%) — 50%
% infectividad en dilcion superior a 50% — % infectividad inmediata inferior a 50%

Finalmente la DICTs, se calcula de la siguiente manera:
log dilucion superior a 50% + (distancia proporcional x log factor de dilucion)

El valor resultante se divide entre el in6culo. Para estos ensayos el inoculo viral fue de 50 plL.

5.3.2 Evaluacién efecto antiviral de los compuestos

En esta seccion se evalud el potencial antiviral de los compuestos frente a los dos modelos
virales que se plantearon. La concentracion del virus a utilizar fue la definida en el punto 5.3.1
Con este objetivo se prepararon monocapas celulares en placas de 96 pocillos y se infectaron con
los respectivos virus con una concentracién de 6,32x10™ particulas viralespara el modelo del
coronavirus bovino y de 6,32x10® para el modelo de coronavirus humano. Una vez transcurrida
la adsorcion (1 hora a 37°C) las celulas fueron incubadas con los respectivos compuestos
diluidos en medio de crecimiento en base log 2 partiendo de la MCNC. Cada dilucion se evaluo
por cuadruplicado y en cada ensayo se realizaron controles celulares (CC) y controles virales
(CV).

Una vez desarrollado el efecto citopatico se procedid a determinar la Clso (definida como la
concentracion a la cual la mitad de las células estan infectadas mediante el método de Reed y

Muench como se explico en el punto 5.3.1)
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5.4 Célculo del Indice de selectividad (IS)

Para calcular el indice de selectividad (IS) (definido como la relacién que mide la ventana entre

citotoxicidad y actividad antiviral), de forma tal que 1S= CCso/Clsg

6. RESULTADOS

6.1 Aspectos quimicos

Tabla 2. Optimizacion de condiciones para la reaccion de 6-fltor-3-hidroxi-2-

piracincarboxamida con anhidrido triflico

. Q (CF3S0,),0 (2 eq.) o)

\[ \f‘\NHZ Et;N (2 eq.) F ij\NHz FoNg_CN
N” “OH CH,Clp, N, \[ * \[ IO
1a

0-25°C, 1 h 2'\; /g/:o 2'\,; 40
O~ "CF,3 0" "CF4

Entradas | (CF:S0O,),0 (eq.) | EtsN (eq.) | Solvente | Temp. (°C) t (h) % Conversion®

1 2.0 3 CHsCN 0-25 4, N, No reaccion

2 2.0 3 CHsCN 0-25 2,N; No reaccion

3 2.0 3 CH.Cl, 0-25 4, N, No reaccion

4 2.0 2 CH.Cl, 0-25 2, N Mezcla

5 2.0 2 CH.Cl, 0-25 2, N, 37,15

6 2.0 3 CH,Cl, 60 2,N; No reaccién

*Reaccion fue monitoreada por TLC. Temp.: temperatura en °C; t: tiempo en horas. "Producto aislados (mezcla de

productos: 33.7 en 2a 'y 3.45 en 2b). Casilla enmarcada en color rosa represent6 la mejor condicion para la reaccion.

Optimizacion de la reaccion del favipiravir con anhidrido triflico envolvié probar el namero de
equivalentes minimos del triflato, equivalentes de la trietilamina, tipo de solvente, efecto de
temperatura y tiempo. De las condiciones probadas, 2 equivalentes de anhidrido triflico, 2
equivalentes de la base en diclorometano como solvente a temperatura ambiente permitié la
mejor conversion del favipiravir. El tiempo fue esencial, tiempos superiores a 1 hora redujeron la

cantidad de producto, siendo el tiempo 6ptimo de reaccion de 1 hora. Importantemente, dos
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productos de funcionalizacion fueron obtenidos de la reaccidn, uno funcionalizado a nivel del
grupo hidroxilo 2a y otro derivado que consiste de una doble funcionalizacion, una
transformacion a nivel del grupo amido a carbonitrilo y otra con la esperada funcionalizacion del
hidroxilo para formar 2b. Espectros confirmaron los productos, ver detalles de espectros en
ANEXOS.

Estas condiciones fueron aplicadas para obtener el derivado 2c con un rendimiento de 24.60%, a
partir de la reaccion entre favipiravir y cloruro de metanosulfonico. Espectros confirmaron los

productos, ver detalles de espectros en ANEXOS.

Tabla 3. Optimizacion de condiciones para la acetilacion de sintesis de 6-fluoro-2-

piracincarboxamida 1a

o o
. Q CH5COCI (2.0 eq.) Fe N NJ\
NN, Et;N (2.0 eq.) \[/ H
P > N~ ~O
N” OoH

1a

025G, 4h SN

Entradas | CH;COCI (eq.) | Aditivo Base (eq.) Solvente | Temp.(°C) t (h) R (%)?
1 1.2 - Pyridina(1.2 eq.) | CH3CN 25 2 No reaccion
2 2 - t-BuOK (1.2 eq.) | CHsCN 25 2 No reaccion
3 2 - EtsN (2 eq.) CH.Cl, 25 24 No reaccion
4 2 - EtsN (2 eq.) CH.Cl, 25 1 21%"
5 2 - EtsN (2 eq.) CH.Cl, 25 2 Trazas
6 2 SOCl, EtsN (2 eq.) CH.Cl, 25 1 10%

*Reaccion fue minotoreada TLC. °Producto 2d” aislado. Casilla enmarcada en color rosa represent6 la mejor

condicion para la reaccion.

Similarmente a la reaccién anterior, optimizacion de la reaccion de acetilacion del favipiravir
envolvio la prueba de nimero de equivalentes minimos de cloruro de acetilo, equivalentes de la
trietilamina, tipo de solvente, efecto de temperatura y tiempo. De las condiciones probadas, 2
equivalentes de cloruro de acetilo, 2 equivalentes de la base en diclorometano como solvente a
temperatura ambiente permitid la mejor conversion del favipiravir. El tiempo fue esencial,

tiempos superiores a 1 hora redujeron la cantidad de producto, siendo el tiempo 6ptimo de
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reaccion de 1 hora. Importantemente, de acuerdo a los espectros de RMN, el producto
corresponde a una doble acetilacion, una a nivel del grupo hidroxilo y otra a nivel del amino del
grupo acetamido para dar 2d. Espectros confirmaron los productos, ver detalles de espectros en
ANEXOS.

Tabla 4. Optimizacion de condiciones para sintesis de 3-(benciloxi)-6-fluoro-2-

piracinacarboxamida 2e

0
(CeHsCH,CI (eq.) PN NH,
\[ ﬁ EtsN (eq.) \[ P
> N~ ~O
Solvente aditivo 2
°C) t(h) e ©
Entradas | C¢HsCH,CI (eq.) | EtzN (eq.) | Aditivo(eq.) | Solvente | t(h) | Temp. (°C) R (%)?
1 2.0 2 - Tolueno 72 100 Trazas
2 2.0 2 - CHiCN 5 100 Trazas
3 2.0 2 - CHi;CN 24 100 Trazas
4 2.0 CH,Cl, 24 100 No reacciéon

5 7.5 2 - - 5 110 9.4 %"
6 7.5 2 - - 24 110 Trazas
7 7.5 2 - - 24 120 Trazas
8 7.5 2 - - 24 90 Trazas
9 7.5 2 - - 24 80 Trazas
10 7.5 2 KI (1.1) - 5 100 Mezcla

*Reaccion fue monitoreada por TLC. °Producto 2e aislado. Casilla enmarcada en color rosa representd la mejor

condicion para la reaccion.

Optimizacion de la reaccién del favipiravir con cloruro de bencilo envolvié probar la
importancia del namero de equivalentes minimos del cloruro de bencilo, equivalentes de la
trietilamina, tipo de solvente, efecto de aditivos, efecto de temperatura y tiempo. De las
condiciones probadas, 7.5 equivalentes del cloruro de bencilo, en ausencia de base y solvente a

100 °C por 5 horas permiti6 la mejor conversion del favipiravir al producto 2e con un
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rendimiento de producto aislado de 9.4 %. Espectros confirmaron el producto 2e, ver detalles de
espectros en ANEXOS.

Tabla 5. Intentos de la reaccién con azido trimetilsililo

(0]
F N
T fL
~
N OH
1a

TMSN3 (2.0 eq.
EtsN (2.0 eq.)

0
) F_ _N
\[\ NH,
- 7
> NEe}
2f g

CH.,Cl,, N .
Temp., tiempo -~ | ~
TMSN; (equiv.) Base (eq.) Solvente Temp. (°C) R (%)?

1 1.5 EtsN (1.5eq.) | CHsCN 25 No reaccion
2 1.5 EtsN (1.5eq.) | CHsCN 60 No reaccion
3 1.5 EtsN (3.0 eq.) CHsCN 60 No reaccion
4 3.0 EtsN (1.5 eq.) CHsCN 60 No reaccion
5 1.5 NaH (5.0 eq.) THF 40 No reaccion
6 1.5 Na (5.0 eq.) THF 40 No reaccion

®Reaccion fue minotoreada a las 3 horas por TLC y se extendid a 24 horas.

La reaccion del favipiravir con azido de trimetilsilano no derivo en producto alguno, se mantuvé

inerte el favipiravir. Aislamiento de la mezcla de reaccion demostro el favipiravir como Unico

compuesto presente en solucion. Espectro de *H-NMR para la mezcla de reaccién: *H-RMN
(400 MHz, & ppm, J Hz, DMSO-ds): 13.41(s, 1H); 8.74(s, 1H); 8.50-8.52(s, 2H). (Corresponde

a Favipiravir).
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6.2 Aspectos bioldgicos

6.2.1 Determinacion de la CCsp

Se ensayaron un total de 10 compuestos en cada linea celular, pertenecientes a diferentes clases

de moléculas. Por un lado, favipiravir y sus analogos halogenados y no halogenados (1a, 1b, 1c,

1d, 1le) y por otra parte los derivados funcionalizados a nivel del hidroxilo de Favipiravir (2a,
2b, 2c, 2d, 2e) (Ver Figura 11)
Todos los compuestos ensayados en la linea celular HRT-18 mostraron que sUMCNC) fue

mayor a las concentraciones evaluadas. La CCsy para los compuestos ensayados se muestran en

la Tabla 6. Los compuestos favipiravir, 5, 9 y 10 presentaron CCsy mayores a 500 UM mientras

que los compuestos 1,2,3,6,7 y 8 presentaron CC50% menores a 500 puM.

Tabla 6. Determinacion de la CCsg en HRT-18

Compuestos Concentracion (uM) Absorbancia SD(+/-) % viabilidad CCsouM)
la (favipiravir) 500 0,99 0,05 55 542
250 1,11 0,06 61
125 1,12 0,06 62
62,5 1,27 0,2 70
1b 500 0,97 0,08 54 354
250 1,02 0,05 56
125 1,16 0,15 64
62,5 1,31 0,05 73
1c 500 0,58 0,06 32 314
250 1,09 0,2 60
125 1,66 0,3 92
62,5 1,72 0,1 95
1d 500 1,32 0,05 95 896
250 1,34 0,18 96
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125 1,38 0,14 98
62,5 1,39 0,03 99

le 500 1,01 0,07 56 656
250 1,03 0,03 57
125 1,21 0,02 67
62,5 1,22 0,02 67

2a 500 0,86 0,05 48 366
250 1,004 0,09 55
125 1,21 0,2 67
62,5 1,27 0,19 70

2c 500 0,84 0,14 47 428
250 1,05 0,16 58
125 1,19 0,2 66
62,5 1,19 0,2 66

2d 500 15 0,03 80 967
250 1,56 0,002 88
125 1,67 0,2 98
62,5 1,7 0,15 100

2e 500 0,47 0,03 26 155
250 0,57 0,005 31
125 0,8 0,16 44
62,5 1,05 0,2 58

Control - 1,7 0,002 100 -
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Todos los compuestos ensayados en la linea celular HEp-2 mostraron que su MCNC) fue mayor

a las concentraciones evaluadas. La CCsy para los compuestos ensayados se muestran en la tabla

a continuacion. Todos los compuestos ensayados presentaron concentraciones citotoxicas 50%

mayores a 500 uM, a excepcion del compuesto 2. Este presentd una CCsode 440 pM.

Tabla 7. Determinacion de la CCso en HEp-2

Compuestos Concentracion (uM) Absorbancia SD(+/-) % viabilidad CC 5 (uM)
la 500 1,26 0,01 77 636
(favipiravir)
250 1,56 0,02 96
125 1,59 0,05 97
62,5 1,59 0,06 97

1b 500 1,28 0,14 79 1277
250 1,41 0,08 86
125 1,52 0,13 93
62,5 1,54 0,12 94

1c 500 1,29 0,05 79 500
250 1,32 0,02 81
125 1,32 0,05 81
62,5 1,39 0,12 85

1d 500 1,01 0,07 74 715
250 1,25 0,02 92
125 1,28 0,04 94
62,5 1,33 0,2 98

le 500 1,34 0,07 82 1803
250 1,4 0,11 86
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125 14 0,12 86
62,5 1,42 0,11 87
2a 500 1,36 0,09 83 836
250 1,45 0,08 89
125 1,56 0,01 95
62,5 1,57 0,17 96
2b 500 0,86 0,07 63 667
250 1,12 0,04 83
125 1,32 0,05 97
62,5 1,32 0,006 97
2c 500 1,53 0,04 94 1095
250 1,69 0,08 99
125 1,73 0,06 100
62,5 1,75 0,01 100
2d 500 0,85 0,04 63 608
250 1,19 0,04 88
125 1,43 0,04 100
62,5 15 0,04 100
2e 500 0,46 0,13 28 440
250 1,32 0,01 81
125 1,37 0,02 84
62,5 1,49 0,04 92
Control 1,5 0,05 100
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6.2.2 Determinacion de la Clso e Indice de selectividad
En este apartado se evalud la capacidad antiviral de los compuestos anteriormente mencionados

y su indice de selectividad en ambos sistemas bioldgicos; HRT-18/Coronavirus bovino (BoCo)
cepa mebus y HEp-2/Coronavirus humano 229E. En el modelo HRT-18/BoCov cepa Mebus la
Clsp estuvo en el rango de 125 a 15,6 uM. Los IS de los compuestos se detallan a continuacion

en la Tabla 8.

Tabla 8. Clsp e indice de selectividad para los compuestos antivirales ensayados contra el virus
BoCov en HRT-18.

Compuesto MCNC (uM) CCso (uM) Clsp (uM) IS
la (favipiravir) > 500 542 31,25 17
1b > 500 354 62,5 5

1c > 500 314 31,25 10

1d > 500 ® 896 ° 62,5 14

le > 500 ? 656 ° 125-62,5* 7

2a > 500 366 31,25 12

2c > 500 ? 428° 125-62,5* 4

2d > 500 967 31,25 31

2e > 500 155 15,6 10

*Para estos compuestos se hizo un promedio entre las concentraciones en las cuales se encuentra la Cls, para

determinar el indice de selectividad (1S). *El tiempo de incubacion con el compuesto fue 24 horas.

El compuesto que presentd mayor IS fue el 2d, mientras que el que presenté menor IS fue el
compuesto 2c. El Favipiravir (1a) presentd un IS de 17, los compuestos 2a y 1d obtuvieron IS
similares al compuesto de referencia. Se sabe que compuestos con indices de selectividad
mayores a 10 son buenos candidatos como moléculas antivirales (Indrayanto., et al., 2021). Los
compuestos 2c, 1e y 1b no son buenos candidatos como moléculas con potencial antiviral; 2e,
2a, 1c, y 1d presentaron potencial antiviral moderado; el favipiravir (1a) y el compuesto 2d
presentaron potencial antiviral elevado en este modelo. En el modelo HEp-2/hCov 229E la Cls
estuvo en el rango de 500 a 15,6 uM en los diferentes compuestos. Los IS de los compuestos se

detallan a continuacion en la Tabla 9.
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Tabla 9. Cls e indice de selectividad para los compuestos antivirales ensayados contra el virus

hCov en HEp-2.

Compuesto MCNC (uM) CCso (uM) Clso (uM) IS
la (favipiravir) > 500 636 31,25 20
1b > 500 1277 500 2

1c > 500 500 500-250* 2

1d > 500 715 125 6

le > 500 1803 125 14

2a > 500 836 62,5 13

2b > 500 667 62,5 11

2C > 500 1095 125-62,5* 11

2d > 500 608 15,6 39

2e > 500 440 250 2

*Para estos compuestos se hizo un promedio entre las concentraciones en las cuales se encuentra la Clgpara

determinar el indice de selectividad (IS).

El compuesto que presentd mayor IS fue el compuesto 2d mientras que los compuestos que

presentaron un IS menor fueron 2e, 1b, 1c y 1d. El favipiravir (1a) obtuvo un IS de 20, los

compuestos que mas se le acercaron fueron 2a y 1e con un IS de 13 y 14 respectivamente. Los

compuestos 2e, 1b, 1c y 1d no son buenos candidatos como moléculas con potencial antiviral;

2¢, 2a, le, y 2b presentaron potencial antiviral moderado; el favipiravir (1a) y el compuestos 2d

presentaron potencial antiviral elevado en este modelo.

A partir de los datos obtenidos en la actividad antiviral se realizaron unos estudios de densidad

de carga (carga de Mulliken) en el oxigeno enolico y cetonico a través de estudios tedricos de

DFT (density functional theory) utilizando el funcional B3LYP en combinacién con la base 6-

31G(d.p). Se encontré una buena correlacién para 4 de los compuestos ensayados en el modelo
HEp-2/hCov 229E (Figura 12).
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Figura 12. Relacion entre la actividad antiviral en el modelo de HEp-2/ hCov 229E versus la

carga de Mulliken del oxigeno enolico (A) y cetonico (B).
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6.2.3 Célculo tedrico del coeficiente de particion (Log P).

El coeficiente de particion (Log P) fue determinado para los 10 derivados estudiados en el

presente trabajo a través de la plataforma web de SwissADME.

Tabla 10. Valores de Log P para los compuestos ensayados

Compuestos | Log P (iLOGP)
la 0,7
(favipiravir)
1b 0,77
1c 0,91
1d 0,88
le 0,4
22 0,94
2b 1,04
2C 0,14
2d 1,31
2e 1,81

En Tabla 10 se puede observar que la incorporacion de estos grupos de relativa labilidad

aumenta el valor de Log P comparado a favipiravir desde 0,7 hasta 1,81.

Los derivados funcionalizados que presentaron Log P mas altos siguen el siguiente orden,
derivado de bencilo(2e)>acetilo (2d)> triflato(2b)> triflato(2a)>metano-sulfonico(2c). Por su
parte, los Log P de los derivados halogenados en la posicién 6 del anillo de piracina entre 0.4 y
0.91. El derivado no halogenado (1e) mostré el menor valor de Log P dentro de este grupo con
un valor de 0.4, mientras los derivados bromados y iodados presentaron los mayores valores
entre los la-e con valores de 0.91 y 0.88, respectivamente. El derivado clorado y fluorado

(favipiravir) exhibieron valores intermedios de 0.77 y 0.70, respectivamente.
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7. DISCUSION

7.1 Aspectos guimicos

Los compuestos estudiados biol6gicamente contra modelo de coronavirus en esta investigacion
se dividen en dos familias de compuestos: (i) grupo A: derivados halogenados y no halogenados
del favipiravir funcionalizados a nivel de la posicion seis (Figura 13A) y (ii) grupo B: derivados
del favipiravir funcionalizados a nivel del grupo hidroxilo (Figura 13B). Del primer grupo de
compuestos el derivado fluorado (favipiravir) (la, Figura 13A) y el derivado clorado (1b,
Figura 13A) fueron adquiridos de forma comercial, mientras el derivado bromado (1c, Figura
13A) fue previamente preparado por el grupo de Quimica Orgéanica Medicinal. Por su parte, el
derivado no halogenado (1e, Figura 13A) y aquel funcionalizado con iodo (1d, Figura 13A)
fueron preparados en la presente investigacion siguiendo protocolos reportados. Por otra parte,
todos los derivados correspondientes al grupo B, funcionalizados a nivel del grupo hidroxilo (2a-
e, Figura 13A), fueron preparados siguiendo procedimientos reportados tipicos de alquilacion 6
acetilacion de fenoles con pequefias modificaciones (Johnstone, R. A., & Rose, M. E., 1979),
(Comprehensive Organic Functional Group Transformations, 1995), (Chakraborti., & Gulhane,
R., 2004) & (Feng., et al., 2018).

TﬁL%ﬁ”ﬁﬁ\U%fﬁ

(faV|p|raV|r)

tﬁ\m:rf\tﬁ*rﬁ

(0]
/O b \S//O

2 Z
o/S CF3 o~ CFs o O ChHs

Figura 13. Derivados de 3-hidroxi-2-piracincarboxamida funcionalizados en posicién 6 por

haldégenos (A) y derivados de favipiravir funcionalizados a nivel del grupo hidroxilo (B).
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7.1.1 Sintesis y caracterizacion de las 3-hidroxi-2-piracincarboxamidas 1d y 1le

Para la sintesis del derivado no halogenado de 3-hidroxi-2-piracincarboxamida (1e), se partié de
una estrategia sintética reportada (Nro. Patente JP 5739618B2), donde se hace reaccionar
aminomalonamide y glioxal bajo condiciones bésicas. La reaccion requiere de condiciones
béasicas para la primeras etapas de la reaccion, mientras condiciones &cidos son requeridas para
obtener el derivado bajo su forma neutra. El primer paso de la reaccion transcurre mediante una
doble condensacion entre los grupos carbonilos del glioxal con grupos aminos adyacentes de
aminomalonamide para dar el intermedio ciclico (A) bajo condiciones bésicas. Posteriormente,
el intermedio (A) reacciona bajo una doble deshidratacion para formar el intermedio (B), el cual
tautomeriza bajo condiciones basicas para dar el derivado deseado bajo la forma idnica (C).
Finalmente, bajo condiciones de acidez se obtiene la piracina bajo la forma neutra (D) (Figura
13). El producto se obtuvo en un buen rendimiento, alrededor del 80 %, el cual se bastante
aceptable respecto a la metodologia reportada (Nro. Patente JP 5739618B2). No fue necesaria
estrategias extras para su purificacion y la obtencion del producto fue constatada a través EI-MS,
espectroscopia de NMR 'y punto de fusion. Respecto a la fase de caracterizacion, el producto
presento un punto de fusion alrededor del 247-250 °C con descomposicion, el cual se encuentra
en el mismo rango reportado de 248 °C (Nro. Patente JP 5739618B2). De acuerdo al EI-MS, se
identificé un dnico producto con una masa molecular de 139.10, lo cual corresponde a la 3-
hidroxi-2-piracincarboxamida. Del RMN, se observaron un total de cinco sefiales Unicas entre
7.95 y 13.36 ppm en el espectro de *H-RMN, una de ellas a 13.36 ppm se corresponde al proton
hidroxilo, los picos ligeramente anchos en 8.12 y 7.95 ppm corresponden a los dos hidrégenos
del grupo amino del grupo amido, mientras los hidrogenos aromaticos se encuentra desplazados
en 8.12 (que integra para dos protones) y 8.71 ppm. Del espectro de **C-RMN, se confirmé el
producto con la identificacion de cinco sefiales que corresponden a los cuatro carbonos del anillo
de piracina y otra al carbono carbonilico del grupo amido que presento una sefial tipica alrededor
de 166 ppm.
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Figura 14. Mecanismo de sintesis 3-hidroxi-2-piracincarboxamida

Respecto a la sintesis del derivado yodado (1d), se partié de una estrategia reportada de iodacion
sobre anillo de piracina via sustitucion electrofilica aromética (SEAr) utilizando iodo molecular
formado in situ (Dutta, U.,et al., 2015). Esta estrategia emplea una serie de reactivos tales como
persulfato de sodio (K,S,0g) como agente reductor, nitrato cérico (Ce(NO3)s) como un agente
auxiliar y yoduro de sodio (Nal) como fuente de iodo. El ion persulfato, bajo la forma de i6n
radical persulfato SO,", tiene como funcion oxidar el ion ioduro al radical de iodo (I') con la
transferencia de un electron e inclusive tiene el potencial de llegar hasta su forma cationica de I”
con la transferencia de un electrén méas desde i6n persulfato sobre iodo radical liberando ion
sulfato (SO4?). La forma catiénica del iodo (I*) es ideal para la SNAr. Por su parte, el ién de
Ce* tiene como funcién regenerar el i6n persulfato (SO,7) a partir de i6n sulfato con
transferencia de un electron, liberando i6n de Ce**. Estos detalles mecanisticos puede ser
apreciados en la Figura 14. Con el ién catidnico de iodo se da una SEAr con la 3-hidroxi-2-
piracincarboxamida sobre la posicion seis del anillo, la méas nucleofilica, dirigida por grupo
hidroxilo de la posicion 3 del anillo de piracina. Este mecanismo lleva a la formacion del
intermedio (E), el cual finalmente aromatiza al producto iodado mediante una reaccion acido-
base (Figura 15). De la reaccion, se obtuvo un producto de color amarillo con un rendimiento
del 22 % después de una purificacion por cromatografia en columna. El bajo rendimiento en
comparacion al 54 % obtenido con el sistema analogo de N-metilpiracina (Nro. Patente JP
5739618B2) se debe a la tentativa menor reactividad de nuestra piracina, no metilada, que lo

convierte en un sistema aromatico, mas rigido hacia la iodacion via adicion electrofilica que el
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sistema no aromatizado. Mientras el sistema de N-metilpiracina, que es un sistema no aromatico,
es mucho més reactivo hacia la iodacion por una adicién electrofilica de un doble enlace. Otro
de los factores que pudo influir en el bajo rendimiento de esta reaccion es la pobre solubilidad
del material de partida en dicloroetano. Asimismo, se probaron otros solventes como CH3;CN
para mejorar el rendimiento, sin embargo, no se mejoré la solubilidad ni mejoras en el
rendimiento final.. Es importante resaltar que el grupo de investigacion recientemente desarrollo
una metodologia méas conveniente para la obtencién de este sistema con el uso N-
iodosuccinimida como fuente electrofilica de iodo. Respecto a la identificacion de este derivado,
este se confirmd por espectroscopia de RMN. En el espectro de 'H-RMN se encontré un
conjunto de cuatros sefiales entre 7 y 13.44 ppm. Una de ella corresponden al hidrégeno del
grupo hidroxilo a 13.44 ppm que se ve como un pico ancho, tipico de este tipo de protones. Otra
sefial desplazada a 8.62 ppm corresponde al hidrégeno aromatico, mientras dos picos
ligeramente anchos corresponden a los dos hidrégenos del grupo amido con desplazamientos
quimicos en 8.38 y 8.56 ppm. El **C-RMN también confirmé el compuesto con cinco carbonos,
cuatro correspondientes al anillo de piracina y el restante al carbonilo del grupo amido alrededor
de 166 ppm.
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42- H 304 tautomerizacion

Te aromatizacion 1d_ceto 1d_enol

Figura 15. Posible mecanismo de reaccion propuesto en el trabajo de referencia (Nro. Patente
JP 5739618B2)

7.1.2 Sintesis y caracterizacion de los derivados de favipiravir funcionalizados a nivel de grupo

hidroxilo 2a-e

La sintesis de estos derivados fue basada en dos tipos de mecanismos de reaccion: uno de
sustitucion nucleofilica bimolecular (SN2) para las reaccidn de favipiravir con cloruro de bencilo
y azido de trimetilsilano, mientras el resto de reacciones con anhidrido triflico, cloruro de acetilo
y cloruro metanosulfénico fue basada en un mecanismo de adicién-eliminacion. En esta fase de

la investigacion se busca la sintesis de diferentes derivados de favipiravir funcionalizados a nivel
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del grupo hidroxilo con diferentes grupos removibles, unos de facil remocién tales como acetilo
o triflato y otros de dificil remocion tales como el bencilo y el metano-sulfonico y el
trimetilsilano. Esto puede ser interesante desde dos punto de vista, el primero que nos permite
evaluar el rol de la lipofilia con un grupo removible facilmente y en segundo lugar, el rol del
grupo hidroxilo en la actividad con el uso de grupo de dificil remocién bajo condiciones
fisiolégicas.

Primeramente, para las reacciones via SN, se inicié con la desprotonacion parcial del grupo
hidroxilo con el uso de una base como trietilamina con la idea de forma un nucle6filo mas
conveniente para favorecer la SN, el cual ataca al carbono electrofilico e inducir de forma
concertada la salida del grupo saliente (azido para TMS-N3 y cloruro para el cloruro de bencilo)
y formar el producto deseado de sustitucion 2e y 2f (Figura 16).
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Figura 16. Posible mecanismo de SN, para las reacciones entre el grupo hidroxilo de favipiravir
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y los sustratos de cloruro de bencilo y azido de trimetilsilano.

Para la funcionalizacion con el grupo bencilo se trabajo inicialmente con diversas condiciones
para una mayor optimizacion de la reaccion (Tabla 4). Bajo condiciones estandares de 2
equivalentes de cloruro de bencilo y de trietilamino, no se lograron buenos resultados con el uso
de solventes organicos (tolueno, acetonitrilo y diclorometano) (entradas 1-4, Tabla 4). Un

exceso de cloruro de bencilo (7.5 eq.), actuando como reactivo y solvente,y en presencia de
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trietilamina (2 eq.), se logré generar el producto con un discreto rendimiento de reaccion (9,4 %)
después de su aislamiento y purificacion. La reaccion fue ejecutada a 110 °C por un tiempo de 5
h (entrada 5, Tabla 4). Mayor tiempo de reaccion (24 horas) y cambios de temperatura no
generd mejorias (entradas 6-9, Tabla 4). Con el uso de un aditivo como el yoduro, que buscaba
obtener in situ el yoduro de bencilo, que son mas reactivos que los cloruros, no se logré mejoria
en los resultados de la reaccion (entrada 10, Tabla 4). El discreto rendimiento obtenido para
esta reaccion no es sorpresivo debido a que el grupo hidroxilo se encuentra conectado a anillo
altamente deficiente en electrones con dos nitrégenos dentro del anillo y un grupo amido orto al
grupo hidroxilo, lo cual reduce su significativamente la capacidad nucleofilica de dicho grupo
hidroxilo. El producto obtenido bajo la condicion 5 (Tabla 4) fue aislado y purificado
cromatografia en columna.

Respecto a la identificacion de este derivado, este se confirmé por espectroscopia de RMN. El
'H-RMN confirmé la existencia de diez hidrégenos en la molécula. La sefial definida cercana a
8.2 ppm integra para el hidrégeno del anillo aromatico en la posicion 5 cercano al fluor. El pico
de baja amplitud en 6.2 ppm corresponde a uno de los hidrégenos del NH, Mientras que la sefial
en 5.5 ppm integra para los dos hidrogenos del CH, En la region entre 7,50 y 7,33 ppm se
visualiza un multiplete, este integra para seis hidrogenos, uno de ellos corresponde al otro proton
del grupo amido y el resto corresponde a los hidrogenos del anillo bencilo. Las correspondientes
correlaciones entre los hidrogenos aromaticos ubicados en el rango de 7.33 a 7.50 ppm se puede
verificar con el espectro de dos dimensiones *H-'H-COSY (ANEXOS). Es importante destacar
que en el 'H-RMN del material de partida se observa una sefial ubicada en 13.40 ppm
correspondiente al hidrégeno del grupo hidroxilo, esta sefial ha desaparecido completamente en
el producto deseado. Esto confirma la funcionalizacibn de nuestro producto 2e
Con respecto al **C-RMN, este confirmo las diez sefiales esperadas correspondientes a los diez
tipos de carbonos de la molécula (ANEXOS). La sefial en 162.07 ppm correspondiente al
carbono del carbonilo presente en la molécula. El doblete registrado entre 155,09-155,07 ppm
corresponde a carbono con distancia de cuatro atomos de carbono. Las sefiales entre 154,10 y
151,70 ppm corresponde al C-F de la molécula.

Por su parte, para la reaccion con trimetilsilano no se pudo apreciar conversion alguna del
material de partida bajo ninguna de las condiciones ensayadas (Tabla 5), siendo el material de

partida practicamente inerte en la reaccion. Esto se debe a dos factores: (i) baja capacidad
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nucleofilica del grupo hidroxilo para una SN, y (ii) al efecto estérico que ejercen los grupos
metilos conectados al carbono electrofilico asi como el grupo amido en la piracina cuando se
acercan en el tentativo estado de transicion (Figura 17). La no formacion del producto se
confirmé mediante RMN, tanto por *C-RMN, 'H-RMN y F-RMN, donde las sefiales

correspondieron al favipiravir de partida.

efecto estérico
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Figura 17. Dificultad energética para el acoplamiento entre favipiravir y azido trimetilsilo

Por otra parte, para la O-sulfonilacion del grupo hidroxilo del favipiravir se utilizaron dos
reactivos anhidrido triflico y cloruro de metanosulfonico. Estas reacciones operan bajo un
mecanismo de adicion/eliminacion, donde inicialmente se adiciona el hidroxilo al azufre
electrofilico y luego se elimina agua del fragmento de sulfonato para dar la O-sulfonilacion con
anhidrido triflico y cloruro de metanosulfonico (Figura 18). Inicialmente, se requiere de la
desprotonacion del favipiravir desprotonado para generar la especie nucleofilica que ataca al

azufre electrofilico.

NH,
N\ e} CE?) ~ NH,
[ + R-sx — || _
7 o I
N o\/o o
0=8=0

Figura 18. Mecanismo de adicion-eliminacion para la O-sulfonilacién de grupo hidroxilo del

favipiravir.

Para la funcionalizacion con anhidrido triflico se probaron varias condiciones para su

optimizacion (Tabla 2). Las reacciones se ejecutaron bajo atmdsfera inerte de nitrogeno para
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evitar hidrolisis parcial del anhidrido triflico que es altamente hidrolizable. Con una cantidad fija
de anhidrido triflico (2 eq.) y trietilamina (2 eq.) a temperatura ambiente, el diclorometano fue
seleccionado como un solvente mas conveniente que el acetonitrilo (entradas 1-5, Tabla 2). El
tiempo de reaccidn y temperatura también fueron otros factores importantes. En diclorometano,
tiempos superior a dos horas mostrd una conversion del favipiravir a productos durante la
primera hora, pero al dejarse por 2 0 4 horas s6lo se identifico el favipiravir de partida por TLC
y 'H-NMR (entradas 3-4, Tabla 1). Esto muestra la reversibilidad de la reaccién promovida
posiblemente por subproductos acidos generados incluyendo como el agua. Con la reduccién del
tiempo a 1 hora y el uso de tamiz molecular, se logré una conversion global del 37.15, 33.7 en
lay 3.34 % en 1b (entrada 5, Tabla). Incremento de la temperatura desde el inicio de la
reaccion no fue conveniente para el positivo progreso de la misma (entrada 6, Tabla 1). La
mezcla de reaccién de la condicion 5 fue purificada por cromatografia en columna encontrando
sorpresivamente dos productos, uno de ellos identificado como el producto deseado de O-
sulfonilacién y el otro un derivado O-sulfonilado pero con la transformacion del grupo amido a
grupo ciano, lo cual fue confirmado por espectroscopia de RMN de protones, carbono, flGor y
2D de *H/*H-COSY, *H/**C-HSQC y *H/**C-HMBC.

Para el derivado O-sulfonilado (2a), se identificaron las 3 sefiales esperadas correspondientes a
3 tipos de protones de la molécula, que se encontraban en el rango entre 8.82 y 8.14 ppm. Los
picos anchos en 8.82 y 8.84 ppm integran para el hidrogeno aromatico y se aprecia como un
doblete de J= 8 Hz por su acoplamiento con flor vecino. Las sefiales anchas entre 8.43 y 8.14
ppm corresponden a los hidrégenos del grupo amino. La supresion de sefial tipica en 13 ppm
caracteristica del grupo hidroxilo confirma la esperada conversién y funcionalizacion de dicho
grupo. El **C-RMN también confirmo el compuesto con la identificacion de seis carbonos,
cuatro de ellos correspondientes al anillo de aromatico, otro al carbono del grupo CF3; y otro
correspondiente al carbonilo del grupo amido. La sefial en 162.22 ppm corresponde a este
altimo. Mientras que las sefiales entre 123.24- 113.70 ppm forman un cuartete que corresponde a
la integracion de las sefiales entre el carbono unido a sus tres atomos de fltor. Las siguientes
sefiales ubicadas en el rango entre 158.99- 135.61 ppm pertenecen a los carbonos aromaticos del
derivado. Otros espectros tales como *H/*H-COSY, *H/*C-HSQC y *H/**C-HMBC confirman la

obtencién del compuesto 2a.
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Con respecto al *H-RMN del producto 2b se observa una Gnica sefial entre 8.49 y 8,47 ppm
correspondiente al Unico hidrogeno aromatico de la molécula. Esto supone la desaparicion del
grupo amido o su transformacion en otro grupo. Del espectro de **C-RMN, se detect6 una sefial
en 110 ppm tipica de carbonos de grupo ciano (CN) lo cual sugiere que el amido fue
funcionalizado al grupo ciano. El cuartete que se observa entre 123 y 113 ppm corresponde al
grupo CF; Las restantes de las sefiales corresponden a los cuatro carbonos aromaticos que
presenta el producto. Las sefiales entre 159,11 y 156,50 ppm integran para el C-F con un J= 261
Hz caracteristico de este grupo en la molécula. Mientras que las sefiales entre 151.08 y 151.11
pertenece al C-C-C-C-F con un J= 3Hz. Las sefiales en dobletes en 119,20 y 119.08 ppm y un
J=12 Hz corresponden a un C-C-C-F.

Para la inesperada conversion de favipiravir al producto 2b, se propuso un mecanismo tentativo
tal como se muestra en figura 18. Inicialmente, la formacion de los productos 2a y 2b envuelven
la desprotonacion del grupo hidroxilo del favipiravir para formar el correspondiente ion
phenolato. Este posteriormente reacciona por un mecanismo adicion-eliminacion para formar el
producto 1a con liberacion del ion triflato (0 F en Figura 19). Subsecuentemente, el producto 1a
puede sufrir una reaccion de ciclacion intramolecular para formar el intermedio G, que luego
tautomeriza en H. Finalmente, intermedio H en presencia de base sufre una deshidratacion del

fragmento de imino para formar el inesperado producto 2b.
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Figura 19. Mecanismo para conversion de favipiravir a los productos 2a'y 2b.

Continuando con la sintesis de derivados funcionalizados a nivel del grupo hidroxilo, se tiene
que la sintesis del derivado 1c envuelve un mecanismo de adicién-eliminacion (Figura 18). El
producto se obtuvo en un primer y Gnico intento con un rendimiento del 24.60 % utilizando 2 eq.
de trietilamina, 2 eq. de cloruro de metanosulfonico en diclorometano a temperatura ambiente
por 3 horas. El producto fue aislado mediante una recristalizacion en acetonitrilo frio y el
producto aislado fue caracterizado por confirmado por espectroscopia de RMN de protones,
carbono, fltor y 2D de ‘H/*H-COSY, *H/**C-HSQC y 'H/**C-HMBC. Para el derivado O-
sulfonilado (1c), se identificaron los tres tipos de sefiales correspondientes a 3 tipos de protones,
proton aromatico, protones de grupo amido y protones de grupo metilo del grupo sulfonilo. La
primer sefial correspondiente a los picos que se ubican entre 8.71 y 8.69 ppm con un J= 8 Hz
corresponde al hidrogeno del anillo aromatico. Mientras que las sefiales ubicadas en 8.22'y 7.99
ppm son picos anchos que corresponden a los hidrégenos del grupo amino (NH>). Por altimo, la
sefial ubicada en 3.6 ppm corresponden a los hidrégenos del grupo metilo, lo cual en
combinacién con la desaparicion del pico en 13 ppm confirma la O-sulfonilacion. El **C-RMN

también confirmo el compuesto con cinco carbonos, cuatro correspondientes al anillo aromatico
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y el restante a un carbono alifatico. Con respecto al **C-RMN se logran ver cinco sefiales en el
rango entre 165 y 130 ppm, tipico de carbonos ardmaticos y el carbonilo para valores superiores
a 160 ppm. La sefial en 163.11 ppm corresponde al carbono del carbonilo presente en la
molécula. Las siguientes dos sefiales en 158.30 y 156.60 ppm integran para el carbono aromético
en posicion ortho. Las sefiales en 148.41 y 148.44 ppm integran para el carbono aromatico en
posicion meta. Las sefiales ubicadas entre 137.09 y 137.17 ppm integran para el C-F aromatico.
Y por ultimo, las sefiales entre 133.51 y 133.93 ppm integran para el carbono aromatico mas
lejano. La asignacion a cada carbono se deduce de los acoplamientos carbono-fltor del espectro
de *C-NMR (ANEXOS). La sefial en 40.92 ppm correspondiente al carbono del grupo CHs
Otros espectros tales como ‘H/*H-COSY, 'H/**C-HSQC y H/**C-HMBC confirman la
obtencion del compuesto 2a.

Finalmente, para la sintesis del derivado acetilado (2d) fue necesaria una fase de optimizacion
(Tabla 3). Basado en las reacciones previas de adicion-eliminacion, la optimizacion de
acetilacion fue a temperatura ambiente. De las bases probadas (piridina, trietilamina, piridina), la
trietilamina resulté como la mejor base con el uso de 2 equivalentes de cloruro de acetilo y 2 de
la base a temperatura ambiente (entradas 1-4, Tabla 3). El tiempo resulto ser crucial, para
tiempos superiores de 2 horas se observo una caida de la conversion del favipiravir, siendo una
hora de reaccién como el tiempo mas conveniente para una apreciable conversion (entradas 3-5,
Tabla 3). Uso de un aditivo para regenerar posible acido acético a cloruro de acilo, no genero
una mejoria en el rendimiento encontrado en entrada 4. El producto fue aislado y purificado por
cromatografia en columna. De la fase de caracterizacion, se identificé al producto 2d como un
derivado de diacetilacion, funcionalizado en el grupo hidroxilo y el grupo amido. Del espectro
de protones se observan dos picos en 2.1 y 2.2 ppm que integran para tres cada uno, un doblete
para un protén en 8.60 ppm asi como una sefial a 9.98 ppm que puede corresponder al restante
NH. Esto observado en el *H-RMN en combinacion con las dos sefiales encontradas en 168 y
170 ppm soportan la diacetilacién del favipiravir. Otra sefial en 159 ppm correspondiente al
carbonilo de amido, picos en 157 ppm con J de 240 Hz, pico en 151.11, doblete a 136.42 ppm (J
=40 Hz) y un doblete 131 ppm de J pequefia confirman la estructura de 2d. Otros espectros tales
como *H-'H-COSY, *H-**C-HSQC y *H-*C-HMBC confirman la obtencién del compuesto 2d.
Respecto a la via de formacion del producto 2d, ella inicia con un mecanismo de adicidn-

eliminacion con el ataque del grupo hidroxilo desprotonado al grupo carbonilo promoviendo la
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salida del grupo saliente X del ién cloruro para formar el producto de O-acetilacion I. Este
producto no se encontrd6 como producto y siguié reaccionando con el exceso de cloruro de
acetilo para dar el producto 2d mediante la segunda acetilacion del amino del grupo amido tal
como se ilustra en la Figura 20. Esta reaccion tuvo un rendimiento relativamente bajo. Una de
las posibles causas puede ser que el producto de la reaccion parece ser mucho mas reactivo que
los derivados de sulfonilo, lo cual puede estar asociado a la reactividad del grupo carbonilo. El
grupo sulfonil se encuentra bajo una forma tetraédrica haciéndolo un sistema mas rigido.
Mientras que el carbonilo que se encuentra bajo una configuracién hibrida sp2 siendo maés

sensible a posibles reacciones de sustitucion.
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Figura 20. Mecanismo para conversion de favipiravir al producto 2d.

7.2 Aspectos Biologicos

En esta seccidon se describen los resultados de citotoxicidad y actividad antiviral contra dos
modelos de Coronavirus de una serie de derivados de favipiravir (Figura 13) asi como un
potencial analisis de la relacion estructura propiedad para identificar el rol de la sustitucion en la
posicion 6 del anillo de piracina, el rol de la lipoficidad, el rol del grupo hidroxilo y el grupo
amido. Para cumplir este proposito, se cuenta con una serie de cinco compuestos funcionalizados
la-e en la posicién con hidrégeno y diversos haldégenos (F, Cl, Br y I), asi como otros analogos
2a-e funcionalizados a nivel del grupo hidroxilo que permitié evaluar el rol del grupo hidroxilo,
lipofilicidad. El rol del grupo amido se pudo evaluar con el derivado 2b.

En cuanto a los resultados obtenidos de citotoxicidad en la linea celular HRT-18 para los

compuestos la-e, se encontrd que el cambio en el halégeno tiene un efecto sobre la citotoxicidad
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de los compuestos, encontrandose el siguiente orden de CCso de menor a mayor: 1c, 1b, 1a, le,
1d. El compuesto que presento menor CCsq fue el derivado bromado (1c) con 314 uM, luego le
siguio el derivado clorado (1b) con 354 uM. En el favipiravir (1a) fue de 542 uM. El derivado
yodado (1e) y el derivado no halogenado (1d) presentaron concentraciones citotoxicas de 656
uM y 896 uM respectivamente. Los unicos compuest0s que presentaron CCsy dentro del rango
de las ensayadas a las ensayadas fueron los compuestos 1c y 1b.

Para los compuestos 2a-e el orden de CCso de menor a mayor en la linea celular HRT-18 fue el
siguiente: 2e, 2a, 2c, 2d. El compuesto que presento menor CCs fue el derivado con el grupo
bencilo (2e) con 155 uM. Seguido por el derivado funcionalizado con el grupo triflato (2a) con
366 uM. El derivado metano-sulfonico (2c) presento una CCsy de 428 puM. Todos estos
compuestos presentaron mayor citotoxicidad en comparacion con el favipiravir (1a). Esto da
cuenta de que las funcioalizaciones en el hidroxilo también afectan la citotoxicidad en las
células, a excepcion del derivado acetilado (2d). EI compuesto 2b no se pudo evaluar su CCs
debido a el MTT no se adhirio a las células con el compuesto.

En cuanto a los resultados obtenidos de CCsg en la linea celular HEp-2 para los compuestos 1a-e
siguid el siguiente orden de menor a mayor: la, 1b, 1d, 1c, le. La CCsy para este grupo de
compuestos fue mayor a las ensayadas. En esta linea celular los cambios en los halégenos
diminuyé la citotoxidad de los compuestos. Las diferencias encontradas entre las dos lineas
celulares se pueden deber a los diferentes origenes de los cuales derivan estas células, los cuales
son explicados mas adelante.

Para los compuestos 2a-e el orden de menor a mayor para la CCsy fue el siguiente: 2e, 2d, 2b,
2a, 2c. En este caso la incorporacion de nuevos grupos como: bencilo, triflato y acetilo
disminuyo la citotoxicidad de los compuestos.

Posteriormente, se evalud el potencial antiviral de los compuestos contra dos modelos de
coronavirus humano coronavirus bovino cepa Mebus y h-Coronavirus 229E. Comenzando con la
serie de compuestos la-e, se pudo ver que en ambos sistemas biolégicos existe un patron en los
resultados obtenidos. ElI cambio del F por otro halégeno o por H no aument6 la actividad
biologica del compuesto en ninguno de los dos modelos bioloégicos. En el modelo de HEp-2/h-
coronavirus 229E los compuestos halogenados (6Br, 6Cl, 61) y el compuesto no halogenado
(6H) obtuvieron una Clsg alta (en el rango de 500 - 125 uM) lo que indica baja capacidad para

inhibir la replicacién del virus. Los indices de selectividad para estos compuestos 1b, 1c y 1d
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fueron menores a 10 con valores de 2, 2 y 6 respectivamente. EI compuesto le presentd un
indice de selectividad de 14. El compuesto de referencia 1a (favipiravir) en este modelo presentd
una Clso baja, en el entorno de 31.5 uM y un indice de selectividad mayor a 20. En el modelo de
HRT-18/BoCov cepa Mebus los compuestos halogenados (6Br, 6Cl, 61) y el compuesto no
halogenado (6H) obtuvieron una Cls intermedia (en el rango de 100-62 uM) pero al analizar su
indice de selectividad no fueron tan buenos. Para los compuestos le, 1b y 1c sus indices de
selectividad fueron de 7, 5, y 10 respectivamente. Solo el compuesto 1d present6 un indice de
selectividad comparable con el Favipiravir. Dicho compuesto presentd un indice de selectividad
de 17.

Estos resultados sugieren que el cambio del F por otro halégeno o H decrece significativamente
la actividad biolégica de los compuestos. El halégeno F es clave en la estructura del compuesto.
Es bien sabido que la molécula de favipiravir se encuentra en equilibrio tautomérico en sus dos
formas (enol y ceto). Estudios que se han hecho anteriormente han demostrado que la forma
predominante y mas estable es la endlica, mientras que la forma cetonica es la forma tautomerica
de mas baja proporcion. Sin embargo, en medio acuoso el equilibrio tautomeérico se desplaza
hacia la forma ceto debido a que la interaccion con el agua desplaza el equilibrio hacia su forma
mas polar (Umar., 2020). Favipiravir es un profarmaco lo que significa que para la formacion de
su metabolito activo este tiene que ser transformado luego de ingresar a la célula y es necesaria
la conformacidn ceto para esto. Entonces, para establecer una relacion entre la naturaleza del
sustituyente en posicion 6 del anillo de piracina y la actividad bioldgica y su posible vinculacion,
aungue de manera indirecta, con el taumerismo a tarves de una mediacion dirigida por el
sustituyente en 6, en la presente investigacion se realizaron unos estudios de densidad de carga
(carga de Mulliken) a través de estudios teoricos de DFT (density functional theory) (Figura
12). Este estudio nos puede dar una idea sobre la distribucion en los atomos claves en la piracina
para el tautomerismo tales como nitrégeno 4 y el oxigeno de grupo hidroxilo. De los célculos se
encontré que la densidad de carga sobre el atomo de oxigeno fue negativa, lo que muestra su
caracter nucleofilico y la magnitude de la carga de Mulliken fue dependiente del sustituyente en
6 de acuerdo al siguiente orden: F>H>CI>Br>l. Una mayor densidad de carga sobre el grupo
hidroxilo implica que el sistema tiene un mayor caracter nucleofilico y esto mostré una
correlacién con actividad antiviral. Para clarificar este punto se grafico la actividad biolégica con

respecto a la densidad de carga sobre el N y se encontré una correlacion lineal buena para al
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menos cuatro de los cinco derivados (la-d) con R2? superiores a 0.7 entre los valores
experimentales y tedricos, lo cual sugiere la importancia que puede tener un grupo hidroxilo con
una alta densidad de carga. Esto puede favorecer la habilidad de la molécula para generar un
nitrégeno N4 lo suficientemente nucleofilico para reaccionar mediante la ribosilacion y formar el
metabolito activo (Umar., 2020).

En cuanto a la importancia de la funcionalidad quimica de los compuestos pertenecientes al
grupo B: derivados del Favipiravir funcionalizados a nivel del grupo hidroxilo también se
observo un patrén entre las funcionalizaciones en los dos sistemas bioldégicos. En ambos
modelos la tendencia fue mejor eficacia de acetilo seguido de favipiravir y luego triflato, esto es
consistente con que son grupos removibles de labilidad relativa. En el caso de los compuestos
bencilo y sulfonico son grupos mas dificiles de remover con respecto a los anteriores como es el
grupo acetilo y triflato. A su vez grupos de mayor tamafio pueden interferir a la hora del
ensamblaje del profarmaco necesario para ser activo.

En el modelo HRT-18/CoBo cepa Mebus los compuestos 2¢ y 2a presentaron una Clsp mayor o
igual que el farmaco de referencia (Favipiravir- 31,25 uM), siendo 93 y 31,25 uM
respectivamente. El indice de selectividad para el compuesto 2a fue mejor que para el
compuesto 2c siendo 12 y 2 respectivamente. Por otra parte, el compuesto 2e a pesar de mostrar
una Clsp baja, incluso menor que Favipiravir, presentd un indice de selectividad bajo. Esto es
debido a que su CCsp es baja indicando la toxicidad del compuesto en las células. La
funcionalizacion del 2d fue la que presentd significativamente mayor eficacia siendo su indice
de selectividad de 31.

En el modelo de HEp-2/h-coronavirus 229E, todos los compuestos obtuvieron Clso mas altas que
favipiravir. Esto indica que su capacidad antiviral no es tan buena en comparacion con el
compuesto de referencia. Solamente el acetilo presentd una Clso menor al favipiravir y un alto 1S
de 39. Todas las funcionalizaciones restantes tuvieron indices de selectividad aceptables, a
excepcion del 2e conun IS de 2

A diferencia del trabajo previo realizado por Huchting et al., 2018 donde encontraron que el
sistema no florado tenia una actividad comparable contra el virus influenza, nosotros
encontramos que para el Coronavirus 229E el favipiravir es 1,42 veces mas activo que el
derivado no florado y en el modelo de coronavirus bovino cepa Mebus encontramos que el

favipiravir es 2.42 veces mas activo.

73



Para analizar el rol de la lipofilia se paso a determinar el Log P de los derivados funcionalizados
a nivel del OH y Favipiravir (ver tabla 10). Basandonos en los postulados de Lipinski establece
que el Log P de los compuestos debe ser menor a 5. Malas caracteristicas farmacoldgicas
pueden estar asociadas a Log P muy altos, lo que indica poca solubilidad en solucién acuosa. Por
otra parte, Log P muy bajos nos esta diciendo que son compuestos muy hidrofilicos.

Como se puede ver en la actividad antiviral estos compuestos presentan una relativa actividad
bioldgica a pesar de estar funcionalizados a nivel del OH. En el modelo HRT-18-CoBov resulta
tener bastante légica con los resultados obtenidos en cuanto a actividad biologica de los
compuestos en donde acetilo (2d)> triflato(2a)> bencilo(2e)> metanosulfonico(2c). En cambio,
en el modelo de HEp-2 los resultados obtenidos muestran cierta desviacion siendo acetilo (2d)>
triflato(2a)> triflato(2c)> metano-sulfonico(2c)> bencilo(2e). Las diferencias encontradas en los
dos sistemas bioldgicos puede deberse a los diferentes origenes de las lineas celulares utilizadas
y esto puede afectar la replicacion viral. La linea celular HRT-18 es aislada del intestino grueso
de un paciente de sexo masculino con adenocarcinoma. Mientras que, HEp-2 se origina
mediante una manipulacion cruzada en las primeras etapas del cultivo con la linea celular HeLa.
Originalmente se creia que estas células provenian de un carcinoma epidermoide de la laringe y
posteriormente mediante el analisis de isoenzimas se confirmé la presencia de cromosomas
marcados para HeLa y la huella de su ADN (American Type Culture Collection, 2022).

Se puede notar que la actividad biologica presenta cierta relacion con la labilidad del grupo
removibles. Es bien conocido que los grupos acetilo y triflato son buenos grupos removibles en
solucion acuosa y esto puede llevar a su facil ingreso a la célula, posterior liberacion del
favipiravir y finalmente la tentativa formacion del metabolito activo.

Por otra parte los grupos no removibles como bencilo y metanosulfonico en solucion acuosa
mostraron actividad mas baja entre esta familia de derivados, lo cual esta asociado a la dificultad
de remover estos grupos, complicando la formacion del metabolito activo ya que es fundamental
tener el N4 libre. Es posible la reaccion directa del N4 de este sistema con una ribosa, sin
embargo, la especie de pyridinium es inestable. De acuerdo a los resultados la incorporacion de
un grupo lipofilico altamente removibles puede ser interesante para disefiar potenciales agentes
basados en favipiravir con una lipofilia apropiada y la factibilidad de alcanzar el equilibrio

tautomérico requerido después de la desproteccién en solucion acuosa.
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Finalmente los resultados obtenidos para el derivado 2b, derivado funcionalizado que presenta
un grupo ciano en sustitucion del grupo amido en el favipiravir, hacen suponer que el grupo
amido puede tener una relativa importancia en la actividad antiviral en el sistema debido a que
en su contraparte el derivado 2c fue 1,18 veces mas activo en el sistema HEp-2/h coronavirus
229E.
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8. CONCLUSION

Se pudo identificar una funcionalidad quimica que permitié obtener un sistema biolégico que
mejord la actividad antiviral in vitro respecto al favipiravir en ambos modelos de coronavirus
utilizados. Se identificd al compuesto 2d como potencial candidato antiviral ya que tiene una
baja citotoxicidad y buena actividad antiviral frente a los dos modelos de coronavirus que se
ensayaron en trabajo.

En general, las funcionalizaciones sobre el grupo hidroxilo afectaron negativamente la eficacia
de los compuestos con respecto al favipiravir. Es importante el grupo hidroxilo libre. EI cambio
del F por otro halégeno o hidrogeno también afecto negativamente la eficacia biologica de los
compuesto. Resulta clave el F en la estructura del favipiravir.

Por otra parte, la lipofilia parece ser un factor clave a la hora de mejorar la eficacia de los
compuestos. EI compuesto acetilo hace que aumente la lipofilia del sistema, ayudando a que éste
atraviese las membranas biologicas con mayor facilidad y eso hizo que la eficacia del compuesto
aumente. Otro factor que puede influir en la formacion del metabolito activo es la labilidad
relativa de los grupos removibles ya que se obtuvieron mejores resultados con los grupos acetilo
y triflato. Los compuestos con grupos de dificil remocidn tales como metano-sulfonico y bencilo

no presentaron tan buena actividad biologica.
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10. ANEXO

Gréficos de CCsq en los derivados del grupo A en Hep-2.
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Gréficos de CCs en los derivados del grupo B en Hep-2.
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Graficos de Concentracion citotoxica 50% (CC50%) en los derivados del grupo A en HRT-18.
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Graficos de CCspen los derivados del grupo B en HRT-18.
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Efecto citopéatico de Coronavirus bovino cepa mebus en células HRT-18

A- Monocapa de células HRT-18 sin infectar (control) B- Efecto citopatico de BoCov
* En el circulo punteado se muestra la ruputra de la monocapa de células por efecto del coronavirus bovino. Las
células comienzan a agruparse como en cadenas de lisis perdiendo su forma alargada caracterstica
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Efecto citopatico de h- Coronavirus 229E en células HEp-2

v

A

*

A- Monocapa células HEp-2 sin infectar (control) B- Efecto citopatico H-Cov.
* En el circulo punteado se muestra la ruputra de la monocapa de células por efecto del h-coronavirus 229E. Las
células comienzan a agruparse como en cadenas de lisis perdiendo su forma alargada caracterstica.
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